NILTON DE BARROS ABREU JUNIOR

CARACTERIZACAO DA AREA DE INFARTO CEREBRAL DE RATOS
TRATADOS COM CELULAS-}TRONCO MESENQUIMAIS APOS ACIDENTE
VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO EXPERIMENTAL

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria, para
obtencdao do titulo delagister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2013



Ficha catalografica preparada pela Secao de Catalogagao e
Classificagao da Biblioteca Central da UFV

il

Abreu Jinior, Nilton de Barros, 1971-
Al62c Caracterizacio da drea de infarto cerebral de ratos tratados
2013 com células-tronco mesenquimais apos acidente vascular

encefélico isquémico experimental / Nilton de Barros Abreu
Jinior. — Vigosa, MG, 2013.
xiv, 80 f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador; Ricardo Junqueira Del Carlo.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Células-tronco. 2. Isquemia cerebral. 3. Terapia celular.
4, Neurologia veterinéria. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Veterindria. Programa de Po6s-Graduagdo em
Medicina Veterinaria. II. Titulo.

CDD 22. ed. 636.089602774




NILTON DE BARROS ABREU JUNIOR

CARACTERIZAQAO DA AREA DE INFARTO CEREBRAL DE RATOS
TRATADOS COM CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS APOS ACIDENTE
VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO EXPERIMENTAL

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Medicina Veterinaria, para
obtencdao do titulo delagister Scientiae

13 de Dezembro de 2013.

Betania de Souza Monteiro Tatiana Schmitz Duarte

Marlene Isabel Vargas Viloria

Ricardo Junqueira Del Carlo
(Orientador)



DEDICATORIA

Ao professor Ricardo Junqueira Del
Carlo por sua vida dedicada ao ensino e
formacéo de cidadéos.

A minha querida familia, em
especial meu filho, Alvaro, que inicia sua
jornada neste plano.



“As perfeicdes de Deus sdo tdo grandes e tdo
admiraveis que, se o mundo estivesse cheio de livros, se
todas as criaturas fossem outros tantos escritores e se toda
a agua dos mares se convertesse em; tprtaeiro se
encheriam todos os livros, se cansariam todos 0s escritores
e se esgotariam 0s mares, e ainda se nao teria explicado
uma s6 de Suas perfaes”.

(Santo Agostinho)



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me iluminado em todas as conquistas durante minha vida, por me
permitir conhecer todas estas pessoas que me ajudaram chegar até aqui.

Ao meu mentor espiritual que incondicionalmente zela por mim.

Ao professor, Doutor Ricardo Junqueira Del Carlo sou eternamente grato, pela
confianga, paciéncia, compreensao e ensinamentos.

Aos meus queridos pais, Nilton e Véglia, pelos ensinamentos para a vida, pela
minha formacgédo moral e ética, que hoje em dia levo comigo.

As minhas queridas irmas, Elaine e Vivian, pelo carinho e incentivo aos meus
projetos.

A minha esposa Aline, obrigado pelo incentivo, pelo respeito e pela ajuda.

Ao meu filho Alvaro, sua chegada preencheu minha vida.

Aos professores do Departamento de Medicina Veterindria, em especial o
professor Evandro Favarato, pelo apoio, disponibilidade e contribuigc&o.

A professora Betania Monteiro, da Universidade de Vila Velha, pela
contribuicdo e colaboracdo em todas as etapas do estudo.

As professoras da Universidade Federal de Sdo Jodo Déll&ei,Lima, Laila
Damazio e Rosi Ribeiro, por apoiarem a etapa da histopatologia.

Ao professor Antdnio J. Natali, por apoiar a etapa de manutencédo dos animais.

Ao professor Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo, por ceder o laboratério para a
etapa do cultivo celular.

Aos funcionarios do Departamento de Medicina Veterinaria, em especial
Carmen, Rosi e Maninha.

Aos colegas Barbara Silva Okano e Raul Felipe Dornas. Suas pregencas
disposicdes foram fundamentais.

Aos colegas Eveline Caetano, Luis Eugénio, Vanessa Guedes, Marta Arauijo,
Rodrigo Sepulveda, Leticia, Paula, Glaucia e Natalia Alves (UFSJ), recebam o meu
obrigado.

A José Grosso, Joseph Gleber e Fritz Bchmor me auxiliarem em momentos
dificeis.

A Universidade Federal de Vicosa e a Coordenacdo do Programa de POs-
graduacgdo da Medicina Veterinaria, que possibilitaram a realizacdo deste estudo.

Ao CNPq e a FAPEMIG, pelo apoio.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE GRAFICOS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
RESUMO

ABSTRACT

INTRODUCAO GERAL

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO | - FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA CEREBRAL
Resumo

Abstract

INTRODUGCAO

PATOGENESE DA ISQUEMIA CEREBRAL
LESAO CEREBRAL SECUNDARIA

Liberacdo do Glutamato

Acumulo de Célcio Intracelular
Aumento de Radicais Livres

Espécies Reativas de Oxigénio

Oxido Nitrico

Elevacédo do Ferro

Mediadores Inflamatérios

MORTE CELULAR

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO Il:  CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
ISQUEMIA CEREBRAL

Resumo

Abstract

INTRODUCAO

MODULACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA
SECRECAO DE FATORES NEUROTROFICOS

NA

Péagina
Vil

viii

Xiii

Xiv

© © 0o N o M~ P

23
24
25
26
28



NEUROGENESE E ATIVACAO GLIAL

INDUCAO DA ANGIOGENESE

EFEITO ANTIAPOPTOTICO

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO Il - CARACTERIZACAO CELULAR DA AREA DE
INFARTO CEREBRAL DE RATOS TRATADOS COM CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS APOS ACIDENTE VASCULAR
ENCEFALICO ISQUEMICO EXPERIMENTAL

Resumo

Abstract

INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

RESULTADOS

DISCUSSAO

CONCLUSAO

AGRADECIMENTOS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

29
31
32
32
33
39

40
42
43
45
56
65
73
73
74

Vi



LISTA DE FIGURAS

Capitulo | - Fisiopatologia da Isquemia Cerebral.

Figura 1. A evolucéo da fisiopatologia da isgigecerebral.

Figura 2. Cascata de eventos danosos na isquemia cerebral
Capitulo Il — Células-tronco Mesenquimais na Isquemia Cerebral.

Figura 1. Os principais efeitos neuroprotetores das células-t
mesenquimais
Capitulo Ill — Caracterizacéo Celular da Area de Infarto Cerebral de
Ratos Tratados com Células-tronco Mesenquimais Apos Acident
Vascular Encefalico Isquémico Experimental

Figura 1. Anatomia vascular da regido cervical lateral do rato.

Figura 2. Procedimento microcirirgico de oclusdo temporaria da a
cerebral média esquerda do rato.

Figura 3. Parametros estereotaxicos para a idegfifd das seccoes
medida do volume de infarto.

Figura 4. Seccéo 0,20mm do cérebro dos ratos, evidenciatdatom

Figura 5. Fotomicrografia das CTM diferenciadasitro.

Figura 6. Caracterizacdo imunofenotipica das CTM em citometri
fluxo.

Figura 7. Fotomicrografia da CTM ap0s nanomarcacdo demonstra
fluorescéncia.

Figura 8. Imagens de microscopia de fluorescéncia do parént
pulmonar.

Figura 9. Lesao isquémica induzida no encéfalo de rato.

Figura 10. Imagens das secc¢Bes coronais dos encéfalos obtiseasrerar
de mesa.

Figura 11. Imagens dos cérebros de ratos comparando a atro
hemisfério cerebral esquerdo em relag&o ao direito.

Figura 12. Fotomicrografias de animal do grupo controle.

Figura 13. Fotomicrografia de animal do grupo CTM.

Figura 14. Fotomicrografia de animal do grupo sham.

Vi

PAGINA

10
17

26

50

53

54
56
57

59
60

62

63

64
65



viii

LISTA DE TABELAS

Capitulo 1l — Caracterizacédo Celular da Area de Infarto Cerebral de
Ratos Tratados com Células-tronco Mesenquimais Apoés Acident
Vascular Encefalico Isquémico Experimental

Tabela 1. indice de gravidade dos déficits neuroldgicos. 51

Tabela 2. Déficits neurologicos apresentados pelos ratos apdés ¢ 60
temporéria da artéria cerebral média, segundo a escala de Mehzk:
(1992).

Tabela 1. Percentagem média da area de infarto, apés AVE, mensur: 61

animais dos diferentes grupos experimentais.



LISTA DE GRAFICOS

Capitulo 1l — Caracterizacédo Celular da Area de Infarto Cerebral de
Ratos Tratados com Células-tronco Mesenquimais Apoés Acident
Vascular Encefalico Isquémico Experimental

Grafico 1. Percentagem média da area de infarto, apés AVE, men 58

nos animais dos diferentes grupos experimentais.



ACC-
ACE-
ACI-
ACM-
AMPAr-
Apaf-1-
APO1
APP-
APT-
ATP-
AVE-
AVEI-
AB-
BDNF-
bFGF-
BHE-
Ca+-
CEUA-
COBEA-
Cox-
CT-
CTA-
CTH-
CTM-
CTN-
CTS-
DAMPs-
DMEM-
DNA-
Fe
FSC-

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Artéria carotida comum

Artéria carétida externa

Artéria carétida interna

Artéria cerebral média

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico
Fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1
Antigeno de apoptose 1

Proteina precursora de amiléide

Antigeno de apoptose 1

Trifosfato de Adenosina
Acidente Vascular Encefalico

Acidente Vascular Encefalico Isquémico

Foteina B-amilbide

Fator neurotréfico derivado do cérebro

Fator de crescimento de fibroblastos basico
Barreira Hemato-enceféalica

Célcio

Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais
Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal
Cicloxigenage

Células-tronco

Células-tronco adultas

Células-tronco hematopoiéticas

Células-tronco mesenquimais

Células-tronco neurais

Células-tronco somaticas

Padrdes moleculares associados ao perigo
Dulbecco’s modified Eagle’s

Acido desoxirribonucleico

Ferro

Fluxo Sangtineo Cerebral



OCs3-
OH--
ON-
ONOO3
ONS
ONS
PCR-
ROS-
SDF-la-
SFB-
SNG
TTC-

Xi

Fator neurotrofico derivado glial
Proteina Glial Fibrilar Acida
Peroxido de Hidrogénio
Fator de crescimento de hepatécitos
Fator de hipdxiaux
Intra-arterial
Interferon

Interleucina
Oxido Nitrico Sintetase Induzida
Sociedade Internacional para Terapia Celular
Intravenoso
Metaloproteinase

Medula 6ssea

Membro toracico direito

Membro toracico esquerdo

Sadio
Nicotiamida-adenina-dinucleoétido-fosfato
Fator de crescimento neuronal

N-metil-D-aspartato

Receptor de N-metil-D-aspartato

Neurotrofina-3

Oxigénio
Anion superoxido
Hidroxila
Oxido Nitrico

Peroxinitrito

Oxido nitrico sintase

Oxido nitrico sintase
Proteina C reativa
Espécies Reativas de Oxigénio

Fator derivado das células estromais
Soro fetal bovino

Sistema Nervoso Central

2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio



Xii

VEGF- Fator de crescimento vaso-endotelial
Z5G- Zona subgranular do giro dentado do hipocampo
ZSV- Zona subventricular



xiii

RESUMO

ABREU JUNIOR, Nilton de Barros, M.Sc.,Universidade Federal de Vigosa, Dezembro
de 2013.Caracterizacdo da Area de Infarto Cerebral de Ratos Tratados com
Células-tronco Mesenquimais ApOs Acidente Vascular Encefélico Isquémico
Experimental. Orientador: Ricardo Junqueira Del Carlo. Coorientator: Evandro Silva
Favarato

O acidente vascular encefalico isquémico geralmente resulta em déficits
neurolégicos graves e, na maioria, irreversiveis. Ultimamente, novas terapias
representam uma nova estratégia para o tratamento destas lesGes, sobretudo, com a
utilizacdo de células-tronco, em que estudos pré-clinicos demonstram resultados
satisfatérios em modelos animais. O presente experimento comparou a lesdo de
isquemia cerebral em ratos tratados e nao-tratados com células-tronco mesenquimais
(CTM) da medula éssea. As CTM foram obtidas da medula éssea de ratos Wistar,
cutivadas, caracterizadas, marcadas com nanocristais e infundidas na sexta passagem
nos animais com isquemia cerebral. A lesdo isquémica foi induzida pela oclusdo
temporaria da artéria cerebral média esquerda (ACM) com fio de ocluséo introduzido e
mantido por 60 minutos. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos
experimentais e submetidos a cirurgia e divididos em grupos sham, controle e
tratamento. Os grupos tratados receberam o transplante de células na concentracao de
1,0 x 10 células/mL diluidas em 1 mL de PBS e administradas 24 horas apés a inducéo
isquémica por via intravenosa. Realizada a eutanésia dos animais com 24 horas, 15 e 30
dias pds-lesédo. Foi mensurado a area macroscopica da isquemia e realizada a contagem
celular. Apesar das CTM nao terem sido encontradas no local da lesdo, na avaliacao
histoldgica, os ratos tratados com CTM apresentaram significativa reducédo da area de
isquemia. Os resultados indicam que o tratamento da isquemia cerebral induzida
utilizando terapia com CTM tem agéo benéfica sobre a recuperacéo e protecdo do tecido
nervoso. As CTM infundidas foram localizadas nos pulmdes, a acdo terapéutica foi

realizada a distancia.
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ABSTRACT

ABREU JUNIOR, Nilton de Barros, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2013.Characterization of the Area Infarction in Rats Treated with Mesenchymal
Stem Cells After Experimental Ischemic Stroke.Advisor: Ricardo Junqueira Del
Carlo. Coadvisor: Evandro Silva Favarato.

Vascular ischemic brain injury usually results in severe neurological deficits and mostly
irreversible. Lately, new therapies represent a new strategy for treatment of these
lesions, especially with the use of stem cells in preclinical studies in animal models
have shown satisfactory results. The present experiment compared the injury of cerebral
ischemia in mice treated and non-treated with mesenchymal stem cells (MSCs) from
bone marrow . MSCs were obtained from bone marrow of rats cultured characterized
marked with nanocrystals in the sixth passage and transplanted animals with cerebral
ischemia. Ischemic injury was induced by temporary occlusion of the left middle
cerebral artery (MCA) for 60 minutes. The rats were randomly divided into 7
experimental groups and they were underwent surgery and divided into sham, control
and treatment groups. The treated groups received a transplant of cells at a
concentration of 1.0 x 106 cells / mL diluted in 1 mL administered intravenously 24
hours after ischemic induction . Performed euthanasia of animals at 24 hours, 15 and 30
days post-injury. Was measured in the area of ischemia fragment of macroscopic lesions
and the cell count performed. Although MSC have not been found at the site of the
lesion, the histological assessment, the group treated with MSCs showed significant
reduction in the area of ischemia. The results indicate that treatment of cerebral
ischemia induced using MSC therapy has beneficial effects on the recovery and
protection of nerve tissue. Transplanted MSCs were localized in the lungs, the

therapeutic action at a distance was performed.



INTRODUCAO GERAL

O acidente vascular encefalico (AVE) é a interrupcdo do fluxo sanguineo em
vasos encefalicos que resulta em uma éarea de infarto no tecido nervoso, danos
neurolégicos permanentes, graves limitacbes funcionais e morte se nao tratado
rapidamente (HANKEY, 1999; MUNTNERt al, 2002). Também pode ser causado
por hemorragias no encéfalo, e a gravidade do quadro clinico é um reflexo do tamanho e
localizacdo da lesdo. Os déficits neuroldgicos mais comuns incluem a hemiplegia ou
hemiparesia contralateral ao lado da leséo, ataxia, deficiéncias visuais, afasia, disartria,
amnésia e problemas com o controle vesical.

E a segunda causa mais frequente de morte em todo o0 mundo, a terceira causa de
incapacidade em adultos nos Estados Unidos (FEIGIN, 2005), a principal causa de
morte no Brasil (CAMARGGet al, 2005; MINELLI et al, 2007). Dentre os fatores de
risco para o desenvolvimento do AVE estdo a hipertensdo arterial e doencgas
cardiovasculares, diabetes mellitus, sedentarismo, a dislipidemia e o tabagismo,
afeccdes com alta prevaléncia em todo o mundo tornando crescente a expectativa de
novos casos da doenca (CAMPOS-SOW5$AI,2007).

