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Resumo

QUEMELO, P. R. V. Heterotopia encefalica pulmonar experimental. 2008.
102 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2008.

A heterotopia encefalica no pulmdao é um achado raro, geralmente
associado a defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN), cujos mecanismos
envolvidos ainda nao estao totalmente esclarecidos. Desta maneira, o nosso
primeiro objetivo foi tentar induzir a heterotopia em modelo de DFTN produzido
por acido retindico, que se mostrou ineficiente para este propodsito, apesar de
os fetos apresentarem inimeros defeitos. Assim, para contornar as dificuldades
encontradas nesse método, foi desenvolvido um modelo experimental cirlrgico.
Foram utilizados 24 camundongos prenhes, divididas nos grupos E17 e E18,
indicativos do dia gestacional (DG) em que foi realizada a coleta dos fetos. A
cirurgia foi realizada no 159 DG, sendo retirado um feto por histerectomia, cujo
tecido encefalico foi removido, picotado e implantado no pulmao dos irmaos. O
exame histoldgico dos troncos fetais mostrou que a Implantacao Encefalica
Pulmonar (IEP) foi efetiva com reacdao imuno-histoquimica (IHQ) positiva para
GFAP em ambos os grupos (E17 e E18). Apds a criagdo do modelo cirdrgico,
foram investigados outros aspectos do desenvolvimento, maturacao,
proliferacao e interacao do tecido heterotopico encefdlico no pulmao. Para
tanto, foi utilizado o modelo cirirgico citado anteriormente, com algumas
modificacOes para a coleta do material, que ocorreu durante o periodo pré-natal
(18°DG) e 80 dia pds-natal, chamados de grupos experimentais E18 e P8,

respectivamente. Como controle, foi utilizado o encéfalo de fetos normais que



Vi

foram coletados no mesmo periodo dos grupos experimentais, chamados de
CE18 e CP8. Foi realizada a reacao IHQ para NeuN, PCNA, Bcl2, Integrina B1 e
VEGF em todos os grupos. Os resultados indicam que o indice de marcacao
(IM) para NeuN foi maior em P8 do que E18, da mesma forma que o tecido
encefalico dos animais controle (CP8 < CE18), indicando que a maturacao
neuronal continuou. No entanto, ocorreu reducao da propor¢cdao dos neur6nios
em ambos o0s grupos IEP, que pode ser explicada pelo IM maior para o
anticorpo Bcl2 encontrado em ambos os grupos experimentais E18 e PS,
quando comparado com os grupos controles CE18 e CP8. Apesar do IM para
Bcl2 indicar apoptose de uma parte desse tecido, os fragmentos pareciam bem
preservados, com presenca de mitoses e tecido em proliferacao com reacao
IHQ positiva para PCNA, mesmo apds doze dias do procedimento. Os
fragmentos implantados eram vascularizados e com reacao IHQ positiva para
VEGF. A reacdo IHQ também se mostrou positiva para Integrina B1 no tecido
heterotdpico encefélico, o que indica ancoragem e adesao desse tecido. Assim,
o modelo experimental mostrou-se eficiente, de execucao relativamente simples
e total interacao com o tecido pulmonar e pleural. A partir desse modelo
podem-se desenvolver outros estudos para compreender melhor os

mecanismos de implantacao e interacao celular.

Palavras-Chave: Heterotopia. Modelo experimental. DFTN. Maturagao neural.
Proliferacao. Apoptose. Interagao celular.
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Abstract

QUEMELO, P. R. V. Experimental brain tissue in the lung. 2008. 102 f.
Thesis (Doctoral) — School of Medicine Ribeirao Preto, University of Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 2008.

Heterotopic brain tissue in the lung is a rare abnormality usually
associated with neural tube defect (NTD) and its mechanisms are not fully
understood, thus we aimed at the development of an experimental model to
explore some aspects involved in this abnormality. As a first attempt, we have
induced NTD using Retinoic Acid, but no brain tissue heterotopia was observed,
in spite of the many anomalies found. Thus, the development of an
experimental surgical model to overcome this difficulty was achieved. Twenty
four pregnant mice were divided in groups E17 and E18 according to the
gestational day when the fetuses were collected. The surgery was performed
on the 15th GD. One fetus was removed by hysterectomy and its brain was
minced and implanted in the lung of its litter mates. Histological examination of
the fetal trunks showed brain tissue implantation with GFAP-positive cells in
85% of the fetuses of E17 group and in 100% of those of E18 group. After the
development of the experimental model, other developmental aspects were
investigated: cell maturation, proliferation and interaction with the lung. Using
this experimental model fetuses were collected on the 18th gestational day
(group E18) and on the 8th postnatal day (group P8). The brain of fetuses from
dams not submitted to any experimental procedure was collected on the 18th
gestational day (group CE18) and on the 8th postnatal day (group CP8) to

serve as a control. Immunohistochemical (IHQ) study was performed for NeuN,
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PCNA, Bcl2, Integrin 1 and VEGF for all groups. The results showed that NeuN
Labeling Index (LI) was greater in postnatal than fetal period both for the
experimental and control groups (P8 > E18 and CP8 > CE18), indicating that
neuronal maturation occurs, but with a proportional reduction in experimental
groups that may be explained by greater LI with Bcl2 antibody. Although the LI
for Bcl2 indicates apoptosis of some cells, the fragments of brain tissue were
well preserved, at times showing mitoses as well as presentivy positivity for
PCNA, even after 12 days of the procedure. The fragments implanted were
vascularized and presented IHQ reaction for VEGF. IHQ staining for B1 integrin
was positive in heterotopic brain tissue, indicating integration with the lung. In
conclusion, the experimental model proved to be efficient and of relatively
simple execution, showing complete integration of brain tissue with pulmonary
and pleural tissue and thus representing a model that will permit the study of

different aspects of cell implantation and interaction.

Key Words: Heterotopia. Experimental model. NTD. Neuronal maturation.

Proliferation. Apoptosis. Cell interaction.
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1. Introducao
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A presenca de tecido encefalico heterotdpico no pulmao, ocasionalmente
observado em seres humanos, € uma anormalidade rara e geralmente
associada a Defeitos de Fechamento do Tubo Neural (DFTN), principalmente
anencefalia, mielomeningocele e ma formagao craniofacial (CHEN et al., 1982;
KANBOUR et al., 1979; PERES et al., 2003), existindo apenas um caso descrito
na literatura de tecido heterotdpico cerebral no pulmdo de um individuo adulto,
sem DFTN, que morreu apds um acidente vascular cerebral (KING, 1938). A
patogénese dessa anormalidade ainda é discutida, sendo as mais plausiveis a
implantacdo pulmonar de fragmentos cerebrais aspirados do liquido amnidtico
(CHEN et al., 1982; KERSHISNIK et al., 1992; PERES et al., 2003), a
embolizacdo do tecido encefdlico (BAERGEN et al.,, 1997; VALDES-DAPENA,;
AREY, 1967), a protrusao embrionaria de estruturas cerebrais que sao
subseglientemente deslocadas de sua posicao normal e os defeitos de migracao
neural (CAMPO; BOMBI, 1981; KANBOUR et al., 1979).
Muito embora o tecido neural heterotdpico tenha sido descrito em locais
como a mandibula (OKEDA, 1978), regidao nasal (NISHIO et al., 1988) e
peritonio (CHEN et al., 1982; ROBBOY; SCULLY, 1970), é no pulmao que ele
aparece com maior freqiiéncia (BAERGEN et al.,, 1997, KERSHISNIK et al.,
1992; MORGAN et al.,, 2003; PERES; BARBOSA, 2005). A implantacao e
crescimento de tecido glial no pulmao reflete um potencial proliferativo destas
células, que ainda ndo esta bem estabelecido (CHEN et al., 1982; KANBOUR et
al., 1979). Assim, nao existem estudos mais aprofundados relacionados com
essa anormalidade, nem mesmo relatos na literatura de algum método para

tentar reproduzi-la.
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Desta maneira, o desenvolvimento de modelo experimental para induzir
as heterotopias de tecido encefalico no pulmao e a investigagao dos fendmenos
decorrentes desse processo, bem como o estudo da expressao dos receptores
celulares, pode contribuir para o entendimento dos mecanismos de migracao,
implantacao e crescimento desses tecidos fora do seu local de origem e, talvez,
esclarecer outros fendmenos patoldgicos, como 0s processos invasivos de
neoplasias e a implantacao de células e tecidos normais ou ndo, interacao
celular, angiogénese e desenvolvimento do tecido nervoso, entre outros.
Modelos experimentais de DFTN podem ser produzidos experimentalmente
com a administracdao de etanol (GUTIERREZ et al., 2007), acido retindico
(QUEMELO; LOURENCO; PERES, 2007), vitamina A (MENDONCA; GUTIERREZ;
PERES, 2005) e deficiéncia de acido félico (YANAGUITA et al., 2007), entre
outros. Esses modelos poderiam potencialmente produzir heterotopias
encefalicas no pulmao, pois ja se demonstrou a presenca destes fragmentos no
liguido amnidtico em condicbes de serem aspirados (MENDONCA; GUTIERREZ;
PERES, 2005), porém nao existem dados na literatura mostrando a implantacao
de tecido encefalico no pulmdo em tais condicdes e resultados do laboratorio de
Patologia Pedidtrica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo nao encontraram evidéncias de que isso ocorra.
Assim, o desenvolvimento de um modelo experimental para induzir as
heterotopias de tecido encefdlico no pulmao, através de cirurgia fetal intra-
Utero, podera contornar as dificuldades encontradas nos modelos de DFTN.
Além disso, os modelos de DFTN e os casos de humanos relatados na literatura

apresentam-se com pouco tempo de vida, principalmente por terem grave lesao
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cerebral (PERES; BARBOSA, 2005), o que dificulta e até mesmo impossibilita o
estudo e acompanhamento destas células apds o nascimento. Assim, o modelo
cirdrgico parece ser mais adequado, pois permitira um melhor controle e
acompanhamento deste tecido por diferentes periodos gestacionais e pds-natal,
e sera de grande utilidade ndao somente para o entendimento dos mecanismos
de interacdo e desenvolvimento desse tecido, mas também podera servir como
modelo para outros tecidos ou células, como por exemplo, a implantacao de

células-tronco.
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2. Revisao da literatura
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2.1. Desenvolvimento fetal

O desenvolvimento fetal inicia-se com a fecundacao do Ovulo pelo
espermatozodide, e, a partir dessa Unica célula chamado zigoto, comeca todo o
processo de divisdo, migracao e diferenciacdo das células em diferentes tipos
de tecidos. Na terceira semana gestacional, periodo muito importante e critico
do desenvolvimento embrionario, ocorre a formagdao dos trés folhetos
germinativos: ectoderma, mesoderma e endoderma. Estes trés folhetos
originam os diferentes tipos de tecidos. O ectoderma da origem ao epitélio
externo e ao sistema nervoso. O mesoderma da origem aos tecidos conjuntivos,
vasos e musculatura e o endoderma origina o epitélio de revestimento das vias
respiratdrias e trato digestivo, além das glandulas associadas a ela, como

figado e pancreas (JUNQUEIRA; ZAGO, 1972).

