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RESUMO

Na presente dissertacdo, objetivou-se investigar se a modulacdo da resposta inflamatéria, pelo
uso de minociclina, um inibidor da ativagdo microglial, beneficia as acdes terapéuticas de
células mononucleares da medula éssea (CMOs) transplantadas ap6s isquemia estriatal
experimental. Ratos machos adultos, da raga Wistar, pesando 220-280g, foram distribuidos
em quatro grupos experimentais: controle-isquémico tratado com salina (IST, N=6),
isquémico tratado com minociclina (ICM, N=5), isquémico tratado (endovenosamente) com
CMOs (ITCT, N=4) e isquémico com tratamento concomitante minociclina e CMOs
(ICMCT, N=4). Todos os animais foram perfundidos 7 dias ap0s a inducéo isquémica. Testes
comportamentais foram realizados em 1, 3 e 7 dias pds-isquemia para avaliar a recuperacao
funcional entre os grupos. Os animais tratados com minociclina receberam duas doses diarias
de 50mg/kg nos primeiros dois dias, e mais cinco aplica¢fes diarias Unicas de 25mg/kg (i.p)
até o sexto dia poés-inducéo isquémica. 5,10° de CMOs foram obtidas de ratos da mesma
linhagem e transplantadas endovenosamente, 24h apds a inducdo isquémica. Apos perfuséo e
craniotomia, os encéfalos foram crioprotegidos e cortados em seccdes de 20um e 50um. As
seccOes foram coradas pela violeta de cresila para andlise histopatologica geral e por
imunoistoquimica para a identificacdo de corpos neuronais (neuN) e microglia/macrofagos
ativados (ED1) . Analise histopatolégica geral mostrou grande perda tecidual com palor,
necrose e acimulo de um grande nimero de células inflamatorias (principalmente macrofagos
ativados) nos cérebros de animais do grupo IST. O tratamento com minociclina diminuiu
significativamente (P<0,05, ANOVA-Tukey) o nimero de microglia/macrofagos ativados
(1ST=83,14+3,65; ICM: 53,32+3,27). As CMOs apresentaram um significativo (P<0,05)
efeito antiinflammatoério isoladamente (ITCT=51,31£2,41), mas, no grupo ICMCT, o efeito

antiinflamatorio foi ainda mais intenso (29,78+1,56). Os tratamentos com minociclina, CMOs

Vi



e minociclina/CMQOs induziram neuroprotecdo (P<0,05) em relagéo ao grupo controle (IST),
com um efeito mais intenso no grupo tratado concomitantemente com minociclina/CMOs
(1ST=47,61+2,25; ICM=70,73+£3,87; ITCT=64,11+2,26; ICMCT= 87,97+4,27). O teste
comportamental demonstrou recuperacdo funcional nos animais dos grupos ICM, ITCT e
TCMCT em relacdo a linha de base (P<0.05), corroborando os resultados histolégicos. Os
resultados sugerem que a ativacdo microglial excessiva dificulta as acdes terapéuticas das
CMOs transplantadas na fase aguda apds isquemia estriatal e que a modulacdo da resposta
microglial no ambiente isquémico induz neuroprotecao e favorece a recuperacao funcional de
forma mais eficaz do que o transplante isolado de CMOs. Considerando que o ambiente
patologico pode influenciar negativamente as CMOS transplantadas, a abordagem sugerida
nesta investigacdo pode configurar-se, futuramente, em uma importante terapia adjuvante para
facilitar as acdes terapéuticas de células tronco apos doengas do sistema nervoso central e de

outros tecidos.

PALAVRAS-CHAVE: Acidente Vascular Encefalico, Estriato, Minociclina, Células

Mononucleares da Medula Ossea, Células Tronco.

Apoio Financeiro: CAPES/ CNPq.
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ABSTRACT

In this dissertation, we have investigated whether the inflammatory response modulation by
minocycline, an inhibitor of microglial activation, is beneficial for the therapeutic actions of
Bone Marrow Mononuclear Cells (MBMCs) transplanted after experimental striatal ischemia.
Male Wistar adult rats weighing 220-280g were divided in 4 experimental groups: ischemic
control saline-treated (ICST, N=6), ischemic minocycine-treated (IMT, N=5), ischemic
MBMC-treated (endovenously, ITCT, N=4) and ischemic minocycline MBMC-treated
(IMMBMC N=4). All animals were perfused at 7 days post-ischemia. Behavioral tests were
performed at 1, 3 and 7 days post-ischemia to evaluate functional recovery between groups.
Animals treated with minocycline received two 50mg/kg (i.p.) doses in the first two days plus
five single 25mg/kg (i.p.) daily doses up to sixth days post-ischemia. 5,10° MBMCs were
obtained from Wistar rats and endovenously transplanted at 24h post-ischemia. After
perfusion and craniotomy, brains were crioprotected and cut at 20um and 50um thick.
Sections were stained with cresyl violet for gross histopathological analysis or
immunolabelled for identification of neuronal bodies (neuN) and activated
microglia/macrophages (ED1). Gross histopathological showed intense pallor, tissue loss,
necrosis and accumulation of a great number of inflammatory cells (mainly activated
macrophages) in the brains of animals of ICST group. Minocycline treatment significantly
decreased (P<0.05, ANOVA-Tukey post-hoc test) the number of activated
microglia/macrophages (ICST =83,14+3,65; IMT: 53.32+3,27). Transplant of MBMCs only
induced a significant (P<0.05) anti-inflammatory effect (ITCT=51,31+2,41), but this effect
was even more prominent in the IMMBMC group (29,78+1,56). Treatment with minocycline,
MBMCs and minocycline/MBMCs induced conspicuous neuroprotection (P<0.05), but this
effect was more prominent in IMMBMC group (ICST=47.61+2,25; IMT=70.73£3,87;

MBMC=64.11+2,26; IMMBMC= 87.97+4,27). The behavioral test showed better functional
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recovery in animals of IMT, MBMC and IMMBMC groups compared to base line (P<0.05) in
agreement with histological data. The results suggest that uncontrolled microglia activation is
detrimental to the therapeutic actions of MBMCs transplanted in the acute phase of striatal
ischemia. It follows that a proper modulation of microglia response in the ischemic
environment induces better neuroprotection and functional recovery than the transplant of
MBMCs only. Considering that the pathological environment is detrimental for the
transplanted MBMCs, the experimental approach suggested in this study may be proven in the
future an important adjuvant therapy to improve the therapeutic actions of stem cells

transplanted after diseases of the central nervous system and other tissues.

Key-Words: Stroke, Striatum, Minocycline, Bone Marrow Mononuclear Cells, Stem cells

Financial Support: CAPES/ CNPq.
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1 INTRODUCAO

1.1 O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVENC)

A Organizacdo Mundial da Salde (OMS) define acidente vascular encefélico
(AVENC) como o surgimento subito focal ou global de déficits da funcdo neuroldgica de
duracdo superior a 24 horas ou que leve a morte, cuja Unica causa reside na origem vascular
(WOLFE, 2000; MARKUS, 2008). A reducdo abrupta do suprimento sangiiineo a regifes do

sistema nervoso pode ser causada por ocorréncia isquémica ou hemorragica.

Os AVENC:Ss isquémicos perfazem 87% de todos os tipos de AVENC (ROSAMOND
et al., 2008). Apresenta 0s subtipos tromboliticos e embdlicos. O primeiro é secundario a
aterosclerose que favorece o acumulo paulatino de placas de ateroma na parede interna do
vaso e, posterior, obstrucdo (CAPLAN et al., 2009). O ultimo ocorre quando partes da placa
de ateroma se soltam e obliteram a luz vascular seguinte (MARKUS, 2008; CAPLAN et al.,

2009).

O restante dos acometimentos cerebrovasculares é de causa hemorragica,
caracterizado pela ruptura da parede vascular intracerebral ou subaracndidea (CAPLAN et al.,
2009) com extravasamento e acumulo de sangue e seus derivados no parénquima neural ou no
espaco dural. Esta alteracdo patoldgica ocorre geralmente apds o rompimento de aneurismas

(SEDER & MAYER, 2009).

Entre os fatores de risco para 0 AVENC, estdo: tabagismo, obesidade, diabetes,
dislipidemia e hipertensdo (PETTY et al., 1999; SCHULZ & ROTHWELL, 2003; MARKUS,
2008; KIRSHNER, 2009; SKINNER et al., 2009). Estes fatores contribuem para a ocorréncia

anual de, aproximadamente, 780 mil casos de AVENC nos Estados Unidos da América
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(EUA). Destes, cerca de 180 mil sdo acometimentos recorrentes (ROSAMOND et al., 2008).
Dados sobre incidéncia, mortalidade e instalagfes de sequelas enquadram o AVENC como a
terceira causa de morte no mundo (ROSAMOND et al., 2008; ZHANG & CHOPP, 2009) e a
principal complicacdo orgéanica que leva a disfuncBes fisico-neuroldgicas frequentemente
graves e, as vezes, permanentes (LEGG & LANGHORNE, 2004; DOBKIN, 2005). Isso

representa 6nus socioecondmico elevado aos servigos de salde e a sociedade.

Clinica de reabiltacdo Fisioterapia
1% 3%

Medicagao
Ambulatorio 7%

37%

Acompanhamenta domiciliar

Diversos

49
lMédicos de atencdo primaria
5% Enfermagem ambulatorial Hospitalcuidados intensivos
1% 219%
O Fisioterapia B lMedicacido o Acompanhamenta damigiliar
M Diversos H Hospital/'cuidados intensivos Enfermagem ambulatorial
O Médicos de atencdo primaria 0 Clinica de reabiltacdo W Ambulatorio

FIGURA 1. Representacdo percentual dos gastos realizados tendo por base nove pardmetros de servicos de
assisténcia a pessoa acometida por doenca cerebrovascular ao longo do primeiro ano. Estudo de recorte
populacional de 131 individuos sobreviventes realizado no Hospital Universitario de Bern, Suica. Modificado de
Mabhler et al (2008).

Nos EUA, o gasto estimado, de 2005 a 2050, incluindo hospitalizacao, reabilitacdo e
medicamentos € superior a 1,5 trilhdes de délares (BROWN et al., 2006). No primeiro ano de
tratamento, o custo fica acima dos 25 mil dolares por paciente (MAHLER et al., 2008). Em

paises da Europa, a hospitalizacdo dos sobreviventes pode representar quase 4 mil Euros

(EPSTEIN et al., 2008). VariacBes nos valores investidos dependem do tipo de politica de
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salde adotada (SEKIMOTO et al., 2008), da gravidade do quadro clinico e dos servigos

disponibilizados ou requeridos (FLYNN et al., 2008; MAHLER et al., 2008) (FIGURA 1).

Na América do Sul, estudo de Saposnik e Del Brutto. (2003) indicam que a
epidemiologia e os subtipos de AVENCSs diferem de dados europeus e norte-americanos.
Paises sul-americanos apresentam menor incidéncia média de AVENC, apesar dos casos
hemorragicos e por doengas dos pequenos vasos possuirem maior incidéncia do que a de
paises desenvolvidos (SAPOSNIK & DEL BRUTTO, 2003). Isso, contudo, tende a ser
alterado pelo aumento na expectativa de vida associado a mudancas no estilo de vida da

populacdo (SAPOSNIK & DEL BRUTTO, 2003).

Diferindo da tendéncia sul-americana, o Brasil possui indice de morte causada por
complicacbes de doencas cerebrovasculares superior a paises desenvolvidos, desde o final da
década de 80 (LOTUFO, 2005; LOTUFO & BENSENOR, 2009). Dados oficiais do inicio

deste século apontam 0 AVENC como a principal causa de morte no Brasil (LOTUFO, 2005).