Atualmente, as opcbes de tratamento para o AVE séo limitadas, e muitas
medicacBes promissoras falharam em ensaios clinicos em humanos devido a efeitos
colaterais intoleraveis ou limitacbes terapéuticas (DANTON e DIETRICH, 2003;
MERGENTHALER et al, 2004). O objetivo terapéutico na fase aguda e subaguda do
AVE é proteger 0s neurdnios em risco, enquanto, apés este periodo, as terapias visam
principalmente aumentar a capacidade de regeneracdo enddégena do sistema nervoso
central (SNC) e consequentemente diminuir as sequelas funcionais. Neste cenario, as
terapias celulares vém sendo consideradas como possiveis alternativas terapéuticas para
tratar doencas para as quais ndao ha, no momento, tratamentos farmacolégicos
adequados, incluindo ai doencas neuroldgicas e, mais especificamente, o AVE.

As células-tronco adultas (CTA) sao células ndo-diferenciadas capazes de auto-
renovacao e de originar tipos celulares diferenciados com morfologia caracteristica e
funcéo especifica. Essas caracteristicas exibidas fazem dessas células tipos essenciais
para a reparacdo e manutencédo dos tecidos no organismo (PITTENGERL999;
MINGUELL et al, 2000).

Estas células podem ser isoladas e expandidas em cintiwvitro, sendo

mantidas como células-tronco ao longo de muitas geracbes e mantendo também a



capacidade de se diferenciar quando submetidas aos estimulos apropriados. O grande
progresso observado, mais recentemente, no isolamento e caracterizagdo de diferentes
tipos de células-tronco somaticas tem permitido sua aplicagdo em protocolos pré-
clinicos e clinicos de terapia para uma variedade de doencas (KORBLING e ESTROV,
2003).

Entre os tecidos conhecidos por apresentarem ceélulas-tronco apos a vida pos-
natal, a medula éssea foi a mais estudada, por muitos anos, como fonte tanto de células-
tronco hematopoiéticas (CTH), quanto de células-tronco mesenquimais (CTM)
(HERZOGet al, 2003).

As CTM sao capazes de se diferenciar em diversas linhagens (plasticidade),
como condroblastos, osteoblastos, adipécitos, tendcitos e mioblastos (MINGAMELL
al., 2000). No entanto, pesquisas contemporaneas descreveram a capacidade das CTM
originarem linhagens celulares de outra origem embrionaria (ADOLPHE e
WAINWRIGHT, 2005; RASULOVet al, 2005), sendo descrita a diferenciacdo em
neurdnios e células da glia vitro e in vivo em condicbes experimentais especiais
(KAN et al, 2005).

CHOPP e LI (2002) comprovaram que as CTM migram para o local lesado
quando administrada por via intravenosa apés a isquemia cerebral. Adicionalmente,
PHINNEY e ISAKOVA (2005) relataram beneficios terapéuticos com a utilizagédo das
CTM ap6s a isquemia cerebral. Véarios estudos mostraram que as CTM promovem a
proliferacédo celular endégena, reduzem a apoptose (GHEN 2003), e sdo capazes
de diminuir déficits neurolégicos apos isquemia cerebral (CeEN, 2001; IIHOSHI
et al, 2004; KUROZUMIet al, 2009.

Estes achados tornaram-se uma esperanca para o tratamento da lesdo encefalica
isquémica, no entanto pouco se sabe sobre a real acdo das CTM no tecido nervoso. Os
mecanismos pelos quais o transplante celular resulta em melhora clinica e histolégica do
encéfalo é o alvo das pesquisas pré-clinicas, vislumbrando no futuro a possibilidade de
aplicacao deste tipo celular em pacientes humanos.

O presente experimento comparou a leséo de isquemia cerebral em ratos tratados
e nao-tratados com células-tronco mesenquimais alogénicas (CTM) da medula éssea.
As CTM foram obtidas da medula 0ssea de ratos Wistar, cultivadas, caracterizadas,
marcadas com nanocristais Qtracker 655® e transplantadas na sexta passagem nos
animais com isquemia cerebral. A lesdo isquémica foi induzida pela oclusdo temporaria

da artéria cerebral média esquerda (ACM) com fio de ocluséo introduzido e mantido por



60 minutos. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos experimentais e
submetidos a cirurgia e divididos em grupos sham, controle e tratamento. Os grupos
tratados receberam o transplante de células na concentracdo de %,6elutH3/mL
diluidas em 1 mL de PBS e administradas 24 horas ap6s a inducdo isquémica por via
intravenosa. Realizada a eutanasia dos animais com 24 horas, 15 e 30 dias pés-lesao.
Foi mensurada a &rea macroscoépica de isquemia e realizada a contagem celular.
Apesar das CTM ndao tam sido encontradas no local da lesdo, na avaliacado

histoldgica, os ratos tratados com CTM apresentaram significativa reducdo da area de
isquemia. Os resultados indicam que o tratamento da isquemia cerebral induzida
utilizando terapia com CTM tem acgéo benéfica sobre a recuperacéo e protecao do tecido
nervoso. As CTM transplantadas foram localizadas nos pulmdes, a acao terapéutica foi

realizada a distancia.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADOLPHE, C.; WAINWRIGHT, B. Pathways to improving skin regeneratigrp.
Rev. Mol. Med. 23;7(20):1-14, 2005.

CAMARGO EC, BACHESCHI LA, MASSARO AR. Stroke in Latin America.
Neuroimaging Clin N Am. May;15(2):283-96, 2005.

CAMPOS-SOUSA, R.N.; SOARES, V.Y.; ALMEIDA, K.J. et al. Knowledge of stroke
among a Brazilian urban populatiokrg. Neuropsiquiatria, v.65, p.587-591, 2007.

CHEN, J.; LI, Y.; KATAKOWSKI, M.; CHEN, X.; WANG, L.; LU, D.; LU, M,;
GAUTAM, S.C.; CHOPP, M. Intravenous bone marrow stromal cell therapy reduces
apoptosis and promotes endogenous cell proliferation after stroke in female rat.
Neurosci. Res.v.73, p.77886, 2003.

CHEN, J.; LI, Y.; WANG, L.; ZHANG, Z.; LU, D.; LU, M.; CHOPP, M. Therapeutic
benefit of intravenous administration of bone marrow stromal cells after cerebral
ischemia in ratsStroke, v.32, p.100511, 2001.

CHOPP M, LI Y. Treatment of neural injury with marrow stromal celncet Nov
15;102(10):3483-93, 2003.

DANTON, G.H.; DIETRICH, W.D. Inflammatory mechanisms after ischemia and
stroke.J. Neuropathol. Exp. Neurol.62(2):127-36, 2003.

FEIGIN, V.L. Stroke epidemiology in the developing wordncet 365(9478):2160-
61, 2005.

HANKEY, G.J. Stroke prediction and prevention by carotid endarterectomy: keep an
eye on the doughnut and not just the h@Glerebrovasc. Dis9(6):345-50, 1999.

HERZOG, E.L.; CHAI, L.; KRAUSE, D.S. Plasticity of marrow-derived stem cells.
Blood 102:3483-3493, 2003.

IHOSHI, S.; HONMOU, O.; HOUKIN, K.; HASHI, K.; KOCSIS, J.D. A therapeutic
window for intravenous administration of autologous bone marrow after cerebral
ischemia in adult rat®rain Res. 8(1-2):1-9, 2004.



KAN, I.; MELAMED, E.; OFFEN, D. Integral therapeutic potential of bone marrow.
Neurol. 1(2):92-100, 2005.

KORBLING M, ESTROV Z. Adult stem cells for tissue repair - a new therapeutic
concept™N Engl J Med. Aug 7;349(6):570-82, 2003.

KUROZUMI. K.; NAKAMURA, K.; TAMIYA, T. BDNF gene-modified mesenchymal
stem cells promote functional recovery and reduce infarct size in the rat middle cerebral
artery occlusion modeMol. Ther. 9:189-197, 2004.

MERGENTHALER, P.; DIRNAGL, U.; MEISEL, A. Pathophysiology of stroke:
lessons from animal modelgletab Brain Dis. 19(3-4):151-67, 2004.

MINELLI, C.; FEN, L.F.; MINELLI, D.P. Stroke incidence, prognosis, 30-day, and 1-
year case fatality rates in Matdo, Brazil: a population-based prospective Stuake
38(11):2906-11, 2007.

MINGUELL, J.J.; CONGET, P.; ERICES, A. Biology and clinical utilization of
mesenchymal progenitor celBraz. J. Med. Biol. Res.33(8):881-7, 2000.

MUNTNER, P.; GARRET, E.; KLAG, M.J.; CORESH, J. Trends in stroke prevalence
between 1973 and 1991 in the US population 25 to 74 years dbtagke 33(5):1209-
13, 2002.

PHINNEY DG, ISAKOVA I. Plasticity and therapeutic potential of mesenchymal stem
cells in the nervous systei@urr Pharm Des. 11(10):1255-65, 2005.

PITTENGER, M.F.; MACKAY, A.M.; BECK, S.C. et al. (1999) Multilineage potential
of adult human mesenchymal stem ceflsience v.284, n.5411, p.143-7, 1999.

RASULOV MF, VASILCHENKOV AV, ONISHCHENKO NA, KRASHENINNIKOV

ME, KRAVCHENKO VI, GORSHENIN TL, PIDTSAN RE, POTATOV IV. First
experience of the use bone marrow mesenchymal stem cells for the treatment of a
patient with deep skin burnBull Exp Biol Med. Jan;139(1):141-4, 2005.



Capitulo |

Fisiopatologia da Isquemia Cerebral



Fisiopatologia da Isquemia Cerebral

RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) é a interrupcdo do fluxo sanguineo em vasos
encefélicos que resulta em uma é&rea de infarto no tecido nervoso, danos neurologicos
permanentes, graves limitagdes funcionais e morte se ndo tratado rapidamente. E a
segunda causa mais frequente de Obito em todo o mundo e a principal causa no Brasil.
Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do AVE estéo a hipertensao arterial e
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, sedentarismo, a dislipidemia e o tabagismo,
afecgcdes com alta prevaléncia em todo o mundo tornando crescente a expectativa de
novos casos da doenca. Atualmente, as opcdes de tratamento para o AVE séo limitadas,
e muitas medicacdes promissoras falharam em ensaios clinicos em humanos devido a
efeitos colaterais intoleraveis ou limitacfes terapéuticas. O objetivo terapéutico na fase
aguda e subaguda do AVE € proteger os neurbnios em risco, enquanto, apés este
periodo, as terapias visam principalmente aumentar a capacidade de regeneracéo
endogena do sistema nervoso central (SNC) e consequentemente diminuir as sequelas
funcionais. O conhecimento dos mecanismos moleculares que acontecem no AVE é
fundamental para que sejam propostas novas terapias relativas a neuroprotecao,

neurorregeneracdo e neurogénese.

TERMOS DE INDEXACAO: Fisiopatologia, isquemia cerebral, lesdo cerebral

primaria, lesdo cerebral secundaria.



Pathophysiology of Cerebral Ischemia

ABSTRACT

Stroke is the interruption of blood flow in cerebral vessels, resulting in an area of
infarction in the nervous tissue, permanent neurological damage, severe functional
limitations, and death if not treated quickly. It is the second most common cause of
death worldwide, the leading cause of death in Brazil. Among the risk factors for the
development of stroke are high blood pressure and cardiovascular diseases, diabetes
mellitus, physical inactivity, dyslipidemia, and smoking, diseases with high prevalence
worldwide increasingly becoming an expectation of new cases. Nowadays, treatment
options for stroke are limited, and many promising drugs have failed in clinical trials in
humans due to intolerable side effects or therapeutic limitations. The therapeutic goal in
acute and subacute stroke is to protect neurons at risk, while after this period, the
therapies mainly aim to increase the capacity of endogenous regeneration of the central
nervous system (CNS) and consequently decrease the functional sequelae. The
knowledge of the molecular mechanisms that occur in stroke is critical to the proposa

of new therapies for neuroprotection, neuroregeneration and neurogenesis.

KEYWORDS Pathophysiology, cerebral ischemia, primary brain injury, secondary
brain injury.



INTRODUCAO

Atualmente, o acidente vascular encefélico isquémico (AVEI) é a patologia que
mais causa oObitos no Brasil (CAMARGE: al, 2005; MINELLI et al, 2007), a
segunda causa mais frequente de morte em todo 0 mundo e o terceiro motivo de
incapacidade em adultos nos Estados Unidos (FEIGIN, 2005). Dentre os fatores de risco
estdo a hipertenséo arterial e doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, sedentarismo,
a dislipidemia e o tabagismo, tornando crescente a expectativa de novos casos
(CAMPOS-SOUZAet al, 2007). A lesdo no encéfalo se estende para a area adjacente
onde mecanismos de reperfusdo acontecem na tentativa de reparacdo do dano e,
portanto, minimizar as sequelas sofridas (DINARg L, 1999).

Recentemente, estdo sendo propostas muitas estratégias de tratamento e, apesar
da melhora nos pacientes com dano neurologico agudo, ndo ha tratamento especifico
para o AVE e o rapido avancar de disturbios da fungéo cerebral ou global, como no caso
do coma, podem gerar danos neuroldgicos permanentes, graves limitagdes funcionais e
Obito (HANKEY, 1999; MUNTNER et al, 2002). Portanto, o conhecimento e
entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos dos eventos que ocorrem na isquemia
cerebral sdo importantes para o estabelecimento de estratégias para reparar a leséo
tecidual e estabelecer a neuroprotecdo. O objetivo desta revisdo é apresentar 0s eventos
celulares que ocorrem no SNC apds a isquemia cerebral.

PATOGENESE DA ISQUEMIA CEREBRAL

O acidente vascular encefélico isquémico (AVEI) é causado pela interrupcdo do
fluxo sanguineo, num determinado ramo arterial, por mecanismo tromboembdlico ou
hemodinamico e, como o tecido cerebral € dependente de oxigénio e glicose para o seu
funcionamento normal, a auséncia determinara morte celular (FEIGIN, 2005).

Em nivel celular, a reducdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC), com deplecdo do
oxigénio, inicia eventos bioquimicos que ocasionardo fosforilacdo desencadeando o
metabolismo anaerobio. A glicélise anaerdbia é insuficiente e determina deplecdo das
reservas de fosfato, incluindo ATP, com aclumulo de acido latico (WYAT &L,

1989). O colapso das func¢des celulares permitira acumulo intracelular de sodio (Na+),
calcio (Ca+) e agua, a membrana celular estara despolarizada e 0s neurotransmissores
excitatorios serdo liberados, em especial o glutamato das terminacdes axonais. No

citoplasma existird acimulo de acidos graxos livres, decorrentes da desintegracdo da
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membrana de fosfolipidios que sofrerdo peroxidacéo pelo oxigénio (O2), radical livre
que também atua na formacédo de mais radicais livres dentro das mitocéndrias, com a
participacdo das prostaglandinas, xantina e &cido Urico e, por fim, em alguns neurénios
o Ca+ induzird a producao do 6xido nitrico [ON] (SHALAK e PERLMAN, 2004).

Os efeitos decorrentes do colapso energético celular, do acumulo de Ca+, da
peroxidacgdo lipidica, da acidose, da liberagdo do glutamato, da intensa produgéo de

radicais livres e da neurotoxicidade do ON culminardo com morte celular (Figura 1).
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Figura 1. Evolucao fisiopatoldégica da isquemia cerebral. (P) Producdo. (L) L&Sadtivacdo. (1)
Interrupgdo. (F) Fragmentacdo. (ROS) Espécies reativas de oxigénio. (NO)nisimn (DNA) Acido

desoxidorribonucleico (modificado de Shalak e Perlman, 2004).
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LESAO CEREBRAL SECUNDARIA

Andlises neuropatologicas revelam que a isquemia cerebral possui duas areas
distintas, uma central e outra periférica, chamada penumbra. A intensa reducao do fluxo
sanguineo cerebral conduz, na area akrdio colapso dos processos metabdlicos, a
queda da energia celular e da homeostase ibnica e, consequentemente, perda da
integridade celular, resultando na morte celular em poucos minutos. Na penumbra por
haver hipoperfusdo, ou seja, baixo fluxo sanguineo compensado por irrigagéo colateral,
as funcdes neurofisiolégicas sédo perdidas, enquanto sdo mantidos o metabolismo e as
estruturas celulares (SHARIR al, 2000 e HOSSMANN, 2009).

Enquanto o fluxo sanguineo é baixo, mas suficiente para manter a atividade
elétrica, permanece ainda a atividade dos canais idnicos que é essencial para a sobrevida
do tecido nervoso. Ja a reperfuséo inicia a cascata dos processos inflamatérios e, junto
com os radicais livres, liberados das células mortas, contribuem para a piora da leséo
iIsquémica.

Estima-se que, nas horas iniciais apdés a isquemia, a penumbra corresponde a
50% do tecido que mais tarde progredira para o infarto (DINARGAL, 1999). A
compreensao dos mecanismos que acontecem na penumbra € essencial para preservar a
funcd@o e promover a sobrevida das células nervosas ap0s a reperfuséo, e € a chave para

oferecer tratamentos de fato eficazes.

