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RESUMO

Estudos em modelos experimentais de Acidente Vascular Encefalico (AVE)
demonstram que as regides que cercam a lesdo sofrem mudangas funcionais e
estruturais. Essa plasticidade induzida pela isquemia é considerada um possivel alvo
de intervengcdo terapéutica. Recentes estudos tém demonstrado o potencial
terapéutico das células-tronco para tratar doencas neurovasculares. Acredita-se que
o principal mecanismo de acé@o destas células esteja relacionado a liberacdo de
fatores troficos e de crescimento, amplificando ou facilitando os mecanismos de
regeneracdo. No presente estudo, foi utilizado o modelo de isquemia focal por
termocoagulacdo dos vasos do cortex sensorimotor em ratos adultos Wistar para se
estudar os efeitos da infusdo intravenosa de células mononucleares da medula
0ssea na recuperacgdo funcional e na plasticidade induzida pela isquemia. A injecao
de células (grupo experimental) ou salina (grupo controle) pela veia femoral foi
realizada 1 dia apo6s a isquemia e os animais foram sacrificados 7 ou 30 dias apés a
isquemia. A regido periférica (que inclui principalmente o coértex cingular) e o cortex
contralateral homologo a lesdo foram dissecados e usados para analise da
expressdo das proteinas GAP-43 (7 dias pos-isquemia) e sinaptofisina (30 dias pos-
isquemia). A GAP-43 esta presente principalmente em cones de crescimento
axonais e a sinaptofisina € encontrada nas vesiculas pré-sinapticas. Os testes
sensorimotores foram executados nos animais que sobreviveram 30 dias apés a
isquemia. Nao houve diferenga significativa na expressédo dos marcadores GAP-43 e
sinaptofisina, entre o grupo experimental e o controle. No entanto, foi observada
diminuicdo da expressdo da proteina GAP-43 na periferia da lesdo, induzida pela
isquemia. O aumento significativo da recuperacao funcional apds o tratamento com
as células mononucleares da medula 6ssea, de acordo com o teste do cilindro,
indica que este tratamento apresenta efeito terapéutico. Essa recuperagéo pode ser
atribuida a modificagdes estruturais e funcionais no sistema nervoso que n&o
estejam diretamente relacionadas a expressdo das proteinas GAP-43 e
sinaptofisina, podendo envolver outras regifes além da periferia da lesé&o.
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ABSTRACT

Studies in experimental models of stroke demonstrate that regions surrounding the
injury suffer functional and structural changes. This stroke-induced plasticity is
considered a possible target of therapeutical intervention. Recent studies have
demonstrated the therapeutical potential of stem cells to treat neurovascular
diseases. One of the main mechanism of action of these cells is related to the
release of trophic and growth factors, amplifying or facilitating the regeneration
mechanisms. In the present study, we used a rat model of focal ischemia of the
sensorimotor cortex to study the effects of the intravenous infusion of bone marrow
mononuclear cells in the functional recovery and in the plasticity induced by
ischemia. Adult Wistar rats were submitted to unilateral ischemia of the sensorimotor
cortex by the thermocoagulation method. The injection of cells (experimental group)
or saline (control group) by femoral vein was carried through 1 day after ischemia
and the animals were sacrificed 7 or 30 days after the ischemia. The peripheral
region (that includes mainly the cingular cortex) and the homologous contralateral
cortex to the injury were dissected and used to perform analysis of the expression of
the proteins GAP-43 (7 days after ischemia) and synaptophysin (30 days after
ischemia). GAP-43 is mainly present in axonal growth cones and synaptophysin is
found in the pre-synaptic vesicles. Behavioral tests were executed in the animals that
survived 30 days the after ischemia. There wasn’t significant difference in the
expression of the markers GAP-43 and synaptophysin between the experimental and
control groups. However, it was observed an ischemia-induced reduction of the
expression of GAP-43 in the periphery of the injury. The significant increase of the
functional recovery after the treatment with the mononuclear cells from bone marrow,
in accordance with the test of the cylinder, indicates that this treatment presents
therapeutical effect. This recovery can be attributed to structural and functional
modifications in the nervous system that is not directly related to the expression of
the proteins GAP-43 and synaptophysin, being able to involve other regions beyond
the periphery of the injury.
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LISTA DE ABREVIATURAS

e AVE — Acidente vascular encefélico
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associated protein 43). O mesmo que neuromodulina, B-50 e pp-46.

e BDA — Amina de dextrana biotinilada (do inglés biotinylated dextran amine)
¢ RNAmM — Acido ribonucléico mensageiro

e ES — Células-tronco embrionarias (do inglés: embryonic stem cells)

e HSC — Células-tronco hematopoiéticas (do inglés: hematopoietic stem cells)
¢ MSC — Células-tronco mesenquimais (do inglés: mesenchimal stem cells)

e EPC — Células progeitoras endoteliais (do inglés: endothelial progenitor cell)

e ACM — Artéria cerebral média



e I'TPA — Ativador do plasminogénio recombinante (do inglés: recombinant tissue-
plasminogen activator)

e G-CSF — Fator estimulante de coldnia de granulécitos (do inglés: granulocyte
colony-stimulating factor)

e GDNF — Fator neurotréfico derivado da glia (do inglés: glial cell derived
neurotrophic factor)

e BDNF — Fator neurotrofico derivado do encéfalo (do inglés: brain-derived
neurotrophic factor)

e NGF — Fator de crescimento neural (do inglés: neural growth factor)
e EGF — Fator de crescimento epidermal (do inglés: epidermal growth factor)

e FGF-2 — Fator de crescimento de fibroblasto 2 (do inglés: fibroblast growth
factor 2)

e SCF — Fator derivado de células-tronco (do inglés: stem cell factor)

e TTC — Cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio (do inglés: 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride)

¢ DMEM — Meio de cultura celular Dulbecco (do inglés: Dulbecco’s modified eagle
medium)

e PBS — Salina tamponada com fosfato (do inglés: phosphate buffered saline)
e Tris — Do inglés: trishydroxymethylaminomethane

e EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés: ethylenediamine tetra-
acetic acid)

e BSA — Albumina do soro bovino (do inglés: bovine serum albumine)
e SDS — Dodecil sulfato de sodio (do inglés: sodium dodecyl sulfate)

e ECL — Quimiluminescéncia gerada eletroquimicamente (do inglés:
electrogenerated chemiluminescence)

¢ CMMO — Células mononucleares da medula 6ssea
e ANOVA — Andlise de variancia paramétrica

e TTX — Tetrodotoxina (do inglés: tetrodotoxin)



¢ MAP2 — Proteina associada ao microttbulo 2 (do inglés: microtubule-associated
protein 2)

o fMRI — Imagem por ressonancia magnética funcional (do inglés: fuctional
magnetic resonance imaging)

Xi



INDICE

1.0. INTRODUGAD. ........eoiiteeeeeeee ettt ettt et et et et e et te e eaesteeteeteaesaeteaeens 1
1.01. Acidente vascular eNCefaliCo (AVE).......oocuuuuiiiriaiieiiiiei e 1
1.02. Alteragdes fisiologicas e anatdmicas provocadas pelo AVE...........cccccuveeeeenns 1
1.03. A proteina GAP-43 como marcador de crescimento axonal..............cccceeevuenen. 5
1.04. A proteina sinaptofisina como marcador de novas SiNapSesS.........ccccceeeeerueenn. 7
1.05. Modelos animais de AVE iSQUEMICO. .......ccuiuiiiiriiiii et 9
1.06. Terapias Para 0 AVE....... ..o ittt 10
1.07. CEIUIAS-TIONCO. ... ueieiiiitiie ettt ettt e e e e e e e e e s e nenbeaeeeean 14
1.08. Células-tronco de medula OSSEa@...........couaiiiuiiiiieiiiiie e 16
1.09. Cortex cerebral e controle central do MOVIMENO...........coooiiiiiieiriiiiiiiiiee e 20
1.10. COrtex SensorimOtOr de FALOS........ccceiiiiiiiiieeeeeiiiiee e e et e e ee e e e eeeeees 23
A O O 1 N 1 I LY T 25
3.0. MATERIAIS E METODOS. .....cctiuiiiiiniieieieeieieseeeieseseseieeessseess s sssssse e senens 26
G 0 T Y 1[0 = 1 S PP RO PUPPPPPPPPPPPN 26
3.02. Isquemia focal - Termocoagulacdo unilateral dos vasos do cortex
1= g ST ] 114010 SR OO P PSP 26
3.03. Reacao histoquimica com cloreto de trifenil tetrazélio (TTC)........eeveiiiveeeennnns 28
3.04. Isolamento das CIMMO..........oooiiiiiiiii e e e 29
3.05. INJECAO dAS CIMMO......oiiiiiieiii ettt ee e e e e e 30
3.06. TeSteS SENSOMMOTOIES. .....cciiiiitiiiiie e ee e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeas 32
3.07. Extrac@o e dosagem de ProteiNas. ........c.ueeeeeiiiiieieiieiiiiiee e 36
3.08. Eletroforese em gel de poliacrilamida............cooeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 37
3.09. Andlise da eXpreSSA0 PrOtEICA.........cuiuuurieiiiiiieiie e iiiie e et ee e e e et ea e e saeeeeeeas 37



3.10. Quantificagdo da expressao de GAP-43 e sinaptofisina...........c.ccccvveeeeeeennnnn. 38
4.0, RESULTADOS. ...t e e e e e et e e ea e e e e ee e eeas 40
4.01. Extenséo da leséo: reagdo histoquimica com TTC.......ccccceiiiiiiiiirin e 40
4.02. Determinacéo da via intravenosa ideal para administragdo das CMMO......... 41
4.03. TeSte dO CIllINAIO........ueiiiiiiiee e e 43
.04, BEAM TEST....eeeiieiiiiieii e e e e e e et e e s 45
4.05. TESEE U0 AUESIVO......uuuuiiiiiiiiiee ittt e e e e e e e e e e e e e e eeas 49
4.06. Analise da expressao da proteina sinaptofiSina...........ccueeeiriiieeeeiiiniieee e 51
4.07. Analise da expressao da proteina GAP-43..........ooi i 54
5.0. DISCUSSAOD. ...ttt ettt sttt et e s 59
6.0. CONCLUSOES........ciiiiutieieiieieieieietetses ettt ettt es s tes e is e s 74
7.0, BIBLIOGRAFIA oottt e e e e e et e ea e e eeeeees 75

Xiii



1.0. INTRODUCAO

1.01. Acidente vascular encefalico (AVE)

O acidente vascular encefélico (AVE) € uma das maiores causas de morte e
incapacitacdo de adultos no mundo. Nos EUA, aproximadamente 700.000 pessoas
sofrem essa injaria a cada ano (Dickerson e cols., 2007). No Brasil, s6 em 2002,
houve 87.344 mortes em consequéncia do AVE, estando esta doenca entre as
primeiras causas de mortalidade (Lotufo, 2005). Cerca de 70% dos pacientes que
sofrem um AVE sobrevivem e as sequelas resultantes dependem da duracdo do
insulto, da magnitude da leséo e das regides encefalicas acometidas, podendo
abranger alteragdes motoras, sensitivas, de comportamento e/ou cognitivas (Dobkin,
2005).

O AVE se caracteriza por um disturbio da circulagcdo sanguinea para o tecido
encefalico. Estima-se que cerca de 80% dos casos de AVE sejam causados pelo
bloqueio ou pela diminuicdo do fluxo sangiineo arterial (AVE isquémico) e 20%

ocorram pelo rompimento de um vaso (AVE hemorrégico).

1.02. Alteracdes fisioldgicas e anatdmicas provocadas pelo AVE

Logo apdés o AVE, a diminuicdo do fluxo sanglineo leva a alterages
metabdlicas devido a falta de suporte de oxigénio e glicose para as células na regido
afetada. Assim, h4 uma subsequente diminuicdo dos niveis de ATP, alteracdes
ibnicas, excitotoxicidade, estresse oxidativo, resposta inflamatéria e morte celular

por necrose e apoptose (Yusuf, 2002; Fisher e Ratan, 2003; Lo, 2003; Mergenthaler



e cols., 2004). Essas alteragbes levam & morte ndo s6 de neurdnios como de
astrécitos e oligodendrécitos. Dessa forma, terapias para o AVE devem visar ndo so
a recuperacgdo dos circuitos neuronais perdidos como a recuperagdo das células
gliais que ajudam a manter esses circuitos em funcionamento.

A oclusdo de uma artéria cerebral, como a artéria cerebral média, leva a uma
isquemia focal, onde a leséo fica delimitada a regido do encéfalo irrigada por aquela
artéria. Assim, h4 um centro na lesdo onde o fluxo sangiineo é praticamente nulo, e
uma regido na periferia da lesdo, onde existe uma irrigagdo colateral, restando
algum fluxo. Essa regiéo € denominada penumbra isquémica (Hakim, 1987).

Os AVEs isquémicos focais induzem a morte de células nervosas e
promovem tanto um distlrbio local da barreira hemato-encefalica (BHE) como uma
resposta inflamatdria no sitio da lesdo (Mark e Davis, 2001). A BHE é composta por
uma monocamada de ceélulas endoteliais, astrécitos, pericitos, macrofagos
perivasculares e pela lamina basal, que limtam o movimento de pequenas
moléculas polares e de macromoléculas entre o sangue e o fluido intersticial do
cérebro. A natureza restritiva da BHE ¢é atribuida a falta de fenestracfes, a reduzida
atividade pinocitica e a presenca de juncdes oclusivas (em inglés, “tight junctions”)
entre as células endoteliais (De Vries e cols., 1997; Kniesel e Wolburg, 2000).

Esta BHE € primordial para garantir a homeostase no sistema nervoso
central; porém, ela & vulneravel a injuria. As células que compdem a BHE séo
bastante sensiveis a hipdxia e, durante uma isquemia cerebral, elas podem sofrer
alteracdes estruturais e distarbios funcionais. Por exemplo, as jun¢des oclusivas
entre as células endoteliais apresentam uma disfungdo no sitio onde ocorreu a
isquemia, o que geralmente causa aumento da permeabilidade microvascular e

edema (De Vries e cols., 1997). Além disso, ha um aumento da expressdo de



moléculas de adesdo como a VCAM-1 e a ICAM-1 na superficie luminal do endotélio
vascular, principalmente ao nivel das vénulas. Isto facilita a ades&o de diversos tipos
celulares a parede luminal deste endotélio, especialmente células inflamatérias e
progenitoras circulantes. Pode ocorrer, posteriormente, a migragdo destas células
para o parénquima cerebral na fase aguda da lesdo (ladecola e Alexander, 2001,
Emerich e cols., 2002; Schilling e cols., 2003).