E sabido que acidentes neurovasculares quando ndo levam & morte podem deixar
sequelas neuroldgicas (LEGG & LANGHORNE, 2004; DOBKIN, 2005). Entre tais
alteracdes patoldgicas, os AVENCs sub-corticais respondem por um quarto de todos os
AVENCs (JACKSON & SUDLOW, 2005; NORRVING, 2008). A cépsula interna, os
nacleos da base (principalmente o estriato), talamo e tronco encefalico sdo comumente
afetados (NORRVING, 2008). O AVENC dos pequenos vasos (lacunar) possui mecanismo
fisiopatologico semelhante aos demais subtipos de AVENC (FIGURAS 2 e 3). Neste tipo de
AVENC, ocorre lesdo de pequenos vasos perfurantes do parénquima nervoso, 0 que acarreta o
aparecimento de sinais e sintomas que caracterizam a Sindrome Lacunar (BAMFORD et al.,

1987; BEJOT et al., 2008; DE REUCK et al., 2008; MARKUS, 2008; NORRVING, 2008).
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FIGURA 2. Principais mecanismos envolvidos com a morte celular isquémica e a instalacdo de déficits
neurolégicos. Modificado de Brouns e De Deyn (2009).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMCICO

Eventos isquémicos cerebrovasculares desencadeiam uma série de mecanismos
fisiopatologicos que culminam com a instalacdo de dano cerebral (FIGURA 2). Nos primeiros
minutos, a reducdo de glicose e oxigénio no centro isquémico leva a morte celular por
necrose, mediada, principalmente, por mecanismos citotéxicos (DOYLE et al., 2008;
BROUNS & DE DEYN, 2009). Nesta janela temporal, na periferia da lesdo, a penumbra
isquémica, sofre consequéncias moderadas (KAUFMANN et al., 1999). Contudo, em horas,
diversos mecanismos secundarios, incluindo apoptose, inflamacdo e estresse oxidativo,
podem promover o avanco da lesdo, com comprometimento da penumbra isquémica (DOYLE
et al., 2008; BROUNS & DE DEYN, 2009). Dias apds o inicio da lesdo, a penumbra

isquémica pode ser ainda mais afetada pelos mecanismos anteriormente descritos (BROUNS
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& DE DEYN, 2009) juntamente com o aumento da intensidade do processo inflamatorio
devido a ruptura da barreira hematoencefédlica (BHE) e faléncia na rede microvascular.
(FIGURA 3).

A
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FIGURA 3. Representacdo temporal dos principais eventos envolvidos com a morte celular isquémica.
Modificado de Brouns e De Deyn (2009).

A seguir sdo apresentados os principais mecanismos celulares envolvidos com a

fisiopatologia do AVENC.

1.2.1 Excitotoxicidade.

Logo ap6s a inducdo isquémica, neurdnios e células gliais entram em faléncia

bioenergética com desequilibrio ibnico (HOSSMANN, 2006). Na membrana pré-sinaptica,
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ocorre liberacdo excessiva de glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central (SNC). O déficit energético também compromete a recaptura do glutamato da
fenda sinaptica através de receptores pré-sinapticos. Astrdcitos, que possuem um papel de
destaque na captagdo fisioldégica de glutamato no parénquima tecidual, sdo afetados pelo
ambiente isquémico, o que gera o fendmeno patoldgico onde estas células liberam glutamato
para o espaco extracelular (HAZELL, 2007). O acimulo extracelular de glutamato excita
continuamente a célula pds-sinaptica até a morte. Neste transcurso, Receptores
glutamatérgicos: AMPA, kainato e NMDA promovem a entrada exagerada dos ions sodio,
cloreto e célcio que conduz ao edema citotdxico, ativagdo de endonucleases e a liberacdo de
radicais livres (BROUNS & DE DEYN, 2009). Isso culmina com a morte celular por necrose

induzida por mecanismo excitotoxico (DOYLE et al., 2008).

1.2.2 Estresse Oxidativo e Nitrosativo.

Em condicGes fisiologicas, neurbnios possuem mecanismos antioxidantes endogenos
suficientes para degradar a demanda de radicais livres produzidos. Contudo, em condicGes
patologicas, tais mecanismos sao insuficientes (DOYLE et al., 2008). A perda da polaridade
da membrana celular leva ao influxo de ions célcio e sodio na célula. Este acumulo i6nico
induz a mitocondria produzir quantidades prejudicais de espécies reativas derivadas do
oxigénio (KNOTT et al., 2008). A liberacdo de superoxido (O,) da mitocondria para o
citoplasma leva a producdo de perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxidrila (OH").
Estes radicais ativam cascatas enzimaticas que destroem macromoléculas na célula e a levam
a morte (HERTZ, 2008; BROUNS & DE DEYN, 2009). Paralelamente, no citoplasma, o ion
calcio promove a producdo de éxido nitrico (NO) que, em niveis elevados, também tem efeito

deletério (BROUNS & DE DEYN, 2009).
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1.2.3 A Ruptura da BHE.

Em condi¢des normais, a producdo de NO pela parede neurovascular promove
vasodilatacdo e apresenta efeito antiinflamatério (BROUNS & DE DEYN, 2009). Contudo, a
liberacdo exacerbada, além de promover danos a integridade celular, pode ainda avariar a
parede endotelial e comprometer a permeabilidade vascular pela ativacdo de metaloproteinase
de matriz extracelular (MMP, do inglés, matrix metaloproteinases), em particular a MMP-9
(BROUNS & DE DEYN, 2009). A MMP é uma enzima proteolitica que degrada a laminina e
fibras colagenas da lamina basal. Esta protease prejudica a coesao entre as células endoteliais,
aumentando a permeabilidade local e favorece o extravasamento de plasma, transmigragéo de
leucocitos e eventual entrada de hemacias (hemorragias) (DEL ZOPPO & HALLENBECK,

2000; LO, 2008; BROUNS & DE DEYN, 2009).

1.2.4 A Resposta Inflamatoria.

Por muito tempo acreditou-se que o SNC, em particular o encéfalo, era um 6rgéo
isolado de influéncias do sistema imune periférico (o chamado privilégio imunoldgico). A
escassa rede de drenagem linfatica, a falta de células apresentadoras profissionais de
antigenos como as células dendriticas, além do filtro imposto pela BHE (BARKER &
WIDNER, 2004) e a suposta auséncia do Complexo de Histocompatibilidade Principal Classe
I (MHC-I, do Inglés: Major Histocompatibility Complex) (BOULANGER & SHATZ, 2004)
sugeriam o isolamento anatémico e fisiologico do SNC e sistema imune. Hoje, contudo, sabe-
se que moléculas e células do sistema imune tém transito de entrada e saida do encéfalo e
medula espinhal tanto em condi¢des normais quanto patolégicas (GALEA et al., 2007; KRIZ

& LALANCETTE-HEBERT, 2009).
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Desta forma, o desenvolvimento da resposta inflamatéria a isquemia inicia pela
liberagdo de mediadores inflamatorios, tais como as citocinas — interleucina-1 (IL-1, do
Inglés: interleukin-1), fator-o de necrose tumoral (TNF-a, do Inglés: tumor necrosis factor
alpha), interleucina-10 (IL-10, do Inglés: interleukin-10) e o fator-beta de crescimento
transformador (TGF-beta, do Inglés: transforming growth factor beta); e quimiocinas —
destaque para a proteina-1 quimiotatica de mondcito (MCP-1, do Inglés: monocyte
chemotactic protein 1). Estes mediadores inflamatdrios modulam a ativagdo de células imunes
e induzem a expressdo de moléculas de adesdo na parede endotelial, entre as quais seletinas,

integrinas e imunoglobulinas.

1.2.4.1 Citocinas

As citocinas sdo proteinas soltveis que causam modificagdes comportamentais nas
celulas-alvo (COTA & MIDWINTER, 2009; TWYCROSS & AICKELIN, 2009), como
mudancas morfoldgicas, expressdo de moléculas de adesdo, producdo de radicais livres e
liberacdo de mais citocinas (ASCHNER, 1998; CHAVARRIA & ALCOCER-VARELA,
2004; WANG et al., 2007). Entre as células-alvo estdo células do sistema imune (por
exemplo, microglia e linfocitos), astrocitos e neurénios. As citocinas podem ser agrupadas em

moléculas pré-inflamatorias e antiinflamatorias.

Entre as citocinas pré-inflamatorias estdo a IL-1 e 0 TNF-a (WANG et al., 2007). A
concentracdo de ambos os tipos de citocinas modula a intensidade da lesdo. Estas moléculas
sdo importantes para a ativacao de células imunes periféricas e residentes e contribuem para a
expressdo de moléculas de adesdo celular e NO (ASCHNER, 1998; CHAVARRIA &

ALCOCER-VARELA, 2004).



24

Em contrapartida, citocinas como a IL-10 e TGF-f possuem a¢do antiinflamatoria
(WANG et al., 2007). A IL-10 inibe a atuacdo pro-inflamatoria da IL-1 e TNF-a (WANG et
al., 2007). A oprincipal fonte de IL-10 sdo leucocitos mononucleares como 0s
mondcitos/macr6fagos (BEMEUR et al., 2007). Contudo, em condices patolégicas graves

estas celulas manifestam fendtipo prejudicial.

Outra citocina antiinflamatoria é o TGF-p (SKINNER et al., 2009), liberado por
células mononucleares periféricas e residentes (microglia e astrocitos). O TGF-B possui uma

acdo sinergica a IL-10 (WANG et al., 2007).
1.2.4.2 Quimiocinas

E uma familia de macromoléculas com propriedade de comunicagio e recrutamento
celular (WANG et al., 2007). Estas moléculas podem afetar a permeabilidade da BHE e séo

consideradas pro-inflamatorias (BEMEUR et al., 2007; WANG et al., 2007).

Microglia, astrocitos e leucocitos em migracdo também podem expressar
quimiocinas em situacdes isquémicas (STOLL et al., 1998; BLOCK & HONG, 2005). Nestas
circunstancias a MCP-1 pode ser liberada, através da inducdo por TNF-o (CHAVARRIA &

ALCOCER-VARELA, 2004; WANG et al., 2007).

A sinalizacdo de citocinas e quimiocinas altera 0 comportamento celular e induz a
expressdo de moléculas de adesdo na superficie de células residentes e leucdcitos que

favorecem o contato celular e a migracéo aos sitios de leséo.
1.2.4.3 Moléculas de Adeséo Celular

A expressdo de trés grupos de moléculas de adesdo celular d& suporte a migracéo

trans-endotelial de leucdcitos para o parénquima neural: seletinas, integrinas e
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imunoglobulinas (WANG et al.,, 2007; WITTCHEN, 2009). Para tanto, estas moléculas
medeiam 0s seguintes eventos: rolamento, adesdo e transmigracdo (STOLL et al., 1998;

WANG et al., 2007; WITTCHEN, 2009) (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Resumo esquematico dos principais passos envolvidos na transmigracdo celular mediada pelas
moléculas de adesdo em resposta ao dano tecidual. Modificado de Wittchen (2009).

Stoll et al. (1998) descrevem que estes eventos ocorrem por interacdes entre ligantes
e receptores especificos comumente presentes na superficie de leucocitos e do endotélio.
Leucdcitos circulantes eventualmente tocam a parede vascular que, pela crescente
concentracdo de quimiocinas e citocinas, proporcionam uma fraca adesao a parede endotelial
pela seletina-L (CD62L), propiciando o rolamento (STOLL et al., 1998). A seletina-P
(CD62P), entdo, medeia a migracdo de mondcitos e alguns linfocitos aumentando a adesédo

destes leucocitos ao endotélio (LIU et al., 2004; SCHYMEINSKY et al., 2007).

A adesdo celular é requisito basico para a migracao, que é mediada, principalmente,
por integrinas. Estas moléculas de adesdo sdo expressas nos leucdcitos que interagem com
imunoglobulinas da parede vascular e favorecem a transmigracdo (STOLL et al., 1998)

(FIGURA 4).
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Diferentes células imunes participam da resposta celular a inflamacdo. Neutréfilos,
linfocitos, mondcitos/macréfagos, microglia e astrocitos respondem ao processo inflamatério

em diferentes escalas temporais.