Liberacéo do Glutamato

O glutamato € sintetizado pelos astrocitos e é o0 mais importante
neurotransmissor excitatéorio do SNC. Os neurbnios sao expostos a pequenas
quantidades por eficientes mecanismos de remocédo e absorcdo que livra-os da acéo
toxica (KOSTANDY, 2012). Em condicbes de isquemia cerebral, ocorre intensa
diminuicdo do fluxo sangiineo, com reducdo do trifosfato de adenosina (ATP),
resultando em faléncia energética e colapso nos processos celulares dependentes de
ATP, como os canais de ions (KIMELBERG e MONGIN, 1998). Com a despolarizacdo
da membrana celular, estimulada pela entrada de Ca+, havera liberacdo do glutamato
gue estava retido nas vesiculas intracelulares sendo eliminado por exocitose e, a
liberacdo da glutaminase extracelular pelos neurénios lesados aumenta a hidrélise de
glutamina com formacao de glutamato extracelular (MENAL, 2000).

O colapso do gradiente eletroquimico dos astrécitos faz com que os

transportadores de glutamato operem no sentido inverso, ocasionando o excesso de
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glutamato extracelular. O acumulo de glutamato extracelular estimula os receptores
neuronais de N-metil-D-aspartato (NMDA), &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propionico (AMPAr) e do cainato. Estes receptores estdo ligados aos canais
ibnicos da membrana, determinando o influxo de Na+ e Ca+ e, a agua, passa juntamente
com estes ions resultando no edema citotéxico (FURUKAWA, 1997).

A ativacdo do NMDAr € suficiente para destruir a maioria dos neurdnios, sendo
considerada preponderante na mediacdo de pelo menos alguns aspectos da
neurotoxicidade do glutamato, pois permite o influxo de Ca+ e a sua entrada determina
disfuncéo das mitocéndrias, ativacdo da caspase-3 por acdo da calpaina, e a producéo de
ON e ROS acarretando morte neuronal (DOBREK e THOR, 2011).

Acumulo de Célcio Intracelular

O Ca+ intracelular, em baixas concentracdes, participa de muitas reacdes
citoplasmaticas. Durante a lesdo isquémica, ocorrera influxo de Ca+ nas células do
tecido nervoso por estimulacdo dos receptores de NMDA, agonista de Ca+ e regulado
pelo glutamato, o efluxo de Ca+ é paralizado. O Ca+ também ¢€ liberado pelas
mitocdndrias e pelo reticulo endoplasmatico. Estas alteracdes, resultando no aumento de
Ca+ intracelular, interferem em muitas rea¢fes enziméaticas incluindo a ativacdo de
lipases, proteases, endonucleases e fosfolipases, na formacdo de radicais livres de
oxigénio, derivados de xantina e da sintese da prostaglandina. O acumulo
citoplasmatico de Ca+, apés isquemia, determina lesdo cerebral irreversivel (GROW e
BARKS, 2002).

Aumento de Radicais Livres

O tecido nervoso é muito vulneravel a acdo dos radicais livres porque detém
algumas peculiaridades como ser rico em lipidios e acidos graxos insaturados que
podem reagir com ROS para gerar radicais peroxil que determinam oxidacéo lipidica da
membrana dos neurénios (PORTER, 1984). Também, ha baixa a moderada atividade de
catalase e de glutationa peroxidase que eliminam o peréxido de hidrogénio (H202)
diminuindo a oxidagdo (COOPER e KRISTAL, 1997) e tem atividade metabdlica
elevada, utilizando 20% do O2 consumido pelo corpo, embora o encéfalo constitua
apenas 2% da massa corporal. A combinacdo destes fatores faz com que o sistema

nervoso central esteja totalmente vulneravel ao dano oxidativo (DRINGEN, 2000).
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Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas de vida curta criadas como
parte do metabolismo celular normal e sistemas de defesa. Em niveis baixos
desempenham papel na regulacédo do crescimento celular, diferenciacdo, proliferacao e
apoptose através da acdo em diferentes receptores, genes, canais ibnicos, enzimas,
proteinas e fatores de transcricdo nuclear (P€dldl, 2004 e LlUet al, 2005). Na
isquemia cerebral ocorre aumento da producdo de ROS, mas na reperfusao cerebral sua
producdo € acelerada devido aos eventos citotoxicos decorrentes da peroxidacdo
lipidica, oxidacdo de proteinas e fragmentacdo do acido desoxirribonucleico [DNA]
(CRACK e TAYLOR, 2005).As ROS sao produzidas pela reducédo do oxigénio
molecular (Q) para formar superoxido (© mediado pela NADPH oxidase, xantina
oxidase ou transporte em cadeia elétrico mitocondrial (DROGE, 2002). Existe um
equilibrio entre a producdo de ROS e o sistema de defesa antioxidante, que € essencial
para o0 metabolismo normal. Nesse equilibrio, as células produzem superéxido
dismutase (SODs) que converte o superdxido em perdxido de hidrogéfs) @H
oXxigénio, e a catalase e glutationa peroxidase convert€xerh agua. Na presenca de
metais de transicdo, pode produzir radical hidroxila OB acumulo de ROS, por
producdo excessiva ou deplecdo de enzimas antioxidantes, desencadeia uma cascata
sinérgica com ativacdo de sinais que causariam lesdo celular. Este dano decorre da
alteracdo do DNA, da peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e da ruptura das
funcdes estruturais e de integridade celular, tais como a capacidade para transporte de

moléculas e producdo de energia e equilibrio de ions (OLMEZ e OZYURT, 2012).

Oxido Nitrico

O oxido nitrico (ON) é um radical livre formado pela enzima éxido nitrico
sintase (ONS), durante a conversdo da L-arginina para L-citrulina. ONS é fortemente
ativada durante a isquemia, bem como durante a reperfuséo, e sua producao se estende
por longos periodos nos neurbnios, nas células gliais e endoteliais. O ON tem
propriedades neuroprotetoras e neurotoxicas. A ativacdo de ONS na isquemia de
neurbnios proveca a morte de ceélulas neuronais, por combinar com superéxido
produzindo peroxinitrito, um potente radical que ativa a peroxidacgéao lipidica e aumenta

a liberagcdo de glutamato. A ativacdo do ONS nas células endoteliais € neuroprotetora
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porque a producdo de ON tem acdo de relaxamento das células do musculo liso
adjacente, conduzindo assim a vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo cerebral na
regido afetada. J4 a producdo do ON, nos astrécitos, ocorre na isquemia e tem
consequéncias incertas, mas acredita-se que em excesso pode ser tanto neurotoxica e
neuroprotetora (BOLANOS e ALMEIDA, 1999).

Durante a reperfusdo, a concentracdo de pOde exceder a capacidade
mitocondrial para reduzir 8em HO e, portanto, a producéo de anion superoxigo) (O
pode ser aumentada. O superoxido reage com o ON e forma o peroxinitrito {DNOO
gue é um inibidor irreversivel da funcdo mitocondrial, além de ser um pro-oxidante que
danifica lipidios, proteinas e DNA, determinando morte celular neuronal (RA&L,
1991).

Elevacéo do Ferro Livre

O ferro (Fe) é essencial para a vida gracas a sua propriedade Unica de reverter
oxidacao ciclica e reducdo. Facilmente doa e recebe elétrons, alternando grare Fe
fons Fe* e, por isso, considerado uma fonte de radicais livres, particularmente o radical
hidroxila (OH). O Fe também é um cofator enzimatico funcional que o torna
participante-chave na toxicidade mediada pelo oxigénio, estando envolvido na geracao
de Q e HO,, através da aceleracao da oxidacdo ndo enzimatica de diversas moléculas,
incluindo adrenalina e glutationa (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000).

No organismo, a maior parte do ferro estd na hemoglobina, contudo, dentro das
células, a ferritina € o principal reservatorio, sob a forma de 6xido de ferro, sendo usado
para sintetizar co-fatores na respiracdo e sintese de DNA. A liberacdo de ferro da
ferritina requer reducdo da forma sérica férrica para ferrosa pela acdo de um agente
guelante. O papel de ferritina é controverso uma vez que pode atuar tanto como
neuroprotetor, porque na isquemia tem a capacidade de quelar o ferro liberado a partir
de proteinas por radicais livres, mas também pode doar Fe livre, que aumenta o estresse
oxidativo, contribuindo para a maior deterioracdo neurolégica. A capacidade de
danificar o tecido nervoso, provavelmente, esta ligada ao aumento das reservas
sistémicas de ferro porque, quando elevadas, existira um progndéstico pior durante a fase
inicial da isquemia cerebral, aumentando o estresse oxidativo, e levando a necrose de
algumas partes da penumbra isquémica (CARBONELL e RAMA, 2007).
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Mediadores Inflamatorios

Na isquemia, tendo o colapso da barreira hemato-encefalica (BHE) alterado a
permeabilidade da membrana e exacerbado o extravasamento de leucdécitos, a producéo
de ROS a partir das células danificadas, desencadeia o estresse oxidativo e a cascata
inflamatoria. Moléculas enddgenas, conhecidas como padrdes moleculares associados
ao perigo (DAMPs), séo liberadas do tecido necrosado e ativam as células infiltradas do
sistema imunoldgico. Algumas delas sdo a proteina P-amildéide (AB), o 4acido
hialurénico, sulfato de heparina, complexos imunes de DNA ou RNA e lipoproteinas de
baixa densidade dentre outras (RIVEST, 2009). A molécula HMGB1 (high mobility
group box 1) localiza-se no nucleo de células do tecido nervoso e se transloca para o
citoplasma e, em condi¢Oes isquémicas, vao para 0 espaco extracelular aumentando a
permeabilidade vascular e promovendo a desagregacao da BHE (ZetAN&011).

Os DAMPs estimulam os receptores Toll-like TLR2 e TRL4 que desencadeiam
a resposta inflamatéria imunomediada néo infecciosa ativando macréfagos e células T
(SHICHITA et al, 2012). Sao produzidas vérias citocinas inflamatérias e mediadores.
Dentre elas, a I3 que sinaliza ou ativa outras moléculas como a caspase-1, proteina
que participa do complexo chamado inflamassoma e esta presente nos neurénios,
células gliais, microglia e macréfagos e, que também, pode ser ativado por hipoxia,
reducdo do ATP, ou a partir de moléculas endbégenas das células lesadas (SHHCHITA
al., 2012).

A IL-1 B é um mediador neurotoxico que promove a morte celular neuronal e
aumenta a expressao das quimiocinas em microglia e astrécitos e, sua inibicdo, esta
implicada na reducao da area isquémica (ALL&tN\al, 2005). O TNFo também esta
envolvido na isquemia, sendo expresso no tecido cerebral em hipoxemia dentro de 1h
apos reperfusdo e ocasiona a morte celular neuronal por efeitos neurotoxicos, mas,
também, pode ser considerado um mediador neuroprotetor porque participa dos
mecanismos de supressao dos sinais inflamatérios (HALLENBECK, 2002). A IL-6 é
importante em varios tipos de inflamacédo, mas na isquemia cerebral atua como citocina
neuroprotetora contribuindo para a angiogénese, favorecendo a sobrevivéncia das
células nervosas (JUN& al.,2011).

Quimiocinas sédo também potenciadores importantes da inflamacado pos-
isquémica. A proteina quimiotatica de mondcitos-1 e IL-8 atuam na infiltragdo de
leucécitos e aumentam a area da lesédo isquémica (SHICEIBEA,2012). A molécula

de adesao intercelular 1 (ICAM-1), produzida pelas células endoteliais, essencial para a
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quimiotaxia e para a infiltracdo de leucdcitos, esta elevada na isquémia cerebral,
favorecendo o aumento dos processos inflamatorios. As proteinas de matriz,
metaloproteinases (MMP), sdo importantes mediadores da inflamacéo pés-isquémica e
acentuam a quebra da BHE. A MMP-9 tem acao neurotoxica (SHICHITA, 2012).
Citocinas produzidas a partir de células T atuam na regulacdo da inflamacéo
durante lesdo isquémica. O IRNE neurotoxico e age nos neurdnios induzindo sua
morte. A liberacdo déL-4 e IL-5 induzem producdo de fatores neurotréficos pelos
astrocitos que atuam como sinalizadores neuroprotetores tendo efeito inibitério sobre a
expressdo de citocinas induzidas pela ONS (BUTOVSKY et al, 2005). A IL-10 é
imunossupressora e exerce efeito neuroprotetor por supresséo das acdes neurotoxicas do
TNF-a e IFN-y (LIESZ et al, 2009).

MORTE CELULAR

A morte de células neuronais induzida pela lesdo isquémica tem sido,
tradicionalmente, caracterizada como necrose. Nela, os altos indices de glutamato
extracelular estimulam os receptores NMDAr, AMPAr e cainato determinando influxo
de Na+ e Ca+ através da membrana, com passagem de agua juntamente com estes ions,
resultando em edema citotoxico (FURUKAWA, 1997). Na necrose ocorre edema,
ruptura das organelas citoplasméticas, perda da integridade da membrana e lise das
células nervosas com ativacao do processo inflamario (SHALAK e PERLMAN, 2004).
Entretanto, existem evidéncias morfologicas e bioquimicas, em modelos de lesdo
isquémica cerebral, que a morte das células aconteca por apoptose. Neurdnios
apoptoéticos sdo mais facilmente detectados desde o inicio da lesdo isquémica na
penumbra e durante o periodo de reperfusédo e provavelmente aquelas células nervosas
gue mantém um nivel minimo de atividade metabdlica (YUAN e YANKNER, 2000).

A apoptose, morte celular programada, é caracterizada pela ativagcdo das
caspases podendo ser desencadeada por via externa ou por ativagdo da via mitocondrial.
A via extrinseca € induzida por ativacdo do receptor de superficie FAS (FasR), também
conhecido como antigeno de apoptose 1 (APO1l ou APT). A oligomerizacdo de
receptores de morte recruta moléculas adaptadoras envolvidas na ativacdo da caspase-8.
A ativacdo intrinseca ou mitocondrial, na isquemia, € inicida pelos altos niveis de
glutamato, calcio intracelular, espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos no DNA.
Quando a mitocdndria recebe sinalizacdo apoptoética apropriada ou tem um dano

irreversivel, moléculas pro-apoptoticas, tais como o citocromo C, sao liberadas para o
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citoplasma. Juntamente com o ATP, o citocromo C forma o complexo do fator de
ativacéo de protease associadgaptosel (Apaf-1), chamado apoptossoma. Este cliva

a procaspase-9, que libera a caspase-9. As caspases 8 e 9 ativam, entre outras, a
caspase-3 que cliva a proteina precursora de amiléide (APP), resultando em aumento da
producdo de amiloide R-peptide, que por sua vez aumenta a ativacdo da caspase-3,

iniciando a morte celular por apoptose (CARBONELL e RAMA, 2007).

CONCLUSAO

Em nivel celular, a reducédo do FSC, com deplecdo do oxigénio, inicia eventos
bioguimicos diversos responsaveis pelas lesfes primarias e secundarias que envolverao
0 SNC e acarretardo em prejuizos morfofuncionais. O evento isquémico é dinamico
(Figura 2) e o conhecimento dos mecanismos fisiopatolégicos desses momentos que
ocorrem na isquemia cerebral sdo importantes para o estabelecimento de estratégias

para reparar a lesao tecidual e propor medicas para estabelecer a neuroprotecéo.
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Figura 2. Cascata de eventos danosos na isquemia cerebral focal. Minutos iniciais ao défidiisd® per
focal, mecanismos excitotoxicos danificam neurbnios e células gliais letalmAlem disso, a
excitotoxicidade desencadeia uma série de eventos que contribuem para intenigif@artecidual. Tais
eventos incluem despolarizacdes peri-infarto e os mecanismos que pmomfiamacéo e a apoptose. O
eixo X reflete a evolucdo da cascata ao longo do tempo, enquanto queYallastoa o impacto de cada

elemento da cascata em resultado final da morte neuronal.
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Células-tronco Mesenquimais na Isquemia Cerebral

RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo células indiferenciadas capazes de auto-
renovacdo e de originar tipos celulares diferenciados com morfologia caracteristica e
funcéo especifica cujas caracteristicas séo essenciais para a reparacao e manutencao dos
tecidos no organismo. Estas células podem ser isoladas e expandidas ermatittv,o

sendo mantidas como células-tronco ao longo de muitas geracfes, mantendo a
capacidade de se diferenciar quando submetidas aos estimulos apropriados. Sao capazes
de originar linhagens celulares de outra origem embrionaria, sendo descrita a
diferenciacdo em neurbnios e células da ghavitro e in vivo em condi¢cdes
experimentais especiais. As CTM migram para o local lesado quando administrada por
via intravenosa ap6s a lesdo cerebral, promovem a proliferacdo celular enddgena,
reduzem a apoptose e sao capazes de diminuir déficits neuroldgicos apos isquemia
cerebral. O presente trabalho resume as diversas acdes das CTM sobre o tecido nervoso

lesado através de seus efeitos diretos, paracrinos e sistémicos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Células-tronco mesenquimais, isquemia cerebral,

apoptose, neuroprotecéo, neurorregeneracdo, angiogénese, neurogénese.
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Mesenchymal Stem Cells in Cerebral Ischemia

ABSTRACT

The mesenchymal stem cells (MSCs) are undifferentiated cells capable of self-renewal
and give rise to differentiated cell types with characteristic morphology and specific
function whose are essential for the repair and maintenance of tissues in the body. These
cells can be isolated and expanded in vitro culture were maintained as stem cells over
many generations, and also maintaining the ability to differentiate when exposed to
appropriate stimuli. Are capable of yielding cell lines of other embryonic origin, being
described to differentiate into neurons and glial cells in vitro and in vivo in special
experimental conditions. MSCs migrate to the injured site when administered
intravenously after brain injury, promote endogenous cell proliferation and reduce
apoptosis are able to reduce neurological deficits after brain ischemia. This paper
summarizes the various actions that MSCs in the injury of nervous tissue through its

direct, paracrine and systemic effects.