O tecido pulmonar inicia o seu desenvolvimento por volta da quarta
semana gestacional, a partir de um sulco mediano longitudinal, chamado de
laringotraqueal. O pulmao sofre uma extensa proliferacao celular, ramificacoes
morfogénicas e a formacdo dos sacos alveolares, gerando uma area de
superficie suficiente para os mecanismos de troca gasosa. As células
pulmonares se diferenciam em pelo menos 40 tipos de linhagens distintas.
Fatores transcripcionais especificos, fatores de crescimento peptidicos mediados
por receptores, componentes da matriz extracelular e a sinalizacdao através das
integrinas, interagem na morfogénese pulmonar e na diferenciacdao de

linhagens de células pulmonares (WARBURTON et al., 1998).
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O sistema nervoso (SN) inicia o seu desenvolvimento um pouco mais cedo,

na fase de gastrulacao, por volta da segunda semana gestacional quando sao
formados os folhetos embrionarios e o nd de Hensen. O SN é derivado do tubo
neural e das cristas neurais, que apresentam origem ectodérmica. Quando o

tubo neural se fecha, as cristas neurais se destacam dele, formando varios

componentes do SN (ACLOQUE et al., 2001; GIEHL, 2007; STERN, 2005).
2.2. Proliferacao, apoptose e maturacao neural

O desenvolvimento e a maturagao do SN de roedores é sequencialmente
semelhante ao de seres humanos, ocorrendo em uma escala de tempo de dias
versus semanas/meses, respectivamente. Enquanto que a maturacao neuronal
em humanos é consideravelmente maior no periodo pré-natal, em roedores ela
€ maior no periodo pds-natal (RICE; BARONE, 2000). Este processo esta
diretamente relacionado com o crescimento e a morte celular durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) que envolve programas
celulares intrinsecos e extrinsecos, determinantes para o destino da célula

(BLASCHKE; STALEY; CHUN, 1996; MASHAYEKHI, 2008; OPPENHEIM, 1991).

O processo de proliferacdo e apoptose é essencial para a formacdo do SN,
uma vez que durante o inicio da gestacao ocorre uma producdo excessiva de
neuronios e que o seu ajuste de tamanho e quantidade ocorre com o passar da
gestacdao e apds o nascimento. Desta maneira, a relacao entre o processo de
crescimento e morte celular é fundamental para o desenvolvimento adequado

do SN (GORDON, 1995; MASHAYEKHI, 2008; OPPENHEIM, 1991; RAFF, 1992).
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2.3. Integrina e VEGF

Varios mecanismos de interacao e sinalizagdo celular sao determinantes
para o desenvolvimento e a formacao das diversas partes do encéfalo

(ACLOQUE et al., 2001; GIEHL, 2007; STERN, 2005).

Uma das principais classes de familias de receptores celulares que
promovem as interacdes celulares e a sinalizacao entre célula-célula e célula-
matriz extracelular (ECM) sdo as integrinas. Elas estao localizadas na superficie
das células e consistem de duas subunidades, a e B. A subunidade B1 pode
estar associada com pelo menos 10 diferentes subunidades a, constituindo a
maior subfamilia entre as integrinas. Estes receptores transmembrana
pertencem a uma extensa familia cation-dependente e sdo constituidos por
uma regido N-terminal de dominio extracelular maior e uma pequena parte C-
terminal de dominio intracelular, que promovem interagdes com uma variada
quantidade de ligantes, incluindo proteinas e moléculas na superficie das
células (ALBERTS et al., 2002). Elas promovem a interacao das células com o
meio extracelular, tendo um papel importante na ancoragem, interacao e
integridade das células (ARCANGELIS, 2000; HANASHI et al.,, 2003;
RUOSLAHTI; PIERSCHBACHER, 1987)

As integrinas também se mostram capazes de promover alteracdbes na
expressao génica, o que determina diferentes respostas no processo de
fertilizacdo, = embriogénese, implantacdo e placentacdo  (DAMSKY;
SUTHERLAND; FISHER, 1993; HANASHI et al., 2003; SIMON et al., 1999;
ZHOU; DAMSKY; FISHER, 1997). Fatores transcripcionais especificos, fatores de

crescimento peptidicos mediados por receptores, componentes da matriz
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extracelular e a sinalizagdo através das integrinas, sao fundamentais para a
morfogénese dos tecidos (WARBURTON et al., 1998).

Estudos apontam que as integrinas, juntamente com outras moléculas de
adesdo, como a quinase de adesao focal (FAK, do inglés focal adhesion kinase),
sao determinantes para a ancoragem, interacao, organizacao € manutencao da
integridade dos tecidos (GUSMAO et al., 2007; HANASHI et al., 2003; ROUGON;
HOBERT, 2003).

Além destas moléculas, os fatores de crescimento, que sao um conjunto
de substancias, a maioria de natureza protéica, também desempenham uma
importante fungdo no desenvolvimento e sobrevivéncia dos tecidos.

Dentre estas substancias, destaca-se o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que é uma glicoproteina homodimérica de 34-46kDa, natural
do organismo, produzida por varios tipos celulares em resposta a inUmeros
estimulos. O VEGF é uma proteina cujo papel basico é a formagdo de novos
vasos sanguineos (angiogénese) para auxiliar o crescimento de tecidos e
orgaos, bem como no processo de reparacao e tumorigenese (SIEKMANN;

COVASSIN; LAWSON, 2008).

Quase todas as células, em quase todos os tecidos de um vertebrado,
estdo localizadas préximas a um vaso capilar. Assim, a regulacdo de
crescimento sanguineo para corresponder as necessidades do tecido depende
do controle da producdo de VEGF, que é regulado pela concentracdo de
oxigénio. Quando ocorre a falta de oxigénio, ativa-se uma proteina chamada
fator I induzido por hipoxia (HIF-1, do inglés Hypoxia-Inducible Factor 1), que

estimula a transcricao do gene VEGF, o qual se difunde através do tecido e atua
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sobre as células endoteliais préximas, fazendo-as proliferar e invadir o tecido
pouco oxigenado para supri-lo com vasos sanguineos novos (ALBERTS et al.,

2002).

Assim, varios fatores genéticos, ambientais e aqueles relacionados com a
expressao das integrinas e VEGF, bem como de outras moléculas sinalizadoras,
podem influenciar o desenvolvimento e sobrevivéncia das células, bem como
provocar alteracOes patoldgicas importantes, principalmente durante o inicio da

gestacao.

2.4. Anomalias Congénitas

As anomalias congénitas humanas sdo observadas em cerca de 2 a 3%
dos recém-nascidos vivos, porcentagem que dobra quando sdo incluidas as
anomalias diagnosticadas durantes os primeiros anos de vida (BUYSE, 1990;
CARLSON, 1994; SAXEN: LAPOLA, 1969). Os DFTN sao anomalias congénitas
que resultam do ndo fechamento correto do tubo neural embriondrio e
estruturas suprajacentes no inicio do desenvolvimento. Sao classificados como
anterior ou posterior, de acordo com a sua localizacao ao longo do
comprimento do tubo neural (BARBER et al., 1999). Os DFTN sao relativamente
comuns, com uma freqiiéncia de 0,2 — 3,5 para cada 1000 mulheres gravidas,
dependendo da etnicidade e localizacdao geografica (GREENE; COPP, 2005). Em
Ribeirao Preto, elas sao o segundo principal grupo de anomalia congénita
isolada, superados apenas pelas cardiopatias congénitas (PERES, 2006).

A maior parte dos DFTN é multifatorial em sua patogénese, com ambos os
fatores genético e ambiental contribuindo para seu desenvolvimento (BARBER

et al., 1999). S3o particularmente importantes os decorrentes da deficiéncia de
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acido félico materno (YANAGUITA et al., 2007), bem como aqueles associados
a ingestdo de etanol (GUTIERREZ et al., 2007) e a administracdo do acido
retindico (QUEMELO; LOURENCO; PERES, 2007), que ¢é utilizado para
tratamento de afeccOes cutaneas em mulheres jovens (KHOGA; OBATA, 1992),
por exemplo.

A vitamina A e seus metabdlitos, coletivamente chamados de retindides,
sdo essenciais ao desenvolvimento embrionario adequado. Os retindides sao
importantes moléculas sinalizadoras na regulagdo da diferenciagcao celular,
proliferacao e morfogénese. Os niveis inadequados desses compostos (seu
excesso ou deficiéncia) podem resultar em um conjunto de defeitos
denominado embriopatia pelo acido retindico, que pode provocar DFTN (KUNO;
KADOMATSU; MURAMATSU, 1999; MULDER et al., 2000; ROSS et al., 2000),
além de anomalias congénitas de membros (ALI-KHAN; HALES, 2006) e de
outras manifestacdes esqueléticas (QUEMELO; LOURENCO; PERES, 2007; ZILE,
1998).

Os DFTN, muitas vezes, acompanham-se de outras alteragdes, tais como
heterotopias ou ectopias de tecido cerebral e defeitos Osseos craniofaciais,
tornando ainda mais complexos estes problemas. Os casos humanos de
heterotopia encefdlica no pulmao s3o raros e essencialmente limitados pela
gravidade dos defeitos primarios. No entanto, a sua existéncia implica na
necessidade de se entender os mecanismos bioldgicos envolvidos com a
implantacao, proliferacao, diferenciacao e sinalizacao do tecido neural em um

local diferente em termos morfoldgicos, estruturais e moleculares, justificando
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assim, a criacao de um modelo experimental para tentar reproduzir as

heterotopias e estudar os fendmenos decorrentes desta anormalidade.
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um modelo experimental para a inducao de heterotopia

encefalica no pulmao e estudar o seu desenvolvimento.

3.2 Objetivos especificos

1- Analisar a presenca de tecido encefalico heterotdpico no pulmao de
fetos de camundongos com DFTN induzidos pela administragdo de acido
retindico.

2- Produzir um modelo experimental de tecido encefalico heterotdpico no
térax através de cirurgia fetal intra-utero.

3- Analisar o processo de desenvolvimento e maturacao neuronal em
modelo experimental de tecido encefalico heterotdpico no pulmao.

4- Estudar o comportamento proliferativo e apoptose do tecido ectdpico
encefalico.

5- Analisar a implantacdo, adesdo, angiogénese e interacao entre o

tecido encefalico e o pulmonar.
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4. Material e Métodos
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Como o estudo constou de varios experimentos sequenciais, sera
primeiro feita a descricao geral e do que foi comum a todos eles e,

subsequentemente, cada um separadamente, naquilo que foi especifico.

Animais

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA), protocolo nimero 018/2005 (Anexo A).

Todos os animais utilizados nos diferentes experimentos foram
camundongos, linhagem Swiss, fémeas e machos, numa proporcao de 3/1 para
acasalamento, originarios da colonia do Biotério Central do Campus de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo. Os animais, adultos jovens, com peso
médio de 40g para as fémeas e 50g para os machos, receberam dieta
apropriada e aqua fresca ad /ibitum. O ambiente no qual os animais
permaneceram durante todo o experimento é equipado com protegdo sonora,
rigoroso controle de ciclos claro/escuro de 12 horas cada, baixa luminosidade,
temperatura constante de 22°C e exaustdo automatica com varias trocas de ar
ao longo do dia.

Apds o periodo de adaptacdo, as fémeas foram colocadas em contato
diario com os machos para o acasalamento. Durante esse periodo, foi verificada
a presenca de tampao vaginal que, quando presente, determinava o dia zero da
gestacdo. As fémeas prenhes foram separadas e mantidas até o final do

experimento em caixas plasticas individuais.
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Analise Estatistica

Para a anadlise estatistica foi elaborada uma planilha eletrénica no
Microsoft Excell®. As informagdes foram analisadas utilizando-se o programa
GraphPad Prism 4.00, (Prism, Clicago, IL, USA). Os testes estatisticos foram
escolhidos de acordo com os objetivos a serem analisados e serao descritos
separadamente para cada experimento. O nivel de significancia adotado foi de

5%, ou seja, p<0,05.
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5. Analise Segmentada
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5.1. Experimento I — Indugcao de DFTN

Organograma experimento - I

Experimento I

Administracao
Acido Retindico

l

Grupo E7 [+ Grupo E8 — Grupo E9
Coleta
> 17° dia <
Analise
Processamento
Histologia Técnica

HE Diafanizacao
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Material e Métodos - I

Foram utilizados 24 camundongos fémeas prenhes. Primeiramente, foi
padronizada a dose de acido a//-trans+etindico em diferentes dias gestacionais,
sendo utilizadas doses desde 30mg/Kg até 120mg/Kg (KUNO; KADOMATSU;
MURAMATSU, 1999; MULDER et al., 2000; TOM; JURILOFF; HARRIS, 1991).
Observamos que doses iguais ou superiores a 80mg/Kg provocavam muitas
reabsorcoes, enquanto que doses inferiores a 60mg/Kg causavam poucos
defeitos, determinando, assim, que a dose ideal para o camundongo Swiss é de
70mg/Kg.