1.2.4.4 Resposta inflamatdria celular.

Na fase aguda, os neutrdfilos sdo as primeiras células recrutadas, seguido pelos
linfocitos (DOS SANTOS et al., 2007; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008). As células
microgliais/macréfagos ativados dominam a cena lesiva nos tempos de sobrevida mais tardios
apos desordens neurais agudas, incluindo AVENC, trauma cerebral e da medula espinhal
(CLARK et al., 1993; MORIOKA et al., 1993). Descreveremos as evidéncias experimentais
de que os componentes celulares da resposta inflamatdria participam do processo lesivo apés

desordens neurais agudas, principalmente AVENC.

Neutrofilos

Os neutrofilos sdo recrutados para o parénquima neural apos desordens neurais
agudas, incluindo lesdo aguda da medula espinhal (SCHNELL et al., 1999; GOMES-LEAL et
al., 2005) e do cérebro (DOS SANTOS et al, 2007; LIMA et al., 2008; SOUZA-
RODRIGUES et al., 2008). Estas células possuem um importante papel fagocitario, o que é
importante para a remocao de detritos teciduais apds desordens neurais (VILLARREAL et al.,
2001). O pico maximo de recrutamento de neutrofilos em tecidos ndo neurais, como a pele,
ocorre em torno de 6h, mas no SNC é de 24 ap06s lesdo (KATO et al., 1996; BOLTON &
PERRY, 1998; GOMES-LEAL et al., 2005). 30 minutos apds a lesdo isquémica, neutrofilos
comecam a ser recrutados ao sitio de lesdo (KATO et al., 1996; HIROSE et al., 2000). O
acumulo de neutréfilo no sitio isquémico é considerado prejudicial ao tecido pela quantidade

de radicais livres, enzimas proteoliticas e citocinas inflamatorias liberadas por estes
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granulécitos (HIROSE et al., 2000; CHOU et al., 2004). Entre os reagentes prejudiciais ao
tecido isquémico liberados pelos neutréfilos esta a acdo proteolitica da elastase. A elastase é
uma enzima que degrada componentes da matriz extracelular e da jungdo neurovascular, o
que resulta no aumento da permeabilidade dos vasos sangliineos préximos a lesdo (TAOKA
et al., 1998; STOWE et al., 2009). Esta enzima atua ainda sinergicamente aos radicais livres e
citocinas liberadas localmente e parece favorecer também o recrutamento e transmigracao de
mais neutréfilos e outros leucécitos ao sitio de lesdo (CHOU et al., 2004). A infiltracdo de
leuctcitos mediada pelos neutrofilos pode aumentar a expressao de fatores deletérios locais e

aumentar o tamanho da les&o inicial (EMERICH et al., 2002).

Além disso, o acimulo de neutrofilos na luz de pequenos vasos e a ativagédo
plaquetaria dificulta a restauragdo do fluxo sangiiineo pos-insulto, mecanismo descrito como
fendmeno de nédo-refluxo (DEL ZOPPO & HALLENBECK, 2000; DOYLE et al., 2008;
BROUNS & DE DEYN, 2009). Este fendmeno leva a extensdo do dano primario pelo
prolongamento da hipoxia tecidual. Como se V&, os neutréfilos exercem um papel prejudicial
relevante na fisiopatologia aguda do AVENC e sinalizacdo inflamatoria aos demais
leucocitos. Finalmente, neutrofilos podem ser encontrados no encéfalo humano apos infarto
isquémico (AKOPOQV et al., 1996). Nestas circunstancias, neutréfilos e outros leucocitos
podem liberar proteases e radicais livres, 0s quais sdo extremamente lesivos ao parénquima

tecidual (AKOPQV et al., 1996).

Linfocitos

Existem duas populacdes de linfocitos: T e B. Ambos originam-se de precursores
presentes na medula 6ssea. Os linfécitos B amadurecem na medula 0ssea, ao passo que as
células T imaturas migram para o timo onde completam o desenvolvimento. A ativacdo de

linfocitos leva a resposta celular, envolvendo producdo de citocinas, expressao de receptores
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de citocinas e proliferacdo celular (ABBAS & SEN, 2003). Os linfocitos B séo responsaveis
pela produgdo de anticorpos e armazenamento da memoria imune a antigenos especificos
(ABBAS & JANEWAY, 2000). Enquanto que os linfocitos T sdo as células efetoras do
sistema inume adaptativo pelo reconhecimento de antigenos especificos (PERRY, 1998;

ABBAS & JANEWAY, 2000).

A migracdo e o acimulo de linfécitos nos tecidos sdo mediados por seletinas e
integrinas (JAESCHKE & SMITH, 1997; STEEBER et al., 1998). Em condi¢Ges normais,
linfocitos s@o raramente encontrados no SNC (MATYSZAK & PERRY, 1996). Contudo, em
situacOes patoldgicas, estas células podem ser encontradas no tecido nervoso apos lesdes
(POPOVICH et al., 1997; ARUMUGAM et al., 2005; MUKHTAR et al., 2005). Em
condigdes patoldgicas, estudos recentes relatam um papel controverso dos linfocitos no tecido
nervoso. Em lesGes isquémicas eles podem ser substancialmente prejudiciais, exercendo um
papel importante na resposta inflamatoria (YILMAZ et al., 2006) pela liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1 e TNF-a) e por promover quimiotaxia para outros leucdcitos
(SCHWAB et al, 2001), além do efeito citotoxico mediado pelo MHC classe |

(CABARROCAS et al., 2003).

Linfécitos também podem expressar acdo protetora. Contudo, este efeito depende do
tipo de células T ativadas e a gravidade da lesdo (LINFERT et al., 2009). Tal achado foi
relatado em modelo de encefalite autoimune experimental (EAE, do Inglés, experimental
autoimmune encephalomyelitis) (MOALEM et al., 1999) e em modelos de esclerose lateral

amiotrofica, em roedores (CHIU et al., 2008).

Desta forma, os linfocitos exercem papel controverso na modulacdo da resposta

inflamatdria no SNC.
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Microglia

A microglia é considerada a célula imunoefetora do SNC (GEHRMANN et al.,
1995). Em condigdes normais, a microglia monitora constantemente as alteragfes
homeostéticas do tecido em sua volta (DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005).
Nesta situacdo, a microglia € uma célula de corpo celular pequeno, com pouco citoplasma em
torno do nacleo e numerosas ramificacdes (RANSOHOFF & PERRY, 2009). Alteracdes
moleculares em seu microambiente podem induzir alteracdes morfolégicas que a torna ativada
(KREUTZBERG, 1996; ZIELASEK & HARTUNG, 1996). Tanto no tecido nervoso saudavel
como em condigdes patologicas, a microglia responde realizando a endocitose de restos
celulares e particulas dispersas no espaco extracelular (NAPOLI & NEUMANN, 2009). A
origem desta célula € controversa. Contudo, estudos indicam que a microglia deriva de
linhagem hematopoiética durante o periodo embrionario e pos-natal inicial (PERRY &

GORDON, 1991) (FIGURA 5A).

Sob condicGes fisiologicas, a microglia em repouso adota uma aparéncia morfologica
ramificada caracteristica. Entretanto, ela é bastante sensivel a mudancas no microambiente
onde vive e é prontamente ativada em resposta a diversos estimulos patoldgicos e as menores
alteracdes fisiologicas (PERRY & GORDON, 1987; PERRY, 1994; KREUTZBERG, 1996;
NEUMANN et al., 1998; STREIT et al., 2004; HAWLISCH & KOHL, 2006) (FIGURA 5B).
Recentemente descobriu-se que mesmo situacBes de estresse podem induzir ativacdo

microglial (PERRY, 2007).

O mecanismo de ativacdo microglial ndo estd completamente estabelecido, mas
trabalhos recentes demonstraram que neur6nios submetidos a condi¢fes de estresse podem

liberar ATP e ADP que podem sinalizar em receptores especificos na membrana de astrocitos
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2005; FETLER &

AMIGORENA, 2005; NIMMERJAHN et al., 2005; RAIVICH, 2005).
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FIGURA 5. Apresentacdo fenotipica da microglia em condi¢bes normais e patoldgica. A. Morfologia e
ontogenética do estagio de ativacdo e origem da microglia. B. Representacdo esquematica da escala de ativacgao
da microglia em func&o da severidade ou tipo de insulto. A esquerda: microglia em repouso (resting); a diteita:
microglia ativada e; no centro: microglia reativa. Modificado de Soulet e Rivest (2008) e McColl; Allan e

Rothwell (2009).

Durante o processo de ativacdo microglial estas células passam de uma morfologia

ramificada, com pequenos corpos celulares, para uma morfologia ameboide, onde as células

apresentam ramos curtos e grossos e, finalmente, a uma morfologia arredondada fagocitica de

macrofagos ativados (GRAEBER et al.,

1988; STREIT et al.,

1989; STREIT & GRAEBER,
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1993) (FIGURA 5B). Nestas circunstancias, a microglia ativada aumenta o poder de sintese
de diversas substancias e aumenta a expressdo de diversas moléculas de membrana (FIGURA
6), incluindo moléculas MHC, classes | e Il, receptores CD4 e CD8, e receptores do
complemento (PERRY & GORDON, 1987; PERRY, 1994; SCHROETER et al., 1994,
SCHROETER et al., 1997; JANDER et al., 1998; PERRY, 1998; SCHROETER et al., 1999;

STOLL & JANDER, 1999; SCHROETER et al., 2001).
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FIGURA 6. Representacdo de moléculas receptoras na membrana celular microglial e seus ligantes. Modificado
de Block; Zecca e Hong (2007).

O significado destas alteracbes morfofuncionais foram primeiramente estudados in
vitro, onde sugeriu-se um papel neurotoxico para a microglia (GIULIAN et al., 1990;
BANATI et al., 1993). In vitro, células microgliais liberam fatores neurotdxicos incluindo
acido quinolinico e NO que podem contribuir para a morte neuronal (GIULIAN et al., 1990;
BANATI et al, 1993). Sugeriu-se que eventos similares ocorrem em doencas

neurodegenerativas agudas e cronicas (GIULIAN et al., 1990; GEHRMANN et al., 1995;
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GIULIAN et al., 1995; GIULIAN et al., 1996; STOLL et al., 1998; ELIASSON et al., 1999;
BAL-PRICE & BROWN, 2001; GOMES-LEAL et al., 2004; STREIT et al., 2004; BLOCK

& HONG, 2005).

Em modelos experimentais de isquemia cerebral, relatou-se intensa ativagao
microglial no centro do infarto e na penumbra isquémica (MORIOKA et al., 1993). Inimeros
estudos sugerem que a ativagdo microglial excessiva contribui para a ampliacdo do processo
lesivo apds isquemia (YRJANHEIKKI et al., 1999; LAMPL et al., 2007; HAYAKAWA et
al., 2008). Alem da atuacdo benéefica como fagocitos, células microglais ativadas poderiam
liberar neurotoxinas, como NO, aminoacidos excitatorios e citocinas pré-inflamatorias (por
exemplo, TNF-o e IL-1) que poderiam contribuir para a morte neuronal (LIPTON, 1999;
SUGAWARA et al., 2004). Existem evidéncias experimentais que uma ativacdo microglial
descontrolada poderia dificultar a neurogénese enddgena que ocorre durante doencas

neurodenerativas (EKDAHL et al., 2003; MONJE et al., 2003).

Concomitante as mudangas morfoldgicas e da regulagdo das moléculas de superficie, a
microglia ativada também secreta fatores soliveis em condicdes patologicas (BATCHELOR
et al., 1999; BATCHELOR et al.,, 2000). Alguns desses fatores, tais como, o fator
neurotrofico derivado de células gliais (GDNF, do inglés: glial-derived neutrophic factors),
sdo potencialmente benéficos a sobrevivéncia de neurdnios (BATCHELOR et al., 1999;

BATCHELOR et al., 2000).

Estudos recentes tém enfatizado que € o tipo de estimulo que determina se o
fendtipo microglial serd benéfico ou deletério (BUTOVSKY et al., 2005; SCHWARTZ et al.,
2006). Butovsky et al. (2005) demonstraram em um recente estudo in vitro que estimulos

como LPS e B-amiloide podem induzir um fenétipo microglial deletério, como a sintese

excessiva de TNF-a, enquanto que baixas doses de IFN-y e da citocina anti-inflamatoria I1L-4
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podem induzir um fendtipo microglial neuroprotetor, com expressdo de MCH classe 1l e
liberagdo do fator neurotrofico | semelhante a insulina (IGF-I, do inglés: insulin-like growth

factor).