KEYWORDS: Mesenchymal stem cells, cerebral ischemia, apoptosis, neuroprotection,

neuroregeneration, angiogenesis, neurogenesis.



25

INTRODUCAO

As células-tronco nsenquimais (CTM) estdo presentes em todos os tecidos
adultos incluindo o tecido adiposo, os pericitos, tecido muscular, 6érgdos e o cordao
umbilical (MEIRELLES et al, 2008). Na medula 6ssea, representam uma populacao
rara, menos de 0,1% de células nucleadas. Possuem a capacidade de diferenciacdo em
varias linhagens participam da reconsttédo de diferentes tecidos (PITTENGER,

1999). Estas caracteristicas multipotentes sugerem que as CTM sdo as responsaveis pela
reparacao e manutencao de todos os tecidos do organismo (CAPLAN, 2009).

As CTM participam da protecédo aos tecidos, liberando fatores de crescimento,
moléculas e citocinas que possibilitam, na area do dano tecidual, a secrecédo de fatores
neurotréficos que favorecem a neurogénese, e fatores angiogénicos que melhoram o
fluxo sanglineo no local de lesdo pela neoformacédo e ou pela reconstrucdo dos vasos
danificados (KINNAIRDet al, 2004 e UCCELLIet al, 2011). Além da neuro e
angiogénese, as CTM potencializam a formacao de conexdes sinapticas e remielinizam
axbnios lesados, reduzem a apoptesdiminuem a inflamacdo através de acbes
paracrinas (SEO e CHO, 2012

Estas células, mesmo ndo presentes na area do dano isquémico, sao capazes de
secretar fatores de crescimento e citocinas, como o fator de crescimentqM@&al
fator neurotrofico derivado do céreb(8DNF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), além do aumento da expresséo de citocinas anti-inflamatérias como
IFN-y e IL-10, que podem ter efeito benéfico sobre a reparacdo e reorgandas;
conexdes neuronais; na inducdo de regeneracdo; estimulando a neurogénese; no
crescimento axonal; na reducdo da resposta inflamatéria e na protecdo do tecido apos
lesdo espinhal (KUROZUMét al, 2004; LUet al, 2005 e QUERTAINMONTet al,

2012). Isto sugere que o efeito da terapia celular na isquemia ndo esta diretamente
relacionado com a presenca das células no cérebro, uma vez que a recuperacdo
funcional sem a presenca das CTM no parénquima cerebral indicam que séo capazes de
agir a distancia, ou seja, por mecanismo sistémico através de efeitos imunomodulatérios
(BORLONGAN et al, 2004 BACIGALUPPI et al., 2009 e BRENNEMANEet al,

2010).
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Nesta revisdo estdo sendo abordadas as principais acdes das CTM que as tornam

eficazes na reparacao e protecéo das lesdes isquémicas do SNC (Figura 1).

Transdiferenciacdo

Neurdnio
Astrocito
Inibicdo da Microglia Pro-mflaiatona Ativacdo da Microglia Pro-reparadora

Microglia Microglia

Inducdo da Neurogénese Enddgena
Neurdnio

Célula Precursora Neural
Inibicdo da Apoptose
“ Oligodendrocito

©) \

Neufénio em Apoptose

Figura 1. Os principais efeitos neuroprotetores das células-tronco mesenquimdiah@s tracejadas
indicam a atual falta de evidéncia forte para que fendmeno aconteca (ekcaklR011).

MODULACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA

A inflamacédo é uma das principais consequéncias da isquemia cerebral, pois
ocorre quebra da barreira hemato-encefélica permitindo a infiltracdo de neutréfilos e
linfécitos e, portanto, aumento de enzimas pro-inflamatorias como a oOxido nitrico
sintase (ONS) e proteases (DEL ZOP&Ql, 2000e WANG et al, 2007). As CTM
podem ser utilizadas na terapia regenerativa ou reparadora porque sédo capazes de migra
para o local da lesdo e possuem propriedades imunomoduladoras sistémicas

promovendo efeitos sobre o tecido, mesmo néo estando presentes no local de leséao
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(BACIGALUPPI et al, 2009 e QUERTAINMONT et al, 2012). Sdo capazes de
diferenciar em neurbnios e células gliais, secretam citocinas, bem como fatores
neurotréficos e angiogénicos que estimulam o reparo tecidual e a migracdo de células
precursoras neurais (et al, 2002a e WAKABAYASHIet al, 2010).

Estudos demonstram que as CTM, quando transplantadas em animais
submetidos a isquemia cerebral, sdo capazes de modular o processo inflamatério pela
reducéo do acimulo de Iba;Proteina de ligacio ao célcio especificamente expressa
na microglia. A lba-1tem atividade na agregacdo de actina e participanaabrane
ruffling”, isto €, formacdo de uma superficie de células méveis que contém uma malha
de filamentos de actina, recentemente polimerizados, que facilita a migracao celular e a
fagocitose pela microglia ativada (OHSAWA al., 2004). Portanto, a reducédo de Iba-

1", proporcionada pelas CTM transplantadas, contribui para inibir a expressio pro-
inflamatoria que atinge, ndo somente a area de infarto, mas também a area de penumbra,
favorecendo a diminuicdo da expanséo isquémica (SHEKS&., 2011).A reducao
significativa do volume da lesé@o € evidente nos primeiros dias e pode estar associada a
maior producdo de fates neurotrofice pelas CTM conferindo uma aga
neuroprotetora (WAKABAYASHEt al,, 2010).

As CTM inibem uma série de moléculas pré-inflamatérias como iINOS que
induz a producdo da enzima ONS, cicloxigenage-2 (CoK-2)p, IL-8 e proteina 1
guimioatrativa de monécitos (MCP-1), que séo capazes de ampliar a isquemia cerebral
(DEL ZOPPOQet al, 2000).

A ativacdo da microglia pode ser modulada por neurbnios que inibem a
inflamacéo (TIANet al, 2009). Os neurdnios, bem como células endoteliais, diminuem
a ativacdo microglial dependente de CD200, receptor da superficie da célula que
contém dominios de imunoglobulinas e estd presente na microglia e contribui para
manté-la em estado quiescente (AM@&Ral, 2010). A CTM, de modo semelhante aos
neurdnios e células endoteliais, aumentam a expressdao de CD200 na presenca da
citocina anti-inflamatoria IL-4, que foi suficiente para exercer efeito anti-inflamatorio,

modulando as respostas da microglia (McGUCIKtNI, 2013).
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SECRECAO DE FATORES NEUROTROFICOS

As CTM podem favorecer as condigdes microambientaesrpathora da regiao
do dano cerebral, por meio da producdo de fatores neurotréficos que protegem ou
ativan mecanismos enddgenos de reparacdo do tecido nervoset (&ll, 2002).
Substancias que interferem positivamente na sobrevivéncia, diferenciacéo e funcao de
neurdnios do SNC séo o fator de crescimento neuronal (NGF), neurotrofiia3, (
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado glial
(GDNF), fator de crescimento de hepatocitos (HGF), fator de crescimento de
fibroblastos basico (bFGF) e o fator de crescimento vaso-end@w#i@lF] (UCCELLI
et al, 2011).

O NGF, secretado pelas CTMromove a fosforilacdo e, assim, a ativacao d
proteina C reativa (PCR). A fosforilacdo da P€mula a plasticidade neuronal, atua
na capacidade regenerativa e na prevencdo da morte de neurbnios simpaticos
(PIERCHALA et al, 2004). De forma semelhante, o BDNF desempenha acdes na
sobrevivéncia celular atuando na regeneracao axonal, promovendo formacdes e novas
conexdes sinapticas (COUMANS al., 2001) e, aumenta o estimulo da diferenciagdo
das células-tronco neurais (CTN), além de protege neurdnios nos locais de dano
tecidual (BARNABE-HEIDER e MILLER, 2003)

Analises comparativas demonstram que as CTM derivadas da medula 6ssea
liberam duas vezes mais BDNF em relacdo as CTM derivadas do tecido adiposo e, e
geral, as células derivadas de tecidos diferentes secretam diferentes fatores de
crescimento. Logo, a variacdo de fatores neurotroficos, de diferentes populacdes de
CTM, possuem efeitos para cada tipo especifico de células secretoras e podem ser
escolhidas para o tratamento de uma doenca neurodegenerativa em particular (RAZAVI
et al, 2013).

Estudosin vivo, demonstram que as CTM apresentam os receptores Trk, uma
familia de receptores tirosina-quinases que regulam o crescimento sinaptico no sistema
nervoso de mamiferos e participam da sobrevivéncia e diferenciagcdo neuronal. Os
ligantes aos receptores Trk sdo as neurotrofinas, uma familia de fatores de crescimento
essenciais para o funcionamento do sistema nervoso central (SNQYT-3
neurotrofina que d& suporte na sobrevivéncia dos neurbnios, desempenha papel na
quimioatracdo de CTM devido a sua elevada afinidade para o Trk, contribuindo para a
migracéo das CTM para o local do dano tecidual (CleE&L, 2013).
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As CTN liberam oGDNF, que tem alta afinidade pslmeurdnios motores, e
confere neuroprotecdo aos neurdnios monoaminérgicos no estriado e dopaminérgicos da
via nigro-estriatal, podendo ser indicadas para o tratamento de doencas degenerativas
desta via, como a doenca de Parkinson (WH@NEL, 2012). A expressdo de GDNF
diminui significativamente a apoptose, proporcionando neuroprotecdo em ratos
expostos a hipoxia (YANGet al, 2013), além de aumemto numero de juncdes
neuromusculares (SUZUK al, 2008).

A secrecdo paracrina de HGF, pelas CTM, reduz significativamente a
desmielinizac&o por ter maior reatividade na proteina basica de mielina. A melhora d
recuperacdo neurolégica atribuida a remielinizacdo de fibras nervosas e pela
regeneracdo axonal em modeilowivo de acidentes vasculares encefélicos isquémicos
e hemorragicos (LILet al, 2010). Em condi¢des vitro, exibe efeitos antiapoptoticos
nos neurénios (ZHANGt al, 2000a).

O bFGF é um polipeptideo que promove protecdo as células do SNC. A sua
liberacdo pelas CTM diminui o volume de infarto em modelos de isquemia cerebral
focal em ratos. Também, foi menstrado que a administracdo de bFGF, por via
intravenosa, produz reducao persistente no volume de infarto, pelo menos até trés meses
apos acidente vascular cerebral fq&JGIMORI et al, 2001).

O transplante de CTM, apOs isquemia cerebral, melhora a angiogénese
Contudo, néo é provavel que se diferenciem em células endoteliais formando novos
microvasos devido ao numero limitado destas células. As CTM produzem varios
fatores de crescimento, incluindo o VEGF, que promoaeangiogénese em modelos
de isquemia cerebral em ratos, bem como reduz de forma significativa dss défic
funcionais (ZHANG et al, 2000b). Também, atua na sobrevivéncia das células
nervosas, estimula o crescimento dos ax6eiaproliferacdo das células de Schwann
(SONDELLet al, 1999).

NEUROGENESE E ATIVACAO GLIAL

A zona subventricular (ZSV) de mamiferos adultos contém células-tronco
neurais (CTN) que se diferenciam e d&o origem aos neuroblastos Dcx+. Estes, em ratos,
nas condicbes fisioldégicas, migram atingem o bulbo olfatério. Em modelos de

isquemia encefélica, os neuroblastos Dcx+ migram para o territério em sofrimento
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isquémico mediados pela sinalizacao do fator derivado das células estrorgii-

la). Contudo, estes neuroblastos, em sua maioria, morrem durante a migragcao para a
area isquémica por via apoptética (ZHANG et al., 2006). As CTM, quando implantadas
em modelos de lesdo isquémica, influenciam o aumento da proliferacdo das CTN
localizadas na ZSV, e atuam na sobrevivéncia dos neuroblastos recém-formados.
Ocorrera a indugcdo da pragio de maior numero de célulasc¥, na ZSV, uma

semana apos a infusdo das células intensificando a neurogénese. Portanto, as CTM
aumentam a diferenciacdo das CTN por secretar fatores de crescimento favoraveis a
neurogénese, além de promover a sobrevida dos neuroblastos que migram para a area
isquémica (YOGQet al, 2008).

No encéfalo, a neurogénese ocorre B& 2 na zona subgranular (ZSG) do giro
dentado do hipocampo. No entanto, a baixa taxa de sobrevivéncia das células recém-
formadas limita a capacidade reparadora do tecido lesado. O transplante de CTM, em
modelos de isquemia cerebral, permite 0 aumento da proliferacdo e diferenciacéo das
CTN na ZSV e aumento da proporcao de novosénés, e do total de células em
proliferacdo. Analises histoldgicas confam a sobrevivéncia de nimero significativo
de células transplantadas, pelo menos 3 semanas apdés a transplantacéo e, foi observada
a presenca de expressao de BDNF, que participa na migracdo neuronabi{leAN
2011). As CTN que migram daSX para a zona frontéga a area isquémice
diferenciam-se em neurénios, além de reduzir a apoptose, em ratos tratados com CTM,
melhora a capacidade funcional apds a isquemia. (8D, 2011).

Os astrocitos modulam o microambiente em torno de neurénios, incluindo fluxos
de ions, neurotransmissores, moléculas de adeséo de células, moléculas sinatizadoras
liberam um enorme numero de fatores de crescimento neuronal. Em resposta ao evento
isquémico, astrocitos reativos aparecem na area de leséo, ja no segundo dia de isquemia,
e desaparecem apos 5 semanas (GRO¥E@I, 1993). Estudos histopatologicos
demonstram que poucas células sobrevivem na &rea do infarto. Apdés o terceiro dia
observa-se aumento de astrécitos que expressam GFAP e vimentina, principalmente na
zona de penumbra e, posteriormente, no sétimo dia, foram encontrados na area de
isquemia (LI et al, 2005 e WAKABAYASHI et al, 2010). Estes astrdcitos reativos sao
caracterizados pela intensa imunorreatividade a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e
sdo responsaveis pela forgaa da cicatriz glial. Contudo, a intensa presenca desses
astrocitos na zona de penumbra inibe o crescimento e regeneracdo axonal (FITCH E
SILVER, 2008).
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A implantacdo de CTM, em modelos de oclusdo da artéria cerebral média
(ACM), demonstrou, a partir do terceiro dia, diminuicdoaddmulo de astrdcitos
GFAP+ na zona de penumbra e, no sétimo dia, na area de lesédo isquémica (®HEIKH
al., 2011). A diminuicdo da espessura desta gliose permite o crescimento axonal e
formacdo de novas sinapses €tlal, 2005). Estudos mostram aumento da expressao
de GAP-43 em ax0nios de neurdnios na ZSV de ratos. A Gap-43 € uma proteina
essencial para o axénio e regido pré-sinaptica cujos niveis elevados sdo expressos em
cones de crescimento neuronal, durante o desenvolvimento e na regeneracdo axonal
(BENOWITZ e ROUTTENBERG, 1997).

As CTM propiciam desenvolvimento de novas conexdes &xone projecdes
axonais intracorticais na zona de penumbra, construindo nova rede de ligagcbes entre os
neurdnios e promovendo a recuperacao funcional neurologied dl) 2005). Quando
infundidas apGs a isquemia cerebral em ratos, sdo capazes de induzir diferenciacdo das
CTN em oligodendrécitos, podendo melhorar a recuperacao funcional, provavelmente,
por estimulagéo de oligodendrogénese (RIVERAI, 2006).