Diversos tipos celulares, como os macrofagos periféricos e os residentes no
parénquima cerebral (microglia), ficam ativados e s&o atraidos por diversas
substancias liberadas no sitio de lesdo (Schilling e cols., 2003). Eles fagocitam
células mortas e seus fragmentos e também podem liberar diferentes moléculas anti-
inflamatorias, por exemplo, TGF-p e IL-10 (Aloisi, 2001). Alguns fatores troficos e
mediadores vasoativos liberados por estas células sdo importantes para
neuroprotecao e para promover maior proliferagdo celular no local da leséo. Apesar
da liberacdo de agentes anti-inflamatorios, estas células também secretam fatores
pro-inflamatérios, como IL-1 e TNF-a.

Apos a isquemia, ocorre a formagéo de cicatriz glial na periferia da lesdo. Os
neurénios danificados inicialmente interagem com os astrocitos adjacentes, que se
proliferam e rapidamente cercam a regiao de infarto, separando o tecido necrosado
do sadio e, consequentemente, evitando o crescimento da lesdo (Li e cols., 2005).
Os astrocitos ativados também podem liberar TGF-B e um importante fator
angiogénico, o VEGF (do inglés, vascular endothelial growth factor), o qual sera
importante na formacdo de novos vasos no sitio da isquemia (Salhia e cols., 2000).
O VEGF também tem sido descrito como estimulador de neurogénese, uma vez que
existem receptores de VEGF em células-tronco neurais in vivo e in vitro (Jin e cols.,

2002; Sun e cols., 2003; Maurer e cols., 2003). Além disto, estudos recentes
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mostram que o VEGF tem um efeito neuroprotetor, atuando sobre seus receptores
especificos, nos neurbnios (Le Bras e cols., 2006; Pasinelli e Brown, 2006;
Storkebaum e cols., 2005; Kilic e cols., 2006; Lambrechts e Carmeliet, 2006). No
entanto, a gliose também consiste em uma barreira fisica e bioquimica para a
regeneracdo de axbnios. Os oligodendrdcitos, por outro lado, também agem na area
afetada, produzindo moléculas de adesdo (ex: proteina Nogo) que inibem o
crescimento axonal e a recuperagdo da &rea danificada (Li e cols., 2005).
Observagdes em pacientes de AVE e em modelos animais demonstram que a
isquemia produz mudangas na distribuicdo e lateralidade das representagdes
sensoriais e motoras, que estdo relacionadas a recuperagéo funcional (Cramer e
Chopp, 2000; Schaechter e cols., 2006). Assim, ap0s a isquemia sdo observadas
importantes alteraces fisiologicas de longa duragdo em regides proximas a leséo e
em regifes distantes, mas que mantém contatos sinapticos com a regido infartada.
Dentre essas alteragfes, podemos citar o aumento do nivel basal de excitabilidade
neuronal (facilitagdo da LTP - do inglés long-term potentiation) em regides
adjacentes ao infarto, a diminuicdo dos potenciais pés-sinapticos inibitorios e o
aumento dos potenciais poOs-sinapticos excitatorios gerados por conexfes que
inervam a &rea infartada, e finalmente a diminuicdo das conexdes inibitérias vindas
de regibes adjacentes e de areas localizadas no hemisfério oposto ao infarto
(Neumann-Haefelin e cols., 1995; Buchkremer-Ratzmann e Witte, 1997; Hagemann
e cols., 1998; Carmichael, 2003). Estas modificaces fisiologicas estdo relacionadas
a diminuicdo da expressao do receptor inibitério GABA, e a0 aumento da expressao
do receptor de NMDA nas regides adjacentes e nas regides conectadas localizadas

no hemisfério oposto (Carmichael, 2003).



Acredita-se que as alteragdes funcionais induzidas pela isquemia estejam
diretamente relacionadas com o crescimento axonal e o surgimento de novos
contatos sinpticos. Estudos com marcadores de cones de crescimento, como a
GAP-43 (do inglés growth-associated protein 43), e com marcadores de vesiculas
pré-singpticas, como a sinaptofisina, vém confirmando esta hipotese (Carmichael,
2003). Estudos com tragcadores moleculares anterégrados, como o BDA (do inglés
biotinylated dextran amine), que permite a visualizagdo dos terminais axonais,
também mostram que a isquemia induz o aparecimento de um grande numero de
novos terminais axonais tanto na regido adjacente a lesdo quanto no estriado
ipsilateral. Estas projecdes seriam provenientes do hemisfério contralateral & leséo,
no qual foi injetado o tragador (Carmichael e cols., 2001; Carmichael e Chesselet,

2002).

1.03. A proteina GAP- 43 como um marcador de crescimento axonal

A GAP-43 (do inglés growth associated protein, com peso molecular de
43KDa), também conhecida como neuromodulina, é uma fosfoproteina de
membrana importante nos eventos de sinalizacdo celular para a modificagdo do
citoesqueleto de actina (Carmichael, 2003). A ligagdo da GAP-43 na face
citoplasmética da membrana ocorre por interagdo com regifes hidrofébicas do N-
terminal. Esta proteina € um dos principais substratos da proteina quinase C em
neurdnios e a sua fosforilagdo parece ser importante para o crescimento axonal
(Benowitz e Routtenberg, 1997).

No sistema nervoso central, a proteina GAP-43 & primeiramente detectada

quando os neurdnios completam sua divisdo celular final. No neocoértex e na



formacdo hipocampal de ratos, altos niveis de expressdo de GAP-43 séo
observados nas duas primeiras semanas poés-natais, coincidindo com o periodo de
brotamento dos terminais axonais e formagéo de sinapses (Holtmaat e cols., 1995).
As células neuronais de individuos adultos apresentam, em condi¢cdes normais,
baixos niveis de GAP-43, se comparados aos individuos em desenvolvimento
(Stroemer e cols., 1995). Os niveis de GAP-43 sdo geralmente mais altos nos cones
de crescimento.

Apesar dos niveis do RNAm e da proteina decairem ap6s o nascimento na
maior parte do encéfalo, algumas populacdes de neurbnios continuam a expressar
altos niveis de GAP-43 constitutivamente (Dani e cols., 1991). A presenca da
proteina em regifes do sistema limbico, por exemplo, sugere o seu envolvimento na
capacidade dos neurdnios de continuarem a sofrer mudancas estruturais e
funcionais relacionadas ao armazenamento de informagdes (Benowitz e
Routtenberg, 1997).

Estudos mostram que a superexpressao de GAP-43 induz o crescimento de
projecOes neuronais aberrantes. Assim, a proteina parece permitir o brotamento de
novos terminais mesmo na auséncia de fatores troficos. Mesmo em células néo-
neuronais, a expressdo do transgene para GAP-43 induz o crescimento de
prolongamentos com consequente reorganizacdo do citoesqueleto (Verhaagen e
cols., 1994). Camundongos que ndo possuem um exon do gene que codifica a
proteina GAP-43 apresentam defeitos nas vias axonais e a maioria morre logo apos
0 nascimento (Strittmatter e cols., 1995).

O aumento da expressdo de GAP-43 também aumenta o brotamento axonal
apoés lesdes no sistema nervoso, como a isquemia (Carmichael, 2003). Stroemer e

colaboradores (1993) mostraram que uma leséo isquémica provocada pela ocluséo



da artéria cerebral média induziu o aumento significativo da expressao da proteina
GAP-43 na periferia da lesdo e um aumento menor no cortex contralateral
homologo. A expressdo da proteina também é observada em situagdes em que 0s
neurdnios sdo inseridos no ambiente permissivo do sistema nervoso periférico,
podendo, assim, regenerar os axdnios danificados.

Logo, a proteina GAP-43 é considerada um marcador de crescimento axonal,
ou seja, 0 aumento da expressdo desta proteina apds uma lesdo é um indicio de
que o axbnio esta em processo regenerativo. No entanto, para se obter conclusées
definitivas de que ocorre crescimento axonal apds a isquemia, S80 necessarias
andlises ultraestruturais e o tragamento das conexdes no cortex adjacente ao infarto
e em areas que mantinham conexdes com a area infartada. Isso porque a GAP-43
poderia também atuar de outras formas na célula nervosa, como através da indugéo

de LTP (Benowitz e Routtenberg, 1997; Carmichael, 2003)

1.04. A proteina sinaptofisina como um marcador de novas sinapses

Inicialmente denominada p38, a sinaptofisina (38 kDa) é uma glicoproteina
integral de membrana encontrada em vesiculas neurosecretérias pequenas, como
as vesiculas pré-singpticas (Jahn e cols, 1985; Leube e cols, 1987). Foi
demonstrado que a sinaptofisina comp&e aproximadamente 8% do total de proteinas
na vesicula sinaptica (Evans e Cousin, 2005). Esta também pode ser encontrada em
vesiculas de diversas células neuroenddcrinas de fendtipo tanto neuronal quanto
epitelial, sendo util para o diagndstico de tumores neuroendocrinos (Leube e cols,
1987). A sinaptofisina € uma proteina estdvel ao longo da evolucdo, estando

presente em diversas espécies de vertebrados (Wiedenmann e Franke, 1985). O



aumento da expressao de sinaptofisina esta diretamente relacionado ao aumento do
namero de sinapses em uma determinada regido como, por exemplo, na periferia de
uma lesao cortical (Stroemer e cols., 1992).

Através da analise da sequéncia de aminoacidos, determinou-se que a
molécula de sinaptofisina atravessa a membrana 4 vezes, possuindo os terminais N
e C voltados para a superficie citoplasmética. Verificou-se também que a regido
carboxi-terminal contém um sitio de ligagdo ao Ca* e uma seqiiéncia antigénica
reconhecida pelo anticorpo monoclonal SY38 (Wiedenmann e Franke, 1985; Leube
e cols., 1987; Knaus e Betz, 1990). A sinaptofisina é altamente fosforilada por
tirosina-quinases, sugerindo que sua fosforilagdo é fundamental para a sua funcéao
(Evans e Cousin, 2005).

A exata funcdo da sinaptofisina é ainda desconhecida, mas acredita-se que ela
atue na formagdo da vesicula singptica e/ou no processo de exocitose (Hanaya e
cols., 2007). No entanto, quando o gene da sinaptofisina foi experimentalmente
inativado em animais, estes ndo apresentaram defeitos 6bvios na liberacdo de
neurotransmissores. Essa observacgéo foi atribuida a uma possivel redundancia com
outras isoformas da sinaptofisina, como a sinaptofisina Il e/ou sinaptogirina. De fato,
camundongos Knockout para sinaptofisina e sinaptogirina apresentaram
deficiéncias, apesar da liberacdo de neurotransmissores permanecer normal.
Curiosamente, nos terminais nervosos, a sinaptofisina se liga principalmente a
proteina integral de membrana vesicular denominada sinaptobrevina. Esta proteina
tem sido recentemente relacionada a endocitose, que rapidamente reutiliza as
vesiculas sinpticas que acabaram de participar do processo de exocitose (Evans e

Cousin, 2005).



1.05. Modelos animais de AVE isquémico

Existe uma variedade de modelos de isquemia cerebral em roedores, nos quais
o principal objetivo é bloquear o suprimento sanguineo arterial para determinada
regido do encéfalo, a fim de reduzir a oferta de oxigénio e glicose para o parénquima
cerebral (Traystman, 2003). Os modelos sao classificados de acordo com o local
afetado (isquemia global ou focal) e com a duragéao da obstrugdo vascular (isquemia
transitoria ou permanente), sendo que na maioria dos trabalhos da literatura utiliza-
se o modelo de isquemia focal, pois este tipo de isquemia ocorre mais
frequentemente em humanos.

A maioria dos modelos experimentais de isquemia cerebral focal em roedores
visa obstruir a artéria cerebral média (ACM), produzindo uma &rea de infarto que
abrange o cortex frontal e o parietal (Tureyen e cols., 2005; Ardehali e Rondouin,
2003). Existem 2 modelos principais de obstrugdo da ACM: o modelo de
eletrocauterizacéo (isquemia permanente descrita por Majid e cols., 2000) e o
modelo do fio intraluminal (isquemia transitdria), sendo este Ultimo mais complexo,
porém bastante utilizado.

Outro modelo bem descrito provoca uma lesdo nas seis camadas corticais, mas
ndo do corpo caloso, através da termocoagulacdo com uma sonda quente (40w,
450°C-550°C) dos vasos da pia-mater, sem danificar a dura-mater, utilizando-se um
aparelho estereotaxico para localizar e delimitar a &rea a ser lesada (Szele e cols.,
1995; Napieralski e cols., 1996; Napieralski e cols., 1998; Uryu e cols., 2001;
Carmichael e Chesselet, 2002; Mir e cols., 2004). As lesbes por termocoagulagao
tém sido bastante utilizadas para estudar os efeitos neuroquimicos da degeneracao

das aferéncias cortico-estriatais. Este tipo de lesdo provoca a morte dos neurdnios



corticais de forma progressiva, sendo que o processo de degeneracdo s6 se
completa de 5 a 7 dias apds a cirurgia (Szele e cols., 1995).

Apesar de se tentar mimetizar o AVE isquémico em diversos animais de
laboratdrio, € importante ressaltar que, nos modelos experimentais, 0s animais sdo
bem selecionados e preferencialmente jovens e saudaveis. Em contrapartida, a
maioria dos pacientes que sofre AVE pertence a populagcédo idosa, com multiplas
doencas e fatores de risco associados, tais como diabetes mellitus, obesidade,
sedentarismo, hipertensdo arterial, problemas cardiovasculares, etc. Por esses
motivos, os modelos de isquemia cerebral em animais, apesar de serem Uteis em
muitos aspectos, ndo reproduzem totalmente as condi¢cdes fisiopatoldgicas

encontradas em humanos (Graham e cols., 2004).

1.06. Terapias para o AVE

Hoje em dia ainda ndo existem terapias eficazes para a recuperacédo de
pacientes que sofreram um AVE. Os métodos disponiveis, como os tromboliticos
(rTPA: ativador do plasminogénio recombinante), s6 sdo eficazes se o paciente
receber o tratamento 3 horas apdés o inicio do insulto e ndo podem ser administrados
em pacientes com AVE hemorrégico (Fisher e Ratan, 2003; Haas e cols., 2005). Em
pacientes que ja tenham tido um AVE, utiliza-se a aspirina (anti-agregante
plaquetario) como meétodo de prevencdo de um novo infarto (American Heart
Association, 1992-2003). Considerando que no Brasil o acesso a centros de
emergéncia ainda é lento e que ainda hd muita dificuldade em reconhecer o AVE
como uma emergéncia meédica, um grande numero de pacientes com AVE

isquémico chega aos hospitais com quadro agudo, porém fora da janela terapéutica
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ideal para o uso do rTPA. Assim, uma nova perspectiva no tratamento do AVE
isquémico sdo as terapias celulares com células-tronco. O objetivo principal da
utilizagdo destas células é potencializar a neuroplasticidade e a recuperagéo
funcional j& observados apos a isquemia (Cramer e Chopp, 2000; Dobkin, 2005),
reduzindo, dessa forma, as sequelas causadas pelo AVE.