1.2.5 Apoptose.

Excitotoxicidade, radicais livres, dano ao DNA, desequilibrio i6nico, avaria a
membrana mitocondrial e resposta imune exasperada sdo causas envolvidas na morte celular
por apoptose (SUGAWARA et al., 2004; DOYLE et al., 2008; BROUNS & DE DEYN,
2009). O mecanismo apoptético pode envolver a via mitocondrial intrinseca ou estimulos

extrinsecos a célula (DOYLE et al., 2008).

1.2.5.1 Via Intrinseca

Esta via independe de sinalizacbes de receptores de membrana celular (VILA &
PRZEDBORSKI, 2003). A isquemia prejudica a estabilidade da membrana mitocondrial que
transloca para o citoplasma a enzima mitocondrial constituinte da cadeia respiratoria
citocromo-C (SUGAWARA et al.,, 2004) e Smac/Diablo, inibidores de proteinas anti-
apoptoticas (IAPs) (VILA & PRZEDBORSKI, 2003). No citosol, a citocromo-C reage com
Apaf-1 e dATP (moléculas pré-apoptoticas citoplasmaticas) para ativar a caspase-9. Esta
aciona a caspase-3 (SUGAWARA et al., 2004; DOYLE et al., 2008). A caspase-3 ativada
despolimeriza o citoesqueleto celular e ativa endonucleases que clivam o DNA nuclear,
conduzindo a célula, invariavelmente, a morte (VILA & PRZEDBORSKI, 2003;

SUGAWARA et al., 2004; DOYLE et al., 2008) (FIGURA 7).



34

1.2.5.2 Via Extrinseca

A via extrinseca € assim chamada porque a apoptose pode ser mediada por ligacéo de
sinalizadores de morte a receptores celulares especificos (DOYLE et al., 2008), como
membros das familias Fas/CD-95 e TNF-R1, e seus respectivos ligantes de morte: ligante
FAS (FasL) e TNF-alfa (VILA & PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA et al., 2004;
DOYLE et al, 2008). Uma vez estabelecida a ligacdo entre receptores e ligantes, uma
proteina adaptadora intracelular é acionada e ativa a caspase-8, que pode seguir duas cascatas

distintas (FIGURA 7):

Sinal de sobrevivéncia

-

lAﬁvagﬁo de s l l I l !
fragmentacao \ Vativacio
end leos:

FIGURA 7. Desenho esquematico das vias envolvidas com a morte celular apoptética. Modificado de Doyle,
Simon e Stenzel-Poore (2008).

a. Ativar a caspase-3 efetora que aciona a poli(ADP-ribose)polimerase (PARP). O
excesso de PARP leva a deplecdo de NADP e ATP que, respectivamente, causam dano ao
DNA e aumento da faléncia energética. Pode haver a ativacdo da enzima desoxirribose
nuclease ativada por caspase (CAD) que, em ultima instancia, também fragmenta o DNA

nuclear (VILA & PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA et al., 2004; DOYLE et al., 2008);
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b. Truncamento da proteina Bid citoplasmatica, um membro da familia Bcl pro-
apoptética, que, em conjunto com Bax e Bak, formam poros na membrana mitocondrial com
vazamento de citocromo-C, o que leva a morte celular mediada por caspase-3 (VILA &

PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA et al., 2004; DOYLE et al., 2008).

Vila e Przedborski (2003) afirmam existir certo aspecto proeminente entre o grau de
ativacdo da resposta inflamatoria extracelular e o acionamento da via extrinseca, pela grande
oferta de ligantes de morte, como o TNF-alfa. Isso justifica, portanto, porque a modulacdo

inflamatdria reduz danos secundarios a penumbra isquémica.

1.3 TERAPIAS EXPERIMENTAIS PARA O ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O tratamento trombolitico com o ativador de plasminogénio tecidual recombinante
(rt-PA, alteplase) é a Unica intervencdo aprovada para uso clinico em seres humanos apés
AVENC (WEINBERGER, 2006; GREEN, 2008). Contudo, diversos fatores limitam a um uso
mais amplo desta terapia, fazendo com que pouco pacientes sejam beneficiados. O primeiro
deles é a estreita janela temporal para administracdo, em torno de 3 horas apos o inicio do
acometimento neurovascular (GLADSTONE et al., 2002; BENTLEY & SHARMA, 2005;
GREEN, 2008). Outros fatores sdo a baixa eficacia (GLADSTONE et al., 2002; BENTLEY &
SHARMA, 2005) e a seguranca do tratamento que pode induzir hemorragias secundarias

através do fendmeno de transformacdo hemorragica (FORD, 2008; GREEN, 2008).

A reduzida opc¢do de tratamentos farmacolégicos para AVENCs levou a estudos para
o desenvolvimento de outras possibilidades terapéuticas. Entre tais propostas esta a terapia
génica (SAPOLSKY, 2003), que busca potencializar fatores protetores enddgenos e inibir 0s

prejudiciais pela modulagdo da expressdo génica celular e a evolucdo de técnicas
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neurocirargicas (KIRMANI et al., 2005), que torna os procedimentos menos invasivos e mais
eficientes. Neste contexto, farmacos antiinflamatorios e a terapia celular surgem como
possibilidades terapéuticas, entre 0s quais estdo: a minociclina e o transplante de células-

tronco.

1.3.1 Minociclina.

A minociclina é uma tetraciclina semi-sintética de segunda geracdo, usada
comumente como antibidtico, mas que possui consideravel efeitos antiinflamatorios
(DOMERCQ & MATUTE, 2004; HEWLETT & CORBETT, 2006). Yrjanheikki et al. (1998,
1999) demonstraram que esta tetraciclina possui consideraveis efeitos neuroprotetores apos
AVENC experiental. Nestes estudos, o tratamento de roedores isquémicos com minociclina
induziu cerca de 65% de diminuicdo da area de infarco cortical e cerca de 45% de dimunicao
na area de infarto estriatal (YRJANHEIKKI et al., 1998; YRJANHEIKKI et al., 1999). Os
autores atribuiram estes efeitos, principalmente, a diminuicdo da ativacdo microglial. A partir
destes estudos iniciais, diversos outros estudos mostraram os efeitos neuroprotetores da
minociclina apds isquemia e diversas outras doencas no SNC (BLUM et al., 2004; YONG et
al., 2004; STIRLING et al., 2005; KIM & SUH, 2009). O tratamento de roedores submetidos
a lesdo aguda da medula espinhal com minociclina reduziu a degeneracdo secundaria de
oligodendrdcitos, aumentou a regeneracdo axonal e modulou a morte celular por apoptose
(STIRLING et al., 2004). O tratamento com minociclina aumenta a neurogénese endégena no
cérebro adulto apés AVENC experimental (LIU et al., 2007). Pacientes que foram tratados
com minociclina na fase aguda do AVENC tiveram melhor prognéstico neurolégico que o

grupo placebo (LAMPL et al., 2007).
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Parte do sucesso da minociclina pode estar associada a estrutura quimica desta droga
(KIM & SUH, 2009). A organizagdo molecular da minociclina (FIGURA 8) a permite ser até
5 vezes mais lipofilica que as demais tetraciclinas (BLUM et al., 2004). Isso favorece a esta
tetraciclina atravessar facilmente a BHE (DOMERCQ & MATUTE, 2004; YONG et al.,
2004). Além disso, a minociclina é rapida e facilmente absorvida (AGWUH &
MACGOWAN, 2006), bem tolerada em altas doses (BLUM et al., 2004) e possui uma meia-
vida média superior a outras drogas com a¢do biolégica similar (ANDES & CRAIG, 2002;
AGWUH & MACGOWAN, 2006). Estas caracteristicas fazem da minociclina uma promessa
terapéutica para diversas doengas do SNC, incluindo o AVENC isquémico (DOMERCQ &

MATUTE, 2004; YONG et al., 2004; HEWLETT & CORBETT, 2006; KIM & SUH, 2009).

(CH;),N N(CH,),

Minociclina

OH @) OH 0O

FIGURA 8. Estrutura molecular da minociclina. Modificado de Kim e Suh (2009).

Apesar de ndo ser totalmente claro o mecanismo de atuacdo da minociclina no
AVENC isquémico, o farmaco parece exercer influéncia em pontos diversificados da resposta
inflamatéria e apoptose (STIRLING et al, 2005). Na resposta inflamatéria, estudos
demonstram que a minociclina bloqueia a ativacao e infiltracdo de leucocitos (YONG et al.,
2004; STIRLING et al., 2005), atenua a permeabilidade da BHE inibe as enzimas MMPs e
NOS (YONG et al., 2004; STIRLING et al.,, 2005; MACHADO et al., 2006), modula
mediadores inflamat6rios (YONG et al., 2004) e reduz a ativacdo e proliferacdo microglial
(YRJANHEIKKI et al, 1999; DOMERCQ & MATUTE, 2004; YONG et al, 2004;

STIRLING et al., 2005; HEWLETT & CORBETT, 2006; HAY AKAWA et al., 2008). Um
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estudo recente sugere que a minociclina inibe a ativagdo microglial por uma acdo especifica

em um mediador semelhante a citocina denominado HMGB-1(do inglés, high-mobility group

box 1) (HAYAKAWA et al., 2008).
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FIGURA 9. Atuacdo da minociclina na modulagdo inflamatéria e como anti-apoptético. A. representacdo de
provaveis intervencdes na minociclina nas vias intrinseca e extrinseca da apoptose. B. pontos de atuacdo chave

da minaciclina na resposta inflamatoria. Modificado de Domercq e Matute (2004).

Na cascata apoptotica, a minociclina pode intervir na disponibilidade extracelular de

ligantes de morte (TNF-a e ligante Fas) e/ou na presenga de fatores neurotréficos no meio que

ativam receptores de sobrevivéncia na célula. Intracelularmente, o principal alvo da

minociclina é a mitocondria (DOMERCQ & MATUTE, 2004). Nesta organela, o farmaco

estabiliza a membrana mitocondrial e impede o vazamento de citocromo-C (TENG et al.,

2004; YONG et al., 2004; STIRLING et al., 2005) (FIGURA 9A), aliado a reducéo direta da

ativacdo de caspase-3 (STIRLING et al., 2005).
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1.3.2 Células Tronco Adultas Derivadas da Medula Ossea

Células tronco sdo unidades teciduais reconhecidas pelo potencial proliferativo,
multi-diferenciacdo e possibilidade de reconstituicdo funcional do tecido substituido
(LINDVALL & KOKAIA, 2006; BACIGALUPPI et al., 2008; DHARMASAROJA, 2009).
As células tronco podem ser classificadas em adultas e embrionérias. As células embrionéarias
sdo obtidas da massa interna do blastocisto e possuem grande capacidade de proliferagéo e
geracdo de células de qualquer tecido (totipoténcia) (LEEB et al., 2009). As células tronco
adultas podem ser encontradas em varios locais do organismo, entre 0s quais cérebro, medula
Ossea, corddo umbilical e dente (LINDVALL & KOKAIA, 2006; BACIGALUPPI et al.,

2008; DHARMASAROJA, 2009).

Entre as células tronco adultas, sdo encontradas tipos celulares multipotentes e
precursoras. As primeiras conseguem se diferenciar em células de alguns tecidos (CHEN et
al., 2008), enquanto que as ultimas possuem limitado poder de diferenciacdo e reduzida
capacidade proliferativa (ENGLAND et al., 2009). Estas caracteristicas sao encontradas em
células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais (JOHANSSON, 2003; DHARMASAROJA,
2009; GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009). Estas células tronco sdo derivadas da medula
Ossea (CMOs) e representam uma fracdo das células mononucleares do estroma &sseo

(GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009).