INDUCAO DA ANGIOGENESE

A angiogénese, que ocorre nas isquemias cerebrais, auitestauracdo do
fluxo sanglineo, melhorando a oferta de oxigénio e nutrientes para o tecido afetado e,
portanto, € importante para a recuperacao neurolégica (KRUPIBISH] 1994). Em
pacientes com AVE, o grau de angiogénese esta correlacionado com a sobrevida,
principalmente naqueles com maior densidade de microvasos na regido da penumbra
isquémica (WElt al, 2012). Em modelos animais, a angiogénese pode ser acentuada
pelo tratamento com CTM, pois elas migram para o tecido nervoso lesadbdlLl
2002b), liberando fatores de crescimento, tais como VEGF e o (EGEN et al,

2003).

Em encéfalos de ratos com AVE induzido e tratados com CTM, andlises
quantitativas e de imunofluorescéncia, denranam que had aumento do numero de
células VEGF-positivas distribuidas no cortex isquémico (G@U&, 2012.

As CTM, apos isquemia cerebral, proliferam e remodelam a microvasauta
cortex, permitindo a melhora do fluxo sanguineo colateral, sendo possivel identificar

presenca de fatores angiogénicos na regido da penumbra (WHITAK&R 2007 e
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WEI et al, 2012). Apés o transplante de CTM foi demonstrado que, em condi¢des de
hipoxia, eleva-se a sintese do VEGF e estimakadiferenciagdo endotelial de células-
tronco da medula Ossea, favorecendo a angiogénese e o desempenho em testes
neurologicos e comportamentais @tlal, 2002b e CAPLAN e DENNIS, 2006

EFEITO ANTIAPOPTOTICO

A morte dos neurbnios e células gliais € reduzida pelos fatores tréficos
secretados pela€TM que, por efeito paracrino, aumentam a sobrevida das células
nervosas na lesdo isquémica cerebral e atuam na reducdo da apoptosee{GHEN
2003 e CAPLAN e DENNIS, 2006)A protecao dos neuronios corticais pelas CTM,
transplantadas em modelos de lesdo isquémica, pode ser mediada por diferentes
mecanismos, tais como por efeitos diretos@all sobre os neurénios e pela secrecao
de fatores que estimulam astrécitos a produzir fatores neuroprotetores (SGHRIBE
2012).

Um dos principais mecanismos que estao por tras dos efeitos antiapopt®&icos da
CTM é o aumento da producdo de NGF, BDNNTe3, que ativa a via dependente de
Akt, também conhecida como proteina quinase B. A proteina Akt modula um amplo
namero de moléculas que participam da proliferacdo celular e, também, atuam na
inibicdo da apoptose (INOKdt al, 2002). As CTM super-expressam o gene Akt sendo
significativa a partir do segundo dia da lesédo isquémica e retornando aos niveis basais

no oitavo dia. Nesse periodo, a apoptose € inibida @I, 2010).

CONCLUSAO

As CTM participam da protegdo aos tecidos, liberando fatores de crescimento,
moléculas e citocinas que possibilitam, na area do dano tecidual, a secrecédo de fatores
neurotroficos que favorecem a neurogénese, e fatores angiogénicos que melhoram o
fluxo sangliineo no local de lesdo pela neoformacédo e ou pela reconstrucdo dos vasos
danificados. Além da neuro e angiogénese, as CTM potencializam a formacéo de
conexdes sinapticas e remielinizam axoénios lesados, reduzem a agafitosaiema
inflamacgé&o. Alem disso, estas células sao capazes de agir a distancia modulando a acéo

do sistema imunologico.
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Caracterizagéo Celular da Area de Infarto Cerebral de Ratos Tratados com
Células-tronco Mesenquimais Apos Acidente Vascular Encefalico Isquémico

Experimental

RESUMO

O acidente vascular encefélico isquémico resulta em graves déficits neurolégicos que
podem ser irreversiveis. Terapias envolvendo células sdo possiveis métodos de
tratamento das lesdes isquémicas, sobretudo, a utilizacdo de células-tronco (CT) que do
ponto de vista experimental demostra promissores caminhos e respostas em imodelos
vitro e in vivo. O presente estudo analisa as areas isquémicas nos enceéfalos de ratos
Wistar que foram tratados com células-tronco mesenquimais (CTM) alégenas. As CTM
foram extraidas de ratos, isoladas, cultivadas, caracterizadas e expandidas. Foram
implantadas por via intravenosa (IV), na sexta passagem, em animais portadores de
isquemia encefélica induzida com ocluséo cirargica tempordria da artéria cerebral média
esquerda (ACM). Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos. O grupo
shamfoi submetido ao procedimento cirlirgico sem oclusdo da ACM. O grupo controle
recebeu 1 mL de tampdo fosfato salino (PBS), por via IV, 24 horas apo6s a inducdo
isquémica. O grupo tratado recebeu as CTM, por via IV, na concentracdo de 1x10
células/mL de PBS, 24 horas apés a inducdo da isquemia. Estes grupos foram
subdivididos de acordo com tempo de observacao, sendo parte dos animais submetida a
eutanasia no décimo-quinto e outra no trigésimo dia. Também foi criado o grupo
validacdo, submetido ao procedimento anestésico, acesso cirlrgico e ao procedimento
de ocluséo do fluxo sanguineo da ACM por 60 minutos, e que recebeu a aplicacdo de
1x1C cels/mL na veia lateral da cauda, 24 horas ap6s a inducdo do AVEi. Os animais
foram submetidos a eutanasia 24 horas apés a infus@o das células e os pulmdes, figado,
rim e o encéfalo foram coletados para avaliacdo imunofluorescente e estudo da
migracdo das CTM marcadas com nanocristais fluorescentes. O volume total de infarto
de cada cérebro foi calculado a partir do somatorio de todos os volumes dos hemisférios
cerebrais direitos subtraidos de todos os volumes dos hemisférios cerebrais esquerdos e
as analises quantitativa e morfométrica das células neuronais foram avaliadas em
imagens capturadas. As CTM nanomarcadas estavam presentes no pulmao 24 horas
pos-lesdo e ndo encontradas nos encéfalos. A percentagem média da area de infarto,

apos AVE, mensurada nos animais foi maior, na sequéncia, quando comparados 0s
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grupos controle, tratado e sham. Os resultados demonstram que a infusdo de CTM por
via intravenos tem acao benéfica por mecanismo sistémico na reducdo da expansao da

lesdo no encéfalo por isquemia.

TERMOS DE INDEXACAO: Acidente vascular encefalico isquémico, células-tronco

mesenquimais, terapia celular, neuroprote¢cao, neurorregeneracgao.
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Characterization of the Area Infarction in Rats Treated with Mesenchymal Stem

Cells after Experimental Ischemic Stroke

ABSTRACT

Ischemic cerebral vascular accident results in severe neurological deficits thaé may b
irreversible. Therapies involving cells are possible methods of treatment of ischemic
lesions, especially the use of stem cells (SC) that the experimental point of view and
demonstrates promising avenues responses in models in vitro and in vivo. This study
analyzes the ischemic areas in the brains of rats that treatid allogeneic
mesenchymal stem cells (MSC). MSCs extracted from mice, isolated, cultured,
characterized and expanded. They were implanted intravenddsly iQ the sixth
passage in animals with temporary brain ischemia induced by surgical occlusion of the
left middle cerebral artery (MCA). The animals randomly divided into groups. The
sham group underwent the surgical procedure without occlusion of the MCA. The
control group received 1 mL of phosphate buffered saline (PBS) intravenously 24 hours
after the ischemic induction. The treated group received MSC, intravenously at a
concentration of 1x10cells / ml of PBS 24 hours after induction of ischemia. These
groups subdivided according to observation time, being part of the animals euthanized
on the fifteenth and thirtieth day in another. The validation group exposed to the
anesthetic procedure, surgical approach and procedure of blood flow occlusion of the
MCA for 60 minutes, and which received the application of $xdds / mL in the

lateral tail vein 24 hours after induction of ischemic stroke. The animals were
euthanized 24 hours after cell infusion and lungs, liver, kidney and brain were collected
for immunofluorescent evaluation and study of the migration of MSC. The total infarct
volume obtained and carried the quantitative and morphometric analysis of the neuronal
cells. Labeled MSC were present in the lung after injury 24 hours and not found in the
brains. The average percentage of the infarct area after stroke, measured in animals was
higher in the sequence, when compared to control groups, treated and sham. The results
demonstrate that infusion of MSC by means intravenous has a beneficial effect in

reducing the systemic growth mechanism of brain injury by ischemia.

KEYWORDS: Ischemic stroke, mesenchymal stem cells, cell therapy, neuroprotection,

neuroregeneration.
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico isquémico (AVEi) é a interrupcdo do fluxo
sanguineo em vasos encefalicos que resulta em uma area de infarto no tecido nervoso,
danos neurologicos permanentes e a gravidade do quadro clinico é reflexo do tamanho e
localizacdo da lesdo com graves limitagbes funcionais e morte se nao tratado
rapidamente (HANKEY, 1999; MUNTNERt al, 2002).

E uma doenca que atinge elevados indices de internagdes em diversos centros de
saude de muitos paises, sendo considerada a segunda causa mais frequente de morte em
todo o mundo e primeira no Brasil (CAMARG®al.,2005; MINELLI et al.,2007)e a
terceira causa de incapacidade em adultos nos Estados Unidos (FEIGIN, 2005).

Atualmente, as opcdes de tratamento para o AVEi sao limitadas, e muitas
medicacdes promissoras falharam em ensaios clinicos em humanos devido a efeitos
colaterais intoleraveis ou limitacbes terapéuticas (DANTON e DIETRICH, 2003;
MERGENTHALER et al., 2004). O objetivo terapéutico na fase aguda e subaguda do
AVEIi é proteger os neurbnios em risco, enquanto, apos este periodo, as terapias visam,
principalmente, aumentar a capacidade de regeneracdo enddgena do sistema nervoso
central (SNC) e, consequentemente, diminuir as sequelas funcionais (S&H&N
2007). Neste cenério, as terapias celulares vém sendo consideradas como alternativas
para tratar doengas para as quais ndo existem, no momento, tratamentos farmacologicos
adequados, incluindo doencas neurolégicas e, mais especificamente, o AVEi.

As células-tronco somaticas (CTS) séo indiferenciadas, capazes de auto-
renovacao e de originar tipos celulares diferenciados com morfologia propria e fungéo
especifica. Essas caracteristicas fazem delas tipos essenciais para a reparacdo e
manutencdo dos tecidos no organismo (PITTENGERL, 1999; MINGUELL et al,

2000; MONTEIRCOet al.,2012).

Estas células podem ser isoladas e expandidas em ciudtivitro, sendo
mantidas como células-tronco ao longo de muitas geracbes e mantendo também a
capacidade de se diferenciar quando submetidas aos estimulos apropriados
(KORBLING e ESTROV, 2003). A medula éssea vem sendo estudada, ha anos, como
fonte tanto de células-tronco hematopoiéticas (CTH), quanto de mesenquimais [CTM]
(HERZOGet al.,2003).

As CTM sao capazes de se diferenciar em diversas linhagens, inclusive
originarem linhagens celulares de outra origem embrionaria (ADOLPHE e
WAINWRIGHT, 2005; RASULOVet al., 2005), sendo descrita a diferenciagdo em
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neurdnios e células da gl vitro e in vivo (KAN et al, 2005). S&o capazes de migrar
para o local de lesdo, quando administradas por via intravenosa (1V), apés a isquemia
cerebral (CHOPP e LI, 2002), e oferecerem importantes beneficios terapéuticos para o
tecido nervoso. Varios estudos mostraram que promovem a proliferacdo celular
endogena, reduzem a apoptose (CHEN., 2003; PIERCHALAet al., 2004), e sdo
capazes de diminuir déficits neurolégicos apds isquemia cerebral (EHEN2001;
IIHOSHI et al, 2004; KUROZUMlet al.,2004).

As moléculas bioativas secretadas pelas CTM exercem efeitos tréficos no tecido
adjacente, acarretando efeitos antiapoptéticos nas células tecido-especifico, efeitos
imunomodulatérios sobre as células do sistema imune, aumento da angiogénese e
quimiotaxia para outras células jovens comprometidas com o processo de reparagado
(SEO e CHO, 2012). Assim, pode ocorrer reducédo da resposta inflamatéria inicial, em
algumas doencas isquémicas, restabelecimento do suprimento vascular e reparacéo
adequada do tecido, dependendo da extensdo e gravidade dos danos tissulares
(MONTEIRO et al.,2010).

Estes achados tornaram-se uma esperanca para o tratamento da lesdo encefalica
isquémica, no entanto pouco se sabe sobre a real acdo das CTM no tecido nervoso. Os
mecanismos pelos quais o transplante celular resulta em melhora clinica e morfologica
do encéfalo é o alvo das pesquisas pré-clinicas, vislumbrando a possibilidade de
aplicacao deste tipo celular em pacientes humanos.

Na pesquisa foi avaliada e caracterizada a area de infarto do cérebro de ratos,
submetidos ao acidente vascular cerebral isquémico, ap6s a aplicacdo de células-tronco
mesenquimais indiferenciadas pela via intravenosa. Essa analise envolveu a mensuracgao
da area do infarto no cérebro e caracterizacédo dos tipos celulares presentes, por meio de
estudo anatbmice histopatologico da regido acometida. Ademais, foram avaliados
dados de migracédo e integracdao das CTM aplicadas por via intravenosa, bem como

verificada a existéncia de beneficios terapéuticos discusads-seus mecanismos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e Grupos

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa, processo 57/2011 em 24/08/2011.

Dois ratos Wistar, machos, de 45 dias de idade sofreram eutanasia, por
sobredosagem anestésica, para coleta da medula 6ssea dos seus fémures e Umeros. As
células foram isoladas, caracterizadas e expandidas em laboratério para posterior
aplicacéo. Previamente ao transplante, as células foram identificadas com marcador
fluorescente nanocristal Q-tracker® para permitir a validacdo do método de aplicacao e
rastreamento das células submetidas a marcacao.

Todos os animais foram oriundos do Biotério Central da Universidade Federal
de Vicosa e, apés as cirurgias eles foram separados de forma aleatGria em sete grupos
experimentais:

Grupo sham 1%n=3) submetido ao procedimento anestésico e acesso cirurgico
para inducédo do AVEIi, mas o procedimento para induzir a isquemia nao foi efetuado.
Os animais foram submetidos a eutanasia aos 15 dias, o encéfalo foi coletado para
processamento e avaliacdo histoldgica da &rea prevista para isquemia;

Grupo sham 3@n=4) submetido ao procedimento anestésico e acesso cirlrgico
para inducédo do AVEi, mas o procedimento para induzir a isquemia nao foi efetuado.
Os animais foram submetidos a eutanasia aos 30 dias, o encéfalo foi coletado para
processamento e avaliacdo histoldgica da area prevista para isquemia.

Grupo Controle 15(n=5) submetido ao procedimento anestésico, acesso
cirdrgico e ao procedimento de oclusdo do fluxo sanguineo da artéria carétida média
por 60 minutos, e recebeu 1 mL de solucdo PBS na veia lateral da cauda, 24 horas apés
a inducédo do AVEi. Os animais foram submetidos & eutandsia aos 15 dias, o encéfalo
foi coletado para processamento e avaliacdo histolégica da area da isquemia.

Grupo Controle 30(n=4) submetido ao procedimento anestésico, acesso
cirargico e ao procedimento de oclusdo do fluxo sanguineo da artéria carétida média
por 60 minutos, e recebeu 1 mL de solugéo PBS na veia lateral da cauda, 24 horas ap0s
a indugdo do AVEi. Os animais foram submetidos a eutanasia aos 30 dias, o encéfalo

foi coletado para processamento e avaliacao histologica da area da isquemia.
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Grupo CTM/IV-15 (n=10) submetido ao procedimento anestésico, acesso
cirrgico e ao procedimento de oclusdo do fluxo sanguineo da artéria carétida média
por 60 minutos, e recebeu a aplicacédo de Axélilas/mL de PBS na veia lateral da
cauda, 24 horas apos a inducao do AVEI. Os animais foram submetidos a eutanasia aos
15 dias, o encéfalo foi coletado para processamento e avaliacdo histologica da area da
isquemia.

Grupo CTM/IV-30 (n=10) submetido ao procedimento anestésico, acesso
cirdrgico e ao procedimento de oclusdo do fluxo sanguineo da artéria cardtida média
por 60 minutos, e recebeu a aplicacdo de Agélilas/mL de PBS na veia lateral da
cauda, 24 horas ap0s a inducdo do AVEi. Os animais foram submetidos a eutanésia aos
30 dias, o encéfalo foi coletado para processamento e avaliagdo histoldgica da area da
isquemia.