Apos a padronizacao do acido retindico (AR), as fémeas prenhes foram
divididas aleatoriamente em 4 grupos com 6 animais cada: Controle (C), 7° dia
gestacional (E7), 8° dia gestacional (E8) e 9° dia gestacional (E9).

Os grupos experimentais receberam uma Unica injecdo intraperitoneal de
AR (70mg/Kg) diluida em dleo de girassol, que de acordo com o grupo ocorreu
no dia gestacional 7, 8 ou 9. Os animais do grupo controle (C), por sua vez,
receberam apenas solucao salina, pela mesma via e com igual volume, no 8°
dia gestacional.

As fémeas foram mortas em camara de CO, no 17° DG e submetidas a
operacao cesareana por incisdao cirirgica na linha média abdominal, com
exposicao da cavidade peritoneal. Ambos os cornos uterinos foram retirados,
colocados em placa de Petri limpa, abertos longitudinalmente, expondo os
sacos gestacionais para a retirada dos fetos vivos (foram retirados também

aqueles com morte fetal tardia e as reabsorgdes, quando presentes). O material
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obtido foi examinado externamente com lupa, fotografado e fixado em

formalina tamponada a 10% por 24 horas.

Em seguida, em uma parte do material (n= 18 fetos) os troncos foram
isolados por corte transversal na regiao cervical e abdominal, e a cabeca foi
separada em trés partes por dois cortes coronais. O material foi colocado
individualmente em cassetes plasticas, desidratado em concentracao crescente
de etanol, diafanizado em xilol e, posteriormente, incluido em parafina.

Os blocos resultantes foram seccionados em micrétomo rotativo (HM 330
da Marca Microm®), obtendo-se cortes histoldgicos de 4um de espessura, que
foram recolhidos em laminas de vidro novas e limpas. Os cortes foram corados
pela Hematoxilina e Eosina (HE) e as analises foram realizadas em microscopio
de luz convencional.

Outra parte do material foi fixada em etanol (70%), e os fetos
desengordurados em acetona, passados novamente por etanol (95%) e
transferidos para uma solucao de hidroxido de potassio a 2% até os 0ssos
ficarem visiveis, seguindo-se coloracdo em uma solucdo de Alizarin Red a
0,01% (H,0) em hidroxido de potassio a 1% até os ossos ficarem corados em
vermelho. Posteriormente, os fetos foram colocados em solucao de glicerina
pura e as analises foram realizadas em microscopio estereoscdpico com registro
fotografico.

Durante todo o experimento, foram registrados o nimero de implantes,
reabsorcoes e morte fetal tardia. A andlise estatistica foi realizada com
programa GraphPad Prism 4.00, com os testes ANOVA, Kruskal-Wallis e Tukey,

considerando p<0,05.
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Resultados - I

Em relagao aos fetos vivos, todos os grupos apresentaram diferenca
estatistica entre si (p<0,001). As reabsorcoes foram maiores nos grupos E7 e
E8 em comparacao com os grupos E9 e C (p<0,001), no entanto, ndao houve
diferenca estatistica entre os grupos E7 e E8 e entre os grupos E9 e C. O grupo
E8 apresentou ainda aumento no nimero de mortes fetais tardias em relacdo
aos grupos C e E9 (p<0,05) como mostra a tabela 1.

As anomalias congénitas foram mais comuns nos grupos E7 e E8 do que
no grupo E9 (Tabela 2). Os DFTN foram encontrados em 17 fetos (54,8%) do
grupo E7 e 42 fetos (76,3%) do grupo E8, mas nao foi observado no grupo D9.
Entre os DFTN, observou-se a preponderancia de fetos com espinha bifida
oculta (Figura 1-I), seguidos de mielomeningocele (Figura 1-]) e exencefalia
(Figura 1-E, 1-F, 1-G e 1-H). Houve diferenca estatistica entre o nimero de
fetos com DFTN dos grupos E7 e E8 em comparagao com os grupos C e E9,
mas nao entre os mesmos (Tabela 1 e 3).

As anomalias congénitas da parede abdominal, onfalocele (figura 1-M) e
gastrosquise (Figura 1-N), foram observadas apenas nos grupos E7 e E8, sendo
este Ultimo estatisticamente diferente dos grupos C e E9 (p<0,001).

Os defeitos de membro inferior (Figura 1-i e 1-L) ocorreram nos grupos
E7 e E8 (p<0,001). Ja os defeitos de membro superior foram observados no
grupo E9 (p<0,05). Os defeitos de membros englobaram defeitos digitais, como
sindactilia (Figura 1-0), polissindactilia (Figura 1-P), braquidactilia e até mesmo

focomelia, como mostra a figura 1-K. A regressao caudal (imperfuracao anal,
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agenesia/reducao da cauda - Figura 1-I e 1-J), foi observada em todos os fetos
de todos os grupos experimentais (p<0,001).

Ao exame externo com lupa dos fetos diafanizados, evidenciaram-se
alteracdes Osseas, principalmente do membro superior (rizomesomelia) no
grupo E9 (Figura 2-E) e defeitos do membro inferior (Figura 2-F e 2-G) nos
grupos E7 e E8. Nos grupos E7 e E8, também foram observadas fusdes entre
costelas inferiores contiguas (2-G e 2-H).

Ao exame microscopico dos troncos fetais ndao foi observado nenhum

fragmento de tecido encefalico no pulmao.

Tabela 1 - Andlise estatistica entre o grupo controle e os diferentes grupos
experimentais para o numero de fetos vivos, morte fetal tardia, reabsorcdes e
malformagao

Achados — Valor de P

Grupos FV MFT Reabsorcao DFTN APA AMM RC

CeE7 P<0,001 n.s. P<0,001 P<0,001 n.s. P<0,001 P<0,001
CeE8 P<0,001 P<0,01 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001
CeE9 P<0,001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,001
E7 eE8 P<0,001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E7eE9 P<0,001 n.s. P<0,001 P<0,001 n.s. P<0,001 n.s.

E8 e E9 P<0,001 P<0,05 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 n.s.

C= Controle, E= Dia gestacional, FV= Fetos Vivos, MFT= Morte Fetal Tardia, DFTN=
Defeito de Fechamento do Tubo Neural, APA= Alteracao da Parede Abdominal, AMM=
Alteracdao de Membros, RC= Regressao Caudal. n.s.= nao significante.
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Tabela 2 - Resultados do tratamento com acido retindico em fetos de
camundongos Swiss nos diferentes dias gestacionais. NUmero de fetos vivos,
morte fetal tardia, reabsorcoes e malformacao nos diferentes dias gestacionais.

Grupos

Achados C(n=76) E7 (n=31) E8(n=55) E9 (n=75)
Fetos Vivos 76 (100%) 31 (100%) 55(100%) 75 (100%)
Exencefalia - 5(16,1%) 14 (25,4%) -
Mielomeningocele - 8 (25,8%) 17 (30,9%) -
EBO - 9 (29%) 23 (41,8%) -
Gastrosquise - 2 (6,4%) 3 (5,4%) -
Onfalocele - 2 (6,4%) 8 (14,54%) -
Anus - 31 (100%)  55(100%) 75 (100%)
Cauda - 31 (100%)  55(100%) 75 (100%)
Membro Superior - - - 5 (6.6%)
Membro Inferior - 23 (74,19%) 44 (80%) -
MFT - 1(1,2%) 6 (5,7%) 1(1,3%)
Reabsorcao - 48 (60%) 44 (41,9%) 1(1,3%)
Malformacao - 31 (100%) 55(100%) 75 (100%)

EBO= Espinha bifida oculta, MFT= Morte fetal tardia, E= dia gestacional

Tabela 3 - Andlise estatistica entre o grupo controle e os diferentes grupos
experimentais para as malformagoes.

Alteragoes — Valor de P

Grupos EX Miel EBO Onf MS MI Anus Cauda
CekE?7 P<0,05 P<0,001 P<0,001 n.s. n.s. P<0,001 P<0,001 P<0,001
CeE8 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 ns. P<0,001 P<0,001 P<0,001
CeE9 n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05 n.s. P<0,001 P<0,001
E7 e ES n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
E7eE9 P<0,05 P<0,001 P<0,001 n.s. n.s. P<0,001 n.s. n.s.
E8 e E9 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 n.s. P<0,001 n.s. n.s.

C= Controle, E=Dia Gestacional, EX=Exencefalia, Miel=Mielomeningocele,
EBO=Espinha Bifida Oculta, Onf=onfalocele, MS=alteracdes dos Membros Superiores,
MI=alteragdes dos Membros Inferiores. n.s.= nao significante.
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Figura 1. Fotos macroscépicas de fetos selecionados. A, B, C e D sao os fetos

controles. E, F, G e H sdo fetos com exencefalia, este Ultimo apresenta, além disso,
uma ma formacao da face. I, espinha bifida oculta, alteracdes do membro inferior,
agenesia de cauda e anus. J, mielomeningocele. K, feto com alteracdo dos membros
superiores (rizomesomelia). L, apresenta alteracdoes nos membros inferiores. M,

onfalocele. N, gastrosquise. O, sindactilia e P, polissindactilia.



XXX Vil

Figura 2. Fotos de fetos selecionados dlafanlzados A, B, C e D sdo os fetos

controles. E, feto com alteracdes nos membros superiores (rizomesomelia), notar o
encurtamento comparado com o controle. F e G apresentam regressao caudal
(hipoplasia da pélvis e agenesia do fémur e fibula). G e H apresentam fusdo de
costelas (Técnica de Diafanizacdo e Coloracdo com Alizarin).

Discussao - I

Os DFTNs encontrados em nosso estudo indicam que os grupos E7 e E8
foram os mais afetados, principalmente o ultimo, talvez por esse ser o periodo
critico no processo migratério das células da crista neural cranial em
camundongos Swiss (MADEN, 2006). O adequado padrao de migragao dessas
células é essencial na morfogénese craniofacial e é altamente conservado entre
os vertebrados. Sua migracdao é intimamente relacionada com segmentagao
precoce do tubo neural, de forma que elas migram, discretamente, em
pequenos “fluxos” (KULESA; ELLIS; TRAINOR, 2004). Nossos resultados

indicam que esta migracao ocorre até o 8° DG, uma vez que nao foi observado
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nenhum feto com DFTN no 9° DG, o que estd de acordo com os dados de
Kuno, Kadomatsu e Muramatsu, em 1999.

Entre os DFNT, houve neste estudo preponderancia de fetos com espinha
bifida oculta, fato também observado em outros trabalhos (DIEZ-PARDO et al.,
1995), seguidos de mielomeningocele e exencefalia, o0 que é coerente com a
“multisite closure theory” (PADMANABHAN, 2006).

A exencefalia é o defeito mais grave e comumente incompativel com a
vida. Pudemos observar que a administracao de AR utilizando camundongo
Swiss provocou exencefalia em 25% dos casos, 0 que esta de acordo com a
literatura. Estudos experimentais com administracdo de AR provocaram
exencefalia em 14% em camundongos SWC/Bc e 22% em ICR/Bc (TOM;
JURILOFF; HARRIS, 1991). Entretanto, outras Ilinhagens modificadas
geneticamente (SELH/Bc) e camundongos ICR podem induzir quantidade maior
de fetos com exencefalia, 53% e 81%, respectivamente (KUNO; KADOMATSU;
MURAMATSU, 1999; TOM; JURILOFF; HARRIS, 1991). Apesar dos resultados
muito interessantes com modelos experimentais knock-out, estes sao
dispendiosos, necessitam de cuidados especiais e sao de dificil manipulagdo, ja
a utilizacao de camundongo Swiss apresenta-se como um modelo experimental
barato, de facil manipulagdo e eficiente para a indugao dos diferentes tipos de
defeitos.