O transplante tanto de células tronco embrionarias como de células troncos adultas
vem sendo utilizadas em diversos estudos pré-clinicos com terapia experimental para AVENC
e outras desordens neurais agudas e crbénicas (LINDVALL & KOKAIA, 2006;
BACIGALUPPI et al., 2008; DHARMASAROJA, 2009). Diversos estudos sugerem que 0
transplante de células tronco embrionérias induz neuroprotecdo e recuperacdo funcional apos

AVENC experimental (TOYODA et al., 2008; HICKS et al., 2009; ZOU et al., 2009). No
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entanto, apesar da grande capacidade regenerativa e plasticidade das células tronco
embrionéarias, 0 uso das mesmas é limitado por questdes éticas e disponibilidade (LEROU &
DALEY, 2005). Este fato fez muitos grupos de pesquisa optarem pelas células tronco adultas

como fonte de transplante em estudos pré-clinicos.

As CMOs constituem uma fonte alternativa a aquisicdo de células tronco para
transplante por serem de facil extracdo, ndo estarem envolvidas em grandes questdes éticas ou
religiosas e por apresentarem pluri ou multipoténcia no organismo receptor (GIRALDI-
GUIMARAES et al., 2009). Estima-se que a quantidade de células tronco hematopoiéticas na
medula 0ssea é da ordem de 0,05% - 0,5% (GUNSILIUS et al., 2001). O percentual restante é
de células diferenciadas e progenitoras originadas neste tecido (GIRALDI-GUIMARAES et
al., 2009; DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010). Estudos de Brenneman et al
(2010) encontraram que o transplante de dez milhGes de células mononucleares
proporcionaram recuperacdo neurologica significativa, reducdo do volume isquémico e
modulacdo de mediadores inflamatérios em roedores (BRENNEMAN et al.,, 2010). O
isolamento de tipos especificos de CMOs também demonstram resultados positivos sobre a
formacdo da cicatriz glial em modelos de isquemia no cértex sensoriomotor de ratos (DE

VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010).

Como se V&, mesmo em proporcao reduzida, estudos sugerem que o transplante de
CMOs é consideravelmente neuroprotetor e induz recuperacdo funcional ap6s AVENC e
outras desordens neurais agudas e cronicas, incluindo trauma cerebral e da medula espinhal
(CHOPP et al., 2000; SCHWARTING et al., 2008; DHARMASAROJA, 2009; ENGLAND et
al., 2009; GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al.,

2010).
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FIGURA 10. Possiveis mecanismos de acdo das células tronco transplantadas apés AVENC e outras desordens
neurais. Modificado de Martino e Pluchino (2006).

O mecanismo de acdo das CMOs no AVENC ainda ndo esta definido. Estudos
sugerem que células tronco transplantadas migram aos sitios de lesdo e assumem fenotipos de
células residentes, incluindo neurénios, astrocitos e oligodendrécitos o que resulta em
melhora da funcéo neuroldgica (MEZEY & CHANDROSS, 2000; MILLER, 2006; CHEN et
al., 2008). No entanto, estudos recentes sugerem que, em funcdo da reduzida quantidade de
CMOs encontradas no parénquima nervoso, da ordem de 0,02% do montante transplantado
(SAVITZ et al., 2004; SCHWARTING et al., 2008), as CMOs agem principalmente através
de efeitos pleiotrdicos, cujo produto final é a neuroprotecao tecidual (CHEN et al., 2001; LI
et al., 2001; ANDREWS et al., 2008; CHEN et al., 2008; EINSTEIN & BEN-HUR, 2008;
PAVLICHENKO et al., 2008; SCHWARTING et al., 2008). Nestes estudos, sugerem-se que
fatores neurotréficos e citocinas anti-inflamatorias sdo liberados pelas células tronco

transplantadas e ativam mecanismos de reparo endogeno (LI et al., 2000; CHEN et al., 2001;
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LI etal., 2001; ANDREWS et al., 2008; EINSTEIN & BEN-HUR, 2008; PAVLICHENKO et
al., 2008; SCHWARTING et al., 2008). Além disso, inducdo de neurogénese, angiogénese e
sinaptogénese; neuroprotecao e regulacdo do fluxo sangliineo e da permeabilidade da BHE
podem estar envolvidas nos mecanismos de acdo das células tronco apés AVENC e outras
doencas (DHARMASAROJA, 2009) (FIGURA 10). Ou seja, as células tronco parecem

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

1.4 HIPOTESE E PERGUNTA EXPERIMENTAL

Como visto, 0 AVENC possui um complexo mecanismo fisiopatologico que envolve
inflamacédo, onde a ativacdo ¢ um componente fundamental (CHAVARRIA & ALCOCER-
VARELA, 2004; BLOCK et al., 2007; NAPOLI & NEUMANN, 2009), morte celular por
necrose e apoptose (SYNTICHAKI & TAVERNARAKIS, 2002; 2003; VILA &
PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA et al., 2004; DOYLE et al., 2008) excitotoxicidade
(HAZELL, 2007; KAUSHAL & SCHLICHTER, 2008; TAKEUCHI et al., 2008) e estresse
oxidativo (LOVE, 1999; CHAN, 2001; ALEXANDROVA & BOCHEV, 2005). Estes e
outros eventos fisiopatoldgicos levam a progressdo da lesdo primaria sobre a penumbra

isquémica, o que aumenta a disfuncéo neurolégica (LO, 2008).

Como discutido anteriormente, a resposta inflamatéria mediada pela microglia pode
evoluir com perfil deletério pela liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e
produtos citotoxicos que induzem a morte neuronal e prejuizo a neurogénese enddgena
(MABUCHI et al., 2000; YENARI et al., 2006; BLOCK et al., 2007; LEHNARDT et al.,
2008). Desta forma, a modulacdo do estado de reatividade microglial € um fator

preponderante apOs desordens neurais agudas e crénicas (LIU & HONG, 2003; LAl &
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TODD, 2006; NEUMANN et al., 2009). Esta célula é atualmente considerada alvo para

intervencdo terapéutica (ROCK & PETERSON, 2006; BLOCK & HONG, 2007).

Em diversos estudos as células tronco séo transplantadas na fase aguda do AVENC,
periodo no qual uma intensa resposta inflamatéria esta ocorrendo (ANDREWS et al., 2008;
KEIMPEMA et al.,, 2009; DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al., 2010). Existem
evidéncias experimentais que as células tronco transplantadas sdo afetadas por componentes
da resposta inflamatéria aguda (COYNE et al., 2006; MOLCANY!| et al., 2007). Apds trauma
experimental, a resposta inflamatoria parece prejudicar a sobrevivéncia e a integracdo de
células tronco transplantadas nesta condicdo patolégica (MOLCANYI et al., 2007). Outro
estudo sugere que o transplante de células tronco em cérebros normais iniciam um processo

inflamatdrio que contribui para a rejeicao das células transplantadas (COYNE et al., 2006).

Em estudos prévios de nosso grupo, investigamos como a modulacdo da ativacao
microglial influencia as acOes terapéuticas de CMOs transplantadas na fase aguda apos
isquemia experimental do cortex motor (FRANCO, 2009). Neste estudo, encontramos
evidéncias experimentais que a diminuicdo da ativacdo microglial € benéfica para as acdes das
células transplantadas 24h ap0s isquemia do coOrtex motor. No entanto, ainda ndo se
investigou como a resposta inflamatdria influencia as acGes terapéuticas de células tronco
transplantadas ap6s AVENC experimental no estriato, um componente importante dos
nacleos da base, comumente afetado por AVENC em seres humanos (MARINKOVIC et al.,
2001). Nesta dissertacdo, induzimos isquemia focal no estriato de ratos adultos para
investigarmos a hipotese de que o tratamento de animais isquémicos com células tronco da
medula 0ssea, em concomitancia com o blogueio da ativacdo microglial com minociclina,
pode induzir protecdo tecidual e recuperacao funcional mais eficazes do que a simples terapia

celular sem o bloqueio da resposta inflamatoria.
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1.5 OBJETIVO

1.5.1 Objetivo Geral

Investigar se o bloqueio da ativacdo microglial pela minociclina potencializa os
efeitos terapéuticos de células da fracdo mononuclear da medula dssea transplantadas
endovenosamente em ratos submetidos a isquemia experimental focal do estriato induzida por

microinjec¢des de endotelina-1.

1.5.2 Objetivos especificos

e Descrever 0s aspectos histopatologicos da lesdo estriatal isquémica, incluindo

padrdes lesivos e resposta inflamatdria aguda, com énfase na ativacdo microglial.

e Induzir blogueio microglial com minociclina, apés lesdo estriatal isquémica.

e Investigar qualitativa e quantitativamente os efeitos do blogueio microglial sobre as
acOes terapéuticas de celulas da fracdo monuclear da medula 0ssea transplantadas
endovenosamente ap0Os lesdo estriatal isquémica, considerando parametros

relacionados a preservacéo tecidual.

e Investigar de que forma o bloqueio microglial influencia os efeitos das células da
fracdo mononuclear transplantadas na fase aguda do AVENC experimental sobre a
recuperacdo funcional de animais com isquemia estriatal, avaliado através de testes

comportamentais.
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2.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS
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Foram utilizados 21 ratos Wistar, machos adultos, pesando entre 220-280g. Todos

alojados em gaiolas contendo entre 4-5 animais, com &gua e comida ad libitum. Os

procedimentos foram executados conforme aprovado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com

Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para, segundo protocolo n° BIO010-

09. Todos os esforcos foram realizados para evitar o sofrimento e ansiedade nos animais.

Para este estudo foram planejados quatro grupos experimentais e animais doadores

de medula éssea, conforme disposto na tabela a baixo.

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

Grupos

Descricao

Namero

IST

ICM

ITCT

ICMCT

Doadores

Animais controle-isquémico — sdo animais isquémicos tradados apenas
com salina estéril. Receberam todos os procedimentos cirdrgicos e
inducdo de isquemia com endotelina-1 (ET-1).

Animais isquémicos tratados com minociclina — receberam todos os
procedimentos cirargicos com inducéo isquémica por ET-1 e
tratamento (i.p.) diario com minociclina.

Animais isquémicos tratados com células da fracdo mononuclear da
medula 6ssea. Receberam todos os procedimentos cirurgicos com
inducdo isquémica por ET-1 e tratamento intravenoso (i.v.) Unico com
celulas mononucleares.

Animais isquémicos tratados, concomitantemente, com minociclina e
células mononucleares. Receberam todos os procedimentos cirurgicos
com inducdo isquémica e tratamento segundo os protocolos dos
grupos ICM e ITCT.

Animais doadores de medula 6ssea para extracéo de células
mononucleares visando o tratamento dos grupos ITCT e ICMCT.

TOTAL

06

05

04

04

02

21
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2.2 PROCEDIMENTOS PRE-INDUCAO ISQUEMICA

Os animais foram adquiridos com cinco dias de antecedéncia da data prevista para a
cirurgia. Durante este periodo, os animais foram ambientados e manipulados para reduzir
reacOes de ansiedade e estresse nos testes comportamentais. No dia anterior a indugédo
isquémica, objetivando registrar as linhas de base dos animais, estes realizaram os testes
comportamentais que foram posteriormente executados em dias especificos apds a inducdo

iIsSquémica.
2.3 INDUCAO DE ISQUEMIA FOCAL POR MICROINJECAO DE ET-1

No dia da cirurgia, os animais foram anestesiados com uma mistura de Cloridrato de
Cetamina (Vetanarcol®, Kénig. 72mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (Kensol®, Konig. 9mg/kg).
Uma vez abolidos os reflexos de retirada da pata e corneano, os animais foram colocados em
um aparelho estereotaxico (Insight®, EFF-336), sob a protecdo de uma manta térmica, para
posterior registro das coordenadas estereotaxicas que permitissem injetar a ET-1 para a
inducdo isquémica no estriato. As coordenadas estereotaxicas foram as seguintes, tomando o
bregma como ponto de referéncia: +2mm, lateral; +1mm, anterior; e, -4mm, ventral, a partir
da superficie cortical. Uma incisdo longitudinal foi feita com bisturi para exposicdo da caixa
craniana e, no ponto especificado pelas coordenadas estereotaxicas, realizou-se craniotomia
com auxilio de uma broca cirlrgica para exposicdo da superficie cortical. Em seguida,
injetou-se lentamente 40 pMol de ET-1 (Sigma-Aldrich) diluidos em 1ul de solucdo salina
estéril com auxilio de uma micropipeta de vidro graduada (Sigma-Aldrich, Hirschmann). A
pipeta foi mantida estacionaria por cinco minutos no parénquima neural, antes de ser
lentamente retirada, de modo a evitar o refluxo da ET-1 injetada. Adicionou-se um pequeno
volume de azul colanil, tanto a solu¢do de ET-1 como a solugdo diluente, para facilitar a

identificacdo do sitio de injecdo. Depois da cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas
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individuais durante o tempo de sobrevida de sete dias, apenas saindo das mesmas para a

realizacdo dos testes comportamentais.