Existem ainda controvérsias quanto a utilizagdo de células-tronco embrionarias
ou fetais, devido ndo sO as questbes éticas e religiosas como pelo seu potencial
carcinogénico (Kan e cols., 2005). Por outro lado, as células-tronco adultas surgem
como possivel terapia em pacientes com AVE. As células-tronco de medula éssea
tornaram-se uma excelente escolha para tratamentos terapéuticos devido a
facilidade de obtencéo e pela possibilidade de serem feitos transplantes aut6logos
nos pacientes, eliminando problemas de rejeigdo dessas células.

Atualmente, as pesquisas relacionadas ao AVE buscam principalmente testar a
seguranca e a exequibilidade do transplante de células (experimentos fase 1).
Somente quando todos os critérios da fase 1 estéo satisfeitos, iniciam-se os estudos
de fase 2, onde sédo avaliados os efeitos terapéuticos do tratamento.

Diversos estudos fase 1 e/ou 2 recentemente realizados utlizaram o
transplante intracraniano de neurbnios gerados a partir de teratocarcinomas, em
pacientes com les@o nos ganglios da base e deficiéncias motoras estabelecidas. Os
pacientes ndo apresentaram reacOes adversas e alguns obtiveram recuperagao
motora associada ao aumento do metabolismo de glicose no tecido adjacente a
lesdo (Kondziolka e cols., 2000; Kondziolka e cols., 2005; Meltzer e cols., 2001).

Estudos experimentais em AVE tém sugerido que o G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) exerce efeitos neuroprotetores através de diferentes mecanismos,

como a inibicAo da apoptose, aumento da neurogénese, da angiogénese, dos
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processos anti-inflamatdrios e mobilizagdo das células-tronco hematopoiéticas
(Gibson e cols., 2005; Solaroglu e cols., 2006; Schneider e cols., 2005). Foi
observada recuperacéo funcional apos a administracdo de G-CSF em pacientes com
isquemia aguda que afetava a regido da artéria cerebral média, em comparagéo com
0 grupo controle (Shyu e cols., 2006). Sprigg e colaboradores (2006) comprovaram
que o G-CSF ¢é eficaz na mobilizagcdo de células-tronco hematopoiéticas CD34" em
pacientes com AVE isquémico recente. No entanto, acredita-se que os efeitos
benéficos do G-CSF estejam mais relacionados a neuroprotecdo do que a
mobilizacdo das células CD34". Assim, a administracdo de G-CSF em pacientes
que sofreram isquemia é exequivel e parece ser segura e bem tolerada (Schabitz e
Schneider, 2007).

Atualmente, diversos trabalhos tém mostrado que o transplante de MSCs
promove o aumento da recuperagdo funcional em modelos animais de AVE
isquémico (Chen e cols., 2001; Chopp e Li, 2002; Li e cols., 2005; Li e cols., 2006;
Shen e cols., 2006). Da mesma forma, Bang e colaboradores (2005) obtiveram
resultados positivos ao analisar a exequibilidade, seguranca e eficacia da infuséo
intravenosa de MSCs autblogas expandidas em cultura, em pacientes isquémicos
com deficiéncias motoras.

A terapia com MSCs apresenta, no entanto, suas desvantagens. A
necessidade de proliferar essas células em cultura durante semanas para se obter o
ndmero ideal para transplante tende a tornar a terapia cara e demorada, inviavel
para a tratamento na fase aguda do AVE. Além disso, ndo se pode descartar o risco

de contaminacédo da cultura durante o processo, 0 que comprometeria a seguranga

da terapia e consequentemente a saude do paciente.
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A terapia com a fracdo mononuclear da medula 6ssea, por outro lado,
representa uma alternativa mais rapida e barata para o tratamento do AVE. Isso
porque as ceélulas mononucleares sdo de fécil obtencdo e ndo h4 necessidade de
proliferd-las em cultura, tornando a terapia mais segura e viavel em pacientes na
fase aguda do AVE. O fato de a fragdo mononuclear conter varios tipos celulares,
incluindo as MSCse hematopoiéticas e as células progenitoras endoteliais (EPCs),
também favorece a sua utilizacdo em terapias, pois esses diferentes tipos celulares
poderiam interagir uns com 0s outros, potencializando os efeitos terapéuticos no
paciente (Mendez-Otero e cols., 2007; lihoshi e cols., 2004). Estudos recentes
realizados em pacientes na fase aguda do AVE mostram que o transplante autélogo
intra-arterial da fracdo mononuclear da medula O6ssea é seguro e exequivel
(Mendonca e cols., 2006; Correa e cols., 2005).

Em modelos animais de AVE isquémico, ainda existem poucos estudos
utilizando o transplante da fracdo mononuclear da medula 6ssea (lihoshi e cols.,
2004), sendo que a maioria dos trabalhos utiliza as células mesenquimais
purificadas. Chopp e colaboradores, por exemplo, tém uma série de estudos
publicados que relatam os beneficios do transplante das células mesenquimais em
animais isquémicos, tais como o aumento da plasticidade anatdémica e o0 aumento da
recuperacao funcional, observada em testes sensorimotores (Chen e cols., 2001;
Chopp e Li, 2002; Li e cols., 2005; Li e cols., 2006; Shen e cols., 2006).

Dessa forma, a capacidade das células-tronco de medula 6ssea em ajudar na
regeneracdo ou na sobrevivéncia de células em tecidos lesados j& esta sendo bem
demonstrada, principalmente em modelos animais. No entanto, ainda ndo se sabe
ao certo como esse processo ocorreria a nivel celular. Algumas hipoteses tém sido

propostas, a primeira delas seria a diferenciacdo dessas células nas células do
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tecido lesado. Porém, os indicios de fusdo celular e a falta de andlises funcionais
dessas células dificultam uma resposta correta (Ying e cols., 2002). A hip6tese mais
aceita atualmente é a de que as células-tronco injetadas liberariam fatores troficos e
de crescimento (Rice, 2004), que atuariam no tecido, diminuindo a apoptose e/ou
aumentando a neurogénese, a angiogénese (Chen e cols., 2003) e a sinaptogénese
na periferia da lesdo. Estudos tém demonstrado uma melhora funcional (Chen e
cols., 2001, Li e cols., 2001; lihoshi e cols., 2004) e uma diminuigéo da cicatriz glial
(Li e cols., 2005) nos animais tratados com estas células, comparados ao grupo
controle. A melhora funcional poderia ser atribuida ao papel neuroprotetor que estas
células exerceriam no sitio de isquemia (Chen e cols., 2003). Dentre os fatores
tréficos e de crescimento liberados pelas células-tronco de medula 6ssea estariam o
GDNF, BDNF, NGF, EGF, FGF-2 e VEGF (lihoshi e cols., 2004), sendo os dois
ultimos considerados fatores angiogénicos (Hamano e cols., 2000; Chopp e Li,
2002). O EGF, quando injetado no ventriculo lateral, demonstrou estimular a
proliferacé@o, a diferenciacdo e a migragdo das ceélulas-tronco neurais (Doetsch e
cols., 2002). A capacidade das MSCs de liberarem citocinas como IL-7, IL-8, IL-11 e

SCF também ja foi demonstrada (Prockop, 1997).

1.07. Células-tronco

As células-tronco séo células indiferenciadas que possuem a capacidade de

se auto-renovar e se diferenciar em multiplas linhagens. As células-tronco podem

ser classificadas como totipotentes, pluripotentes ou multipotentes (Figura 1).
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Figura 1: Diferentes tipos de células-tronco encontrados ao longo da vida do
individuo. O zigoto e as células da moérula sdo totipotentes; as células ES, as
células germinativas embrionarias e de carcinoma embrionario sao pluripotentes; as
células-tronco adultas, fetais e de cordao umbilical sdo multipotentes. As células-
tronco adultas e as células ES estéo entre as mais pesquisadas atualmente.

O zigoto é a célula-tronco totipotente, sendo capaz de gerar todas as células do
organismo, além das células que sustentam o desenvolvimento do embrido no Utero.
Em humanos, quatro ou cinco dias apés a fecundacdo forma-se o blastocisto,
composto pelo trofoblasto e pela massa celular interna. A partir da massa celular
interna sdo obtidas as chamadas células-tronco embrionarias (ES, do inglés
embryonic stem), de carater pluripotente, capazes de gerar células dos trés folhetos
embrionarios — endoderma, mesoderma e ectoderma. Células-tronco pluripotentes
podem ser obtidas, também, a partir de teratocarcinomas e de células germinativas
embrionarias. Estas Ultimas se diferenciam das células ES por se manterem por
menos tempo em cultura, mas sao interessantes em possiveis terapias celulares

porque apresentam menor potencial teratocarcinogénico (Shamblott e cols., 2001).
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As células-tronco adultas sdo classificadas como multipotentes, pois s6 sé&o
capazes de gerar os tipos celulares do tecido com o qual estdo comprometidas.
Essas células, em geral, ddo origem por divisdo assimétrica a uma outra célula-
tronco adulta e a uma célula progenitora que, por sua vez, da origem a uma célula
madura diferenciada. As células-tronco adultas existem durante a vida embrionéria e
permanecem no organismo adulto, onde participam da regeneragcédo e do reparo
tecidual. Assim, a sua funcdo primordial parece ser a de manter a homeostase do
tecido, substituindo células mortas em les6es ou doencgas (Kan e cols., 2005).

As células-tronco adultas sdo bastante raras, dificeis de se identificar, isolar e
purificar. Apesar disso, o fato destas células ndo formarem teratocarcinomas
espontaneamente facilita a sua utlizagdo em terapias celulares visando a

regeneracao de orgaos e tecidos lesados (Kan e cols., 2005).

1.08. Células-tronco de medula 6ssea

A medula 6ssea possui duas populacdes de células-tronco que co-existem de

maneira funcionalmente interdependente: as células-tronco hematopoiéticas e as

células-tronco de estroma da medula Ossea. Estas duas populagbes estao

representadas na Figura 2.
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Figura 2: Células-tronco presentes na medula Ossea. As células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) sdo responsaveis pela formacdo de toda a linhagem
hematopoiética, dando origem aos progenitores mieldides e linféides e,
consequentemente, a linfécitos, neutrofilos, basdfilos, hemacias, plaquetas e demais
células sangtiineas. As células-tronco do estroma, por sua vez, sdo capazes de
formar condroblastos, osteoblatos, células endoteliais e adipdcitos. Retirado de The
National Institutes of Health, 2001.

As células-tronco hematopoiéticas (HSCs) sédo obtidas normalmente da
medula 6ssea, mas podem ser encontradas também no sangue periférico, no cordao
umbilical, na placenta, no figado fetal e no baco, porém, em uma propor¢ado muito
menor. Experimentos de rastreamento das HSCs mostraram que elas sdo moveis,
voltando periodicamente para a medula 6ssea (Fuchs e Segre, 2000).

Recentemente tem sido estudada a utilizagcdo de HSCs do sangue de cordéo
umbilical, uma vez que transplantes de células de corddo umbilical podem reverter o
quadro de algumas doencas sangliineas ou até genéticas em recém-nascidos

(Laughlin, 2001; Escolar e cols., 2005), comprovando o grande potencial terapéutico
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dessas células. Entretanto, a quantidade de células obtidas a partir de um cordéo é
insuficiente para se utilizar em pacientes adultos.

As HSCs sdo as mais bem caracterizadas dentre as células-tronco de medula
0ssea e sdo capazes de dar origem a toda a linhagem linféide e mieloide, incluindo
hemécias, neutrofilos, macrofagos, linfocitos e plaguetas. O crescimento e a
diferenciagdo das HSCs sdo governados por uma série de fatores ambientais,
incluindo citocinas, quimiocinas e componentes da matriz extracelular. Condigdes
particulares fazem com que uma linhagem seja aumentada e outra reduzida, de
forma a manter a homeostase.

Na medula Ossea, existem duas populacbes de HSCs: uma populacdo
quiescente e uma populacdo ativa, em proliferagdo. A populagcdo quiescente
representa quase 75% das HSCs na medula normal (Cheshier e cols., 1999).
Quando estimuladas a proliferarem através de drogas que alteram o ciclo celular, as
HSCs quiescentes sdo mobilizadas para o sangue, sugerindo que alteragées no
ambiente hematopoiético levam a uma alteracdo do estado de célula-tronco
quiescente para célula-tronco proliferante (Wright e cols., 2001).

As células-tronco de estroma da medula 6ssea, por sua vez, sdo descritas como
células clonais, com morfologia de fibroblasto, aderentes ao plastico e capazes de
se diferenciar em diversas células n&o-hematopoiéticas, tais como adipdcitos,
condrécitos, células endoteliais de musculo liso e células ésseas (Savitz e cols.,
2002; Short e cols., 2003).

Termo derivado do grego, “estroma” significa tecido conjuntivo de suporte
associado a um tecido funcional dominante. Desta forma, o estroma de medula
0ssea € um tecido cuja principal fung&o é criar um microambiente dentro da medula

0ssea capaz de dar suporte a proliferacéo, diferenciagdo e maturagdo das HSCs
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(Short e cols., 2003). Este microambiente contém moléculas regulatérias e permite
interacdes entre as células e a matriz extracelular.

Como as células-tronco do estroma da medula 6ssea s&o pouco estudadas in
vivo, a maior parte das informacdes que se tem atualmente deriva de estudos in
vitro, onde estas células recebem o nome de “mesenquimais”. De maneira geral, as
células da medula 6ssea sdo separadas por centrifugagdo em gradiente de
densidade descontinuo e plagueadas em placas aderentes. Com o0 tempo em
cultura, as células hematopoiéticas, ndo aderentes, sao lavadas e as células
mesenquimais formam uma monocamada com morfologia de fibroblastos (Gregory e
cols., 2005). Como as células-tronco mesenquimais (MSCs) séo facilmente
expandidas em cultura e sdo capazes de se diferenciar em mudltiplas linhagens, ha
grande interesse na utilizacao destas células em terapias celulares.