Nossos resultados apontaram também que, nos grupos E7 e E8, ocorreu
um maior numero de fetos com alteragdes nos membros (p<0,001), o que
ressalta mais uma vez esses dias como periodo critico na formacao embrionaria

e indica o papel dos retindides no processo de formacao do esqueleto
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apendicular (NISWANDER, 2003; YASHIRO et al., 2004). O AR interage com
receptores nucleares RAR e RXR, que reconhecem a seqiiéncia dentro dos
genes alvos, chamados de elementos de respostas do AR (RARE), afetando a
regulacao e formacao préximo-distal dos membros e alterando a expressao de
varios genes (Fgf8, Shh, Ptcl, Gli3, dHand). Esses elementos ativam a
expressao dos genes Hox, que participam da orientacao antero-posterior do
eixo, da crista neural, do mesoderma paraxial e dos membros. Desta forma, o
excesso de AR pode provocar modificacoes na expressao dos genes Hox,
causando posteriorizacao de estruturas anteriores. Como as regioes anteriores
geralmente sdo mais sensiveis ao AR, elas ndo se desenvolvem normalmente
nestas condicdes, resultando em defeitos nos membros (MARSHALL et al.,
1996; SPORN; ROBERTS; GOODMAN, 1994; YASHIRO et al., 2004).
Adicionalmente, a expressdo da CYP26B1 também esta implicada nas anomalias
de membros verificadas em modelos animais, ja que ela se expressa na parte
distal do broto do membro e sua acao é influenciada pelos niveis circulantes do
acido retindico (YASHIRO et al., 2004).

A fusdo de costelas toracicas inferiores, observada apenas nos grupos E7
e E8, é uma anomalia esquelética que faz parte do espectro disruptivo dos
efeitos teratogénicos do acido retindico, que inclui também hemivértebras e
anomalias de bacia, tanto em humanos como em animais. Apesar de
reconhecida, seu mecanismo fisiopatoldgico ainda nao estd claramente
elucidado, embora os efeitos desse teratdgeno sobre os genes Hox estejam
também implicados nesse processo a partir de alguns trabalhos experimentais

(KAWANISHI et al., 2003).
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A regressao caudal observada em todos os grupos experimentais nao
possui mecanismo patogenético conhecido, embora etiologia vascular seja
especulada. Animais tratados com acido retindico apresentaram anomalias de
cauda além de espinha bifida oculta, chegando, em alguns casos, a
apresentacdes extremas, tal como sirenomelia (PADMANABHAN, 1998).

Onfalocele e gastrosquise, observados em alguns animais dos grupos E7
e E8, ndo sdo anomalias comuns na embriopatia pelo acido retindico, embora ja
tenham sido descritas na literatura (PADMANABHAN, 1998). Esses achados
podem ser explicados pelo periodo critico de desenvolvimento da parede
abdominal, que se inicia por volta do oitavo dia gestacional e pode se estender
até o 12° dia, quando é formada a parede abdominal primaria do camundongo
(BREWER; WILLIAMS, 2004). No entanto, o acido retindico parece ter um efeito
teratogénico apenas no inicio da formacdo da parede abdominal, pois nao foi
encontrada nenhuma alteragao no grupo E9.

O espectro malformativo associado ao acido retindico € amplo e
comegou-se a compreender 0os mecanismos subjacentes a esse processo,
através de modelos experimentais knock-out para determinados genes. Nosso
trabalho utilizando camundongos Swiss evidéncia que os efeitos desse
teratdgeno possuem correlagao temporal e espacial nos embrides, mas também
alude a grande sobreposicao fenotipica desses casos, sugerindo que, de fato,
as interacdes moleculares do &acido retindico sao mais amplas do que se
imaginava anteriormente e constituem um campo de exceléncia para a

teratologia experimental.
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O modelo experimental com camundongo Swiss mostrou-se eficiente nao
sé para inducao de DFTN, como também alteracbes do esqueleto apendicular e
regressao caudal. Pudemos observar que as anomalias no grupo E9 foram mais
brandas, possivelmente por ndo ter atingido o periodo critico da formacao de
varios tecidos, embora tenham ocorrido sinais de regressao caudal. Neste
estudo, embora ambos E7 e E8 sejam propicios para a inducdo de defeitos no
desenvolvimento, este Ultimo foi aquele no qual nés observamos maior nimero
de defeitos, principalmente os DFTN.

Apesar de ter sido frustrada a heterotopia encefdlica pulmonar neste
modelo, os resultados deste estudo foram publicados, explorando os efeitos do

AR sobre o desenvolvimento de camundongo Swiss — Apéndice A.
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5.2. Experimento II — Desenvolvimento do modelo cirlrgico

Para contornar as dificuldades na obtencdo de heterotopia encefalica
utilizando modelo de DFTN, no caso induzido pelo AR, foi idealizado um modelo

cirdrgico fetal a seguir descrito.

Organograma experimento — II

Experimento II
Modelo
Cirdrgico
Cirurdi 159 dia
Irurgid gestacional
Coleta
Grupo E17 Grupo E18
j Analise _,| IHQ
) Processamento GFAP
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Material e Métodos - 11

Foram utilizados 24 camundongos fémeas prenhes divididas em dois
grupos com 12 animais cada, denominados 17° DG (grupo E17) e 18° DG
(grupo E18), indicativos do dia gestacional em que foi realizada a cirurgia para
retirada dos fetos.

A cirurgia foi realizada no periodo da manha do 15° dia da gestacao em
condicOes assépticas. O animal era anestesiado com injecao na musculatura
lateral da coxa de 0,1 ml de solugdo de Ketamina base- (50mg/ml) (Ketamina®
-Pfizer do Brasil Ltda. S3o0 Paulo-SP, Brasil) e Xilazina (10mg/ml) (Rompum?® -
Bayer do Brasil Ltda. Sao Paulo-SP, Brasil), utilizando seringa e agulha de
insulina.

O abdome foi raspado com lamina de barbear, feita antissepsia com
alcool 70% e colocacdo dos campos cirlrgicos estéreis, procedendo-se a
laparotomia mediana com abertura por planos (pele e aponeurose/peritonio)
até a exposicao dos cornos uterinos. Durante todo procedimento, os cornos
uterinos foram umedecidos com solugao salina (NaCl 0,9%) aquecida a 38 °C e
gotejada com seringa de 10 ml.

Os fetos foram contados da regiao proximal para distal em relacao ao
corno uterino, iniciando-se a contagem pelo corno uterino direito. O primeiro
feto foi retirado por histerotomia para ser o doador do tecido encefalico.

Primeiramente era realizada uma sutura em bolsa com fio de Prolene®
calibre 6-0 (Polysuture Ind. E Com., Sdo Sebastido do Paraiso-MG, Brasil) e em

seguida eram abertas a camada muscular do Utero e a membrana amniotica,

retirando-se o feto, com fechamento subseqliente da parede uterina. O feto era
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colocado em placa de Petri estéril, decapitado, sendo o tecido encefalico
retirado apds abertura do cranio, colocando-o em meio de cultura RPMI
(Medium 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sddio — GibcoBRL, Grand
Island, NY, USA), picotado com tesoura oftalmica e corado com Azul de Evans a
1%. Apos este procedimento, o material era aspirado com seringa de insulina e
agulha 20G, introduzindo-se 0,02 ml no hemitdérax direito do segundo, terceiro
e quarto fetos subseqiientes, denominados IEP — Implantacdo Encefdlica
Pulmonar. O quinto feto foi utilizado como sham, cujo procedimento cirtrgico
constava apenas de manipulagao do feto, sem a introducdo de tecido encefalico
e outro feto, escolhido aleatoriamente, foi utilizado como controle. Foram
utilizados 40 fetos para o grupo E17 e 40 fetos para o grupo E18, dos quais, 8
eram fetos controle, 8 sham e 24 IEP cada. Tanto no grupo E17, quanto no
grupo E18 foram inoculados tecido encefdlico no pulmdo de trés fetos por
fémea prenhe.

Apos a realizagdo dos procedimentos nos fetos disponiveis, o Utero era
cuidadosamente recolocado na cavidade peritoneal e a parede abdominal era
fechada em dois planos, com utilizacdo de fio mononylon 4-0, sutura continua,
finalizando-se com assepsia com Riodeine (1% de Iodo Ativo). A recuperacao
anestésica foi feita em placa aquecedora até a completa restauracao da
atividade, quando entdao os animais eram levados para o biotério onde
permaneceram até a coleta dos fetos. Todo procedimento cirlrgico esta
ilustrado na figura 3.

No 179 dia da gestacao os animais do grupo E17 foram novamente

anestesiados (mesma dose descrita anteriormente) e submetidos a operacao
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cesariana por incisdo cirdrgica na linha média abdominal, com exposicao da
cavidade peritoneal. Ambos os cornos uterinos foram cuidadosamente retirados
e colocados em placa de Petri limpa, abertos longitudinalmente, expondo-se os
sacos gestacionais para a retirada dos fetos vivos, mortos e reabsorgoes,
quando presentes. Os animais do grupo E18 foram submetidos ao mesmo

procedimento anterior no 18° dia gestacional.

Os fetos obtidos foram examinados externamente com lupa,
fotografados, pesados, medindo-se o comprimento vértice-sacral. Uma parte foi
fixada em formol tamponado a 10% por 24 horas, enquanto que a outra foi

congelada por crioimersao.

i'*.

Figura 3. Laparotomia e colocacdo dos campos estéreis em A. Em B, retirada do corno

uterino e sutura em bolsa. C, Sham. Em D, retirada do ultimo feto para a doacao do
tecido encefalico. Notar a implantacdo do tecido encefélico no térax do terceiro feto
em E. Em F, retorno do Utero para a cavidade abdominal.
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Histologia e Imuno-histoquimica (IHQ)

Os fetos fixados em formol tiveram os troncos isolados por corte
transversal na regido cervical e abdominal, colocados em cassetes plasticas,
desidratados em concentracao crescente de etanol, diafanizados em xilol,
embebidos em parafina histoldgica e submetidos a um novo corte transversal,
dividindo o térax em duas partes antes da inclusdo em parafina. Os blocos
resultantes foram seccionados em micrétomo rotativo (HM 330 da Marca
Microm®, Micron, Heidelberg, Germany), obtendo-se cortes histoldgicos de
4um de espessura, que foram recolhidos em laminas de vidro novas e limpas
para a coloracao com HE, enquanto que para a reacao IHQ o material era

recolhido em laminas previamente silanizadas.

Os fetos criopreservados foram lavados em salina estéril gelada,
separando-se o tronco por corte transversal na regidao cervical e abdominal e
imediatamente o tronco foi congelado em nitrogénio liquido imerso em meio de
criopreservacao (Tissue-Tek). Os troncos fetais foram submetidos a criotomia
(HM 505E da Marca Microm®, Zeiss, Zeiss, Walldorf, Germany) com 5um de
espessura e os cortes colocados em laminas de vidro, sendo que o material de
uma lamina foi fixado em alcool 95% por 5 minutos e corado com HE,

enquanto que os restantes foram utilizados para reacao IHQ.

A reacao IHQ, pelo método da imunoperoxidase através do Complexo-
Avidina-Biotina (ABC) dos tecidos fixados em formalina e criotomizados seguiu
basicamente os mesmos procedimentos. A recuperacao antigénica foi feita no
material parafinado em panela a vapor em uma solucao de tampao citrato pH

6.0 por 40 minutos. Foi utilizado o anticorpo primario GFAP policlonal (Dako
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Copor., Carpinteria, CA, USA) diluido a 1:500 em BSA incubacao overnight (12
horas) em camara Umida. O anticorpo secundario (biotinylated, affinity-purified
anti-immunoglobulin; Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK) foi incubado por
30 minutos e em seguida foi incubado com o kit universal ABC (Novostain
Super ABC Kit, universal, Novocastra Laboratories, U.K.) por 30 minutos. Para a
revelacao da reacao IHQ foi utilizado o substrato DAB (DAB; D5638, Sigma, St.
Louis, MO, USA) por 10 minutos e contracoloragao com Hematoxilina por 10

segundos.

Para a reacao IHQ dos cortes congelados, o material foi fixado em
acetona P.A. a —20° C por 10 minutos e ndo se procedeu a recuperacao
antigénica.