Grupo Validacdqn=4) submetido ao procedimento anestésico, acesso cirargico
e ao procedimento de oclusdo do fluxo sanguineo da artéria carétida méd por 6
minutos, e recebeu a aplicacdo de fx#lulas/mL de PBS na veia lateral da cauda, 24
horas ap6s a inducdo do AVEI. Os animais foram submetidos a eutanasia 24 horas apos
o transplante e os pulmdes, figado, rins e o encéfalo foram coletados para avaliacao
imunofluorescente e estudo da migracdo das CTM marcadas com nanocristais

fluorescentes.

2.2 Coleta, Cultivo e Caracterizacado das Células-tronco Mesenquimais

Os animais foram submetidos a eutanasia em camara anestésica, com inalacédo
passiva de isofluranem sobredosagem. Foi realizada tricotomia do abdémen caudal,
membros pélvicos e toracicos, em seguida os animais foram imersos em uma cuba
contendo alcool 70% e transferidos para capela de fluxo laminar. Os fémures e iumeros
foram retirados cirurgicamente, de forma asséptica, e seccionadas as epifises distais. Na
epifise proximal do osso foi introduzida uma agulha de 23 G acoplada a uma seringa de
10 mL, totalmente preenchida com meio de crescimento DMEdnpleto para

lavagem do canal medular.

! Dulbecco’s modified Eagle’s® (baixa glicose, contendo 3,7 g/l de bicarbonato de sédio e 10 - 15 mM
HEPES (acidfree)pH=7,4 O meio completo inclui a adicdo de 10% de soro fetal bovino).- Invitrggen
USA.
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As células foram dispostas em frascos de cultivo em concentracdo minima de
5,0x10 células/mL e foram mantidas em estufa incubadora®& 3¥m 5% de C@e
umidade de 95%.

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em capela de fluxo
laminar, seguindo protocolos para a manutencédo da assepsia dos materiais e meios de
cultura utilizados. As células foram monitoradas, diariamente, em microscopio
invertido de contraste de fase, sendo o meio de cultura trocado a cada 2 a 3 dias, de
acordo com o metabolismo celular.

Apoés permanecerem em estufa, quando foi identificada a confluéncia de 80%, o
meio de cultura foi totalmente desprezado e a cultura lavada com solugédo de PBS,
tripsinizada (Tripsina-EDTA 10% e incubada a 37C, durante cinco minutos. Apés
esse periodo, inativou-se a acao da tripsina com acréscimo de meio DMEM completo.
A solucdo foi transportada para um tubo de centrifuga e centrifugada a temperatura de
22° C e 1500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi totalmente desprezpeieé o
ressuspendido em meio DMEM completo, transportado para garrafas de cultura com o
dobro de area da anterior e novamente incubado.

Trés garrafas de cultura contendo as células da sexta passagem foram mantidas
incubadas a 37C para registro fotografico da morfologia vitro, expansédo para
diferenciacdo osteogénica e adipogénica, e para realizacdo da imunofenotipagem por
citometria de fluxo. As células foram mantidas em cultura com repiques sucessivos no

maximo até a sexta passagem.

2.2.1 Inducao de diferenciacao osteogénica em culturas de CTM

Uma garrafa de cultura contendo as células da sexta passagem foi tripsinizada e
repicada em seis pocos de uma placa de crescimento. O meio de cultura de trés pocos
foi enriquecido com I® mol/mL de dexametasona, 5,0 pg/mL de &cido ascérbico 2-
fosfato, 10,0 mmol/L de PB-glicerofosfato e incubado a 37°C por quatro semanas
(PHINNEY e ISAKOVA, 2005; MEIRELLES e NARDI, 2009). Os trés pocos
restantes foram mantidos como controle, contendo apenas o meio DMEM completo.

Apdés esse tempo, amostras das células foram fixadas por 1 hora em
paraformaldeido a 4% e coradas pela técnica de Von Kossa e HE para deteccdo de

depdsitos de calcio na matriz extrcelular.

2 Solugéo de Tripsina-EDTA 10x, frasco com 100 mL. SIGMA ChemycalS$toLouis, MO, USA.
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2.2.2 Inducao de diferenciacao adipogénica em culturas de CTMs

Uma garrafa de cultura contendo as células da sexta passagem foi tripsinizada e
repicada em seis pocos de uma placa de crescimento. Para a diferenciagao adipogénica
o meio DMEM sem SFB foi enriquecido com®tol/mL de dexametasona (Sigma),
10®M de insulina recombinante humana, 200 pM de indometacina cristalina e 500 uM
de isobutil-metilxantina. Os meios de diferenciacdo foram trocados a cada 3 dias por 28
dias. ApOs esse tempo, amostras das células foram fixadas por 1 hora em
paraformaldeido a 4% e coradas com Oil Red O para a deteccdo de vesiculas de

lipideos intracelulares.

2.2.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Células da sexta passagem foram submetidas a caracterizacdo das CTM. Uma
concentracdo de 1x1@élulas suspensas em 0,5mL de PBS contidas em um tubo
Falcon foi incubada com os anticorpos primarios anti-CD11b clone M1/70 mouse, anti-
CD45 clone 69 mouse, anti-CD90 clone Ox-7 mouse, anti-CD73 clone 5 F/B9 mouse,
anti-CD54 clone 1A29 mouse e anti-HLA-DR (BD Bioscience, San Jose, CA, USA),
por 30 minutos, a 4° C. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e incubadas
com o anticorpo secundario conjugado com fluorocromo Alexa 488 sob as mesmas
condicbes anteriores. As amostras foram analisadas usando citbmetro de fluxo

FACScan esoftwareCellQuest, obtendo-se 30.000 eventos por amostra testada.

2.2.4Nanomarcacao celular das culturas de CTMs

Doze horas antes do transplante, células da sexta passagem foram incubadas por
60 minutos, a 37° C, com Qtracker Cell Labeling 655® (Invitrogem, California, EUA),
segundo recomendacgBes do fabricante. As células marcadas foram tripsinizadas e
centrifugadasa 1500rpm por 10 minutos na temperatura de@dara a obtencéo do
pellet celular que foi ressuspendido em PBS e aliquotas de® lodlOlas foram
preparadas em 1 mL de PBS, centrifugadas e armazenadas em caixa de isolamento
térmico até o momento da aplicacao intravenosa.

Uma dose foi preparada para avaliagdo a fresco em microscopio de fluorescéncia

para comprovar a eficacia da nanomarcacao.
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2.3 Modelo Experimental de Isquemia Cerebral

O modelo experimental foi desenvolvido em 40 ratos Wistar machos, pesando
entre 220 e 250 g, que foram alojados em gaiolas coletivas (até 5 individuos). Os
animais foram mantidos em um ciclo de 12 horas claro (6h as 18h) e 12 horas escuro,
com livre acesso a dgua e a racido, temperatura controlada entre®Z2, @ passaram
por um periodo de adaptacdo de 15 dias antes do inicio do experimento.

Apébs sedacao com fentanil (0,3 mL/Kg) e diazepam (2,5 mg/Kg) a anestesia foi
induzida e mantida com inalacdo passiva de isofluorano (2,5-3,5%) em circuito
anestésico com oxigénio 100%. Foi realizada antibioticoprofilaxia com enrofloxacina
(10 mg/Kg) por via intramuscular. Apdés a anestesia, foi administrada, por via
intraperitoneal, atropina diluida em salina a 2% (0,1 mL por animal) para prevencao de
arritmias cardiacas e hipersecrecdo brénquica secundérias a estimulacdo mecéanica do
nervo vago durante a operagao.

O procedimento cirargico utilizado para a realizacdo da ocluséo transitéria da
artéria cerebral média (ACM) foi semelhante ao descrito por Lenga. (1989).
Efetuousetricotomia e anti-sepsia da regido cervical ventral, e incisdo sagital mediana
de aproximadamente 3 cm de comprimento e seguida da divulsdo dos tecidos
conjuntivos até a exposicao da bifurcacdo da artéria carétida comum (ACC) esquerda
(Figura 1).

O ramo pterigopalatino da artéria carotida interna (ACI) foi clampeado em sua
origem utilizando um microclipe vascular. A artéria carotida externa (ACE) foi ligada
com fio de polipropileno nimero 6.0 em sua porcao distal da bifurcacdo da ACC. Apos
a ACC e a ACI terem sido clampeadas, a ACE foi seccionada para passagem do
monofilamento de oclusédo 5.0 (Doccol Corporation, MA, EUA) revestido em uma das
pontas de uma camada de silicone que funciona como um émbolo. O fio foi introduzido
no espaco endovascular por meio da ACE esquerda seccionada até atingir a ACIl. Em
seguida, o clipe da ACI foi removido e o fio introduzido aproximadamente 20-21 mm
de distancia em relacdo a bifurcacdo da ACC até que seja percebida uma discret

resisténcia a passagem do fio indicando a origem da ACM (Figura 2).
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Figura 1. Anatomia vascular da regi@o cervical lateral do rato. (ACC) artéria car6tida comuendzs
(ACE) artéria carotida externa esquerda; (ACI) artéria cardtida interna esquerda; A&

pterigopalatina esquerda.

Figura 2. Procedimento microcirdrgico de oclusdo temporéria da artéria cerebral negdiedasdo rato.
(ACC) artéria cardtida comum esquerda clampeada; (ACE) arteriotomia da cardtida estpuerda;
(ACI) artéria carétida interna esquerda; (APP) artéria pterigopalatina esquerda clanip€ada de

oclusdo; (CO) microclampes vasculares para ocluséo.
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A incisao cirurgica foi fechada, mantendo o fio de ocluséo e o clipe da ACC. O
fio e o clipe permaneceram por 60 minutos e, posteriormente, o animal foi novamente
anestesiado, o fio e o clipe foram retirados e a porcdo da ACE proximal a bifurcacéo da
ACC (por onde foi introduzido o fio de oclusédo) ligada. Em seguida, foi realizada
aproximacao dos tecidos e dermorrafia com nailon 3-0.

Apés a cirurgia, os animais foram mantidos em recuperagéo por duas horas, sob
luz de lampada incandescente para a manutencao da temperatura corporal entre 36-38°
C, e com agua e racdo. O fundo da gaiola foi coberto com papel absorvente por até 12
horas e em seguida os animais foram transferidos para caixas forradas com maravalha.
Os animais receberam analgesia com administracdo de morfina (0,1 mL) por via

subcutanea.

2.4  Avaliacdo Clinica

Nas primeiras 24 horas, 0s animais foram avaliados e classificados em um indice
de gravidade de 0 a 4, segundo critérios determinados por Mehzie$1992), onde
0- representa a auséncia de déficits neurologicos aparentes; 1- expressa animais que ao
serem suspensos pela cauda apresentam postura de flexdo do membro toracico direito
(MTD); 2- diminuicdo da preensdo do MTD quando suspenso pela cauda; 3-
movimentagdo espontanea para todas as dire¢cbes, mas movimento circular para a
esquerda quando suspenso pela cauda, e 4- movimento circular espontaneo para a

esquerda (Tabela 1).

Tabela 1. indice de gravidade do déficit neurolégico, segundo Mesizes1992.

indice Déficit Neuroldgico

0 Auséncia

1 Flexdo do membro toréacico direito
2 Reducéo da preensdo do MTD

3 Movimento circular esquerdo

4 Movimento circular espontaneo E
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2.5 Tratamento

Apls a marcacdo celular com Q-tracker, as ceélulas foram tripsinizadas e
centrifugadas a 22° C, 1500 rpm, por 10 minutos, e ressuspendidas em solucdo PBS.
Uma aliquota de 100 pL, de cada amostra, foi incubada com o mesmo volume da
solucdo de Azul de Tripan para contagem da concentracdo e viabilidade celular.
Preparadas as doses contendo ixdélulas em 1 mL de PBS foram novamente
centrifugadas para formar pellet celular, em sexta passagem. No momento da
aplicacao @elletcelular foi ressuspendido.

Vinte e quatro horas apds a inducdo da isquemia cerebral o grupo tratado com as
CTM recebeu a dose de 1Xt6lulas em 1 mL de PBS. Simultaneamente, o0 grupo

controle recebeu o mesmo volume de PBS utilizado como diluente das células.

2.6 Avaliacao Histologica

2.6.1 Fixacdo do cérebro e coloracdo com 2,3,5-cloreto de

trifeniltetrazélio (TTC)

Aos 15 e aos 30 dias apés a cirurgia de oclusdo da ACM, conforme o grupo
experimental, os ratos foram anestesiados com xilazina (1mg/kg) e ketamina 1%
(30mg/kg), para posterior perfusédo transcardiaca. Quinze minutos antes de perfundir a
solucéo fixadora, foi injetada, por via intraperitoneal, heparina na dose de 130 Ul de
peso corporal/lkg. O aparato para a realizacdo da perfusdo transcardiaca consistiu em
dois frascos de 500 mL, um contendo solucao de cloreto de sédio 0,9% e outro com
solucdo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (pH 7.2-7.4). Os frascos foram
mantidos a uma altura de 122 cm da mesa de cirurgia e conectados a dois conjuntos de
equipo com agulha hipodérmica 18G. Foi realizada a primeira incisdo no plano médio-
ventral do abdome do rato seguida por outras duas inces@estir da altura do
processo xifoide as axilas. Por meio destas incisfes, o térax e o coracao foram expostos.
Em seguida, foi realizado o seccionamento da veia cava superior e inferior, comecando-
se a perfusdo transcardiaca no ventriculo esquerdo. A perfusao foi iniciada com solugéo
de cloreto de sodio 0,9% durante 5 minutos e depois com paraformaldeido tamponado
4%, por mais 5 minutos.

Em seguida a perfusao transcardiaca, o cérebro foi removido apds craniectomia,
e fixado em solucéo de paraformaldeido 4%, por 24 horas. Apoés a fixacao, os cérebros

foram mantidos em solucdo de alcool 70% para posterior seccionamento num fatiador
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manual, obtendo-se oito fatias no plano coronal, cada uma com 1 milimetro de
espessura. O seccionamento do cérebro foi orientado de acordoo catias
estereotaxico do encéfalo de ratos produzido por Paxinos e Watson (1997), obtendo-se
fatias nos intervalos de +4,20mm a -3,80mm de distancia do Bregma (Figura 3). Estas

seccOes sao exclusivamente irrigadas pela ACM.

4,2mm| | 1,7mm
3,2mm| | 1,2mm
2,7mm|’ |-3,3mm| |
2,2mm| 3,8mm|

Figura 3 - Parametros estereotaxicos para identificacdo das seccdes utilizadas para e mediotaedo vo

de infarto (Paxinos e Watson, 1997).

As fatias de cérebro foram imersas em solugdo de 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazoélio (TTC), na concentracdo de 2%, dissolvida em PBS (0,1 mol/L) a 37°C

por 30 minutos, para marcacdo da area de isquemia cerebral. A coloracdo TTC foi
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utilizada por oferecer preparacdes de alto contraste para determinacdo do volume de

tecido infartado no cérebro de ratos.

2.6.2 Quantificacdo do volume de infarto cerebral

As oito fatias coradas com TTC, correspondentes ao cérebro de cada animal,
foram reunidas e digitalizadas em woannerde mesa (HP ScanJet M1120MFP
resolugdo 300dpi). As areas do hemisfério cerebral direito e esquerdo foram calculadas
com auxilio do programa Axio Vision Rel. 4.8 (microscopio Zeiss Axiophot). Essas
areas foram somadas para obtencdo dos volumes do hemisfério cerebral direito e
esquerdo. No hemisfério cerebral esquerdo a &rea de infarto foi desconsiderada no
calculo do volume cerebral esquerdo. O volume total de infarto de cada cérebro foi
calculado a partir do somatorio de todos os volumes do hemisfério cerebral direito
subtraido de todos os volumes do hemisfério cerebral esquerdo. O volume de infarto
total foi dividido pelo volume do hemisfério cerebral direito multiplicado por cem para

obtencéo do percentual de infarto cerebral.

2.6.3 Analise histoquimica pelo método de Nissl e morfometria

Para a analise histoquimidaram selecionadas as fatias de 1 mm da secc¢éo
0,20 mm (Figura 4) que permitiram evidenciar as células neuronais presentes no
striatum. Essas estruturas estdo envolvidas com o planejamento e execucdo do

movimento, além de serem irrigadas pela artéria cerebral média.