As MSCs podem ser encontradas ndo s6 na medula 6ssea, mas também em
areas como o tecido adiposo, o pulméo fetal e o musculo esquelético (Abedin e
cols., 2004; Barry e Murphy, 2004). Na verdade, estudos recentes mostram que é
possivel isolar células mesenquimais de quase todos os tecidos do corpo. A
hipétese de que as MSCs seriam o mesmo tipo celular encontrado em endotélios, o
pericito vascular, daria uma explicacdo da presenca de MSCs em varios tecidos.
Essa hipdtese se baseia no fato de que as MSCs e 0s pericitos expressam o0
antigeno Stro-1 e possuem respostas similares ao estimulo com fatores de
crescimento (Meirelles e cols., 2006; Bianco e cols., 2001). Os pericitos sdo células
presentes na parede vascular, embebidas na membrana basal, onde entram em
contato focal com o endotélio vascular (peri = em volta, ao redor; cyto = célula ou

vaso) (Armulik e cols., 2005).
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Na medula 6ssea, também podem ser encontradas as células progenitoras
endoteliais (EPCs). As EPCs e as HSCs parecem ter se originado de um antecessor
comum, o hemangioblasto (Wood e cols., 1997). Acredita-se que as lesdes
isquémicas ou lesdes vasculares estejam associadas & mobilizacdo das EPCs da
medula 6ssea, fazendo com que se dirijam ao local afetado, acelerando o reparo do
tecido e o processo de revascularizagdo (vasculogénese). A recuperagéo funcional
observada apds o transplante da fracdo mononuclear da medula 6ssea em
pacientes que sofreram AVE poderia ser atribuida, em parte, & acdo das EPCs no
sitio da lesdo. No entanto, existe atualmente uma enorme discusséo a respeito dos
marcadores especificos para estas células, ndo sendo ainda possivel determinar
com precisdo a real localizacdo das EPCs apos o transplante (Golledge e cols.,
2007; Urbich e Dimmeler, 2004; lwami e cols., 2004; Kong e cols., 2004; Rafii e
Lyden, 2003; Zhang, 2002). Estudos recentes sugerem que as EPCs promovam o
reparo do tecido também através de mecanismos paracrinos que ainda ndo estdo

bem estabelecidos (Young e cols., 2007).

1.09. Cortex cerebral e controle central do movimento

O cortex cerebral, presente em todos os animais vertebrados, se divide em trés
regides distintas: hipocampo, cortex olfativo e neocdértex (ou simplesmente cortex),
sendo este Ultimo somente encontrado em mamiferos. Dentre as caracteristicas
comuns aos trés tipos de cortex podemos citar a disposicdo em camadas dos corpos
celulares neuronais paralelas a superficie do encéfalo, a escassez de neurdnios na
camada | (mais proxima a pia-mater) e a presenca de células piramidais, em pelo

menos uma camada, que emitem dendritos apicais. O neocortex, diferentemente do
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hipocampo e do cértex olfativo, possui seis camadas celulares e é o mais complexo
dentre os tipos de cértex, sendo importante no processamento das informacgdes
visuais, auditivas e daquelas relacionadas as sensa¢fes sométicas e aos
movimentos voluntarios, dentre outras. Através da analise histoldgica de diferentes
regibes do neocértex foi possivel criar um mapa citoarquitetbnico do mesmo, onde
cada area com uma citoarquitetura em comum executa a mesma funcédo (Bear e
cols., 2001a; Amaral, 2000a).

A é&rea de superficie do neocértex varia enormemente entre as espécies, sendo
0 cortex humano 1000 vezes maior do que o coértex de rato. Por outro lado, existe
pouca diferenca na sua espessura entre os mamiferos, provando que a estrutura
cortical basica permaneceu praticamente a mesma ao longo da evolugéo (Bear e
cols., 2001a).

O neocortex pode ser dividido em quatro grandes areas principais, de acordo
com a sua fungéo: areas sensoriais primarias (recebem os sinais das vias sensoriais
ascendentes), areas sensoriais acessorias (se conectam com as areas sensoriais
primérias), areas motoras (recebem aferéncias dos nucleos talamicos que trazem
informacé@o do telencéfalo basal e do cerebelo, e enviam eferéncias a neurénios
motores no tronco encefalico e na medula espinhal) e areas corticais de associagéo,
encontradas somente em primatas e relacionadas a expanséo do coértex frontal e ao
surgimento da “mente” (Bear e cols., 2001a; Saper e cols., 2000).

Os ganglios da base s&do formados pelo ndcleo caudado, putédmen, globo
palido, nucleo subtalamico e substancia negra. O nucleo caudado e o putdmen, em
conjunto, sao chamados de estriado. Esses nucleos recebem aferéncias do coértex
cerebral e enviam suas eferéncias para o tronco encefélico e para o talamo, sendo

que através deste as projecfes voltam para o cortex (Bear e cols., 2001b).
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A iniciacdo de um movimento voluntério depende tanto da ativacdo das &reas
pré-motora e motora suplementar (drea 6) como do cértex motor primério (area 4). A
ativacdo da area 6 ocorre através de uma alga motora, com o refinamento das
informacgdes para a realizacdo do movimento. Esta al¢a se inicia nos cortices parietal
posterior e pré-frontal, passa pelos ganglios de base, pelo nicleo ventrolateral do
talamo e finalmente retorna & area 6 do cortex, particularmente & &rea motora
suplementar. O cortex motor primario (area 4), intensamente conectado com a area
6, é a &rea motora que contribui de forma mais intensa para o tracto coértico-espinhal
e para o movimento. Isso porque os neurbnios da area 4 possuem um limiar mais
baixo para desencadear movimentos em relagdo as outras éareas. Esta regido
também ganha destaque por conter um mapa completo da musculatura soméatica ao
longo da sua extenséo (Bear e cols., 2001b; Amaral, 2000Db).

Os axonios do tronco encefalico descem ao longo da medula espinhal por dois
grupos principais de vias. As vias mediais estdo envolvidas no controle da postura e
do equilibrio e as vias laterais estdo envolvidas no movimento voluntério da
musculatura distal. As vias mediais possuem trés principais tractos descendentes
(tractos vestibulo-espinhal, tecto-espinhal e reticulo-espinhal) que terminam entre os
interneurdnios espinhais, controlando os musculos proximais e axiais. A principal via
descendente lateral do tronco encefalico € o tracto rubro-espinhal, importante para a
manipulacdo de objetos em gatos e simios. Nos macacos antropdides e nos
humanos, esta funcdo é basicamente assumida pelo sistema cortico-espinhal. O
tracto cortico-espinhal ventral origina-se principalmente nos neurdnios das éareas 4 e
6, enquanto o tracto cortico-espinhal lateral se origina nas areas 4 e 6, além das
areas sensoérias 1, 2 e 3. As divisdes lateral e ventral do tracto cortico-espinhal

terminam aproximadamente nas mesmas regides da substéncia cinzenta medular,
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como o fazem os sistemas descendentes lateral e medial do tronco encefélico (Ghez

e Krakauer, 2000; Bear e cols., 2001b).

1.10. Coértex sensorimotor de ratos

Através da estimulacao intracortical ou da superficie corporal descobriu-se que
as representacdes motoras estdo principalmente localizadas no cortex frontal. Em
ratos, o cortex frontal é medial e rostral em relagdo ao cortex parietal. O cortex
frontal, ao contrario do parietal, se caracteriza pela auséncia de células granulares
densamente agrupadas na camada IV. O cértex frontal (agranular) pode ser dividido
em duas regides, medial e lateral (Wise e Donoghue, 1986).

Experimentos eletrofisiolégicos demonstraram que a maior parte do cortex
motor primério corresponde principalmente & regido agranular lateral, no cortex
frontal, como ja foi observado em outros mamiferos. Observou-se também que o
cortex motor primério se sobrepde ao cértex somatosensorial primario nas regiées
correspondentes a pata traseira e em parte da regido correspondente a pata
dianteira. O coértex sensorimotor primério de ratos pode entdo ser dividido em trés
partes: uma parte exclusivamente com o cortex motor primario, outra exclusivamente
com o cOrtex somatosensorial primario e uma parte contendo a sobreposicdo dos
dois cortices. As regibes onde h& sobreposicdo recebem aferéncias cuténeas e
emitem projecdes motoras. Acredita-se que as aferéncias cutaneas sejam
importantes para um controle tatii dos movimentos, especialmente para a pata
traseira (Wise e Donoghue, 1986).

A regido agranular medial, no cortex frontal, se conecta diretamente com a

medula espinhal € uma das trés maiores areas corticais que emite projecdes para o
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cortex motor priméario, s6 ficando atras dos cortices somatosensoriais primério e
secundario. Visto que lesdes nessa regido produzem déficits motores, sugeriu-se
que a regido agranular medial seja equivalente aos cértices pré-motor e motor
suplementar dos primatas (Wise e Donoghue, 1986).

O nucleo ventrolateral do tdlamo recebe aferéncias dos nucleos cerebelares
profundos e dos ganglios da base e emite projecdes para toda a extensdo do cortex
sensorimotor primario. O nucleo ventromedial do talamo, por outro lado, recebe
aferéncias da substancia nigra e emite projecdes ndo sé para o cortex sensorimotor
primério, mas também virtualmente para todo o neocértex (Wise e Donoghue, 1986).

O cortex motor primario envia densas projecdes para o estriado, para o nucleo
subtalamico e para o nucleo pontino basilar (cerebelo), estruturas subcorticais
importantes para o controle do movimento. Além das projecfes para estruturas
relacionadas ao controle motor, o cortex motor primario controla as informacdes que
chegam até ele através de aferéncias para areas talamicas e corticais, como o
cortex motor primario contralateral e o cortex somatosensorial ipsilateral. O cértex
motor primario também emite projecdes para a medula espinhal através dos tractos
cortico-espinhais lateral e medial, onde ocorre o contato com interneurdnios
espinhais envolvidos no controle da atividade muscular. Danos no cértex motor
primério levam a deficiéncias na manipulacdo de objetos, na velocidade da

contragcdo muscular e na produgao de forga (Wise e Donoghue, 1986).
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1.0.

OBJETIVOS

Estabelecer o modelo de lesédo isquémica por termocoagulacdo dos vasos do
cortex sensorimotor, em ratos adultos, verificando-se a extensdo da leséo
através da reacao histoquimica com cloreto de trifenil tetrazdlio (TTC)
Determinar a via intravenosa ideal para administragdo das células-tronco
mononucleares de medula 6ssea em ratos, utilizando o marcador radioativo
tecnécio-99

Estudar o efeito do transplante de células-tronco mononucleares de medula
0ssea no modelo de lesdo por termocoagulagdo através dos seguintes
parametros:

Avaliacdo da recuperagéo funcional em 3 testes sensorimotores, analisando-
se as patas dianteiras e traseiras

Quantificacdo da expresséo das proteinas GAP-43 e sinaptofisina na periferia

e no cortex contralateral e homologo a leséo
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3.0. MATERIAIS E METODOS

3.01. Animais

Foram utilizados ratos adultos machos de 3 a 5 meses, da linhagem Wistar.
Todos os animais foram utilizados seguindo o protocolo aprovado pelo comité de
uso de animais experimentais, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho e
seguindo as recomendacBes de eutanasia descritas pela associacdo medica e

veterinaria americana (2007).

3.02. Isquemia focal - Termocoagulacdo unilateral dos vasos do cértex

sensorimotor

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, i.p.) e
cloridrato de quetamina (50 mg/kg, i.p.) e posteriormente tiveram a cabeca fixada em
um aparelho estereotéxico. Uma inciséo na pele foi feita acima da fissura craniana
medial e o cranio foi entdo exposto. Usando medidas estereotéxicas obtidas de um
atlas de encéfalo de rato (eixo antero-posterior, +2,0 mm a -6,0 mm do bregma;
Paxinos e Watson, 1986), delimitou-se a regido a ser exposta utilizando-se uma
lapiseira. Uma craniotomia foi realizada nessa regido, que abrange o cortex
sensorimotor esquerdo, utilizando-se uma “broca” cirargica de ponta fina. Com o
auxilio de uma lupa, realizou-se a termocoagulagdo dos vasos sanglineos da pia-
mater através da aproximac&o de um ferro de solda de ponta fina (40w, 450-550°C),
sem danificar a dura-mater (Figura 3). O ferro de solda havia sido previamente preso

ao aparelho estereotéxico, permitindo a manipulagéo cuidadosa do mesmo durante
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0 processo de termocoagulacdo. Apds a cauterizagdo, a abertura craniana foi
fechada, a pele foi suturada, foi aplicado antibiético na regido suturada e os animais

foram levados ao biotério.

Figura 3: Isquemia focal - Termocoagulacdo unilateral (hemisfério esquerdo)
dos vasos do cOrtex sensorimotor. ApGs a abertura craniana utilizando-se uma
“broca” cirdrgica, os vasos da pia-mater da regido exposta foram termocoagulados
com um ferro de solda de ponta fina, previamente preso ao aparelho estereotaxico.
Quando a coagulagéo de todos esses vasos estava completa (ficaram pretos), a
abertura craniana foi fechada e os animais foram devolvidos ao biotério. llustracao
nao representativa da regido que sofreu a termocoagulacdo (eixo antero-posterior,
+2,0 mm a -6,0 mm, em relag&o ao bregma).
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3.03. Reacgdo histoquimica com cloreto de trifenil tetrazélio (TTC)

O cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) € um sal que atravessa a membrana
plasmatica celular e, nas mitocondrias das células vivas, recebe um ion H+ de
enzimas desidrogenases, que participam do ciclo de Krebs. Esta reduc¢do quimica do
TTC forma o produto Trifenil Formazan, que da uma coloragdo avermelhada ao
tecido vivo. Esta reagdo tem sido muito utilizada em modelos experimentais de
isquemia cardiaca e encefélica, pois no tecido infartado ndo ocorre a redugéo
quimica do TTC e o tecido permanece esbranquigado.

Para comprovacédo da extensdo da lesdo em nosso estudo, 0s 4 primeiros
animais operados foram sacrificados 1 dia apds a isquemia e fatias frescas de seus
encéfalos foram obtidas para reac¢@o histoquimica com solucdo de TTC 0,5 % em
tampao fosfato 0,1 M.

Os animais foram anestesiados com éter etilico (VETEC) e posteriormente
sacrificados por deslocamento cervical. Seus encéfalos foram entdo removidos do
cranio e colocados em um molde de acrilico milimetrado e fatiados, utilizando
laminas Gillete®. As fatias foram feitas com 2 mm de espessura, sendo
imediatamente transferidas para uma placa de 24 pogos contendo tampéo fosfato
0,1M. Esta solucédo foi logo em seguida substituida pela solugdo de TTC 0,5%
previamente aquecida em banho-maria, a 37°C. As fatias permaneceram por 20
minutos nesta solugdo, protegidas da luz, em uma estufa a 37°C, sendo que apds o0s
primeiros 10 minutos as fatias foram viradas para garantir que as duas faces
estivessem igualmente banhadas pela solugédo. Apds os 20 minutos em solugéo de

TTC, as fatias foram lavadas 2 vezes em tampédo fosfato 0,1M e fixadas com
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paraformaldeido 4% diluido em tamp&o fosfato 0,1M (PF 4 %) por 24 horas (em
cada poco em colocado um volume de 1 ml de PF 4 %).

Para a demonstracdo da eficicia da isquemia foram realizadas imagens em
sequéncia das fatias do encéfalo, utilizando-se uma camera digital acoplada a uma

lupa.

3.04. Isolamento das CMMO

Os animais foram anestesiados por inalacdo de éter etilico e sacrificados por
deslocamento cervical. O fémur e tibia foram entdo extraidos e separados dos
tecidos adjacentes. O restante do procedimento foi realizado em condi¢gbes estéreis.