Os fetos controle e sham foram fixados em formalina tamponada por 24
horas, processados histologicamente e os cortes foram corados pelo HE,
seguindo o mesmo procedimento acima descrito. Todas as analises foram
realizadas em microscopio de luz convencional.

Analise dos dados

Foram registrados o numero de fetos vivos, morte fetal tardia e
reabsorcdes, bem como o nimero de fetos inoculados cujos implantes de tecido
encefalico foram eficientes e preservados, além de sua localizacao,
caracteristicas morfoldgicas e imuno-histoquimicas.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 4.00,

para o teste t e Qui Quadrado, considerando p<0,05.
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Resultados - II
Das 24 fémeas utilizadas, somente 16 (66,6%) puderam ser
aproveitadas. Seis (25%) morreram devido a complicacdes anestésicas e duas
(8,3%) abortaram no 16° dia gestacional. Das 16 fémeas que sobreviveram e
seguiram até o final do experimento sem nenhuma intercorréncia, oito (50%)
eram do grupo E17 e oito (50%) do grupo E18. Do grupo E17 foram obtidos 34
(85%) fetos vivos, dos quais 8 (23,5%) eram controle (C), 8 (23,5%) sham (S)
e 18 (52,9%) fetos da implantacdo encefalica pulmonar (IEP). Nao houve
nenhuma reabsorcao e morte fetal tardia nos fetos dos grupos C e S, ja nos
fetos IEP ocorreram 6 (17,6%) mortes fetais tardias, como mostra a tabela 4.
Das oito fémeas do grupo E18 foram obtidos 30 (75%) fetos vivos, dos quais, 8
(26,6%) eram do grupo C, 8 (26,6%) do grupo S, e 14 (46,6%) fetos do grupo

IEP. No grupo IEP houve dez (33,3%) mortes fetais tardias (Tabela 4).

N3ao houve diferenca estatistica entre os fetos de todos os grupos em

relacdo ao seu peso ou comprimento vértice-sacral.

O exame microscopio das laminas obtidas do grupo E17 revelou que dos
18 fetos vivos da IEP, em 15 (83,3%) havia fragmentos de tecido encefalico
implantados, representados por células pequenas, de nucleos ovoides densos,
escasso citoplasma, arranjadas em placas sobre fundo fibrilar (Figura 4-A, 4-C e
4-E), com reacao imuno-histoquimica positiva para GFAP, como mostra a figura
4-B, 4-D e 4-F. As laminas obtidas do grupo E18 revelaram que dos 14 fetos

vivos da IEP todos (100%) mostraram implante de tecido encefalico (Tabela 5).
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Tabela 4 - NUmero de fetos vivos, controle, sham e IEP nos fetos de em
ambos os grupos.

Achados Grupos Valor de p
E17 E18

Total de Fetos 40 (100%) 40 (100%) n.s.

Fetos Vivos 34 (85%) 30 (75%) n.s.

Controle 8 (23,5%) 8 (26,6%) n.s.

Sham 8 (23,5%) 8 (26,6) n.s.

IEP 18 (52,9%) 14 (46,6%) n.s.

E= Dia Gestacional; IEP= Implantagdo Encefalica Pulmonar.

(n.s.=nao significante).

Tabela 5 - Niumero de fetos com implantacao de tecido encefalico

no pulmao.
Grupo E17 (N=18) Grupo E18 (N=14) Valor de
p
Positivo Negativo Positivo Negativo
IEP 15(83,3%) 3(16,6%) 14 (100%) - n.s.

E= Dia Gestacional, IEP= Implantacdo Encefalica Pulmonar. (n.s.=nao

significante).
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Figura 4. Fotomicrografia de cortes hlstologlcos do tronco dos fetos com presenca de

tecido encefdlico no térax (setas) corados pela Hematoxilina e Eosina e submetido a
reacao imuno-histoquimica para o anticorpo GFAP. Notar que em A e B os fragmento
estdo aderidos na pleura parietal, C e D os fragmentos estdao aderidos a pleura
visceral, enquanto que em E e F os fragmentos estao dentro do parénquima pulmonar.
(seta) (A, C e E estao corados pela Hematoxilina e Eosina; B, D e F reagao imuno-
histoquimica pelo método ABC, anticorpo primario GFAP e revelacdo com DAB;
Aumento de 400X).
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Discussao - II

Os casos humanos reportados de tecido heterotopico encefdlico no
pulmao geralmente estdao associados com DFTN (CHEN et al., 1982; KERSHINIK
et al., 1992; PERES; BARBOSA, 2005; VALDES-DAPENA; AREY, 1967). Existem
algumas hipdteses para o entendimento dos mecanismos patogénicos
envolvidos com essa anormalidade, sendo a aspiracao de fragmentos cerebrais
do liquido amnidtico a mais plausivel (CHEN et al., 1982; KERSHINIK et al.,
1992; PERES; BARBOSA, 2005; VALDES-DAPENA; AREY, 1967) e reforcada pelo
relato de Morgan et al. (2003). Este descreve o caso de uma gestacao gemelar
monocorionica monoamnidtica em que um dos fetos era anencefalico e, no
entanto, a implantacdo macica de tecido encefalico ocorreu no pulmao do
irmao, que nao apresentava nenhuma anomalia. No entanto, existem ainda
muitas duvidas quanto aos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos. Modelos de
DFTN podem ser produzidos experimentalmente em diversas espécies animais e
por diferentes mecanismos, tais como: anoxia (CHEN; FUJINAGA; GIACCIA,
1999), irradiacdo (ZUSMAN et al., 1990), insulto térmico (FISHER; SMITH,
1981), hiperglicemia materna (FINE et al., 1999), acido retindico (KHOGA;
OBATA, 1992; QUEMELO; LOURENCO; PERES, 2007), &cido valpréico
(HISHIDA; NAU, 1998) e método cirurgico em pintos (SIM et al., 1995). Estes
modelos poderiam potencialmente produzir heterotopias encefalicas no pulmao,
no entanto, ainda nao existem relatos na literatura confirmando o seu achado,
0 que pode decorrer do fato de ser este um fenémeno raro e de dificil
localizacao, ou mesmo que as metodologias nao sejam adequadas para este

fim.
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Uma saida para tentar contornar essas dificuldades foi criar um modelo
experimental, com a introducdo cirdrgica de fragmentos de tecido encefalico
diretamente no pulmao. Dentre os varios modelos de cirurgia fetal intra-Utero

experimental, nds nos baseamos no modelo experimental de gastrosquise de

acordo com Bittencourt et al. (2006), com algumas modificacoes.

Pudemos observar que a implantacao do tecido encefalico foi efetiva nos
fetos vivos, ocorrendo em (n= 15) 83,3 % dos fetos no grupo E17 e (n=14)
100% dos casos no grupo E18. Os fragmentos de tecido encefdlico estavam
normalmente aderidos a pleura parietal e visceral, e em um dos casos do grupo
E18 foi encontrado tecido encefdlico em meio ao parénquima pulmonar. Os
fragmentos de tecido encefdlico apresentavam-se bem preservados, tanto no
grupo E17 como no E18, entretanto, em um caso do grupo E18 o tecido
encefalico parecia se encontrar em processo de degeneracao. Os trés casos do
grupo E17 em que ndo foi encontrado tecido encefalico no pulmdo podem ter
decorrido de falha na implantagao cirdrgica ou de representatividade nos cortes

histoldgicos, devido a pequena dimensao dos implantes.

O modelo experimental mostrou-se eficiente para os dois grupos E17 e
E18, pois os fragmentos implantados pareciam bem preservados, aderidos a
pleura parietal e visceral ou mesmo dentro do parénquima pulmonar, contendo
vasos sanguineos no seu interior dentro dos quais havia hemacias e poucas
células inflamatorias. A origem encefalica do tecido foi demonstrada pelas suas
caracteristicas histoldgicas e confirmada pela positividade da reagao IHQ para
GFAP. Dependendo da necessidade e tipo de estudo, a coleta do material pode

ser a partir do 17° dia gestacional, uma vez que o tecido ja estara
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definitivamente implantado, nao tendo sido demonstradas desvantagens para
tempo maior, como aumento do nimero de fetos vivos e mortes fetais tardias.
Adicionalmente, o grupo E18, onde o tecido encefalico ficou por um periodo de
tempo maior em contato com o tecido pulmonar, a chance de implantacao e

interacdo entre as células se tornou maior (QUEMELO; SBRAGIA; PERES, 2007)

(Apéndice B).
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5.3. Experimento III — Maturacao neuronal na heterotopia

encefalica pulmonar experimental

Em vista da eficiéncia do método, tornou-se importante saber se o tecido
heterotdpico poderia sobreviver a um tempo mais prolongado, bem como o que
ocorreria com os neuroblastos. Caso o tecido implantado sobrevivesse até o
periodo neonatal, haveria uma maior possibilidade de se explorar as interagoes

e destino deste tecido, por isso foi divisado o experimento a seguir descrito.

Organograma experimento — III

Experimento III

A 4

Maturagao
Neural

. v . 150 d|a
Cirurgia gestacional

l

Coleta

A 4

Grupo E18 Grupo P8

h 4

Histologia |_ Analise IHQ
HE Processamento NeuN

l
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Material e Métodos - III

Foram utilizados 24 camundongos fémeas. A cirurgia foi realizada no
periodo da manha do 15° dia gestacional em condicOes assépticas, conforme
modelo proposto por Quemelo, Sbragia e Peres (2007), adicionando algumas
modificacOes para a coleta do material. Foram coletados 6 fetos com IEP no
180 dia gestacional (grupo E18) e 6 fetos com IEP no 8° dia pds-natal (grupo
P8). Como controle para o tecido encefdlico heterotopico, foram coletadas as
cabegas de 6 fetos no 189 dia gestacional (CE18) e 6 fetos no 8° dia pds-natal
(CP8) cujas as matrizes e fetos nao foram submetidas a qualquer procedimento
cirdrgico.

Em seguida, todos os fetos IEP tiveram os troncos isolados por corte
transversal na regiao cervical e abdominal, enquanto que os fetos controles,
tiveram a cabeca separada do corpo por um corte transversal na regiao
cervical. O material foi colocado individualmente em cassetes plasticas, fixadas
em formalina tamponada e processados histolégicamente. Os fetos IEP foram
submetidos a um novo corte transversal, dividindo o térax em duas partes e
incluido em parafina, enquanto que os fetos controle tiveram a cabega dividida
em trés partes por dois cortes coronais e posteriormente, incluida em parafina.
Dos blocos resultantes foram retirados cortes histoldgicos de 4um de espessura
para a coloracao pela HE e para reacao IHQ.

A recuperacao antigénica do material foi realizada em panela a vapor em
uma solucao de tampao citrato pH 6.0 por 40 minutos. A reacao IHQ para o
anticorpo primario GFAP policlonal (Dako Copor., Carpinteria, CA, USA) seguiu

da mesma forma do experimento II. Para o anticorpo monoclonal anti-NeuN
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(Chemicon, Temecula, CA, USA) a diluicao foi de 1:1500 em BSA. Para deteccao
do anticorpo primario foi utilizado o SuperPicTure Polymer Detection Kit
(Zymed® Laboratories — Invitrogen, San Francisco, CA, USA) por 30 minutos.
Para a revelacao foi utilizado o substrato DAB por 10 minutos e a
contracoloracao foi feita com hematoxilina por 10 segundos.

Foram analisados os implantes de tecido encefalico heterotdpico no
pulmdo, observando sua localizagdo, caracteristicas morfologicas e IHQ.

Todas as células dos fragmentos de tecido heterotdpico encefalico no
pulmao foram contadas com objetiva de 40X em ambos os grupos E18 e P8,
sendo consideradas positivas para NeuN apenas aquelas células com marcacao
nuclear. O indice de marcagao (IM) pelo NeuN foi obtido pela relacao entre o
numero de células marcadas pelo numero total de células (marcadas e nao

marcadas).

O IM para NeuN no encéfalo de fetos controles (CE18 e CP8) foi obtido
pela média de seis campos escolhidos aleatoriamente das regides telencefalica

e mesencefalica, para comparacdao com o tecido encefalico heterotdpico.