)

S

Inrexpur al WX mm Dregina 0.3 mm |

Figura 4 — Seccdo 0,20mm do cérebro dos ratos, evidenciargtdatum Para a analise histoquimica
foram selecionadas as fatias de 1 mm da secc¢ao 0,20 mm que permincievids células neuronais no

striatum.
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A coloracdo das células neuronais foi realizada pelo método de Nissl que
consiste no processo de coloragdo, com imersdo da lamina com as fatias histologicas,
em solucao de cresil violeta para evidenciar o citoplasma de neurdnios. O citoplasma
contém varias estruturas, inclusive os corpusculos de Nissl que sdo compostos,
basicamente, por RNA. Esta coloracdo serviu como indicador da viabilidade neuronal,
pois, quando da ocorréncia de lesdo neuronal, esses corpusculos podem desaparecer
(fendbmeno conhecido por cromatolise). Fatias de 1 mm, parafinizadas, foram
seccionadas em micrétomo rotativo (Leica®, modelo RM2255), obtendo-se seccdes
transversais de 10 um de espessura, semi-seriadas, com intervalo minimo entre cortes de
4 pm, para coloracdo de Nissl.

As laminas com as secc¢des foram imersas, por 5 minutos, no xilol 1, xilol 2, no
alcool 100%, no éalcool 100%, no alcool 95% e no alcool 70%. Em seguida, foram
imersas 30 minutos na solucdo de 0,5% de cresil violeta. Logo, as laminas foram
desidratadas por 5 minutos no alcool 70%, no &lcool 95%, no alcool 100%, no &lcool
100%, finalizando com a diafanizag&o no xilol 1 e xilol 2.

As imagens foram capturadas utilizando-se o programa Axio Vision (verséo 4.8)

e o sistema composto de camera digital (AxionCam ERC5S) acoplada ao microscépio
(Zeiss modelo Lab Al). Logo apds, foi realizada a analise morfométrica das imagens
obtidas através do programa de analise de imafj@agé Pro Plusverséo 4.5 para
Windows 98) e, em seguida, procedeu-se a quantificacdo dos neurbnios delimitando-se
uma area de %0v2. Aqueles neurbnios que ndo evidenciaram os limites do corpo
neuronal, nacleo ou nucléolo bem definidos foram desconsiderados. A caracterizacao
celular foi realizada comparando-se o0s hemisférios esquerdos contendo areas

isquémicas em relacao aos hemisférios direitos cujos tecidos ndo possuem leséo.

2.6.4 Andlise Estatistica

O volume de infarto foi calculado pela soma de todas as areas de infarto cerebral
das seccdes de cada animal. Para diminuir o erro introduzido pelo edema do tecido
cerebral, foi utilizado o método indireto para calculo do volume de infarto, que foi
considerado igual & area do hemisfério contralateral subtraindo a area nao infartada do
hemisfério ipsilateral. A porcentagem foi obtida pela divisdo do volume de infarto pela

area do hemisfério contralateral multiplicado por 100%. Os célculos estatisticos foram
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realizados no programa Graphpad Prism 5, empregando os testes One-Way ANOVA e

seguido ddPost-hoc de Tukeygonsiderando o nivel de significancia de p<0,05.

3 RESULTADOS

Caracterizacdo das CTM derivadas da medula 6ssea

A técnica de cultivo das células-tronco extraidas da medula 6ssea dos fémures
dos animais permitiu o crescimento em monocamada e desenvolvimento de morfologia
fibroblastéide. Apés 48 horas, as culturas primarias aderiram aos substratos das garrafas
de cultivo e apresentaram elevados indices de replicacao.

A partir do 28° dia, as células submetidas a diferenciacdo osteogénica
demonstraram presenca de matriz extracelular calcificada pela coloracdo de Von Kossa
e HE evidenciando a diferenciacdo em células da linhagem 6ssea. As CTM cultivadas e

submetidas a inducdo adipogénica demonstraram, ao final das quatro semanas, presenca

de lipidios intracelulares identificados sob o microscopio de luz (Figura 5).

Figura 5: Fotomicrografias das CTM diferenciadasvitro: (A) Diferenciacdo osteogénica exibindo nas
regides escuras calcificagdo da matriz extraceldBYy Diferenciacdo adipogénica evidenciando em
vermelho aciimulo de goticul@ipidicas (B). Barra: 50um.
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Em andlise através da citometria de fluxo, as CTM cultivadas de sexta
passagem, mostraram expressdo positiva para os marcadores de superficie CD54
(66,26%), CD73 (86,82%) e CD90 (90,30&0)expressédo negativa para os marcadores
CD11 (97,48%), CD45 (96,98%) e para HLA-DR (95,5%) como ilustrados na Figura 6.
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Figura 6. Caracterizacdo imunofenotipica das CTM por citometria de fluxo. A intensidade

fluorescéncia de cada marcador de superficie nas CTM indiferenciadas (graficashegynesta

comparada com os isotipos controle (graficos pretos) e representada empatmertiais. O nimero de
células analisadas esta representado no eixo y e a intensidade no eixo x.

Nanomarcacéo das CTM

As células previamente marcadas com o Q-tracker 655® apresentaram o

marcador emitindo alta fluorescéncia citoplasmatica (cor vermelha), com filtro de

excitacdo WG e os nucleos (azul) corados com DAPI sdo mostrados com filtro de
excitacdo WU (Figura)7
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Figura 7. Imagens de microscopia de fluorescénEistomicrografia da CTM ap0s nanomarcacdo com
Q-tracker ®, demonstrando a fluorescéncia citoplasméatica vermelha emitida pelas céklapeméio.

Os nucleos foram contra-corados com DAPI (azul). Barran®s0 u

Identificagéo das CTM Infundidas

As CTM marcadas e infundidas foram identificadas nos pulmdes dos animais do grupo
validacdo, 24 horas ap0s o transplante por via intravenosa (Figura 8), mas ndo foram
encontradas no local da lesdo isquémica, nem em quaisquer outros orgaos de filtragem,

como o baco e os rins.

100 pm

100 pm

Figura 8. Imagens de microscopia de fluorescénciado parénquima pulmonar. {@hi€mgrafia da
CTM ap6s nanomarcacgdo, demonstrando a fluorescéncia citoplasmatica vermelie petas células
localizadas no tecido pulmondarra: 100 um. (B)dentificacdo das células transplantadas, presentes no
pulméo do grupo 24 horas pés-lesdo. Estéo evidenciados as CEHMgEoms pulmonares e os nucleos

contra-corados com DAPI (azul). Barra: 100 pm.
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Achados Macroscépicos
A interrupcdo temporéaria do fluxo sanguineo da ACM por 60 minutos foi
suficiente para inducdo da lesdo isgiga cerebral em sua regido de irrigacdo no

hemisfério cerebral esquerdo dos animais (Figura 9

e
N

= T

Figura 9. Les&o isquémica induzida no encéfalo de rato controle 15 dias. Area dez paliccortex

cerebral circundado por setas no territério de irrigacédo da artéria cerebral madrdasq

Déficit Neurologico

Todos os animais submetidos a oclusdo temporéaria da ACM, apresentaram ao
exame neuroldgico, hemiparesia nos membros contralaterais ao hemisfério com lesédo
isquémica. Nas primeiras 24 horas os animais foram avaliados e classificados segundo o
indice de gravidade de 0 a 4 de Menz¢sl. (1992). Sendo assim, trés animais
apresentram indice 2, ou seja, diminuicdo da preensdo do membro toracico direito
quando suspensos pela cauda; quatorze animais com indice 3, ou seja, movimentagcao
espontanea para todas as dire¢cdes, mas movimento circular para a esquerda quando
suspenso pela cauda e doze animais com indice 4, isto €, com movimento circular
espontaneo para a esquerda (Tabela 2). Portanto, 0 modelo de oclusdo temporaria da
artéria cerebral média foi eficaz parareducdo dos movimentos dos membros, sugerindo
inducao de isquemia.
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Tabela 2. Déficits neuroldgicos apresentados pelos ratos apos oclusdo temporaria da
artéria cerebral média, segundo a escala de Megizatg1992).

indice Déficit Neurologico Numero de Animais
0  Auséncia 0
1 Flexdo do MTD 0
2 Reducéo da preensao do MTD 3
3 Movimento circular E 14
4 Movimento circular espontaneo 12

Nos indices 1, 2 e 3 os déficits s@o observados com os ratensaspela cauda. (MTD) membro
tor&cico direito. (E) direcdo esquerda.

Avaliagdo da Area de Infarto
O volume de infarto calculado pela soma das areas de todos os hemisférios
cerebrais esquerdos dividos pela soma dos direitos (Figura 10), obtendo-se a

porcentagem multiplicando-se por 100 sédo estdo expressos na Tabhel&gafico 1.

Figura 10. Imagens das sec¢des coronais dos encéfalos obtidesaamerde mesa e utilizadas para o
calculo dos volumes dos hemisférios esquerdos, direitos e das areastale infar
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Tabela 3. Percentagem média da area de infarto, apos AVE, mensurada nos animais dos
diferentes grupos experimentais
Grupo Grupo

Controle  Controle Grupo Grupo Grupo Grupo
15 30 CTM15 CTM30 Sham15 Sham 30
N. de animai 5 4 10 10 3 4
Média 33,50 29,19 14,92 17,02 6,37 6,37
Desvio
padréo 6,3 2,0 5,8 7,8 2,3 2,3
Erro padrao 2,8 1,0 1,8 2,4 0,8 0,8

Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si ao nivel de 5% de prabalgiitb teste de Tukey.
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Gréfico 1. Percentagem média da area de infarto, apés AVE, mensurada noss atosaliferentes
grupos experimentais.

Observa-se que o valor médio da area de isquemia manteve-se ao longo dos 30
dias de avaliacdo tanto nos grupos controle quanto nos tratados, quando comparados aos
valores expressados aos 15 dias. Houve significativa reducdo do volume de perda de
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tecido nervoso e menos area de infarto quando comparado 0s grupos controle e tratado
(Figura 11).

T
2 3 2 S

Figura 11. Imagens dos cérebros de ratos comparando a atrofia no hemisféhicac@squerdo em
relagdo ao direito. (A) Controle 15 dias. (B) Tratado 15 dias. (E)idfiEmo cerebral esquerdo. (D)
Hemisfério cerebral direito. (C) Cerebelo.

Os grupos tratados com as CTM apresentaram valores menores que 0S grupos
controles (Controle 15 vs CTM 15 e CTM 30, p<0,001 e Controle 30 vs CTM 15,
p<0,01 e Controle 30 vs CTM 30, p<0,05).

No grupo sham, observa-se pequena area de isquemia, quando comparada aos grupos
controle e tratado (Controle 15 e 30 vs Sham, p<0,00M 15 vs Sham, p<0,05 e
CTM 30 vs Sham, p<0,01).

Caracterizacdo Celular do Tecido Nervoso

Os dados relativos a caracterizacdo celular do tecido nervoso, tanto no
hemisfério cerebral direito, sem isquemia, como no esquerdo com area de isquemia sao
apresentados nas figuras 12 a 14. Na area de isquemia houve perda de neurdnios e
células da glia e ativagdo da microglia com formacdo das células gitter (Figuas

13).



63

Figura 12. Fotomicrografia de aninmdo grupo controle secgdo 0,4@) 15 dias, hemisfério direito,
sem isquemia. (B) 30 dias, hemisfério esquerdo, com isquemia (@)a80 hemisfério direito, sem
isquemia. (D) 30 dias, hemisfério esquerdo, com isquemia. Neur@fioslo branco), neurépilo¥ ),
oligodendrocito (seta branca), vaso sanguineo e celulas endoteliais (s@taopgetdendrocito (seta
branca), neurdpilo desarranjadgk( ), nédulos microgliais (circuloetmhacélulas gitter (seta vermelha)

Barra 50 pm.
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Figura 13. Fotomicrografia de aninmdo grupo CTM seccao 0,20. (A) 15 dias, hemisfério direito, sem
isquemia. (B) 30 dias, hemisfério esquerdo, com isquemia (C) 30 draisfério direito, sem isquemia
(D) 30 dias, hemisfério esquerdo, com isquemia. Neurbnios (circidocd); neurdpilo % ),
oligodendrocito (seta branca), vaso sanguineo e celulas endoteliais (s@taopgetdendrocito (seta
branca), neurépilo desarranjadg( ), nédulos microgliais (circulo amazélajas gitter (seta vermelha)

Barra 50 pm.
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Figura 14. Fotomicrografias de animal do grupo shaddias. Secg¢des 0,20, lado direito (D) e esquerdo
(E), sem isquemia. Apresentacdo celular semelhante no lado direito e esqurrei@mnto com 60

neuronios em D e 53 em E. Barra 50 pum.

4 DISCUSSAO

As células cultivadas nesse estudo apresentaram morfologia fibroblastéide e
aderéncia a placa de cultura como descrito por Pitteztgalr (1999)e apresentaram
expressdo positiva dos marcadores celulares de superficie CD54, CD73 e CD90 e
expressdo negativa dos marcadores CD11b, CD45 e MHC Il. Além disso, sofreram
diferenciacdo para a linhagem éssea e adipogénica.

Segundo a Sociedade Internacional para Terapia CHIQ&T) sdo trés os
requerimentos minimos para uma populacdo celular ser classificada como CTM: O
primeiro é que sejam isoladas de uma populacédo de células mononucleares com base na
sua aderéncia seletiva em cultura a superficie do plastico. O segundo é que as
expressdes de CD13, CD29, CD54, CD73, CD90, CD106 estejam presentes, e que
CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR nao sejam expressos em mais
de 95% das células em cultura. Em terceiro e mais importante, € a capacidade de

diferenciacaoin vitro em linhagens mesoderimaosso, cartilagem e tecido adiposo
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(MEIRELLES e NARDI, 2006). Em conjunto, todos os critérios para classificacao
foram obtidos e demonstrados no estudo, comprovando que as células infundidas foram
CTM.

Todos os animais do estudo submetidos a oclusdo temporaria da artéria cerebral
média esquerda (ACMdemonstraram paresia dos membros toracicos e pélvicos
direitos logo apos o retorno anestésico. A maioria deles apresentou indices de gravidade
elevados (Tabela 1) com movimentos circulares para a esquerda quando suspensos pela
cauda ou de forma espontanea. Estes achados corroboram aqueles observados por
Calloni et al (2010), quando a oclusao resultou em déficits motores suficientes para
determinar movimentos circulares constantes ou inconstantes. Também, a metodologia
foi eficaz para determinar a reducdo do fluxo sangiineo e a consequente isquemia
cerebral, de forma aguda e sem impor outros traumas mecéanicos ao animal.

O modelo de oclusdo temporaria da ACM forneceu informacBes acerca da
fisiopatologia e possibilidades de estratégias de tratamento para o acidente vascular
encefalico isquémico (AVEI) e, segundo Laietjal (1993), a técnica é considerada de
escolha h& anos para estudar isquemia aguda experimental, além de ser de natureza
minimamente invasiva. De acordo com Maetoal (2000) € o modelo mais utilizado
por representar a forma mais prevalente de AVEiI em seres humanos.

A via de infusdo das CTM escolhida foi IV por ser facil, rdpida, de baixo custo e
nao oferece traumas mecanicos maiokasiplantacddocal das células néo é viavel do
ponto de vista clinico devido ao seu potencial grau de invasdo no encéfalo e as células
implantadas podem morrer antes de atuarem de forma eficaz devido as limitages de
difusédo de nutrientes e oxigén(MUSCHLER et al, 2004). Jaafaret al. (2011)
afirmaram que a injecdo de células-tronco neurais adultas diretamente na area de
isquemia causa danos ao parenquima cerebral pela agulha e limita a migracéo celular.
De forma semelhante, a infusado intra-aterial (IA) direta das células na artéria cerebral
média, além de requerer angiografia cerebral, € um procedimento invasivo que envolve
riscos, inclusive de novo evento isquéo (VASCONCELOS DOS SANTO®t al,

2012). Nao bastassem os riscos da aplicacéo IA, Vasconcelos dosebaait¢2012)
observaram, 24 horas apés a transplantacdo celular, dummig no cérebro é
comparavel quando ambas as rotas, IV e IA, foram analisadas e, por isso, reforcou a
escolha pela via IV neste experimento.

O experimento mostrou a eficacia e manutencdo da marcacdo das CTM com o0s

nanocristais fluorescentes e, também, confirmou a viabilidade das células no momento
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da infusdo. A janela terapéutica estabelecida para infuséo das células foi 24 homas apos
inducdo da isquemia, ou seja, durante a fase aguda da doenca, sendo igual a preconizada
por Vasconcelos dos Santesal (2010) que afirmaram que a infusdo IV de células-
tronco derivadas da medula O0ssea deve acontecer até 7 dias apdés a injuria, com
melhores resultados quando foram infundidas 1 dia apds a isquemia.