As epifises dos ossos foram cortadas e com auxilio de uma seringa de 5ml, foi
aplicado o meio de cultura DMEM-F12 (do inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; GIBCO BRL) sem soro no interior dos 0ssos, coletando-se, em seguida, a
medula 6ssea em um tubo de 15ml. As células foram dissociadas com auxilio de
uma pipeta Pasteur e os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 300xg.

Apos a centrifugacao, o precipitado foi ressuspendido em 2ml de meio DMEM
F-12 e aplicado sobre 2ml de Ficoll (Histopaque, Sigma) em um tubo de 15ml. Este
procedimento foi feito de forma lenta para que as células ndo se misturassem com o
Ficoll.

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 600xg. Este
procedimento permite a separagdo das células de acordo com a densidade. Forma-
se, entdo, um anel correspondente as células mononucleadas. Estas células foram
recolhidas e transferidas para um novo tubo, onde foram lavadas 3 vezes com salina

tamponada com tampéo fosfato 10mM pH 7,4 (PBS, do inglés phosphate buffer
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saline - 10g de NaCl, 0,25g de KClI, 1,4g de Na,PO,, 0,259 de KH,PO, em 1litro de
agua destilada). Em cada lavagem, foram utilizados 10ml de PBS 10mM para retirar
os residuos de Ficoll, que sao téxicos para as células.

Ao final das lavagens, o nUmero de células foi contado com auxilio de uma
camara de Newbauer. Para a exclusdo de células mortas, foi feita coloragdo com
Azul de Tripan (4%). Neste tipo de coloracdo, apenas as células mortas ficam
coradas e, desta forma, é possivel identificar as células vivas, ndo coradas. Apenas
as células vivas foram contadas. Apos a contagem, as células foram centrifugadas a

300xg e ressuspendidas em solugao salina 0,9% de NaCl.

3.05. Injecéo das CMMO

Um dia apés a isquemia, as células mononucleares foram injetadas nos
animais experimentais (30 milhdes de células em 500ul de solugdo salina) e os
animais controle foram injetados com solucéo salina 0,9% (500ul).

Um tubo de polietileno (PE 10) foi conectado a uma seringa de 1mL, sendo
gue na outra extremidade deste tubo conectou-se uma ponta de seringa ultrafina
(0,30x13 30G™?, BD Precision Glide®), que foi introduzida na luz vascular. Apés a
injecdo, a veia femoral foi ocluida permanentemente em dois pontos, um proximal e
outro distal ao sitio da injecao. Para essa ocluséo, foram utilizadas linhas de costura
previamente posicionadas de modo a isolar a veia, como mostra a Figura 4. A
injecdo foi realizada na veia femoral da pata esquerda, para nao interferir nos

resultados dos testes sensorimotores.
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Figura 4: Injecdo de CMMO ou salina pela veia femoral. Em uma das
extremidades de um tubo de polietileno foi conectada uma seringa de 1ml. Na outra
extremidade foi conectada uma ponta de seringa ultrafina, que foi inserida no Iimen
da veia. Ap6s a injecao, a veia foi ocluida permanentemente em dois pontos,
utilizando-se linha de costura. Cada animal recebeu a inje¢cdo de 30 milhdes de
células diluidas em 500ul de solugado salina (grupo experimental) ou apenas 500ul
de salina (grupo controle). llustragdo nédo representativa da pata que recebeu a
injecéo (pata esquerda).

31



3.06. Testes sensorimotores

Todos os testes foram realizados em um ambiente calmo, refrigerado e livre de
qualquer influéncia externa que pudesse interferir no comportamento dos animais.
Foram feitos trés diferentes testes funcionais para analisar o efeito da injecéo de
células de medula 6ssea nos animais isquémicos. O teste do cilindro e o teste do
adesivo avaliam as patas dianteiras do animal, enquanto o beam test avalia as patas
traseiras (Schallert e cols., 2002).

O teste do cilindro de Schallert (Schallert e cols., 2000) analisa a assimetria no
uso das patas dianteiras quando o animal realiza movimentos exploratérios. Assim,
foram contadas quantas vezes o animal apoiou a pata esquerda, direita ou ambas as
patas na parede de um cilindro de vidro, durante 5 minutos de filmagem. Um espelho
foi posicionado na frente do cilindro, permitindo a visualizagéo da posi¢cao da pata do
animal quando ele esta de costas para a camera de filmagem (Figura 5). Os
resultados correspondentes a taxa de assimetria foram representados graficamente
em um gréafico, em funcdo dos dias pds-isquemia. Taxa de assimetria: % de apoio da
pata ipsilateral & lesdo - % de apoio da pata contralateral. As porcentagens em
questao foram calculadas em relacdo ao nimero total de subidas (nimero de apoios
com a pata ipsilateral & lesdo + com a pata contralateral + com ambas). Assim,
guanto mais alto o valor da taxa de assimetria, maior a deficiéncia motora da pata
contralateral em relacdo a pata ipsilateral e vice-versa. Foram utilizados para este
teste 12 animais isquémicos injetados com células e 10 animais isquémicos

injetados com salina.
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Espelho

Figura 5: Teste do cilindro. Foram contadas quantas vezes o animal apoiou a pata
dianteira direita, esquerda ou ambas na parede do cilindro, em fungdo do nimero
total de apoios, durante 5 minutos de filmagem. Os resultados correspondentes a
taxa de assimetria foram representados graficamente em funcdo dos dias pés-
isquemia. Um espelho foi colocado em frente ao cilindro para facilitar a visualizagao
das patas quando o animal estava de costas. A foto mostra 0 momento em que 0
animal apoiou a pata dianteira esquerda na parede do cilindro. A seta mostra a pata
direita, contralateral a lesdo, que nao esta apoiada na parede do cilindro. CMMO:
n=12; salina: n=10.

No beam test, o animal caminha sobre uma ponte com trés niveis de
dificuldade. Essa ponte é composta de duas vigas de madeira, colocadas uma sobre
a outra (Schallert e cols., 2000). A ponte de cima é mais estreita do que a de baixo,
sendo que ambas se estreitam ao longo de seu comprimento (Figura 6). Os animais
com maior equilibrio e coordenacdo motora caminham preferencialmente sobre a
ponte de cima. Nesse teste, sdo contadas quantas vezes o animal erra e apdia a
pata traseira (esquerda, direita ou ambas) na regido mais externa da ponte, ou seja,

na viga de madeira de baixo. Os resultados correspondentes a taxa de assimetria
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foram representados graficamente em um gréfico, em funcdo dos dias pés-isquemia.
Taxa de assimetria: % de falhas no lado contralateral em relagcdo ao numero total de
passos deste lado (direito) - % de falhas no lado ipsilateral a lesdo em relacao ao
namero total de passos deste outro lado (esquerdo). Assim, quanto mais alto o valor
da taxa de assimetria, maior a deficiéncia motora da pata contralateral em relacdo a
pata ipsilateral e vice-versa. Foram utilizados para este teste 5 animais injetados

com células e 5 animais injetados com salina.

v
Nivel difigil { < Contis

Nivel médio

Nivel facil

Figura 6: Beam test. Foram contadas quantas vezes o0 animal apoiou a pata
traseira direita, esquerda ou ambas na regido mais lateralizada e rebaixada da
ponte, considerando a sua posicdo em relacdo aos trés niveis de dificuldade. Os
resultados correspondentes a taxa de assimetria foram representados graficamente
em funcao dos dias pés-isquemia. A foto mostra 0 momento em que o animal apoiou
a pata traseira direita (contralateral), na viga de madeira de baixo, no nivel dificil.
CMMO: n=5; salina: n=5.
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O teste do adesivo analisa a sensibilidade tatil e a conseqliente capacidade
desta em gerar uma resposta motora. Portanto, permite medir perdas funcionais
sensoriais e motoras em conjunto, ndo sendo possivel analisar cada um destes dois
componentes separadamente. Neste teste, dois pequenos pedagos de papel
adesivo (de tamanho igual, 113.1 mm?) foram utilizados como estimulo tatil bilateral,
sendo colados nos pulsos das patas dianteiras esquerda e direita (Chen e cols.,
2001; Li e cols., 2005; Li e cols., 2006; Shen e cols., 2006). Em 4 tentativas por dia,
verificou-se qual adesivo ele retirava primeiro com a boca, se da pata esquerda ou
direita. Neste estudo, ndo foi considerado o tempo que o animal levou para remover
qualguer um dos adesivos das patas dianteiras. A porcentagem de retirada do
adesivo da pata contralateral em primeiro lugar foi plotada em um grafico em funcéo
dos dias pos-isquemia. Dessa forma, quanto mais baixa € essa porcentagem, maior
a deficiéncia sensorimotora da pata contralateral em relacdo a pata ipsilateral a
lesdo e vice-versa. Foram utilizados para este teste 7 animais injetados com células
e 6 animais injetados com salina.

Os testes foram realizados antes da isquemia, antes da injecéo de células ou
salina e 7, 14, 21 e 28 dias apds a isquemia. No caso do beam test, também foram
realizados testes 35 dias apds a isquemia.

A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando-se o programa de
computador GraphPad Prism verséo 4.02 (GraphPad Software, Inc.). Foi aplicado o

two-way ANOVA, com medidas repetidas. Para a comparagdo entre os dois grupos

em cada tempo de sobrevida foi aplicado o p6s-teste de Bonferroni.
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3.07. Extracdo e dosagem de proteinas

O material utilizado para analise da expressao protéica corresponde ao cortex
adjacente a lesao, proximo a linha média (cértex cingular), e ao cortex contralateral e
homdlogo a lesao isquémica (Figura 7). Os tecidos foram recolhidos 7 dias (GAP-43)
e 30 dias (sinaptofisina) apds a isquemia e utilizados imediatamente para a extragado

das proteinas. Animais normais foram utilizados como um grupo controle extra.

ipsi contra

Figura 7: Regides corticais utilizadas para analise da expressao das proteinas
GAP-43 e sinaptofisina. As regides extraidas correspondem ao cértex contralateral
e homologo a lesdo e ao cortex ipsilateral, localizado entre a lesé@o e a linha média.
Corte coronal (2mm) do encéfalo de um animal isquémico submetido a reacédo
histoquimica com TTC, 1 dia apés a isquemia por termocoagulacdo. O tecido vivo
possui uma coloracdo vermelha, enquanto a regido da lesdo apresenta-se
esbranquicada. A foto foi obtida através de uma camera digital acoplada a uma lupa.

Para extracdo protéica, as amostras foram homogeneizadas em 100pul de
tampéo de lise (TrisHCI 20 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 2 mM e Triton X-100
0,2%), utilizando-se uma pipeta. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
15 minutos a 12000xg e a dosagem de proteina foi feita pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). Utilizou-se 1ul de cada amostra para 1000ul de reagente de

Bradford e, para a curva padréo, foram utilizadas concentragdes conhecidas de BSA

(do inglés bovine serum albumine - Sigma).
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3.08. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A separacdo das proteinas foi feita por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Foi utilizado um minigel com 12,5%
de acrilamida e o procedimento foi feito em condi¢des de redugdo como descrito por
Laemmli (1970). As amostras foram diluidas em tamp&o de amostra e fervidas por 4
minutos em “banho-maria”. Foram aplicados 10ul em cada pogo, sendo 8ul de
amostra (30ug de proteina) e 2ul de tampéo de amostra. Foram utilizados 2ul de
padrdo de peso molecular, onde as bandas observadas s&o coloridas. A corrida foi
feita aplicando-se uma voltagem constante de 120V por aproximadamente 1 hora e

meia.

3.09. Analise da expresséo protéica

A transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose foi realizada
utilizando-se um sistema de transferéncia como descrito por Towbin e colaboradores
(1979). A transferéncia foi realizada a uma corrente de 200mA por 2 horas.

Ao final da transferéncia, a membrana foi corada com solucdo de 0,2% de
vermelho de Ponceau em 3% de &cido acético para verificar o padréo de proteinas e
garantir que a transferéncia havia sido bem sucedida. Em seguida, foi feita lavagem
da membrana e iniciou-se a fase de bloqueio. Para o bloqueio dos sitios n&o-
especificos, a membrana foi incubada em PBS 10mM com 0,05% de tween-20 e 5%

de BSA por 4 horas a 4°C.

37



Apo6s o bloqueio, a membrana foi incubada overnight a 4°C com o anticorpo
anti-GAP-43 (SantaCruz, 1:500) ou anti-sinaptofisina (1:20000) e o anticorpo anti- a-
tubulina (1:30000), para o controle de carregamento. Os anticorpos foram diluidos
em PBS 10mM com 0,05% de tween-20 e 5% de BSA.

No dia seguinte, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos com PBS
10mM com 0,05% de tween-20 e incubada com os anticorpos secundarios por 2
horas & temperatura ambiente no agitador. Para a deteccdo da GAP-43, utilizou-se o
anticorpo contra coelho conjugado a peroxidase (1:2500) e para a deteccdo da
sinaptofisina e da a-tubulina utilizou-se o anticorpo contra camundongo conjugado a
peroxidase (1:3000). Os anticorpos foram diluidos em PBS com 0,05% de tween-20
e 1% de BSA. Apds a incubacéo, a membrana foi novamente lavada 3 vezes por 10
minutos com PBS 10mM com 0,05% de tween-20.

Ap6s todo o procedimento, o complexo formado foi revelado por
quimioluminescéncia, usando um kit comercial (ECL - Chemiluminescence Luminol
Reagent). Neste momento, pode-se observar que as bandas ficaram fluorescentes.
Em seguida, a membrana foi colocada no cassete com o filme fotografico

(Amersham Biosciences) e exposta por cerca de 10 minutos.

3.10. Quantificagcédo da expresséo de GAP-43 e sinaptofisina

A densitometria Gtica das bandas obtidas a partir da revelacdo com o ECL foi
quantificada utilizando-se o programa de computador Adobe Photoshop 7.0 (Adobe
Systems, Inc.). Os valores finais obtidos foram representados graficamente em
graficos e correspondem & razdo: (densitometria das bandas de GAP-43 ou

sinaptofisina - background) / (densitometria das bandas de a-tubulina - background).
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A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando-se o programa de
computador GraphPad Prism verséo 4.02 (GraphPad Software, Inc.). Foi aplicado o
two-way ANOVA com medidas repetidas. Para a comparagao entre 0s grupos em

cada hemisfério cortical foi aplicado o pés-teste de Bonferroni.
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4.0. RESULTADOS

4.01. Extensao da lesédo: reacao histoquimica com TTC

A reacgdo histoquimica entre as fatias do encéfalo recém extraido de ratos e o
cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) demonstrou-se eficiente. Assim, o tecido ainda
vivo, viavel, adquiriu uma coloracdo fortemente avermelhada, o que caracteriza a
formagao do composto Trifenil Formazan a partir do TTC, nas mitocondrias. A regido
lesionada pelo procedimento de termocoagulacéo, por outro lado, apresentou uma
coloracdo esbranquicada, ou seja, as células dessa regido ndo foram capazes de
converter o TTC em Trifenil Formazan, de cor vermelha. Esse padréo foi observado
nas fatias do encéfalo ao longo de toda a extensdo da lesdo. Observando essas
fatias, podemos concluir que a lesao conseguiu atingir as seis camadas do coértex

sensorimotor esquerdo e ndo afetou o corpo caloso (Figura 8).