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 4.00,

para o teste Mann Whitney, considerando-se p<0,05.

Resultados — III

Das 24 fémeas utilizadas, 15 (62,5%) sobreviveram até o final da
gestacao, cinco (20,8%) morreram devido a complicacdes anestésicas e quatro
(16,6%) abortaram no 16° dia gestacional.

O exame microscopio dos cortes do tronco fetal corados pelo HE mostrou

que os fetos IEP de ambos os grupos E18 e P8 apresentavam fragmentos de
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tecido encefdlico no tdérax, representados por células pequenas, de nucleos
ovdides densos, escasso citoplasma, arranjadas em placas sobre fundo fibrilar
(Figura 5-A e 5-B). Esses fragmentos mostraram-se muitas vezes implantados
na pleura parietal e visceral, bem como no parénquima pulmonar. O tecido
encefalico estava bem preservado, as vezes com mitoses (Figura 5-E),
vascularizados e geralmente proximos a vasos sanguineos adjacentes, com
reacao IHQ positiva para GFAP e NeuN, para ambos 0s grupos.

Os neur6nios marcados pelo NeuN estavam em meio as células gliais
marcadas pelo GFAP, que eram mais abundantes do que as células neuronais
nos fetos de ambos os grupos E18 e P8, como mostra a figura 5-C e 5-D. A
imunomarcacao com anticorpo NeuN, além de confirmar a presenca de
neurdnios, mostrou que o indice de marcacao foi maior no grupo P8 (média=
22%) (Figura 5-F) do que no grupo E18 (média= 4%) (Figura 5-E) (p<0,05).

O IM para NeuN no encéfalo do grupo CP8 também foi maior
(média=59%) do que o do grupo CE18 (média=38%) (p<0,05). Entretanto,
foram observados mais neurdnios nos grupos controles (CE18 e CP8) quando
comparado com o tecido encefalico heterotdpico no pulmao dos grupos E18 e
P8, respectivamente (P<0,05; Tabela 6).

Tabela 6 - indice de marcacdo para NeuN no periodo fetal e neonatal do

grupo controle e experimental (IEP).

Grupo Controle Grupo IEP
CE18 (%) CP8 (%) E18(%) P8 (%) ValorP
NeuN — IM 38 59 4 22 0,05

IM, indice de marcagdo; IEP, implantacdo encefalica pulmonar; CE18, grupo
controle do 18° dia gestacional; CP8, grupo controle do 8° dia pods-natal; E18,
tecido heterotdpico encefalico do 18° dia gestacional; P8, tecido heterotopico
encefalico do 8° dia pds-natal.
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Figura 5
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Figura 5. Fotomicrografia de cortes histolégicos do tronco dos fetos com presenca de
tecido encefalico no térax corados pela Hematoxilina e Eosina e submetido a reacao
imuno-histoquimica para o anticorpo GFAP e NeuN. A, C e E s3ao do grupo E18,
enquanto B, D e F sdo do grupo P8. A, mostra um fragmento de tecido encefélico
implantado na pleura parietal (seta menor). Notar as células pequenas, de nucleos
ovdides densos com escasso citoplasma, as vezes mostrando a formacao de rosetas
(seta larga), arranjadas em placas sobre fundo fibrilar e contendo vasos sanguineos
(seta amarela). Largos vasos sao observados no tecido mesenquimal do hospedeiro
(asteristico). Em B, o tecido heterotdpico implantado é mais diferenciado, com células
apresentando nucleo largo sobre abundante fundo fibrilar. Dentro do fragmento
implantado foi observado a presenca de capilares sanguineos contendo hemacias (seta
amarela). Notar a menor immunomarcacao para GFAP e NeuN no tecido heterotdpico
do grupo E18 em comparagao com o grupo P8, indicando maturacdo do tecido
implantado. Notar a presenca de mitose em E. (A e B: corados pela Hematoxilina e
Eosina; C e D reacdo imuno-histoquimica pelo método ABC, anticorpo primario GFAP; E
e F: reacdo imuno-histoquimica usando o método SuperPicTure Polymer Detecetion Kit
para o anticorpo primario NeuN, revelados com DAB; Aumento de 400X).
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Discussao - III

Pouco se sabe como as células heterotdpicas encefdlicas podem se
implantar, proliferar e interagir no pulmado, pois apenas recentemente foi
desenvolvido um modelo experimental por Quemelo, Sbragia e Peres (2007), o
qual permitira investigar os mecanismos envolvidos com essa anormalidade e
contornar as dificuldades encontradas no estudo das heterotopias, incluindo os

observados em seres humanos.

No presente estudo, pudemos observar que o modelo experimental
mostrou-se eficiente para os dois grupos E18 e P8, pois os fragmentos
implantados apresentaram-se bem preservados, com vasos sanguineos e
poucas células inflamatorias. A viabilidade destes fragmentos era traduzida pela
escassez de necrose, hemorragia e degeneracao e confirmada pela presenca de

mitoses.

Nds observamos que os fragmentos de tecido encefélico implantados no
pulmdo apresentavam poucas células com marcacao IHQ positiva para NeuN
em relacao as células positivas para GFAP em ambos os dias investigados. Estes
resultados estao de acordo com os relatos de Chen et al. (1982) e Kanbour et
al. (1979) e que identificaram poucos neurénios piramidais e difusa quantidade
de células gliais nos casos de heterotopia encefalica pulmonar em humanos,
podendo ser explicados pelo fato de que a quantidade de células gliais no
sistema nervoso é proporcionalmente maior do que o0s neurdnios numa
proporcao de 10:1 (KANDEL, 1991; YAMAMOTO et al., 2007). No entanto,
quando comparado com o encéfalo, percebe-se menor proporcao de neurbnios

para células gliais nas heterotopias, indicando que houve reducdo seletiva
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daqueles em relagdo a estes. Uma possivel explicagao € que os neuroblastos e
neurdnios sao mais sensiveis do que as células da glia (ZHOU; MILLER, 2006)
aos procedimentos realizados, resultando em sua menor proporcao. Deve-se
imaginar que a retirada do encéfalo do feto doador, sua desagregacao
mecanica e posterior injecdo intra-toracica nos fetos receptores seja bastante
agressiva, potencialmente levando a morte de células mais especializadas.
Desta forma, esta maior vulnerabilidade de neuroblastos e neuronios também
pode ocorrer nos casos humanos, pois uma das hipoteses para a sua ocorréncia
€ a de destruicdo mecanica do encéfalo exposto, cujos fragmentos sao
aspirados junto com o liquido amnidtico, indo se alojar no pulmao (CHEN et al.,
1982; KANBOUR et al., 1979; MENDONCA; GUTIERREZ; PERES, 2005; MORGAN

et al., 2003; PERES et al., 2003)

Apesar da reducao da proporcao dos neurbnios em ambos 0s grupos
IEP, os resultados indicam que o IM para NeuN foi proporcionalmente maior em
P8 do que E18, da mesma forma que o tecido encefalico dos animais controle,
indicando que a maturacao e desenvolvimento neuronal continuou. Sabe-se que
nos camundongos o periodo de neurogénese € maior no periodo pds-natal
(RICE; BARONE, 2000) e a sua existéncia no presente estudo revela que apesar
das possiveis influéncias do microambiente de um tecido estranho, no caso o
pulmao, a regulacao do desenvolvimento neural foi pelo menos parcialmente

preservada.

A maior quantidade de neurOnios observada no periodo pds-natal
também pode estar relacionada com a imunorreatividade para o anticorpo

NeuN, que se inicia no 9.5 dia gestacional, mas que se torna mais efetiva nas
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células “terminalmente” diferenciadas, sugerindo que os neurdnios tornam-se
imunologicamente detectaveis num periodo mais tardio ou pds-mitético
(MULLEN; BUCK; SMITH, 1992). De qualquer forma, o mesmo fato foi
observado nos encéfalos controle, indicando que ndo houve perda da
capacidade de maturacao dos neur6nios. Por outro lado, esses resultados nao
excluem que o desenvolvimento neuronal tenha ocorrido de outra maneira.
Alguns astrocitos da regidao subventricular (ZVS) podem funcionar como stem
cell e gerar novos neur6nios (IMURA; KORNBLUM; SOFRONIEW, 2003;
QUINONES-HINOJOSA et al., 2006; SANAI et al., 2004), uma vez que o
potencial proliferativo dos neurdnios é altamente restrito a determinadas areas
do cérebro apds o nascimento (ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VEDUGO, 2002;
GAGE, 2002; KEMPERMANN, 2002; ONGUR et al., 2007; QUINONES-HINOJOSA
et al., 2006), enquanto que a proliferacdo de células gliais ocorre em muitas
regides do cérebro durante toda a vida (LEVINE; REYNOLDS; FAWCETT, 2001;

ONGUR et al., 2007).

Durante a desagregacao do tecido encefdlico a ser injetado qualquer
area do encéfalo pode estar presente, ndao podemos saber a exata origem do
material, se da regido mesencefalica ou telencefdlica, que se sabe tem
composicao diferente na dependéncia da idade do animal. De qualquer forma, a
maturacao ocorreu e estudos futuros, com a implantacdo de areas especificas
do encéfalo, como o cerebelo, zona subventricular e regido cortical, podem
esclarecer melhor o comportamento e os mecanismos de interacao entre esses

tecidos (QUEMELO; PERES, 2008) (Apéndice C).
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5.4. Experimento IV - Proliferacao e morte celular na

heterotopia encefalica experimental

Sabendo-se que ocorre maturacdao neuronal no tecido encefalico
implantado, porém com redugao proporcional do nimero de células em relacao
aos controles, seria importante saber o por qué deste achado, por isto
procedeu-se a investigacdo da proliferacdo e morte celular nestes casos, a
seguir descrita:

Organograma experimento — IV

Experimento IV

Proliferacao
Apoptose

: v : 150 dia
Cirurgia gestacional

l

Coleta

A 4

A 4 A 4

Grupo E18 Grupo P8

A\ 4
Analise
Processamento

!

Material e Métodos - IV



Ixiv

Para a analise da proliferacdo e apoptose celular foi realizada a reacao
IHQ nos mesmos seis fetos de cada grupo que foram utilizados no experimento
III. Foram utilizados os anticorpos monoclonais anti-PCNA (Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK — diluicao: 1/250) e anti-Bcl-2 (Upstate, Temecula,

CA, USA — diluicao: 1/200).

A recuperacao antigénica para o PCNA foi realizada em panela a vapor
em uma solugao de tampao citrato pH 6.0 por 40 minutos, enquanto que para o
anticorpo Bcl-2 a recuperagao ocorreu em panela a vapor em uma solugao de
tampao Tris-EDTA pH 9,5 por 40 minutos. A reacao IHQ para o anticorpo
primario  PCNA seguiu-se pelo método da imunoperoxidase através do
Complexo-Avidina-Biotina (ABC) (Dako Copor., Carpinteria, CA, USA), enquanto
que o sistema de deteccao para o anticorpo Bcl-2 foi o SuperPicTure Polymer
Detection Kit por 30 minutos. Para a revelacao dos anticorpos foi utilizado o
substrato DAB, como descrito nos experimentos anteriores, seguido de
contracoloracao com hematoxilina por 10 segundos.

Todas as células dos fragmentos de tecido heterotdpico encefalico no
pulmao foram contadas com objetiva de 40X em ambos os grupos E18 e P8,
sendo consideradas positivas para PCNA apenas aquelas células com forte
marcacao nuclear, enquanto que foram consideradas positivas para o Bcl-2 as
células com marcacdao de membrana e citoplasma. O indice de marcacao (IM)
para o PCNA e Bcl-2 foi obtido pela relacdo entre o nimero de células marcadas

pelo numero total de células (marcadas e nao marcadas).

O IM para o PCNA e o Bcl-2 no encéfalo de fetos controles (CE18 e CP8)

foi obtido pela média de seis campos escolhidos aleatoriamente das regides
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subventricular (ZVS) e cortical, para comparacao com o tecido encefalico

heterotdpico.