2.4 TESTE COMPORTAMENTAL

Foi utilizado o teste Modificado de Remocdo do Adesivo proposto por Sughrue e et
al. (2006) e corrigido por Komotar et al. (2007), o qual foi adaptado nas quantidades de
tentativas propostas e no modo de analise do dados gerados. Das cinco tentativas, o0 melhor e
pior desempenho foram excluidos para se abstrair a média do teste apenas para a pata

contralateral.

O teste consistiu em envolver o punho do animal com um adesivo (3,5cm de
comprimento por 1,0 cm de largura) em tentativas de 30s cada, alternadas entre as patas,
marcadas por um cronbmetro em contagem regressiva. Com auxilio de um segundo
cronémetro, todo e qualquer movimento esbocado pelo animal na tentativa de retirada do
adesivo foi registrado (SUGHRUE et al., 2006; KOMOTAR et al., 2007). Portanto, este teste

avalia a capacidade sensoriomotora do animal.

2.5 TRATAMENTO COM MINOCICLINA PARA BLOQUEIO MICROGLIAL

Esta bem estabelecido que o tratamento com minociclina, na dosagem aqui utilizada,
diminui a ativacdo microglial (YRJANHEIKKI et al., 1999; EKDAHL et al., 2003). Neste
estudo, utilizamos o protocolo descrito por Ekdahl et al. (2003) e Franco et al. (2009) para a
inibicdo da ativacdo microglial. Os animais do grupo ICM (N=5) injetados com ET-1

receberam duas inje¢des diarias (i.p) de 50 mg/kg de minociclina (Sigma Aldrich) de 12 - 12h



48

durante os primeiros dois dias. A primeira injecdo foi administrada 2h apds a inducéo da lesdo
isquémica. Doses subsequentes de 25 mg/kg foram administradas uma vez por dia nos cinco

dias subsequentes.

2.6 TRATAMENTO COM CELULAS DA FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA

OSSEA

A fracdo mononuclear foi extraida da medula dssea de animais doadores da mesma
ninhada dos animais receptores 24h apds a indugdo isquémica. O protocolo de extracéo foi
adaptado de Girald-Guimarées et al. (2009). Os animais doadores foram anestesiados com
uma mistura de Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/kg) e Cloridrato de
Xilazina (Kensol®, Kénig. 9mg/kg). Abolidos os reflexos de retirada da pata e corneano, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em ambiente estéril, o fémur e a tibia
de cada pata foram dissecados e imersos em solucéo salina estéril. Na capela de fluxo laminar
(Veco, Clean Plus — CFLH-09), as epifises dos ossos foram cortadas e a medula Ossea
extraida com auxilio de uma seringa (10ml), cuidadosamente inserida no canal da medula
Ossea. Utilizou-se a pressao exercida por um volume de DMEM-F12 (Sigma-Aldrich, D8900-
10X1L) para alojar a medula 6ssea em um tubo falcon de 14 ml. No tubo falcon, a medula
Ossea foi mecanicamente dissociada e centrifugada (Centribio, 80-2B) por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a mistura de células ressuspendida em 2ml de DMEN-F12 e
transferida para outro tubo falcon contendo 2ml de Histopaque® (108 31-6X100XL) e
centrifugada por 30 minutos. Deste Gltimo, as células foram extraidas do meio limite entre o
Histopaque® e o DMEM-F12. No terceiro tubo falcon, as células mononucleares foram

centrifugadas em trés tempos com solucdo salina por 5 minutos cada. Estas lavagens foram
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feitas em 3ml da solucdo salina estéril com ressuspensdo das células entre uma lavagem e

outra (GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009).

Depois da dltima lavagem, contaram-se as células. O sobrenadante foi descartado e,
as células no tubo, adicionou-se 0,9ml de DMEM-F12 e 0,1ml de soro fetal bovino (Sigma-
Aldrich), solucdo estoque. Apos a ressuspensao, uma aliquota de 100 ul da solucdo estoque
foi retirada e misturada a 400 pl de solucéo salina para extracdo de células mononucleares e
500 pl de Solugdo Azul Tripano (Fluka). Uma parte desta dltima solugdo foi usada para
contagem das células mononucleares viaveis em Camara de Neubauer (Hemocitémetro),
tomando-se por base, inicialmente, o fator de diluicdo igual a 10 (dez), o volume injetado

contendo 5,10° células mononucleares foi da ordem de 100 pl.

2.7 TRATAMENTO CONCOMITANTE COM MINOCICLINA E CELULAS DA FRACAO

MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA

Para testarmos a hipotese de que a modulacdo da ativacdo microglial é benéfica para
as acOes terapéuticas das células da medula dssea transplantadas na fase aguda ap6s AVENC
experimental, nos delineamos um grupo experimental onde os animais isquémicos foram
tratados, concomitantemente, com ceélulas da fracdo mononuclear da medula Gssea e
minociclina. Estes animais receberam, como previamente descrito, 5,10° células da medula
24h apo6s a inducdo isquémica (grupo ICMCT, N=4). Em seguida, nos cinco dias
subsequentes (até o sexto dia pos-isquemia), receberam doses de minociclina de acordo com o
protocolo descrito para o grupo ICM. A perfusdo foi realizada ao sétimo dia ap6s a inducéo

isquémica. Este tempo de sobrevida corresponde ao pico de ativacdo microglial apds isquemia
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(CLARK et al., 1993; MORIOKA et al., 1993; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008) e,

portanto, é adequado para testar a hipdtese em questéo.

2.8 PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

No sétimo dia apds a inducdo isquémica, concluidos os testes comportamentais, 0s
animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Kénig. 72mg/kg) e
Cloridrato de Xilazina (Kensol®, Kénig. 9mg/kg). Abolidos os reflexos de retirada da pata e
corneano, 0s mesmos foram perfundidos através do ventriculo esquerdo do coragdo com 250-
300 ml de tampéo fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) heparinizada, seguido de
250-300 ml de paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4). Depois da
retirada dos encéfalos, estes foram pos-fixados por 24h no mesmo fixador. Em seguida, 0s
encéfalos foram crioprotegidos em solu¢es com concentragdes crescentes de sacarose diluida

em mistura de glicerina com tampéo fosfato 0,05M, pH 7,2 — 7,4.

Apbs a crioprotecdo, os encéfalos foram incluidos em Tissue-Tek® (Sakura) e
seccionados com auxilio de um criostato (Micron, HM505E), onde seccdes de 20 e 50 pm
foram obtidas. As sec¢des foram diretamente montadas em laminas histologicas gelatinizadas

e conservadas em um freezer a -20°C para posterior uso.

2.9 ANALISES HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA
2.9.1 Andlise Histopatologica Geral

A analise histopatologica foi realizada com a coloracdo pela violeta de cresila. Esta

coloragdo permite a visualizagdo de corpos celulares e a perda dos mesmos em situacoes
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patoldgicas (DOS SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; GUIMARAES et al., 2009). Para
identificarmos precisamente o epicentro da lesdo isquémica, observamos secgdes coradas em
diferentes pontos tanto anterior como posterior ao sitio de injecdo de ET-1. Sec¢des mais

préximas ao epicentro lesivo foram escolhidas para analise histopatolégica.
2.9.2 Imunoistoquimica

A presenca de microglia/macrofagos ativados foi identificada pela imunomarcacao
com o anticorpo ED1 (1:200; Sorotec), que reconhece um epitopo na membrana de
lisossomas de macrofagos ativados (ROBINSON et al., 1986). Corpos neuronais foram
marcados com o anticorpo anti-NeuN (1:100, Chemicon-Millipore), que reconhece um

epitopo especifico no nucleo de neurdnios maduros (MULLEN et al., 1992).

O protocolo utilizado foi previamente usado em (GOMES-LEAL et al., 2002). As
laminas com as sec¢des montadas foram retiradas do freezer e colocas na estufa (BrasDonto,
BrClave®) & 40°C por 30 minutos. Em seguida, as seccdes foram delimitadas com uma caneta
hidrofobica (Dako Pen, ref. S2002), lavadas em PBS por 3 minutos, e imersas em tampéo
borato (0,2M, pH 9,0; Nuclear) a temperatura constante de 65°C, por 25 minutos. Apds esta
fase, as seccdes ficaram mais 20 minutos a temperatura ambiente. As seccGes foram
novamente lavadas em PBS por 3 minutos e submetidas ao tratamento com solu¢do metanol
(QEEL) e perdxido de hidrogénio (H,O,, Merck) (1ml de H,O, para cada 100ml de metanol
absoluto) sob agitacdo constante. As sec¢des foram entdo lavadas (3 tempos, 3 minutos cada)
em solugdo de PBS/Tween® (Sigma-Aldrich) e incubadas por 1h em soro normal de cavalo a
10% em camara Umida. Depois, 0 excesso de soro normal foi retirado para incubacdo no
anticorpo primario, por uma noite. No dia seguinte, as seccGes foram lavadas (3 tempos, 3
minutos cada) na solugdo de PBS/Tween® e incubadas por 2h no anticorpo secundario

biotinilado anti-camundongo feito em cavalo (1:100; Vector). Apos este periodo, trés
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lavagens foram realizadas (3 minutos cada) em PBS/Tween para que as secgOes fossem
incubadas no Complexo Avidina-Biotina Peroxidase (Vector, kit ABC Vectastain®) por 2h.
As seccOes foram lavadas (4 tempos, 3minutos cada) antes da revelagdo utilizando
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich). As secgdes foram incubadas em uma solucéo
contendo 250 ml de PB 0.1M (pH 7,2 — 7,4) juntamente com 125mg de DAB e 130 ul de
H.O,. As mesmas foram monitoras em microscépio éptico até que a intensidade da reacao
ficasse adequada. Apds o término da revelagdo, as seccdes foram lavadas em PB 0,1 M (pH

7,2 —7,4), desidratadas em gradientes de alcool/ xileno e montadas em Entellan® (Merck).

2.10 ANALISE QUALITATIVA

As seccOes de todos 0s grupos experimentais, marcadas pelos métodos
imunoistoquimicos e histoquimicos foram analisadas em microscopio Optico (Bioval,
L2000C). Imagens de campos representativos foram obtidas com auxilio de uma camera

digital (Nikon, Coolpix 950) acoplada a um microscépio éptico (Nikon, Optiphot 2).

2.11 ANALISE QUANTITATIVA

2.11.1 Método de Contagem

Contou-se o nimero de macrdfagos ativados (células ED1") e corpos neuronais
(células NeuN™) de todos os grupos experimentais, utilizando objetiva de 40X e gradicula de
area 0.0625 mm? acoplada & ocular de um microscépio 6ptico (BIOVAL, L2000C). Utilizou-
se nas contagens 3 seccBes por animal, 16 campos por seccao, €, pelo menos, 3 animais para

cada grupo experimental.
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2.11.2 Anélise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada por andlise de variancia um critério e teste de
correcdo de Tukey. O nivel de significancia estipulado foi de p<0,05 (ANOVA, um critério,
posthoc Tukey, p<0,05). A construcdo grafica e a andlise estatistica foram realizadas no

programa GraphPad (Prism 5.0).