Tecido
viavel rostral ¢y caudal 1cm

Figura 8: Extensao da lesdo. Cortes coronais (2mm) do encéfalo de um animal
isquémico submetido a reacéo histoquimica com TTC, 1 dia apds a isquemia por
termocoagulagéo. O tecido vivo possui uma coloracdo vermelha, enquanto a regido
da lesédo apresenta-se esbranquicada. A lesdao abrange as seis camadas do coértex
sensorimotor e ndo afeta o corpo caloso. A fotomontagem foi feita com imagens
obtidas de uma camera digital acoplada a uma lupa.
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4.02. Determinagdo da via intravenosa ideal para administragcdo das CMMO

Para verificar a via intravenosa ideal para administragdo das células-tronco de
medula 6ssea em ratos, foi realizado um experimento teste, que consistiu na injecao
de CMMO marcadas com a molécula radioativa tecnécio-99 pela veia da cauda ou
pela veia femoral. Logo ap0s a injecéo, os 4 animais teste (2 para cada grupo) foram
levados para um aparelho de cintilografia utilizado em humanos, no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho.

A partir das imagens obtidas, pode-se concluir que as células injetadas pela
veia femoral conseguiram migrar e alcangaram eficientemente a regido da cabecga,
apesar do forte tropismo dessas células para o figado, pulméo, coracdo e bexiga
(Figura 9). Por outro lado, a maior parte das ceélulas injetadas pela cauda
permaneceu na cauda, ndo conseguindo atingir a circulagdo com eficacia. Uma
explicagcéo para a permanéncia de grandes quantidades de CMMO na cauda estaria
relacionada ao fato de que a injecdo pela veia da cauda é mais complexa do que a
injecdo pela veia femoral. Isso porque, no primeiro caso, é dificil ter certeza de que a
veia foi realmente puncionada e de que ndo houve o extravasamento da solugéo
para o tecido adjacente, 0 que provavelmente ocorreu no experimento em questao.
Na injecdo pela veia femoral, por outro lado, é possivel acompanhar todo o
procedimento de injecdo com o auxilio de uma lupa, corrigindo-se a posicdo da
ponta da seringa ultrafina para que ela seja diretamente inserida no limen da veia e
para que a quantidade de material perdido durante a inje¢cao seja minima.

Esse experimento teste demonstrou, portanto, que a veia femoral é uma 6tima

via de administracdo de células em ratos. Para se analisar de forma mais apurada a
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concentracao das células na regido da cabeca, seria necessario um aparelho de

cintilografia especifico para animais de pequeno porte.

Injecao pela veia da cauda Injecao pela veia femoral

«— Cabeca

A

kS
Ponto de injecéo .

pelaveiafemoral M

Pt Cabeca

A maioriadas células

permanecenacauda
~

Figura 9: Imagens de cintilografia obtidas ap6s a injecdo das CMMO marcadas
com tecnécio-99. A injecao pela veia femoral foi eficiente e as células conseguiram
alcancar a regido da cabeca, apesar do forte tropismo para o figado, pulméo,
coracao e bexiga. Logo, a veia femoral € uma 6tima via de administragdo em ratos.
A injecéo pela veia da cauda, mais complexa do que a injecdo pela veia femoral, n&o
foi eficiente e grande parte das células permaneceu na cauda. Veia da cauda: n= 2;
Veia femoral: n=2.
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4.03. Teste do cilindro

A analise em camera lenta dos videos mostrou que antes da isquemia havia
um equilibrio entre 0 uso da pata esquerda e direita, com a taxa de assimetria
sempre proxima de zero. Apés a isquemia, no entanto, todos os animais tenderam a
apoiar mais a pata ndo afetada, ipsilateral a lesdo, na parede do cilindro,
aumentando a taxa de assimetria.

A andlise de variancia revelou efeito significativo tanto em relagdo aos dias
pés-isquemia (F = 39,15; p < 0,0001) quanto em relacéo ao tratamento (F = 29,02; p
< 0,0001). Além disso, interacdo entre o tempo e o tratamento também foi
significativo (F = 10,65; p < 0,0001). A injecdo de células produziu mudancas
significativas na preferéncia pelo uso das patas, especialmente a partir do 14° dia
apdés a isquemia, onde a taxa de assimetria estava significativamente menor nesses
animais em relacdo aqueles que receberam a injecdo de solugdo salina (Figura 10).
Essa diferenca ndo foi considerada significativa no 7° dia ap6s a isquemia. Portanto,
0s animais que receberam a injecdo de células da medula 6ssea voltaram a usar a
pata contralateral para apoio na parede do cilindro e os animais que receberam a
injecdo de salina continuaram a utilizar a pata ipsilateral a lesdo com maior
frequéncia. De acordo com o poés-teste de Bonferroni, a diferenca na taxa de
assimetria entre os grupos foi significativa a partir de 14 dias pds-isquemia,
mantendo-se dessa forma até o Ultimo tempo analisado (28 dias pds-isquemia;

Figura 10).
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Figura 10: Teste do cilindro. No teste realizado antes da isquemia, grande parte
dos animais néo tinha preferéncia por apoiar a pata esquerda ou direita na parede
do cilindro (dia 0). Logo ap0s a isquemia, no entanto, todos os animais passaram a
preferencialmente apoiar a pata esquerda, ipsilateral a lesdo, na parede do cilindro
(dia 1). Os animais que receberam e injecdo de CMMO recuperaram
significativamente a funcdo da pata afetada (direita) em relacdo ao grupo que
recebeu salina (controle), a partir do 14° dia pds-isquemia. CMMO: n= 12; Salina:
n=10; * = p < 0,05; * = p < 0,01. Taxa de assimetria: (% de uso da pata dianteira
ipsilateral & leséo) - (% de uso da pata dianteira contralateral a les&o).
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4.04. Beam test

A analise de variancia revelou uma diferenca significativa entre os testes
realizados logo apds a isquemia e aqueles por volta de um més apds a isquemia,
nos niveis facil (F = 11,02; p < 0,0001), médio (F = 15,88; p < 0,0001) e dificil (F =
13,82; p < 0,0001). Além disso, em todos os niveis foi observada uma tendéncia a
recuperacao mais rapida no grupo tratado com CMMO, com médias de taxa de
assimetria menores no sétimo dia ap6s a isquemia, ainda que de acordo com o poés-
teste de Bonferroni estas diferengcas nédo sejam significativas (Figuras 11, 12 e 13).
Essas tendéncias sugerem que o tratamento com as CMMO induz recuperagao
funcional no beam test, ainda que discreta. A interagéo entre o tempo e o tratamento

néao foi significativa em todos os niveis (dados ndo mostrados).
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Figura 11: Nivel facil do Beam test. No teste realizado antes da isquemia, 0s
animais caminhavam principalmente sobre a ponte mais centralizada (dia 0). Logo
apds a isquemia, no entanto, todos 0s animais passaram errar 0 passo durante a
caminhada, posicionando com mais frequiéncia a pata traseira contralateral (afetada)
na regido mais externa da ponte (dia 1). Os animais que receberam e injecdo de
CMMO e os que receberam a injegcéo de salina (controle) recuperaram a fungéo da
pata afetada (direita), porém a recuperacdo dos que receberam células tendeu a ser
mais rapida (7 dias pos-isquemia). CMMO: n=5; Salina: n=5. Taxa de assimetria: (%
de falhas no lado contralateral a lesdo em relacdo ao numero total de passos deste
lado) - (% de falhas no lado ipsilateral & lesdo em relacdo ao numero total de passos
deste outro lado).
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Beam test
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Figura 12: Nivel médio do Beam test. No teste realizado antes da isquemia, 0s
animais caminhavam principalmente sobre a ponte mais centralizada (dia 0). Logo
apds a isquemia, no entanto, todos 0s animais passaram errar 0 passo durante a
caminhada, posicionando com mais frequéncia a pata traseira contralateral (afetada)
na regido mais externa da ponte (dia 1). Os animais que receberam e injecdo de
CMMO e os que receberam a injegao de salina (controle) recuperaram a fungéo da
pata afetada (direita), porém a recuperacdo dos que receberam células tendeu a ser
mais rapida (7 dias pos-isquemia). CMMO: n=5; Salina: n=5. Taxa de assimetria: (%
de falhas no lado contralateral a lesdo em relacdo ao numero total de passos deste
lado) - (% de falhas no lado ipsilateral & lesdo em relacdo ao niumero total de passos

deste outro lado).
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Beam test

{nivel dificil)
501
% o CWMRO
407 % --or- controle
I PR Q.
E 01 & N L
m - ‘- -
$ 104 o
T o e % f
@ - k ‘-"‘.--'_‘". e s
s U e st o
- T """ 21 z[a %
-104 dia pds-isquemia
-0

Figura 13: Nivel dificil do Beam test. No teste realizado antes da isquemia, 0s
animais caminhavam principalmente sobre a ponte mais centralizada (dia 0). Logo
apds a isquemia, no entanto, todos 0s animais passaram errar 0 passo durante a
caminhada, posicionando com mais frequéncia a pata traseira contralateral (afetada)
na regido mais externa da ponte (dia 1). Os animais que receberam e inje¢cdo de
CMMO e os que receberam a injegao de salina (controle) recuperaram a fungéo da
pata afetada (direita), porém a recuperacdo dos que receberam células tendeu a ser
mais rapida (7 dias pos-isquemia). CMMO: n=5; Salina: n=5. Taxa de assimetria: (%
de falhas no lado contralateral a lesdo em relagcdo ao nimero total de passos deste
lado) - (% de falhas no lado ipsilateral & lesdo em relacdo ao niumero total de passos

deste outro lado).
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4.05. Teste do adesivo

N&o foi observada uma diferenga significativa na preferéncia pela remogéo do
adesivo primeiramente na pata contralateral a lesdo entre os animais injetados com
células-tronco da medula éssea e os animais injetados com salina, em todos os
tempos analisados (Figura 14). Antes da isquemia, a taxa de assimetria encontrava-
se baixa, com cerca de 50% a 70% de preferéncia pela retirada do adesivo da pata
direita, em primeiro lugar (dia zero pds-isquemia, ver na Figura 14). Apds a isquemia,
no entanto, todos os animais preferiram retirar primeiro o adesivo da pata esquerda,
ndo afetada pela lesdo. A analise de variancia revelou efeito significativo do tempo de
sobrevida (F = 73,45; p < 0,0001), mas nao do tratamento (F = 0,00; p = 0,9612). A
interagdo entre o tempo e o tratamento nao foi significativa (F = 2,25; p < 0,0625). De
acordo com este teste, a injecdo de células ndo produziu uma melhora funcional
significativa, como pode ser observado no gréafico, nos dias 7, 14 e 21 apos a
isquemia. No entanto, observou-se uma tendéncia de recuperagcdo nos animais
injetados com células, no 28° dia ap0ds a isquemia. Neste estudo, nédo foi considerado
o0 tempo que o animal leva para remover qualquer um dos adesivos das patas

dianteiras.
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Figura 14: Teste do adesivo. No teste realizado antes da isquemia, 0s animais nao
tinham preferéncia por retirar o adesivo da pata dianteira esquerda ou direita (dia 0).
Logo apds a isquemia, no entanto, todos 0s animais passaram retirar principalmente o
adesivo da pata ipsilateral & lesdo, ndo afetada pela isquemia (dia 1). Os animais que
receberam e injegdo de CMMO e os que receberam a injecéo de salina (controle) n&do
recuperaram a funcdo da pata afetada (direita), porém os que receberam células

apresentaram uma tendéncia de recuperacao desta pata no 28° dia apds a isquemia.
CMMO: n=7; Salina: n=6.
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4.06. Analise da expresséo da proteina sinaptofisina

A andlise de variancia revelou ndo haver efeito significativo do hemisfério
cortical (F = 0,84; p = 3852) e do tratamento (F = 0,00; p = 0,976) quando
comparados os grupos tratado com as CMMO e o controle (Figuras 15 e 16). Isto
sugere que nao houve aumento ou diminuicdo na expressdo da sinaptofisina

induzido pelo tratamento com as CMMO em ambos os hemisférios.

ipsi contra

23"

células salina
ipsi contra ipsi contra

- alfa-tubulina (55 kDa)

Figura 15: Regides utilizadas para andlise da expressdo da sinaptofisina e
bandas obtidas por Western Blotting. A regido “ipsi” corresponde a periferia da
leséo, localizada entre a lesdo e a linha média. A regido “contra” corresponde ao
cortex contralateral e homdélogo a lesdo. A proteina alfa-tubulina foi utilizada como
controle de carregamento. Fotomontagem. As imagens do Blotting ndo séo
representativas. CMMO: n=6; Salina: n=4.
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Figura 16: Quantificacdo, por densitometria Otica, da expressédo da proteina
sinaptofisina. N&o foi observada diferenga significativa na expressdo da
sinaptofisina entre os dois grupos de animais, injetados com células ou salina. Essa
diferenca também néo foi significativa quando eram comparados os lados ipsi e
contralateral a lesdo de um mesmo grupo. CMMO: n= 6; Salina: n= 4.
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Quando incluido o grupo dos animais normais, a analise de variancia revelou
nao haver diferenca entre os grupos (Figura 17), o que sugere que ndo houve

aumento ou diminuicdo na expressao da sinaptofisina induzido pela isquemia em

ambos os hemisférios.
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Figura 17: Quantificacdo, por densitometria Otica, da expressédo da proteina
sinaptofisina. N&o foi observada diferenga significativa na expressdo da
sinaptofisina entre os trés grupos de animais: normais, isquémicos injetados com
células e isquémicos injetados com salina. Essa diferengca também n&o foi
significativa quando eram comparados os lados ipsi e contralateral & lesdo de um
mesmo grupo. CMMO: n= 6; Salina: n= 4; Normais: n=4.
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4.07. Analise da expresséao da proteina GAP-43

N&o foi observada diferenga significativa na expressdo da GAP-43 entre o
grupo de animais injetados com células de medula 6ssea e o grupo de animais
injetados com salina. No entanto, o cortex contralateral e homdélogo a leséo
apresentou um nivel de expressdo de GAP-43 mais elevado, se comparado com o
cortex adjacente a lesdo, em ambos os grupos (Figura 18). A proteina alfa-tubulina
foi utilizada como controle de carregamento.