J& foi demonstrado que as CTM possuem efeito terapéutico nas fases aguda e
subaguda da doenca, bem como determinam recuperagdo funcional quando sao
administradas um més apos a isquemia (SIKHEAI., 2007) e, como a barreira hemato-
encefélica (BHE) estara aberta, continuamente, por varias semanas ap0s a isquemia
(STRBIAN et al, 2008), o tecido danificado permitird a entrada de novas CTM ou de
fatores liberados por elas, também nas fases mais tardias da isquemia cerebral. Os
resultados obtidos no estudo demonstram que a infusdo precoce das CTM pode atuar de
forma decisiva e significativa para impedir a expansao da area de sofrimento isquémico
devido ao fato dos fatores tréficos, quimiorreceptores, citocinas e moléculas pro e
antiinflamatérias estarem em atividade maxima nas primeiras horas ou dias do evento
lesivo. A reducao observada no tamanho da lesdo estad em linha com outros estudos que
demonstram uma clara correlagcéo entre o tamanho da lesédo e o tempo de administracao
intravenosa de células-tronco (IIHOSgtlal, 2004 e KEIMPEMAet al., 2009).

No experimento, o nimero total de células infundidas por via IV foi®1&10
foram encontradas nos pulmdes dos animais vinte e quatro horas pos-lesédo, porém nao
foram identificadas no local da lesdo isquémica um, quinze e trinta dias apds a
isquemia. Estudos de Omaet al (2008), que investigaram o numero de células e o
tempo de aplicacdo, mostraram que o maior numero de CTM e a administracdo de
forma precoce néo resultaram em diferencas funcionaisetl (2008) afirmam que
provavelmente existe um patamar acima do qual a quantidade de células administradas
ndo melhoraria o resultado. Os nossos achados corroboram os dados de Gao et al.,
(2001) e Detante et al. (2009), quando afirmam que a quantidade de células que migra
para o cérebro 2 e 24 horas, apos aplicacéo IV e IA, é muito pequena e sugerem que nao
€ necessario que as células permanegam no cérebro para gerar melhora funcional.

A presenca das CTM acumuladas dentro dos 6rgdos de filtragem, tais como o
pulmé&o, figado ou baco é frequientemente observada quando a via de administracéo € a
intravenosa (SACKSTEINgt al., 2008). Segundo Karp e Leng Teo (2009haming
de CTM expandida em cultura e infundida por essa via é ineficiente par paisia de

receptores de quimiocinas e da adeséo celular, além de aumento do tamanho das CTM
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em cultura. Estes eventos promoveria retencdo de células em tecidos nao especificos,
incluindo o pulmao, reduzindo, assim, o numero de células que atingem o sitio alvo.
Entretanto, mesmo que estes eventos acontecam, é fato que o numero de células
infundidas, no experimento, foi suficiente para impedir a expansdo da lesdo de
isquemia.

Presume-se que a eficacia terapéutica das CTM infundidas de forma sistémica
depende do extravasamento da circulagdo e da enxertia onde elas podem apresentar
atividades trofica e paracrina locais ou ainda, possam habitar um tecido e liberar fatores
paracrinos na vasculatura para um efeito sistémico. Ainda ndo esta claro se as CTM
atuam, nos tecidos, utilizando mecanismos de adeséo celular mediada por selectina e
integrinas (LEYet al.,2007) ou tornam-se passivamente aprisionadas nos capilares ou
microvasos, incluindo arteriolas e vénulas (SACKST&ildl.,2008).

N&o foram achadas CTM no cérebro nos grupos tratados e mesmo no grupo de
validacdo, o que n&o impediu resultados de reducdo da expansao isquémica.
Quertainmonet al. (2012) e Araujo (2013) ndo encontraram células transplantadas, por
via intravenosa, no local da lesdo. Em lesdo de medula espinhal, observaram efeito
benéfico sobre a capacidade de locomocdo e aumento significativo da expressdo do
fator de crescimento neural (NGF) no tecido lesionado, sugerindo que as CTM atuam
atravées da secrecdoe dfatores e ndo, necessariamente, pela sua prépria
integracao/diferenciados dentro do tecido hospedeiro. Estas células sdo capazes de
secretar fatores de crescimento e citocinas, como o fator de crescimentqM@&al
fator neurotrofico derivado do céreb(8DNF) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), além do aumento da expresséo de citocinas anti-inflamatérias como
IFN-y e IL-10, que podem ter efeito benéfico sobre a reparacdo e reorgandas;
conexdes neuronais; na inducdo de regeneracdo; estimulando a neurogénese; no
crescimento axonal; na reducdo da resposta inflamatéria e na protecao do tecido apos
lesdo espinhal (KUROZUMgt al, 2004, LUet al, 2005 e QUERTAINMONTet al,

2012.

A é&rea de isquemia detectada no grspamfoi proporcionalmente pequena em
relacéo aos grupos controle e tratado (Figura 12). Pode ser creditada a reducéo do fluxo
sanguineo cerebral ocasionado pelo clampeamento da artéria carétida comum esquerda,
uma vez que, naquele grupo, foram realizados todos os passos do procedimento
cirirgico com excecdo da oclusdo da artéria cerebral média. Sabe-se que, no meio

celular, a reducéo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) com deplecdo do oxigénio inicia
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eventos bioquimicos que determinardo fosforilacdo desencadeando o metabolismo
anaerobio. A glicélise anaerébia é insuficiente e determina deplecdo das reservas de
fosfato, incluindo ATP, com acumulo de acido latico e faléncia das funcdes celulares e
a sensibilidade das células do SNC a anoOxia obedece a seguinte ordem: neurénios
oligodendrdcitos, astrécitos, microglia e células endoteliais (WY@ATal.,1989).

A comparacao dos valores médios, nos grupos controles de quinze e trinta dias,
ndo demonstra alteracdo significativa da area de infarto, ao longo do tempo. Contudo,
estas grandes areas de isquemia, quando comparados aos grupos tratados, nesses, ha
evidencias de reducdo da expansdo da area isquémica, sugerindo que as medidas
terapéuticas empregadas impediram o aumento do dano tecidual. Os danos teciduais s&o
decorrentes do colapso energético celular, do acumulo de calcio, da peroxidagéo
lipidica, da acidose, da liberacdo do glutamato, da intensa producao de radicais livres e
da neurotoxicidade do 6xido nitrico que culminam na morte celular (SHALAK e
PERLMAN, 2004). As CTM sé&o capazes de exibir potenciais antiproliferativo,
antiinflamatério e atiapoptético, que favoreceram a protecéo dos tecidos e, além disso,
possuem mecanismos paracrinos mediados pela liberacdo de fatores de crescimento e
moléculas anti-inflamatérias que criam um ambiente favoravel para a regeneracdo dos
tecidos e melhora do fluxo cerebral (UCCEletlal.,2011).

A administracdo intravenosa de CTM impediu a expansao do volume de infarto
nos ratos submetidos ao AVEi. Sugeeegue a secrecdo de fatores neurotréficos,
representados por uma variedade de citocinas e fatores de crescimento, promoveu o
crescimento neuronal enddgeno, neurogénese e angiogénese, também pode ter
incentivado a conexdo sinaptica e remielinizagcdo de axénios danificados, diminuiu a
apoptose e regulou a inflamacgéo. Todos estes eventos aconteceram a distancia e, nédo
somente por acdes paracrinas, como citados por Seo e Cho (2012).

Como as CTM infundidas com o marcador fluorescente ndo foram encontradas
no local da lesdo, ndo parece que as alteracdes descritas tenham ocorrido em fungéo de
algum tipo de efeito justacrino ou mesmo paracrino. Também, Borlaigdn(2004)
sugerem que o efeito da terapia celular na isquemia néo esta diretamente relacionado
com a presenca das células no cérebro, uma vez que foi possivel observar recuperacéo
funcional sem a presenca das mesmas no parenquima cerebral, ou poucas células, como
mostrado em Bacigaluppt al. (2009) e Brennemaet al (2010).Também, parece que
h& efeitos imunomoduladores diretos sobre as células imunes residentes no cérebro. Um

segundo efeito imunomodulador parece ser sistémico. Sua principal acdo é segregar as
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células inflamatérias no baco e, ja foi demonstrado protegddongo prazo em
modelos de isquemia cerebral em roedores (@Hll., 2011). Tomados em conjunto,

0s resultados do experimento apoiam o conceito de modulacéo local e sistémica da
resposta imune como mecanismo de acéo potencialmente importante.

As CTM tém efeito imunomodulador atuando em uma via de resposta anti-
inflamatéria para regular a atividade de microglia, protegem neurénios e reduzem o
namero de céluas inflamatorias Iba -1 + e ED1 + (KdéMal, 2008). Promovem
importante papel na angiogénese que é induzida apdés um evento de isquemia com
indu¢do do fator de hipdxia la (HIF-la) que confere efeitos citoprotetores e
angiogénicos (AZARNOUSHet al., 2005). Regulacdo do VEGF que estimula a
diferenciacdo endotelial de células-tronco também foi observada melhorando o
desempenho em testes neurologicos e comportamentaes él.| 2005), bem como o
efeito paracrino das CTM tem um potencial mecanismo de angiogénese (ZACHAREK
et al, 2010). As CTM ap6s isquemia cerebral proliferam e remodelam a
microvasculatura no cértex, permitindo a melhora do fluxo sanguineo colateral e
identifica-se 0 aumento dos fatores angiogénicos e da angiogénese enddgena na regiao
da penumbra (WHITAKER al, 2007 e WEEt al.,2012).

No experimento, & avaliagdo da &area de isquemia foram observados perda
significativa de neurbnios e oligodendrécitos, o neurdpilo desarranjado com
proliferacdo e tumefacdo de células endoteliais. Presenca de ativacdo da microglia com
formacdo de aglomerados, chamados ndédulos microgliais e células granulo-adiposas
com citoplasma espumoso e ndcleo excéntrico, chamadas células gitter. A infusdo das
CTM atenuou a reatividade dos astrécitos e a ativagdo da micrdglia, além de exibir
capacidade em estimular a ativacdo de células-tronco neurais enddgenas no local da
leséo.

A micréglia, com nucleos alongados em forma de virgula e densos, deriva do
sistema reticulo-endotelial sendo constituida pelos macrofagos residentes do SNC e séo
consideradas as células imunocompetentes do tecido. Quando ha lesdo do tecido
nervoso, as células microgliais perdem os prolongamentos e assumem forma
arredondada, constituindo macrofagos com capacidade fagoditdriet @I, 2011) A
lesdo isquémica leva a ativacao das células microgliais existentes e atrai monocitos do
sangue e a sua proliferacdo € denominada microgliose e pode ser difusa em nodulos

microgliais, tratando-se de resposta celular a |eg@ERECKI et al., 2012).



71

E comum observar-se em torno de nucleos de oligodendrécitos um halo claro,
resultante da entrada de agua na célula por andxia (como durante o processo agonico).
O fendmeno, conhecido como tumefacdo aguda da oligodendroglia, € apenas um
artefato, mas tem utilidade em facilitar a identificacdo deste tipo de célula em cortes de
parafina. A necrose do SNC é denominada malacia, se processa por liquefacdo e os
macréfagos espumosos que caracterizam a remocao de detritos do SNC séo
denominados células gitter. Estas células surgem na area de infarto em cerca de 24
horas ap0s o evento de lesdo, sendo que um terco delas surgem a partir da microglia
(pré-existente) e o restante dos mondcitos do sangue e estdo presentes tanto no cortex
como na substancia brandaJ( et al, 2011) A tumefacéo e proliferacdo das células
endoteliais dos capilares cerebrais, muito evidente no infarto, € uma resposta do tecido a
anoxia. Admite-se que isto ocorra porque no tecido submetido a andxia as células
liberem fatores angioproliferativos, como o VEGKHI et al., 2012. Mais do que
substituicdo de células, no SNC, torna-se evidente que as células-tronco exdgenas agem
como células bimodais, proporcionando um nicho favoravel para neuroprotecdo e
imunomodulagéo. Pesquisas tem demonstrado que a recuperacao funcional é induzida,
parcialmente, pela modulacdo das atividades fagocitarias da microglia (DERECKI
al., 2012). Diferentes tipos de células possuem propriedades fagociticas intrinsecas, que
podem contribuir para seus efeitos benéficos no cérebro acometidoe(Te&&(2010;

LU et al, 2011).

A reducdo da area de infarto pode estar relacionada a neurogénese e ativacao
astrocitaria ocasionada pela proliferacdo de células-tronco e progenitoras neurais
enddgenas na zona subventricular quando sdo administradas CTM e tém acao direta na
diferenciacéo neural apés o transplante que migra para o SNC a um nuamero limitado de
células (KOPENet al., 1999). Além disso, as CTM promovem a plasticidade de
neurdnios danificados e ativam as células gliais que secretam neurotrofinas, tais como
BDNF, GDNF e NGF (Llet al.,, 2005). Recentes experimentos revelam que
componentes da matriz extracelular derivados das CTM podem melhorar o reparo do
sistema nervoso (MALTMANEt al., 2011). A fibronectina exerce proeminentemente
acao para a sobrevivéncia neuronal e moléculas de adesdo celular como a selectina,
integrina e caderina promovem o0 crescimento axonal e melhoram as conexdes
sinapticas (PASTERKAMP e GIGER, 2009). O aumento da producdo de NGF, BDNF e
NT-3 induzido pelas CTM induz a ativagao da via de Akt, que diminui a clivagem da

caspase-3 impedindo ou reduzindo o desencadeamento da apoptose dos neurbnios
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(PIERCHALA et al,2004). A expressao de Akt na presenca das CTM ¢é significativa a
partir do segundo dia da lesé@o isquémica e retornando aos niveis basais no oitavo dia
com reducdo da clivagem da caspase-3 e, nesse periodo, ocorre intensa inibicdo da
apoptose (KIMet al.,2010).

Nos grupos tratados com CTM ndo houve aumento significativo da area de
infarto ao longo do tempo, mas a pequena diferenca na reducao da expanséao do infarto
nos grupos tratados 15 e 30 dias deve-se pelo aumento do nimero de células da glia. E
certo que as CTM tenham algum tipo de acédo por 15 ou 30 dias apés a aplicagho. Lee
al (2009) verificaram a redistribuicio das CTM de acordo com o tempo apos a
administracdo intravenosa e observaram que as células inicialmente aprisionadas nos
pulmdes desapareceram em 24 horas. Estas células ndo apareceram em numero
significativo em seis outros 6rgdos, sendo que apenas 0,04% delas foram recuperadas
apos 48 horas e 0,01% apo6s 96 horas. Concluiram que as CTM sofrem processo de
apoptose sobrevivendo poucas horas apés o transplante.

A reparacdo do tecido nervoso pés-lesdo é sempre realizada por substituicdo do
tecido por uma cicatriz glial ou por uma cavidade cistica. Os neurénios danificados nao
sdo repostos; em seu lugar, forma-se uma cicatriz glial constituida por processos
astrocitarios ricos em filamentos de GFAP. Alternativamente, quando a lesao
compreende uma area de malacia, pode-se formar uma cavidade cistica (lesdo residual).
Portanto, infartos antigos maiores, a partir de certo diametro, sédo cisticos, com gliose na
parede. Os menores mostram somente perda de neurbnios e gliose, sem formar
cavidade. O tratamento com CTM 24 horas apés a isquemia demonstra diminui¢do da
espessura de gliose tecidual (cicatriz astrocitica) em torno da leséo isquénatal(, LI
2005). Estudos anteriores tém demonstrado que estas células migram para a periferia da
leséo isquémica e liberam uma grande variedade de fatores que acelerardo a mestauraca
do tecido lesado ( CHOPP e LI, 2002).

Portanto, os resultados demonstram que essas células podem ter proporcionado
suporte tréfico para os neurdnios vulneraveis, particularmente na area de penumbra, e
acoes antiinflamatérias com reducdo do edema neuronal, poupando assim o tecido.
Também, de acordo com Honmeual. (2012), com o tempo as CTM podem induzir a
neovascularizacao, estabilizacdo vascular e remodelacédo da barreira hemato-encefalica
protegendo, assim, o tecido do SNC e limitando o edema cerebral. Como as células
transplantadas sobrevivem, em maior nimero, apenas poucas horas, estas a¢des podem

estar reduzidas propriciando aumento da lesdo isquémica ao longo do tempo, ou sua
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estabilizacdo como observado até os 30 dias. Talvez, sessdes seriadas de injecOes de
CTM possam proporcionar novos estimulos, contribundo para a reducdo da area de

isquemia.

5 CONCLUSAO

No acidente vascular encefélico isquémico induzido em ratos, as avaliacdes
realizadas demonstram que a infusdo intravenosa de CTM promoveu reducdo da
expansao da area de lesdo isquémica, atenuando a reatividade dos astrécitos e a ativacao
da micréglia, além de exibir capacidade em estimular a ativagdo de células-tronc
neurais enddgenas no local da lesdo. Como as CTM infundidas ndo foram encontradas
no local da leséo, sugerimos que o efeito terapéutico dessas células ocorra, também, por

mecanismo sistémico a distancia por fatores atenuadores da resposta imune.
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