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 4.00,

para o teste Mann Whitney, considerando-se p<0,05.

Resultados - IV

O IM para o PCNA no tecido heterotopico encefélico era maior no grupo
E18 quando comparado com o grupo P8 (P<0,05), como mostra a figura 6. O
IM para PCNA do grupo E18 era também maior do que no grupo CE18 para a
regido cortical e média da regiao cortical e ZVS (P<0,05), mas sem diferenca
estatistica somente com a regido com a regiao ZVS. O IM para PCNA do grupo
P8 era maior do que no grupo controle para a regiao cortical (CP8) (P<0,05).

A regidao ZVS mostrou-se com maior numero de células em proliferacao
guando comparada com a regiao cortical em ambos os grupos controles (CE18
e CP8) (P<0,05) e o IM do grupo CE18 era maior que no grupo CP8 para as
respectivas regioes (ZVS e cortical) (P<0,05), como mostra a tabela 7.

A immunomarcagcao para o anticorpo Bcl2 mostrou-se positiva somente
para o tecido heterotdpico encefalico de ambos os grupos E18 e P8 (Figura 7),

que nao apresentaram diferenca estatistica entre si (Tabela 8).

Tabela 7 - indice de marcacdo para PCNA no periodo fetal
e neonatal do grupo controle e experimental (IEP).
PCNA -IM (%) Valor P




E18 (46) P8 (18) 0,05
E18 (46) CE18 ZVS (38) n.s.
E18 (46) CE18 Cortical (0,17) 0,05
E18 (46) CE18 media (14) 0,05

P8 (18) CP8 ZVS (19) n.s.

P8 (18) CP8 Cortical (0,12) 0,05

P8 (18) CP8 media (11) n.s.
CE18 ZVS (38) CP8 ZVS (19) 0,05
CEI18 Cortical (0,17) CP8 Cortical (0,12) 0,05
CE18 media (14) CP8 media (11) n.s.
CEI18 ZVS (38) CE18 Cortical (0,17) 0,05
CP8 ZVS (19) CP8 Cortical (0,12) 0,05

Ixvi

IM, indice de marcacdo; IEP, implantacao encefalica pulmonar;
CE18, grupo controle do 18° dia gestacional; CP8, grupo controle
do 8° dia pds-natal; E18, tecido heterotdpico encefalico do 18° dia
gestacional; P8, tecido heterotdpico encefdlico do 8° dia pds-

natal; ZVS, zona subventricular; n.s., nao significante.

Tabela 8 - indice de marcacdo para Bcl2 no periodo fetal e
neonatal do grupo controle e experimental (IEP).

Grupo Controle IEP Grupo
CE18 CP8 E18 P8
ZVS Cortical ZVS  Cortical
Bel2 - IM - - - - 2% 11%

IM, indice de marcacao; IEP, implantagdo encefalica pulmonar;
CE18, grupo controle do 18° dia gestacional; CP8, grupo controle
do 80 dia pds-natal; E18, tecido heterotdpico encefélico do 18° dia
gestacional; P8, tecido heterotdpico encefdlico do 8° dia pds-

natal; ZVS, zona subventricular; n.s., ndo significante.
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Figura 6. Fotomicrografia de cortes histoldgicos do encéfalo normal e do tronco de

fetos com presenca de tecido encefélico no térax corados pela Hematoxilina e Eosina e
submetido a reacdo imuno-histoquimica para o anticorpo PCNA. A e B sao do grupo
controle CE18 e CP8, respectivamente. Notar a menor imunomarcacao na regiao
cortical (seta larga amarela) quando comparado com a regiao subventricular (seta
vermelha). C e E, sao do grupo E18, enquanto D e F sao do grupo P8. Ambos os
grupos mostram um fragmento de tecido encefalico implantado na pleura parietal (seta
preta). (C e D: corados pela Hematoxilina e Eosina; A, B, E e E reacao imuno-
histoquimica pelo método ABC, anticorpo primario PCNA; revelado com DAB; Aumento
de 400X).
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Fiu . Fotomicrografia de cortes histoldgicos do ronco de fetos cofn presenca de
tecido encefalico no torax corados pela Hematoxilina e Eosina e submetido a reacdo
imuno-histoquimica para o anticorpo Bcl2. A e C, sdo do grupo E18, enquanto B e D
sao do grupo P8. Ambos os grupos mostram um fragmento de tecido encefélico
proximo a pleura visceral (seta). (A e B: corados pela Hematoxilina e Eosina; C e D
reacao imuno-histoquimica pelo método ABC, anticorpo primario Bcl2; revelado com
DAB; Aumento de 400X).
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Discussao - IV
Ambas proliferacao e morte celular durante o desenvolvimento do tecido
encefalico sdo reguladas por programas celulares intrinsecos e extrinsecamente
reguladas por multiplas interacdes entre varias moléculas secretadas, tais como
Sonic Hedgehog (SHH), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) (KILPATRICK; BARTLETT, 1995; KOHTZ et
al., 1998), que atuam usualmente dependendo da concentracao com que sao
regulados pelos componentes da matriz extracelular (ECM). Entretanto, pouco
se sabe como a ECM do pulmao pode influenciar a proliferacao e morte celular
do encéfalo fora do seu local de origem, como nos casos de heterotopia

encefalica pulmonar no pulmao.

No presente estudo, os fragmentos de tecido encefalico estavam bem
preservados, as vezes exibindo mitoses com reacao IHQ positiva para PCNA,
indicando um potencial proliferativo destas células em ambos os grupos
experimentais (E18 e P8). Estes resultados estao de acordo com os achados em
casos humanos de heterotopia encefdlica, quando se identificou uma difusa

proliferacao de células gliais (CHEN et al., 1982; KANBOUR et al., 1979).

A marcacao para o anticorpo PCNA observada no tecido encefalico
heterotopico do grupo E18 foi maior quando comparada com o grupo P8. Este
achado foi similar para os grupos controles (CE18 > CP8), mostrando que o
processo de proliferacao € maior no periodo gestacional do que no periodo pos-
natal, o que esta de acordo com os dados da literatura (RICE; BARONE, 2000).
A imunomarcacao para PCNA no tecido encefalico heterotopico do grupo

experimental E18 foi maior do que no grupo controle CE18 para regiao cortical
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e a média de ambas as regides (cortical e ZVS), mas nao houve diferenca
estatistica somente para a regidao ZVS. Ja o IM (PCNA) do grupo P8 foi maior
somente para a regido cortical do grupo CP8. Uma possivel explicacao € que a
proliferacao das células neurais apresenta comportamento diferente dependo
da regiao do encéfalo em que esta localizada. Assim, os resultados encontrados
nesse estudo que demonstram um IM maior na regiao ZVS quando comparado
com a regiao cortical em ambos os grupos controles (CE18 e CP8) estao de
acordo com os dados da literatura (ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VERDUGO,

2002; QUINONES-HINOJOSA et al., 2006).

O entendimento dos mecanismos proliferativos do tecido neural e glial
ainda nao estao totalmente compreendidos, mas parece que o controle do
sistema de ciclo celular tem funcdo importante nesse processo. Em geral, ha
ativacao de uma variedade de proteinas que esta envolvida na progressao do
ciclo celular durante a proliferacdo. Durante os eventos de hipdxia e isquemia,
que provavelmente ocorreram durante o procedimento cirlrgico, ocorre a
indugdo e ativacao do ciclo celular, o qual esta associado com o aumento da
regulacao do PCNA (PCNA, do inglés proliferating cell nuclear marker) (MEIJER
et al., 1997; ZHU et al., 2007). Estes fatos podem auxiliar na interpretacao dos
resultados deste estudo, principalmente o aumento da imunomarcacao para o
anticorpo PCNA no grupo E18. Em adicdo, a hipdxia também ativa as células
neurais progenitoras quiescentes, podendo resultar em neurogénese (ZHOU;

MILLER, 2006).

O aumento da imunomarcacao para o anticorpo Bcl2 no tecido

heterotdpico encefalico dos grupos experimentais (E18 e P8) pode ser explicado
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pela extracdo mecanica do encéfalo do feto doador e posterior injecao dentro
do térax dos irmdos receptores. Este procedimento & muito agressivo e
potencialmente induz morte celular. Adicionalmente, a ativacao aberrante do
ciclo celular pode induzir apoptose em células pds-mitose, tais como neurdnios

(COPANI et al., 2001; FREEMAN; ESTUS; JOHNSON, 1994; ZHU et al., 2007).

Normalmente as proteinas do ciclo celular sdo inicialmente reguladas
pos-mitose neuronal (BYRNES et al., 2007; OKANO; PFAFF; GIBBS, 1993) e
quando entram novamente no ciclo celular podem causar apoptose em tais
células (BECKER; BONNI, 2004; NGUYEN; MUSHYNSKI; JULIEN, 2002). O
aumento das proteinas do ciclo celular é correlacionado com apoptose neuronal
apos lesao medular experimental (DI GIOVANNI et al., 2003) e lesao cerebral
(NATALE et al., 2003). Assim, enquanto a ativacao aberrante do ciclo celular
pode causar apoptose em células pds-mitose (BECKER; BONNI, 2004), ela pode
induzir proliferagdo em células mitdticas, tais como astrécitos e microglia

(BYRNES; FADEN, 2007; TAKUMA; BABA; MATSUDA, 2004).

Estes resultados podem explicar os achados de Quemelo e Peres (2008),
gue demonstraram que o processo de maturacao neural ocorre no tecido
encefalico heterotopico no pulmdo, mas que houve uma perda neuronal quando
comparado com o encéfalo normal, indicando que ocorreu uma redugao seletiva
da populacdo neuronal, talvez por estes serem mais sensiveis que as células

gliais (ZHOU; MILLER, 2006).

O presente estudo demonstrou que a proliferagao neuronal ocorreu,
demonstrando que o tecido heterotdpico encefdlico apresenta um potencial

proliferativo destas células durante este periodo. Entretanto, os resultados
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também apontam que uma parte deste tecido estava em processo apoptotico.
Talvez, estudos futuros com o isolamento de regides especificas tais com
cerebelo, regido cortical e ZVS e a investigacdo de moléculas secretadas, tais
como os fatores de crescimento e as proteinas do ciclo celular possam ajudar
entender melhor os mecanismos de proliferacao e morte celular do tecido

encefalico no pulmdo.

Apéndice D. Os resultados deste estudo estdo compilados em um manuscrito

a ser enviado para publicacdo®.

"QUEMELO, P. R. V.; PERES, L. C. Proliferation and cell death in an experimental model of brain
tissue heterotopia in the lung. (a ser publicado).
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5.5. Experimento V — Expressao da Integrina 1 e VEGF na

heterotopia encefalica experimental

Como ficou demonstrado nos estudos anteriores, o tecido heterotdpico
mantém a capacidade de se manter vivo, proliferar e diferenciar, o que implica
haver integracao entre os tecidos encefalico e pulmonar. Para confirmar este
fato, tornou-se importante mostrar a expressao de proteinas que sabidamente

estao relacionadas com esta interacao, objetivo deste estudo.

Organograma experimento — V
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Material e Métodos - V
Para a analise do processo de adesao e interacao celular foi realizada a
reacao IHQ para os anticorpos Integrina B1 e VEGF nos mesmos seis fetos dos

grupos utilizados no experimento III e IV.

A recuperacao antigénica dos anticorpos foi realizada em panela a vapor
em uma solucao de tampao citrato pH 6.0 por 40 minutos. A reacao IHQ para o
anticorpo primario Integrina B1 (Santa Cruz Biotechnology, California, USA —
diluicdo: 1/250) seguiu-se pelo método da imunoperoxidase através do
Complexo-Avidina-Biotina (ABC) (Dako Copor., Carpinteria, CA, USA), enquanto
que o sistema de deteccao para o anticorpo policlonal VEGF (Santa Cruz
Biotechnology, California, USA — diluicao: 1/400) foi o SuperPicTure Polymer
Detection Kit (Zymed® Laboratories — Invitrogen, San Francisco, CA, USA) por
30 minutos. Para a revelacao dos anticorpos foi utilizado o substrato DAB,
seguido de contracoloracao com hematoxilina por 10 segundos.