A analise de variancia revelou ndo haver efeito significativo do tratamento (F =
0,05; p = 0,8316), mas sim do hemisfério cortical (F = 12,04; p < 0,05), quando
comparados os grupos tratado com as CMMO e o controle (Figuras 19). Entretanto,
de acordo com o pés-teste de Bonferroni, a diferenca entre os lados néo foi
significativa em ambos 0s grupos, provavelmente pelo nUmero pequeno de animais

utilizados para esta analise.
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- alfa-tubulina (55 kDa)

- GAP-43 (43 kDa)

Figura 18: Regibes utilizadas para andlise da expressdo da GAP-43 e bandas
obtidas por Western Blotting. A regido “ipsi” corresponde a periferia da leséo,
localizada entre a lesdo e a linha média. A regido “contra” corresponde ao cortex
contralateral e homologo a leséo. A proteina alfa-tubulina foi utilizada como controle
de carregamento. Fotomontagem. As imagens do Blotting ndo sédo representativas.
CMMO: n=4; Salina: n=3.

55



GAP-43

C ChAMO
B Controle

0.2+ T

0.0, GAP-43 | D.0. alfa-tubulina
o
=
1

0.0

L
ipsi contra ipsi contra

Figura 19: Quantificacdo, por densitometria Otica, da expressdo da proteina
GAP-43. Nao foi observada diferencga significativa na expresséo da GAP-43 entre 0s
dois grupos de animais, injetados com células ou salina. No entanto, a expressédo de
GAP-43 na periferia da leséo (ipsi) estava significativamente reduzida em relacéo ao
lado contralateral, em ambos os grupos, em relacdo ao lado contralateral a leséo.
CMMO: n= 4; Salina: n=3.
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Para verificar se essa diferenca na expressao de GAP-43 era provocada pela
isquemia ou se era uma caracteristica constitutiva do tecido, foram incluidos na
comparagao homogenatos de animais ndo operados (normais).

A andlise de variancia revelou efeito significativo do tratamento (neste caso,
falta de operagéo também deve ser entendido como um “tratamento”) (F = 10,39; p <
0,01), mas n&o do hemisfério cortical (F = 2,20; p = 0,176). Além disso, a interacao
entre o hemisfério cortical e o tratamento também foi significativo (F = 4,66; p <
0,05). De acordo com o poOs-teste de Bonferroni, foram observadas diferencas
significativas apenas entre os lados ipsilaterais do grupo normal e do grupo tratado
com as CMMO, e entre os lados ipsilaterais do grupo normal e do grupo controle
(Figura 20).

A expressdao significativamente elevada de GAP-43 no lado ipsilateral a lesao
de animais normais, em relacdo aos animais isquémicos, revela que a isquemia é
responsavel pela diminuicdo da expressdo dessa proteina na periferia da lesédo. No
lado contralateral, ndo foi observada diferenga significativa entre os animais normais

e 0s animais isquémicos, injetados com células ou salina (Figura 20).
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Figura 20: Quantificacdo, por densitometria Otica, da expressdo da proteina
GAP-43. Nao foi observada diferencga significativa na expressédo da GAP-43 entre os
dois grupos de animais, injetados com células ou salina. No entanto, a expresséo de
GAP-43 na regido ipsilateral & lesdo dos animais normais estava significativamente
maior em relagdo aos grupos de animais isquémicos. A expressdo no lado
contralateral, por outro lado, ndo diferiu significativamente entre os trés grupos de
animais analisados. CMMO: n = 4; Salina: n = 3; Normais: n =4; * =p < 0,01
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4.0. DISCUSSAO

Atualmente, tem se dado muito destaque a pesquisas realizadas com células-
tronco, devido a possibilidade de uso futuro destas células em terapias celulares. As
células-tronco adultas de medula éssea estdo entre as mais estudadas, sendo
utilizadas tanto em modelos animais quanto em testes clinicos, que buscam verificar
a seguranca e a aplicabilidade da terapia celular em diversas doencas. Dentre as
doengas que acometem o0 sistema nervoso central, o AVE é uma das mais
estudadas atualmente, devido principalmente & alta incidéncia na populacdo e aos
enormes custos decorrentes dos cuidados com o0s pacientes sequelados. Os
modelos animais de AVE isquémico sdo bastante utilizados e muito Uteis para se
estudar mais a fundo a fisiopatologia da doenca, assim como o0s possiveis
tratamentos terapéuticos. Os progressos observados nas terapias celulares em
modelos animais de AVE tém estimulado as pesquisas clinicas, que se encontram
atualmente em sua fase inicial (fase 1), onde se testa a seguranga e a
exequibilidade do tratamento.

Os modelos animais de AVE estdo bem estabelecidos e tém se mostrado
reprodutiveis. O método mais utilizado atualmente para induzir uma isquemia focal é
0 de oclusé@o da artéria cerebral média (ACM). Resultados utilizando o modelo de
isquemia por oclusdo da ACM de ratos mostraram que o transplante das células
causou melhoria no desempenho em testes funcionais. Na maioria dos casos, o
melhor resultado foi observado com o transplante feito 24 h apds a ocluséo da ACM,
tanto no transplante intracerebral como no sistémico (Chen e cols., 2001; Li e cols.,

2001 e 2002; lihoshi e cols., 2004).
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No presente estudo foi utiizado o modelo de isquemia unilateral por
termocoagulacdo previamente descrito por Szele e colaboradores (1995), onde os
vasos piais do cortex sensorimotor esquerdo de ratos foram coagulados através da
aproximacao de uma sonda quente (40w, 450°C-550°C), sem danificar a dura-mater.
Experimentos com TTC (cloreto de trifenil tetrazélio) mostraram que a lesdo atingiu
as 6 camadas corticais, deixando o corpo caloso intacto. Dentre as vantagens
desse modelo, podemos destacar a facil acessibilidade ao local a ser lesionado, a
rapida execucao e a baixa taxa de mortalidade dos animais.

A recuperacgdao funcional ndo necessariamente se correlaciona com evidéncias
de regeneracdo histoldgica e eletrofisiolégica, pois as fibras nervosas podem se
regenerar sem fazer as conexdes sensoriais e motoras adequadas e 0 crescimento
axonal descontrolado pode também superestimar o nimero de conexdes funcionais.
Esse fato estimula o interesse na utilizagéo de testes funcionais como forma de
avaliar os efeitos de lesdes no sistema nervoso. A analise funcional pode oferecer o
melhor e mais seguro método de demonstrar que ax6nios centrais ndo apenas se
regeneram, mas também fazem as conexdes corretas e funcionais. Ao caminhar em
velocidade constante, os ratos mantém um padréo postural e um modo de andar que
sao bastante consistentes e podem ser quantificados. Seus passos sdo regulares e
simétricos, permitindo uma alta reprodutibilidade dos padrées das pegadas. O
progresso dos ratos ao caminhar também é bastante regular, havendo informagfes
consistentes para o local onde uma pata vai se posicionar em relacdo as outras,
comprimento do passo e tempo gasto nas fases de repouso e de movimento do
passo. O funcionamento normal da pata traseira do rato é fundamental para a
postura e para uma caminhada regular e lesdes no sistema nervoso afetam as

funcbes da perna, da pata e dos dedos. Uma deficiéncia funcional na pata traseira
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causa mudangas nos padrbes estabelecidos de posicdo da pata ao caminhar,
mudancgas nas fases do passo e mudancas diretas na forga/resisténcia da pata
(Nichols e cols., 2005).

Dentre a ampla variedade de testes disponiveis para avaliar o comportamento
sensorimotor de ratos, foram escolhidos para este trabalho o teste do cilindro, o
beam test e o teste do adesivo. No teste do cilindro, assim como no beam test, foi
analisada a taxa de assimetria no uso das patas, em funcdo dos dias apds a
isquemia. No entanto, os calculos para a determinagdo da taxa de assimetria foram
diferentes para os dois tipos de teste. Enquanto no teste do cilindro essa taxa
corresponde a porcentagem de uso (apoio) da pata ipsilateral & lesdo menos a
porcentagem de uso da pata contralateral, levando em consideragéo todos os apoios
(inclusive com ambas as patas), no beam test, a taxa de assimetria corresponde a
porcentagem de falhas no lado contralateral (em relacdo ao nimero total de passos
deste lado) menos a porcentagem de falhas no lado ipsilateral a lesdo (em relacao
ao numero total de passos deste outro lado). Foram consideradas “falhas” todas as
vezes em que o animal pisou do lado de fora da ponte principal, localizada mais
centralmente. Considerando-se esses calculos, podemos concluir que quanto mais
alta a taxa de assimetria, maior a tendéncia de o animal apoiar a pata dianteira
esquerda (ndo afetada) na parede do cilindro e de apoiar a pata traseira direita
(afetada) na regido mais externa da ponte, no beam test. No teste do adesivo, por
outro lado, ndo foi analisada a taxa de assimetria, mas sim a porcentagem de
retirada do adesivo da pata contralateral em primeiro lugar, em fung¢éo dos dias pos-
isquemia. Assim, quanto mais alta essa porcentagem, menor a deficiéncia motora da

pata contralateral (afetada) em relagdo a pata ipsilateral e vice-versa. Neste teste,
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nao foi levado em consideragdo o tempo que o animal leva para remover o adesivo
da pata esquerda ou direita.

No teste do cilindro, os animais foram filmados durante 5 minutos, apds serem
colocados dentro de um cilindro transparente. Foram contadas quantas vezes cada
animal apoiou as patas dianteiras esquerda, direita ou ambas na parede do cilindro.
Os testes foram realizados antes da isquemia, antes da injecao de células ou salina
e 7, 14, 21 e 28 dias apo6s a isquemia. Os resultados obtidos estdo ilustrados na
figura 10.

Experimentos realizados por Napieralski e colaboradores (1998) mostraram
que a lesdo isquémica unilateral por termocoagulacéo resultou em um maior uso da
pata dianteira ndo afetada (ipsilateral a lesdo), 4 dias apds a isquemia. Da mesma
forma, Shanina e colaboradores (2006) mostraram que uma lesdo isquémica
unilateral no coértex sensorimotor de ratos provocada por uma reacdo fotoquimica
(PIT: do inglés photochemically initiated thrombosis) fez com que os animais
passassem a usar preferencialmente a pata dianteira ipsilateral & lesdo (néo
afetada) para se apoiar na parede do cilindro transparente. A preferéncia por apoiar
a pata ipsilateral na parede do cilindro também foi observada apés a aplicacéo
topica de endotelina, um potente vasoconstritor, no cértex sensorimotor, provocando
uma lesdo isquémica unilateral (Adkins e cols., 2004; Hsu e Jones, 2006). Os
resultados encontrados por estes pesquisadores estdo de acordo com aqueles
encontrados no presente estudo. Dessa forma, o modelo de lesdo por
termocoagulacdo mostrou-se eficaz, comprometendo de forma significativa o
funcionamento da pata dianteira contralateral. O desempenho dos animais apds a
administracdo de células ou salina também esta conforme o esperado, onde o grupo

que recebeu células recuperou significativamente a funcdo da pata afetada a partir
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do 14° dia pés-isquemia. A grande quantidade de animais utilizada neste teste (12
receberam células e 10 receberam salina) ndo deixa duvidas a respeito da eficacia
do tratamento com células-tronco mononucleares da medula 6ssea. O fato de o
teste do cilindro ndo exigir um treinamento prévio dos animais faz com que os
resultados sejam ainda mais confidveis, na medida em que se descarta a influéncia
do aprendizado na andlise do teste.

No beam test, os animais foram filmados durante o tempo necessario para
atravessarem uma ponte que se estreitava ao longo do caminho e que apresentava
duas regides para apoio da pata durante a caminhada, uma mais central e elevada e
outra mais lateral e rebaixada. O comprimento da ponte foi dividido nos niveis facil,
médio e dificil, conforme ela ia se estreitando. Na analise em camera lenta dos
videos, foram contados todos os passos de cada animal (patas traseiras esquerda e
direita), observando-se a posicdo da pata em relacdo ao nivel de dificuldade e se ele
pisava na regido central da ponte ou se errava e pisava na regido mais externa. Os
testes foram realizados antes da isquemia, antes da injecdo de células ou salina e 7,
14, 21, 28 e 35 dias ap0Os a isquemia. Os resultados obtidos estéo ilustrados nas
figuras 11, 12 e 13. A partir da analise dos graficos, podemos concluir que os
animais que receberam células apresentaram uma tendéncia de recuperacdo mais
acelerada da pata afetada (7 dias pds-isquemia) em relacdo aos animais que
receberam salina. O aumento do nimero de animais experimentais sera importante,
futuramente, para determinar se essa tendéncia se confirma.

Estudos realizados por Soblosky e colaboradores (1997) mostraram que uma
lesdo traumética (por impacto) unilateral no cértex sensorimotor de ratos provocou
uma deficiéncia motora significativa na pata traseira contralateral. Essa deficiéncia

foi se reduzindo ao longo do tempo e 35 dias apds a cirurgia o desempenho dos
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animais no teste estava préximo ao dos animais controle. O teste utilizado neste
estudo, semelhante ao beam test, consistia de uma “escada”, que colocada na
posicdo horizontal, funcionava como uma ponte para o animal caminhar. Eram
considerados erros quando o animal ndo apoiava a pata traseira afetada na grade
(degrau da “escada”) durante a caminhada. Shanina e colaboradores (2006) também
mostraram que a isquemia unilateral provocada por uma reacdo fotoquimica
produziu deficiéncias motoras na pata dianteira contralateral, observadas no teste
em gue o animal caminha sobre a grade. LesBGes provocadas pela aplicacdo tépica
unilateral de endotelina no cortex sensorimotor produziram as mesmas deficiéncias
motoras na pata contralateral & lesdo, neste teste (Adkins e cols., 2004). Os
resultados observados no presente trabalho, no beam test, caminham em direcéo
aqueles observados nos trabalhos descritos acima. Uma possivel explicagdo para a
pequena diferenga entre 0s grupos, no beam test, estaria relacionada ao proprio fato
dos animais serem obrigados a caminhar na ponte, o que influenciaria de forma
positiva na sua recuperacdo motora. Apesar disso, o fato de os animais que
receberam células apresentarem uma tendéncia de recuperacdo mais rapida da pata
afetada, em relacdo ao grupo controle, demonstra que essas células apresentaram
um efeito terapéutico.