54

3 RESULTADOS

3.1 MICROINJECOES ESTRIATAIS DE ET-1 INDUZEM SINTOMAS MOTORES

CARACTERISTICOS DE LESAO ISQUEMICA

Trés horas apds a inducdo isquémica por microinjecdo de 40 pMol de ET-1 no
estriato, os animais foram avaliados quanto aos déficits funcionais. Todos os animais
apresentaram desvio ipsilateral do tronco quando estaticos e deslocamento circular ao se
mover pela gaiola, além de retracdo da pata contralateral, evidenciada ao se erguer sutilmente

0s animais pela calda. Estes parametros evidenciam a eficacia da indugdo isquémica.

3.2 MICROINJECOES ESTRIATAIS DE ET-1 INDUZEM PERDA NEURONAL

PROGRESSIVA CONCOMITANTE COM INTENSA RESPOSTA INFLAMATORIA

Microinjecdes de 40 pMol de ET-1 no estriato de ratos adultos (grupo IST)
induziram perda neuronal progressiva, caracterizada por palor tecidual e necrose 7 dias apés a
inducdo isquémica (FIGURA 11A). Concomitante com a conspicua perda tecidual, houve
intensa resposta inflamatoria, caracterizada pela presenca de macrofagos ativados no centro
isquémico e na regido periinfarto (FIGURA 11A e 12A). O tratamento com minociclina
(FIGURA 12B e 13) diminuiu consideravelmente o niimero de células ED1" no parénquima

estriatal (IST: 83,14+13,65, N=4; ICM: 53,32+3,27, N=4).

Para investigarmos especificamente a magnitude de perda neuronal no modelo
experimental proposto realizamos imunoistoquimica para NeuN. Microinjecdes de ET-1

induziram conspicua perda neuronal no estriato de ratos adultos (FIGURAS 14A). Esta perda



55

neuronal foi claramente reconhecida pelo desaparecimento quase que completo de corpos

neuronais no centro isquémico no estriato (FIGURA 14A).

FIGURA 11. Analise histopatologica dos grupos experimentais pela violeta de cresila. A. Grupo controle
isquémico (IST). B. Grupo isquémico tratado com minociclina (ICM). C. Grupo isquémico tratado com células
mononucleares (ITCT). D. Grupo isquémico de tratamento concomitante minociclina e células mononucleares
da medula éssea (ICMCT). VL, ventriculo lateral. CC, corpo caloso. ES, estriato. * centro isquémico.
Escalas: A-D (300 pm); a-d (200 pum).
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FIGURA 12. Ativagdo microglial/macrofagica revelada pela imunoistoquimica para ED1. A. Grupo controle
isquémico (IST). B. Grupo isquémico tratado com minociclina (ICM). C. Grupo isquémico tratado com células
mononucleares (ITCT). D. Grupo isquémico de tratamento concomitante (ICMCT). Ampliacéo, objetiva: 4x
(A, B, Ce D); 10x (a, b, c e d). VL, ventriculo lateral. CC, corpo caloso. ES, estriato. * centro isquémico.
Escalas: A-D (300 um); a-d (200 pm).
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FIGURA 13. Andlise quantitativa de macréfagos/microglia ativadas imunorreativas para ED1* recrutadas a area
de lesdo induzida por ET-1. * comparagdo com o IST. # comparag¢do com ICMCT. IST, grupo isquémico tratado
apenas com salina estéril. 1ICM, grupo isquémico tratado apenas com minociclina. ITCT, grupo isquémico
tratado apenas com células-tronco. ICMCT, grupo isquémico tratado concomitantemente. (p<0,05).
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FIGURA 14. Corpos neuronais revelados por imunoistoquimica para NeuN® delimitando a lesdo isquémica
induzida por ET-1. A. Grupo controle isquémico (IST). B. Grupo isquémico tratado com minociclina (ICM). C.
Grupo isquémico tratado com células mononucleares (ITCT). D. Grupo isquémico de tratamento concomitante
(ICMCT). VL, ventriculo lateral. CC, corpo caloso. ES, estriato. *, centro da lesdo. Escalas: A-D (300 um);

a-d (200 pum).
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FIGURA 15. Analise quantitativa de células NeuN" imunomarcadas no estriato isquémico induzido por ET-1. *
comparagdo com o IST. # comparagdo com ICMCT . IST, grupo isquémico tratado apenas com salina estéril.
ICM, grupo isquémico tratado apenas com minociclina. ITCT, grupo isquémico tratado apenas com células-
tronco. ICMCT, grupo isquémico tratado concomitantemente. (p<0,05).
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3.3 O TRANSPLANTE ENDOVENOSO DE CELULAS MONONUCLEARES DA
MEDULA OSSEA, CONCOMITANTE COM BLOQUEIO MICROGLIAL, MINIMIZA

MAIS EFETIVAMENTE A PERDA NEURONAL APOS ISQUEMIA ESTRIATAL

Como revelado pela anélise de tecido corado pela violeta de cresila, o transplante
endovenoso de cinco milhdes de CMOs ap06s 24h de isquemia estriatal minimizou as perdas
teciduais, com uma clara diminuicdo da area de infarto estriatal (FIGURA 11C). Resultado
similar foi obtido nos grupos de animais tratados com minociclina (FIGURA 11B). A perda
de corpos neuronais foi claramente menor nos grupos de animais tratados com minociclina ou
com células mononucleares (FIGURAS 14B-C). Estes resultados foram parcialmente
confirmados pela anélise quantitativa (FIGURA 15). As densidades médias de células NeuN+
por campo foram claramente maiores nos grupos experimentais ICM (70,73£3,87. N=4),
ITCT (64,11£2,26. N=3) e ICMCT (87,97+4,84. N=4) do que nos animais do grupo IST
(47,61£2,25. N=5). Todos os grupos de tratamento experimental (ICM, ITCT e ICMCT)
apresentaram diferencas estatisticamente significantes comparados ao grupo IST (p<0.05,
ANOVA-Tukey). Animais transplantados com células mononucleares e a0 mesmo tempo
tratados com minociclina (grupo ICMCT) apresentaram a maior densidade neuronal com
diferenca estatistica mesmo quando comparados com os animais de tratamento isolado
(p<0.05, ANOVA-Tukey), o que sugere um efeito sinérgico entre os dois tratamentos

(FIGURA 15).



59

3.4 O TRANSPLANTE ENDOVENOSO DE CELULAS MONONUCLEARES DA
MEDULA OSSEA MODULA A RESPOSTA INFLAMATORIA APOS ISQUEMIA

ESTRIATAL

No presente estudo, a presenca de macrofagos ativados foi evidenciada pela presenca
de células ED1* no parénquima estriatal isquémico (FIGURA 12). Os animais dos grupos
ICM, ITCT e ICMCT apresentaram menos células ED1" no estriato isquémico do que os
animais do grupo IST (FIGURA 12). Estes resultados foram confirmados por anélise

quantitativa (FIGURA 13).

As densidades de células ED1*/campo de contagem foram estatisticamente menores
(p<0.05, ANOVA-Tukey) nos grupos ITCT (51,31+2,41. N=4), ICM (53,32+3,27. N=4) e
ICMCT (21,53+2,88. N=4) comparados aos animais do grupo IST (83,14+3,65. N=4). Né&o
houve diferenca estatistica entre os valores de células ED1" entre os grupos ICM e ITCT
(p>0.05, ANOVA-Tukey), mas as comparacdes dos valores destes dois grupos com os do

grupo ICMCT foram estatisticamente significativas (p<0.05, ANOVA-Tukey).

3.5 EFEITO NEUROCOMPORTAMENTAL DA MODULACAO DA RESPOSTA
MICROGLIAL APOS TRASPLANTE ENDOVENOSO DE CELULAS TRONCO DA

MEDULA OSSEA DURANTE ISQUEMIA ESTRIATAL

No presente estudo realizou-se o teste modificado de remocdo do adesivo para
analisar a evolucdo da recuperacdo funcional dos animais em funcdo da linha de base

registrada no dia anterior a cirurgia para inducdo isquémica.

O teste modificado de remocéo do adesivo apresentou sensibilidade para demonstrar

déficit funcional 24 horas apds a isquemia ter sido induzida. Um dia antes da isquemia o valor
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registrado para a pata contralateral foi de 22,87+0,53 (n=19). Vinte e quatro horas apds a
isquemia os valores registrados para animais dos grupos IST (N=6), ICM (N=5), ITCT (N=4)

e ICMCT (N=4) foram, respectivamente, 10,81+2,95; 7,73+2,13; 9,66+3,31 e 10,67+2,53

(FIGURA 16).
Teste modificado de remocao do adesivo
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FIGURA 16. Gréfico do teste modificado de remocdo do adesivo analisado ao longo de 30s, pata contralateral.
O desempenho dos animais foi comparado antes e depois da inducdo da isquemia. LB = linha de base (1 dia
antes da isquemia); IST = grupo isquémico tratado com solucdo salina estéril; ICM = grupo isquémico tratado
com minociclina; ITCT = grupo isquémico tratado com células mononucleares extraidas da medula 6ssea;
ICMCT = grupo isquémico de tratamento concomitantemente.(*) recuperacdo funcional em comparacdo com a
linha de base pela auséncia de significancia estatistica (p>0,05).

O grupo de animais isquémicos tratados com CMOs (N=4) e o grupo submetido ao
tratamento concomitante com CMOs e minociclina (N=4) apresentaram melhora significativa
de seu desempenho motor 72 horas ap0s o tratamento ter iniciado (FIGURA 16). Animais
tratados apenas com minociclina apresentaram melhora somente sete dias ap6s o inicio do

tratamento enquanto que animais isquémicos sem tratamento ndo apresentaram recuperacao

funcional significativa (FIGURA 16).

Estes resultados sugerem que a recuperacdo funcional observada ndo ocorreu
espontaneamente, mas foi conseqiiéncia do tratamento ao qual foram submetidos. A terapia

celular empregada no presente estudo foi importante para que 0s animais isSquémicos se



61

recuperassem em um periodo de tempo menor. O tratamento com minociclina também

demonstrou ser eficiente, porém, em um periodo de tempo mais tardio.
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4 DISCUSSAO

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

No presente estudo, induzimos isquemia focal no estriato de ratos adultos atraves de
microinjecdes de ET-1. Este procedimento foi eficaz para a inducdo de perda tecidual
progressiva, com intensa perda de corpos neuronais e resposta inflamatoria. Estes achados
estdo de acordo com os estudos prévios de nosso grupo (DOS SANTOS et al., 2007; SOUZA-
RODRIGUES et al., 2008) e de outros autores (HUGHES et al., 2003; MOYANOVA et al.,

2007) utilizando 0 modelo de les&o isquémica focal através de microinjegdes de ET-1.

No modelo experimental em questdo, investigamos a hipotese de que a modulacdo da
resposta microglial apds isquemia facilita as acOes terapéuticas de células da fracéo
mononuclear da medula éssea, transplantadas endovenosamente, em ratos adultos na fase
aguda do processo isquémico. Utilizando parametros histolégicos e neurocomportamentais,
sugerimos que a modulacdo da atividade microglial no ambiente isquémico € benéfica para as

acOes terapéuticas da terapia celular realizada na fase aguda ap6s AVENC.

Diversos estudos mostraram que células tronco mesenquimais (CTMs) isoladas da
medula &ssea apresentam importantes efeitos neuroprotetores e comportamentais apds
desordens neurais agudas, incluindo AVENC experimental (CHEN et al., 2008;
PAVLICHENKO et al., 2008; YOO et al., 2008). Apesar do uso viavel e seguro, o protocolo
de expansdo destas células para se alcangar um quantitativo razodvel para uso terapéutico em
transplante autologo é dependente de cultura celular que pode levar semanas (BOBIS et al.,
2006). Esforcos foram aplicados para reduzir este tempo (SCHOP et al., 2008). Isso, contudo,

ainda dificulta o uso destas células para transplante durante desordens neurais agudas. Além
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disso, o risco de contaminagdo da cultura é um fator a se considerar neste tipo de
procedimento (GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; DE VASCONCELOS DOS SANTOS
et al., 2010). Recentemente, demonstrou-se experimentalmente que os efeitos neuroprotetores
e de recuperacao funcional com o uso de CMOs sdo comparaveis aos obtidos com as células
tronco isoladas (BRENNEMAN et al., 2010; DE VASCONCELOS DOS SANTOS et al.,
2010). Além disso, na pratica clinica, a facil obtencdo de CMOs a partir da crista iliaca, com
separacdo em horas, torna 0 uso de CMOs uma alternativa promissora para o tratamento na
fase aguda do AVENC. Na presente dissertacdo, utilizamos CMOs e ndo células tronco

isoladas.