Foram analisados os implantes de tecido encefalico heterotdpico no
pulmao, observando sua localizagao, caracteristicas morfologicas e IHQ.

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 4.00,

para o teste Mann Whitney, considerando-se p<0,05.
Resultados - V

A viabilidade dos fragmentos injetados foi demonstrada pela escassez de
necrose, hemorragia e degeneracao. O tecido encefdlico heterotopico estava
vascularizado e frequentemente com vasos adjacentes, com reacao IHQ

positiva para a-actina e VEGF (Figura 8).
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A reacao IHQ para o anticorpo B1 integrina foi positiva dentro dos
fragmentos de tecido encefalico de todos os fetos em ambos os grupos E18 e
P8, e as vezes a imunomarcacao estava presente na transicao entre o tecido

encefalico e o pulmonar/tronco (Figura 8).
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Figura 8




Ixxvii

Figura 8. Fotomicrografia de cortes histolégicos do tronco dos fetos com presenca de
tecido encefalico no torax (seta) corados pela Hematoxilina e Eosina e submetido a
reacao imuno-histoquimica para o anticorpo Integrina 1 e VEGF. A, C e E sao do
grupo E18, enquanto B, D e F sao do grupo P8. A, mostra um fragmento de tecido
encefélico implantado na pleura parietal, enquanto que em B o fragmento esta no
meio do parénquima pulmonar. Notar em C e D que a expressao da Integrina B1
estava presente dentro do tecido heterotdpico encefdlico e em C a imunomarcagao
também estava presente na transicdo do tecido encefalico com o tecido toracico (seta
vermelha). Em E e F notar imunomarcacao para VEGF. (A e B: corados pela
Hematoxilina e Eosina; C e D reacao imuno-histoquimica pelo método ABC, anticorpo
primario Integrina B1; E e F: reacdo imuno-histoquimica usando o método
SuperPicTure Polymer Detecetion Kit para o anticorpo primario VEGF, revelados com
DAB; Aumento de 400X).

Discussao - V

As moléculas de adesdo tém como funcdo promover a coneccao célula-
célula e as células com a ECM adjacente, apresentando assim um papel
fundamental na organizacao e controle da estrutura dos tecidos e da
morfogénese durante o desenvolvimento embrionario, bem como durante a
fase adulta (ALBERTS et al., 2002; GIMOND et al., 1999). Uma das principais
classes de familias de receptores celulares que promovem essas interagdes sao
as integrinas. Elas promovem a interacao das células com o meio extracelular,
tendo um papel importante na interacdo e integridade das células
(ARCANGELIS, 2000; HANASHI et al., 2003; RUOSLAHTI; PIERSCHBACHER,

1987).

Desta maneira, a positividade no tecido heterotdpico encefalico no

pulmao para integrina B1 em ambos os grupos experimentais (E18 e P8) no
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presente estudo, pode ter contribuido para a manutencao das caracteristicas
morfoldgicas do tecido heterotdpico, o qual consistia de células pequenas, de

nucleos ovodides densos, escasso citoplasma, arranjadas em placas sobre fundo

fibrilar, com reacao IHQ positiva para GFAP e NeuN.

Da mesma forma, a expressao para integrina 31 também indica que essa
molécula de adesdo estava preservada nesse tecido, mesmo fora do seu local
de origem (ALBERTS et al., 2002; GIMOND et al., 1999; HANASHI et al., 2003)
e deve ter sido importante para este processo uma vez que sabe-se que ela
esta envolvida com a transducdo de sinais para dentro e para fora da célula,
regulando a motilidade, crescimento e sobrevivéncia deste tecido (ALBERTS et
al., 2002; HILLIS; MACLEOD, 1996). Adicionalmente, a expressao para integrina
B1 presente na transicdo do tecido heterotdpico encefdlico com o tecido
pulmonar/térax pode indicar que o tecido heterotopico estava ancorado e

aderido ao pulmao e que ocorreu comunicacao entre os tecidos.

O procedimento cirurgico envolvido neste modelo, em que o tecido foi
removido, picotado e implantado no pulmdao dos irmdos, € agressivo e
potencialmente induz morte celular, como demonstrado nos experimentos III e
IV. Por outro lado, o método pode liberar substancias que induzem o processo
inflamatdrio, o qual ativa a producao de fatores de crescimento na regido,
podendo assim ajudar na sobrevivéncia do tecido heterotdpico encefélico
(BARKER; WIDNER, 2004; DUAN et al.,, 1998). Entretanto, nés observamos
poucas células inflamatdrias, talvez porque o sistema imunoldgico no periodo
fetal é imaturo e sendo susceptivel a tolerancia de tecidos com antigenos

estranhos. Os fragmentos de tecido encefalico, por outro lado apresentavam-se



Ixxix

vascularisados, com reacao IHQ positiva para VEGF, indicando a provavel
ativacao da producao de fatores de crescimento no local do implante. Desta
forma, estes dados reforcam a possibilidade de implantacdo e sobrevivéncia
desse tecido e estao de acordo com os nossos achados, podendo explicar a
escassez de necrose, hemorragia e degeneracdao no tecido heterotdpico

encefalico.

Uma possivel explicacao para os capilares contendo hemacias no tecido
heterotdpico implantado, é que o material introduzido dentro do térax contém
fragmentos sdlidos de tecido e nao apenas células isoladas, desta forma
contendo pequenos vasos que podem formar coneccdes com a vasculatura do
hospedeiro, como ja citado por Barker e Widner (2004). Adicionalmente, o
procedimento cirdrgico, como ja citado anteriormente, pode induzir hipdxia do
tecido encefélico, o que estimula o HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1), a qual
por sua vez ativa a transcricao do gene VEGF para a producao e formagao de

vasos sanguineos para o tecido (ALBERTS et al., 2002).

Os resultados deste estudo indicam que o tecido heterotopico nao
somente sobreviveu a um dramatico evento tal como a desagregacao
mecanica, como também ocorre nos casos humanos, porém através de
mecanismos diferentes, mas manteve a expressao de integrina B1 e VEGF

independente das influéncias do tecido local.

A interacdo entre os tecidos encefalico e pulmonar pode ser explicada
pelo fato de as heterotopias encefalicas serem induzidas, como neste estudo,
Oou surgirem, como ocorre nos casos humanos, ainda no periodo da

organogénese, quando as células ainda n3ao estdo completamente
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diferenciadas. Entretanto, nds ndao sabemos se as fungdes neuronais estao
preservadas no tecido heterotdpico, uma vez que as proteinas no ECM podem
influenciar na funcao celular, criando assim um complexo mecanismo de
feedback (REDDY; MANGALE, 2003). Estudos futuros com outras metodologias
de anadlise poderdo investigar a presenca de potencial de agdo, identificar os
tipos de neurdnios presentes e entender melhor o processo de comunicacao e

sinalizacdao entre neur6nio-neurdnio e neurdnio-pulmao/torax.

Em conclusdo, o tecido heterotdpico encefalico mostrou-se positivo para
integrina B1 e VEGF em ambos os grupos, demonstrando que o tecido estava
definitivamente implantado ao pulmao/térax e nao apenas ancorado e aderido,
pois constatou-se a expressao de fatores de crescimento no local da

implantagdo, mesmo apds 12 dias de implantacao.

Apéndice E. Os resultados deste estudo estao compilados em um manuscrito a

ser enviado para publicacdo’.

*QUEMELO, P. R. V.; PERES, L. C. B1 integrin and VEGF expression in na experimental modelo
of brain tissue heterotopia in the lung. (A ser publicado)
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6. Consideracoes Finais
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A ciéncia é movida pela curiosidade, ndo pela utilidade. De que nos serve
saber que ha buracos negros no espaco ou que as mitocondrias podem ter sido
bactérias incorporadas as células? Desta forma, desenvolver um modelo
experimental de heterotopia encefdlica no pulmdo, que é uma anormalidade
rara, é importante pelo entendimento dos fendmenos bioldgicos envolvidos
como a implantacao, interacao e sobrevivéncia do tecido encefalico em um local
diferente da sua origem, nao pela sua aplicacao, o que se procurou fazer nesta
sequéncia de experimentos. De qualquer forma, uma vez que muitos aspectos
da vida neuronal dependem da interacdo e sinalizacdo entre célula-célula e
célula-ECM, a existéncia de um modelo experimental pode ser fundamental
como ferramenta de investigacao. Nao obstante, se quisermos procurar uma
aplicacao pratica para este modelo, devemos lembrar que, muito embora os
fetos humanos com DFTN sejam abortados ou morrem logo apds o nascimento,
limitando as possiveis aplicacoes destes conhecimentos na pratica médica, é
possivel que estes venham a ter uma aplicagdo inusitada em casos de
transplantes de multiplos érgaos, envolvendo coracdao e pulmdo. Isto se deve
ao fato de que os doadores em geral sdo aqueles que sofrem trauma cranio-
encefalico suficiente para potencialmente gerar émbolos encefadlicos, que
podem se alojar no pulmdo, o que é um fato conhecido (COLLINS; DAVIS,
1994; ROSENDALE et al., 1992; SIMONETTI et al., 1998). Como estes pacientes
em geral nao sobreviviam o suficiente para que houvesse possibilidade de
efetiva implantacao heterotdpica no pulmdo, esta ndo era uma preocupacao
médica. No entanto, com os transplantes de pulmdo ou coragao-pulmao, existe

a possibilidade real de que isto aconteca. Adicione-se a isto a necessaria
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imunossupressao a que 0s receptores sao submetidos e entao aumenta-se o
risco deste evento. Poucos nddulos de tecido encefalico no pulmao podem nao
ter repercussao clinica, mas ha que se lembrar de que ha relatos de casos
humanos de heterotopia encefalica em que ocorreu insuficiéncia respiratoria,
culminando na internagao (FULLER; GIBBS, 1989; GONZALEZ-CRUSSI; BOGGS;
RAFFENSPERGER, 1980) e até mesmo na morte da crianca (MORGAN et al.,
2003). Desta maneira, o modelo experimental desenvolvido neste estudo
podera contribuir para o entendimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos
com essa anormalidade, bem como outros fendOmenos patoldgicos, como os
processos invasivos de neoplasias e a implantacao de células e tecidos normais
ou nao, e compreender melhor os mecanismos de crescimento, migracao,

diferenciacao e interacao celular do tecido nervoso, entre outros.
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7. Conclusoes
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1. Embora ambos os grupos E7 e E8 sejam propicios para a inducao de
defeitos no desenvolvimento pela administracao de acido retindico, este Ultimo
foi aquele no qual nés observamos maior nimero de defeitos, principalmente
os DFTN. No entanto, ndo foi observada a presenca de tecido heterotdpico no
pulmao dos fetos com DFNT.

2- Desenvolveu-se um modelo experimental cirirgico de heterotopia
encefalica no pulmao por cirurgia fetal que se mostrou eficiente, de execucao
relativamente simples e total interacao com o tecido pulmonar e pleural, pois os
fragmentos implantados pareciam bem preservados, aderidos a pleura parietal
e visceral ou mesmo dentro do parénquima pulmonar.

3- Apesar da redugao da proporgao dos neurénios em ambos os grupos
IEP, os resultados mostram que o processo de maturacao neuronal do tecido
heterotdpico encefalico ocorre no pulmdo de maneira semelhante ao do préprio
encéfalo.

4- A proliferacdo neuronal foi observada no periodo gestacional, bem
como no periodo pds-natal, demonstrando o potencial proliferativo destas
células. Entretanto, os resultados também demonstraram que uma parte deste
tecido estava em processo apoptético.

5- O tecido heterotdpico encefalico mostrou-se positivo para integrina B1
e VEGF em ambos os periodos, demonstrando que o tecido estava ancorado e
aderido ao pulmdo mesmo apos 12 dias do procedimento, e que a liberacao de
fatores de crescimento no local da implantacao pode ter contribuido para a

sobrevivéncia do tecido heterotdpico.
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