No teste do adesivo, os animais foram observados para se verificar qual
adesivo eles retiravam primeiro com a boca, o que foi colado na pata dianteira
esquerda ou o que foi colado na pata dianteira direita. Cada animal realizou 4 vezes
esse procedimento por dia de teste. Os testes foram realizados antes da isquemia,
antes da injecdo de células ou salina e 7, 14, 21 e 28 dias apo6s a isquemia. Os

resultados obtidos estéo ilustrados na figura 14.
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Estudos realizados por Ghabawie e colaboradores (2006) mostraram que a
oclusé@o transiente da artéria cerebral média afeta a flexdo e o fechamento dos
dedos da pata dianteira contralateral a lesdo. Hsu e Jones (2006) observaram
deficiéncias motoras semelhantes na flexdo dos dedos no lado contralateral apds a
aplicagdo topica de endotelina no coértex sensorimotor de ratos. Biernaskie e
colaboradores (2005), por sua vez, descobriram que a inje¢c&o de lidocaina no coértex
sensorimotor oposto ao que sofreu isquemia por oclusdo da artéria cerebral média
provocava o aumento das deficiéncias motoras (flexdo dos dedos) na pata dianteira
afetada pela lesdo isquémica. Esse resultado sugere que o coértex sensorimotor
contralateral, ndo afetado pela isquemia, contribui para a recuperacdo do membro
afetado. Com relagdo ao teste do adesivo, experimentos recentes mostraram uma
diminuicdo significativa do tempo médio de retirada dos adesivos das patas
dianteiras em animais que receberam a injecdo de células-tronco mesenquimais, 1
ou 7 dias apdés a oclusdo da artéria cerebral média, comparando-se ao grupo
controle, que recebeu a injecdo de PBS (Chen e cols., 2001; Li e cols., 2005; Li e
cols., 2006; Shen e cols., 2006). Esses ultimos resultados ndo estdo de acordo com
os encontrados no presente estudo. Porém, € importante lembrar que no presente
trabalho néo foi levado em consideragdo o tempo de retirada dos adesivos, mas sim
a determinagdo de qual adesivo foi retirado primeiro. Sendo assim, ndo € possivel
estabelecer uma comparagéao direta entre os dois tipos de experimento. A respeito
dos experimentos que avaliam a flexdo dos dedos das patas dianteiras apos a
isquemia, a comparacdo com o teste do adesivo é possivel, pois a deficiéncia
motora neste caso esta diretamente relacionada a manipulacdo do adesivo com a
pata e com a boca, permitindo a sua remogéo. Logo, os resultados do teste do

adesivo apo6s a lesdo isquémica, no presente trabalho, estdo de acordo com aqueles
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que avaliam a flexdo dos dedos descritos acima. O fato de o teste do adesivo
envolver também o reconhecimento tétil (ndo afetado pela isquemia e, portanto,
inalterado nos dois grupos), além do desempenho motor, explicaria em parte a ndo
observacédo de uma recuperagdo motora significativa nos dois grupos de animais,
injetados com células ou salina. Apesar disso, observou-se nos animais injetados
com células uma tendéncia de recuperacao funcional da pata afetada (contralateral)
28 dias apdés a isquemia, o que néo foi observado no grupo controle. Como os testes
s6 foram realizados até 28 dias ap0s a isquemia, para verificar se essa tendéncia de
recuperacdo funcional se confirma nos animais que receberam células, seréo
necessarios outros experimentos e testes funcionais que abranjam um periodo maior
de sobrevida, superior a 28 dias.

Dentre as diversas moléculas possiveis de serem estudadas em modelos de
AVE, foram escolhidas para este trabalho as proteinas sinaptofisina e a GAP-43,
principalmente por estarem j4 estabelecidas como marcadores de plasticidade e por
haver diversos trabalhos abordando a sua expressdo em diferentes modelos
animais.

A analise da expresséo das proteinas GAP-43 e sinaptofisina foi feita através
da técnica de Western Blotting. Os animais utilizados para esse experimento foram
primeiramente submetidos a isquemia unilateral por termocoagulacdo e, no dia
seguinte, injetados com CMMO ou com salina. O primeiro grupo de animais foi
sacrificado 7 dias ap6s a isquemia e foi entdo utilizado para a analise da GAP-43,
enquanto o outro grupo s6 foi sacrificado 30 dias apos a isquemia e entdo usado
para a andlise da sinaptofisina. Os tecidos retirados para a andlise da expresséo
protéica correspondem ao cortex cingular adjacente a leséo (ipsilateral) e ao cortex

contralateral homologo a regido da isquemia. A andlise da expressdo protéica de
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animais normais também foi realizada, sendo que as regibes extraidas eram
homoélogas aquelas retiradas dos grupos isquémicos. Assim, 0S animais normais
foram utilizados como um grupo controle extra. Os resultados obtidos estéo
ilustrados nas figuras 15-20.

O modelo de isquemia por termocoagulacdo foi extensamente utilizado
principalmente por Chesselet e colaboradores, sendo que a maioria dos estudos fez
uma comparagao entre as lesdes por termocoagulagéo e as lesdes por aspiracdo do
tecido, utilizando uma pipeta de vidro. A regido aspirada correspondia exatamente a
regido afetada pela termocoagulagdo (6 camadas do coOrtex sensorimotor), mas 0s
efeitos observados foram bastante distintos. Por exemplo, inje¢des de Fluoro-Ruby
ou BDA (tracadores anterdgrados) no cortex contralateral de animais isquémicos por
termocoagulacdo resultaram na marcagcdo de numerosas fibras no estriado
ipsilateral a lesédo, o que néo foi observado apos lesédo por aspiragdo. Além disso,
descobriu-se que as lesdes por termocoagulagédo, mas ndo aquelas causadas por
aspiragéo, produziam uma atividade neuronal sincronizada na periferia do infarto,
nos 3 primeiros dias apds a lesdo, sendo esta sincronia posteriormente observada
no cortex contralateral e homédlogo. Experimentos também mostraram que a
expressdo da proteina GAP-43 no estriado ipsilateral aumentou apés a lesdo por
termocoagulacdo, mas diminuiu drasticamente apos a lesdo por aspiracdo. Além
disso, para verificar o efeito da sincronia neuronal sobre o brotamento axonal,
realizou-se a infuséo de TTX (tetrodotoxina; bloqueia os potenciais de agao, ligando-
se aos canais de sodio dependentes de voltagem) na periferia da lesdo por
termocoagulacdo e a posterior injecdo de BDA no cortex contralateral desses
animais. Os resultados mostraram que o bloqueio da sincronia neuronal induzido

pela administragcdo de TTX provocou uma diminuicdo do numero de terminais
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axonais no estriado ipsilateral a lesdo, em relagdo ao grupo controle, que néo
recebeu a infusdo de TTX. Dessa forma, a atividade neuronal sincronizada
observada apdés uma les@o por termocoagulacdo seria importante para estimular o
brotamento axonal que se inicia no cértex contralateral e se estende até o estriado
ipsilateral a lesdo. Esse processo de indugdo do crescimento axonal estaria
relacionado a alteracdo do ambiente extracelular naturalmente inibitério em
individuos adultos (ex: proteina Nogo) ou mesmo a modificacdo do padrdo de
expressdo génica no cortex contralateral a lesdo. As diferencas observadas entre as
lesGes por termocoagulacdo e por aspiracdo podem ser explicadas baseando-se no
fato de que a perda dos neurdnios corticais ap6s uma les@o por termocoagulacéo é
progressiva e s se completa em 5 a 7 dias pos-isquemia. Lesdes por aspiragao, por
outro lado, destroem imediatamente tanto os corpos celulares quanto os axonios
corticais. Diferengas na liberacdo de citocinas ap6s os dois tipos de leséo poderiam
também contribuir para os efeitos moleculares observados (Szele e cols., 1995;
Napieralski e cols., 1996; Uryu e cols., 2001; Carmichael e Chesselet, 2002).

As modificacdes fisioldgicas e anatdmicas induzidas pela isquemia descritas
acima se somam as descobertas de outros pesquisadores. Por exemplo, Stroemer e
colaboradores (1995) observaram uma alta expressdo da sinaptofisina
(imunohistoquimica) tanto no cortex periférico a lesédo quanto no cortex contralateral
e homodlogo, 60 dias apo6s a isquemia por oclusdo da artéria cerebral média e da
artéria carétida comum ipsilateral (Figura 21: A e B). Curiosamente, no artigo
publicado anteriormente, Stroemer e colaboradores (1992) descreveram que a
expressdo da sinaptofisina estava maior na periferia da leséo do que no lado
contralateral homologo, sob as mesmas condigdes experimentais. A expressao de

GAP-43 (Stroemer e cols., 1992; Stroemer e cols., 1995) também estava aumentada

68



na periferia da lesédo, mas ndo no cértex contralateral homdlogo, considerando-se a
janela temporal de 3 a 14 dias ap6s a isquemia (Figura 21: C e D). Ng e
colaboradores (1998) também observaram aumento na expressdo de GAP-43 na
periferia da lesdo isquémica, apos 10 e 14 dias, enquanto Li e colaboradores (1998)
verificaram o aumento da expressdo de MAP2 (proteina associada ao microtubulo -
marcador dendritico) e GAP-43 na periferia da leséo (oclusdo da artéria cerebral
média), em relacdo ao grupo controle, até 28 dias pds-isquemia. Artigos publicados
pela pesquisadora Theresa Jones mostraram recentemente o aumento da
expressdo de MAP2 no cortex contralateral homélogo em 14 ou 20 dias ap6s a lesdo
cortical induzida pela aplicacéo topica de endotelina (Allred e Jones, 2004; Hsu e

Jones, 2006).
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Figura 21: Reacdo imunohistoquimica para sinaptofisina (A e B) e GAP-43 (C e
D). As figuras A e C correspondem a animais normais; B: animal isquémico,
sacrificado 60 dias ap6s a lesdo; D: animal isquémico, sacrificado 7 dias apds a
lesdo. Cortes coronais de encéfalo de rato. Adaptado de Stroemer e cols. (1995),
Stroke.

Além disso, diversos trabalhos publicados por Chopp e colaboradores
mostraram que a injecdo de MSCs ap6s uma isquemia por oclusdo da artéria
cerebral média induziu a recuperacdo funcional e o aumento da expressédo de
moléculas relacionadas a regeneracdo. Por exemplo, observou-se que a injecdo de
células mesenquimais 24 horas ap6s a isquemia, na artéria car6tida, induziu
melhoras funcionais e 0 aumento da expressao de sinaptofisina (imunohistoquimica)
na periferia da lesdo, 28 dias apés a isquemia (Zang e cols., 2006; Shen e cols.,

2006). Li e colaboradores (2005) mostraram que a injecdo de células 7 dias apos a

isquemia, na veia da cauda, reduziu a cicatriz glial e provocou 0 aumento da
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expressdo de GAP-43 na borda dessa cicatriz e na zona subventricular, além de
promover uma recuperacéo funcional significativa em 1, 2, 3 e 4 meses apos a lesdo
(teste de remocdo do adesivo e teste de medicao da severidade neuroldgica).

Os resultados referentes a expressdo da MAP2 (apos leséo por endotelina) e
da sinaptofisina (60 dias apds a isquemia) no cortex contralateral estdo de acordo
com aqueles encontrados no presente estudo, onde foi observada uma alta
expressédo da sinaptofisina no lado contralateral em todos os animais analisados, 30
dias apos a isquemia. Os resultados da expressdo da GAP-43 descritos por outros
trabalhos diferem, no entanto, dos que foram observados no presente estudo, onde
a expressdo da proteina estava alta no cértex contralateral e baixa na periferia da
lesdo, 7 dias ap6s a isquemia. Diferentemente do que foi descrito pelo grupo do
Chopp, nédo foi observado aumento da expressao de sinaptofisina na periferia da
les&o nos animais que receberam células, em relagdo ao grupo controle.

Apesar de a maioria dos trabalhos descreverem o aumento da expressédo de
GAP-43 na periferia da leséo, existem alguns aspectos que precisam ser
considerados. Por exemplo, sabe-se que a area adjacente a lesdo é tipicamente
caracterizada pelo grande background nos experimentos de imunohistoquimica.
Esse fato poderia de alguma forma mascarar a real marcagcdo para diversas
proteinas nesta regido, como para a GAP-43 ou para a sinaptofisina. Outro fato
relevante é que a GAP-43 poderia desempenhar outra fungdo dentro da célula que
nao estivesse relacionada diretamente ao crescimento axonal, como, por exemplo,
participando da indugéo da LTP (Benowitz e Routtenberg, 1997; Namgung e cols.,
1997). E importante lembrar que a marcacdo para GAP-43 ou mesmo para a
sinaptofisina ndo é um indicio absoluto de que ocorre crescimento axonal e

sinaptogénese em uma determinada regido. Sendo assim, sdo necessarios também
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0s experimentos com tracadores neuronais e uma posterior andlise ultraestrutural
dos cones de crescimento para se poder afirmar com mais seguranga a respeito dos
brotamentos axonais induzidos pela isquemia ou pela administracdo de células-
tronco.

Os estudos realizados por Chesselet e colaboradores acima mencionados,
além dos experimentos utilizando fMRI (ressonancia magnética funcional) pos-
isquemia (Takata e cols., 2006) confirmam a importancia do cortex contralateral para
a recuperagdo funcional dos animais isquémicos. Dessa forma, esses resultados
justificam em parte a alta expressdo de GAP-43 no cértex contralateral a leséo
encontrada no presente trabalho. Em experimentos futuros, serd fundamental avaliar
a importancia do estriado ipsilateral a lesdo na recuperagdo funcional apds a
isquemia e apd6s a administracdo de células-tronco mononucleares da medula
O0ssea. Também serd importante verificar futuramente os niveis de expressdo de
GAP-43 e sinaptofisina em outras regides do cortex, além das que foram utilizadas
neste trabalho, comparando-se os animais isquémicos que receberam células aos
animais isquémicos que receberam salina.

As diferengas entre os resultados encontrados no presente estudo e o0s
resultados ja publicados sobre o assunto s&o justificaveis, uma vez que existem
muitas variaveis a serem consideradas. Podemos citar como exemplo os diferentes
modelos de isquemia, janela temporal, regides analisadas, técnicas de analise (Ex:
imunohistoquimica/Western Blotting), além de todas as variagOes referentes aos
testes funcionais.

No entanto, é valido destacar a importancia do efeito terapéutico das células
mononucleares observado nos testes funcionais. Esse resultado contribui de forma

significativa para o avango das pesquisas com células-tronco, especialmente com
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células-tronco mononucleares da medula 6ssea, que em um futuro préximo poderéo

ser uma das principais formas de tratamento para o AVE.

73



6.0.

CONCLUSOES

O aumento significativo da recuperacéo funcional ap6s o tratamento com as
CMMO, de acordo com o teste do cilindro, indica que este tratamento

apresenta efeito terapéutico;

N&o foi observada diferenga significativa na expressao da sinaptofisina e da
GAP-43 entre os grupos experimental e controle. No entanto, os resultados
da GAP-43 indicam diminuicdo da sua expressdo na periferia da leséo,

induzida pela isquemia e ndo afetada pela injecdo de células.

A recuperagdo observada no teste do cilindro pode ser atribuida a
modificagdes estruturais e funcionais no sistema nervoso gque nao estejam
diretamente relacionadas a expressao das proteinas GAP-43 e sinaptofisina,

e pode envolver outras regifes além da periferia da leséo.
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