4.2 MODULACAO DA ATIVACAO MICROGLIAL APOS ISQUEMIA PELA CELULAS

DA FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA

Os resultados descritos sugerem que as células da fracdo mononuclear da medula
6ssea modulam a ativacdo microglial na fase aguda (primeira semana) da isquemia estriatal,
em niveis comparados aos obtidos pela minociclina, um classico inibidor da ativacdo
microglial (YRJANHEIKKI et al., 1999; FOX et al., 2005; HEWLETT & CORBETT, 2006;
LAMPL et al., 2007; HAYAKAWA et al., 2008). Este resultado é corroborado por trabalhos
recentes que sugerem que uma das acdes terapéuticas de células tronco da medula 6ssea e do
corddao umbilical transplantadas ap6s AVENC experimental € a modulacdo da resposta
inflamatdria, o que contribui para uma acéo terapéutica mais eficaz (VENDRAME et al.,
2005; CAPONE et al., 2007; SCHWARTING et al.,, 2008; KEIMPEMA et al., 2009).
Schwarting et al., (2008) relataram que células tronco hematopoiéticas transplantadas 24h
apos oclusdo experimental da artéria cerebral média em camundongos induz neuroprotecao e

recuperacdo funcional, concomitante com diminuicdo da infiltragdo de macrdéfagos e
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linfocitos tanto no cortex como no estriato isquémico. Estes autores sugerem que a modulacao
da resposta inflamatoria € um importante componente dos efeitos neuroprotetores das células
transplantadas. Resultados similares foram descritos por Keimpema et al., (2009) utilizando
células tronco da medula 6ssea. Outros autores, utilizando células tronco do corddo umbilical
(VENDRAME et al., 2005) ou células tronco neurais (CAPONE et al., 2007), relatam que a
modulacdo da resposta inflamatdria ap6s isquemia é um importante componente dos efeitos

neuroprotetores das células tronco da medula 6ssea apds isquemia.

E valido mencionar, que nos estudos descritos anteriormente, as células tronco da
medula 0ssea exercem seus efeitos se comportando, e mesmo apresentando um fenotipo, de
células microgliais com um perfil antiinflamatorio (SCHWARTING et al, 2008;
KEIMPEMA et al., 2009). Este fato é ainda mais consubstanciado pelo relato experimental
que macrdéfagos hematogénicos sdo células com um perfil antiinflamatério que possuem uma
grande importancia na recuperacdo funcional apds lesdo aguda da medula espinhal em

camundongos (SHECHTER et al., 2009).

Na presente investigacdo, modulamos a ativacdo microglial antes de transplantar as
células da medula Ossea, para investigar a hipotese de que este procedimento facilitaria os
efeitos terapéuticos das celulas transplantadas. Observamos que a atividade antiinflamatéria
das células transplantadas rivaliza com a obtida pelo uso da minociclina, um inibidor
microglial classico (YRJANHEIKKI et al., 1999; STIRLING et al., 2004; LAMPL et al.,
2007) e que o transplante concomitante com o uso da minociclina possui um efeito
antiinflamat6rio ainda mais intenso e, como veremos abaixo, ainda mais benéfico apos

isquemia.

Estudos futuros sdo necessarios para elucidar os mecanismos especificos pelos quais a

modulacdo da resposta inflamatoria induz neuroprotecdo e recuperagdo funcional apds
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isquemia. No entanto, estes mecanismos envolvem, provavelmente, a liberagéo de citocinas
antiinflamatdrias e fatores neurotroficos pelas células transplantadas. Esta hipdtese é apoiada
por estudos recentes que mostram que as células tronco hematopoiéticas induzem diminuicao
dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias, entre as quais IL-1p e TNF-oo (SCHWARTING et
al., 2008), bem como aumentam os niveis de neurogénese endégena (YOO et al., 2008) apds

iIsquemia experimental.

4.3 MODULACAO DA ATIVACAO MICROGLIAL E NEUROPROTECAO INDUZIDA
POR CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA APOS ISQUEMIA
ESTRIATAL

Neste estudo, observou-se que o bloqueio microglial com minociclina e CMOs
isoladamente, bem como estes procedimentos em conjunto, induzem preservacdo neuronal,
avaliada por contagens do nimero de células NeuN" apos isquemia estriatal. Observou-se
também que no grupo de animais no qual implementou-se blogueio microglial
concomitantemente com o transplante de células da medula 6ssea houve maior preservacéo de
neurdnios. Estes resultados sugerem que a modulacdo da ativacdo microglial no ambiente
isquémico, facilita as acdes terapéuticas das células mononucleares transplantadas na fase

aguda ap0s isquemia estriatal.

Diversos estudos sugerem que a ativacdo microglial pode exacerbar o processo lesivo
apos isquemia e outras desordens neurais (GIULIAN & VACA, 1993; YRJANHEIKKI et al.,
1999; POPOVICH et al., 2002; HAYAKAWA et al., 2008). Por exemplo, o blogueio da
ativacdo microglial com minociclina diminui em até 65% a area de infarto cortical e 45% a
area de infarto estriatal apos oclusdo experimental da artéria cerebral média (YRJANHEIKKI
et al., 1999). Portanto, as células tronco transplantadas ap6s processos isquémicos podem ser

deleteriamente afetadas pelo ambiente patoldgico. Existem evidéncias experimentais que as
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celulas tronco transplantadas séo afetadas por componentes da resposta inflamatoria aguda
(COYNE et al., 2006; MOLCANYI et al., 2007). Apos trauma experimental, a resposta
inflamatoria parece prejudicar a sobrevivéncia e a integracdo de células tronco transplantadas
nesta condicdo patolégica (MOLCANY!I et al., 2007). Outro estudo sugere que o transplante
de células tronco em cérebros normais inicia um processo inflamatdrio que contribui para a

rejeicdo das células transplantadas (COYNE et al., 2006).

A minociclina é um farmaco reconhecido em diversos estudos experimentais por
sua propriedade neuroprotetora e antiinflamatoria, entre os quais redugéo da producéo de NO
e outros radicais livres, estabilizacdo da membrana mitocondrial, reforco a BHE, reducédo do
infiltrado de celulas inflamatdrias, inbicdo da ativacdo microglial e da expressao de citocinas
pro-inflamatorias (YRJANHEIKKI et al., 1998; YRJANHEIKKI et al., 1999; TENG et al.,

2004; MACHADO et al., 2006; HAY AKAWA et al., 2008; TANG et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais as células tronco da medula dssea, bem como 0s outros
tipos de células tronco, exercem efeitos neuroprotetores ainda estdo sendo investigados. No
entanto, acredita-se que eventos neuroprotetores e modulatorios sejam mais importantes do
que substituicdo celular nos modelos experimentais investigados (EINSTEIN & BEN-HUR,
2008). De um modo geral, tais efeitos incluem modulacdo de citocinas pré-inflamatdrias,
reducdo do volume do infarto, recuperacdo funcional, inducdo de proliferacdo celular em
zonas neurogeénicas, angiogénese e liberacdo de citocinas antiinflamatérias (SCHWARTING
et al., 2008; ENGLAND et al., 2009; GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; KEIMPEMA et

al., 2009).

E provavel que os beneficios do transplante de células tronco, encontrados em
animais de experimentacdo, envolvam intervencdes locais e periféricas das células

transplantadas. Sistemicamente, as células tronco modulam a resposta inflamatoria periférica,
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em parte por reduzir as células do sistema imune na circulacdo (SCHWARTING et al., 2008).
Nas areas lesionadas, mesmo transitoriamente, as células tronco modulam o fendtipo
prejudicial do microambiente reduzindo citocinas pro-inflamatdrias, a ativacdo de células
imunes efetoras e promovendo neuroprotegdo (DHARMASAROJA, 2009; BRENNEMAN et
al., 2010), o que favorece a sobrevida celular, a proliferacéo celular nas zonas neurogénicas e
a ativacdo de mecanismos enddgenos de recuperacdo (PAVLICHENKO et al., 2008; YOO et

al., 2008; DHARMASAROJA, 2009).

4.4 A MODULACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA FAVORECE OS EFEITOS DO
TRANSPLANTE DE CELULAS DA FRACAO MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA
SOBRE A RECUPERACAO FUNCIONAL NA FASE AGUDA DA ISQUEMIA

ESTRIATAL

O teste comportamental aplicado foi sensivel para identificar déficit funcional 24
horas ap0s a inducdo isquémica no estriato em todos 0s grupos experimentais. 1sso esta de
acordo com estudos prévios utilizando o modelo de isquemia focal por microinjeces de ET-1
(PEELING et al., 2006). No terceiro dia, animais dos grupos ITCT e ICMCT manifestam
recuperacdo funcional, quando comparados a linha de base. Em modelos de ocluséo da artéria
cerebral média, a terapia celular proporciona melhora funcional precoce e sustentada em
relacdo aos animais controle (PAVLICHENKO et al., 2008; BRENNEMAN et al., 2010).
Brenneman et al (2010), usando testes de assimentria entre as patas, descreveram que a
recuperacdo no grupo que recebeu transplante de CMOs ocorreu a partir do terceiro dia,
quando comparado aos animais controle. O uso de teste cognitivo permitiu a Pavlichenko et al
(2008) encontrarem melhora na memoria espacial no grupo de terapia com células

mesenquimais a partir da segunda semana, diferente do grupo controle que evoluiu
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minimamente. De maneira similar, nossos resultados demonstram que o transplante de CMOs

favorece a recuperacao funcional em tempos precoces ap0os isquemia experimental.

O grupo tratado apenas com minociclina também apresentou recuperacdo funcional,
contudo, em tempo mais tardio, sete dias ap6s a inducdo isquémica. Este resultado é
proporcionalmente semelhante aquele relatado por Peeling et al (2006). Os resultados destes
autores revelam que os animais do grupo controle ndo manifestam recuperacdo funcional
durante as cinco semanas de sobrevida, e 0s animais tratados com minociclina precisaram de

pelo menos trés semanas para expressar recuperacdo funcional (PEELING et al., 2006).

N&o esta claro como que a terapéutica com células mononucleares ou minociclina,
que apresentam efeitos neuroprotetores e antiinflamatorios similares em nosso estudo,

despontam com resposta comportamental positiva em tempos distintos.
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5 CONCLUSAO

40 pMol de endotelina-1 foram eficazes para produzir isquemia estriatal com

alteragBes histopatoldgicas e neurocomportamentais evidentes em ratos adultos

Confirmamos os efeitos neuroprotetores e comportamentais das células mononucleares
da medula 6ssea e da minociclina, isoladamente, e mostramos que a utilizacdo
concomitante destas duas abordagens possui efeitos neuroprotetores e

comportamentais mais eficazes

Ativacdo microglial excessiva dificulta as acOes terapéuticas das células
mononucleares da medula 0ssea transplantadas na fase aguda apés isquemia estriatal,
mas a modulacéo da resposta microglial no ambiente isquémico induz neuroprotecéo e
favorece a recuperacédo funcional induzida pelo transplante de células mononucleares

da medula 6ssea

Estudos futuros, utilizando tempos de sobrevida mais longos apds o bloqueio
microglial, sdo necessarios para a averiguacdo de que os efeitos encontrados sdo

duradouros.

Considerando que o ambiente patologico pode influenciar negativamente as células
tronco transplantadas, a abordagem sugerida nesta investigacdo pode configurar-se em
importante terapia adjuvante para facilitar as ac6es terapéuticas de células tronco ap6s

doencas do SNC e outros tecidos.
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