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RESUMO

COELHO, Pedro Moreno Pimentel. Avaliagao do Papel de Células da Fracao
Mononuclear do Sangue de Cordéao Umbilical Humano no Sistema Nervoso Central
de Ratos Submetidos a Hipdxia-lsquemia Neonatal. Rio de Janeiro, 2010.
Dissertagdao (Doutorado em Ciéncias Morfoldgicas) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A encefalopatia hipéxico-isquémica neonatal permanece como uma
importante causa de mortalidade e morbidade infantil no mundo. Nesse trabalho o
possivel papel terapéutico das células da fragdo mononuclear do sangue de cordao
umbilical humano foi avaliado em um modelo animal de hipdxia-isquemia neonatal.
De acordo com o modelo de Rice-Vannucci, foi realizada a ligagcdo da artéria
carotida comum direita de ratos Lister-Hooded com 8 dias de vida (P7). Os animais
foram deixados por 2 horas sob luz quente e em seguida foram expostos por 90
minutos a um ambiente com 8% de gas Oz e 92% de N». Trés horas apds a retirada
dos animais da camara de hipéxia, foi realizada a injecdo intraperitoneal de 2x10°
células da fragdo mononuclear do sangue de corddo umbilical humano (grupo
tratado) ou de veiculo (grupo nao tratado). Foram encontradas raras células
transplantadas no cértex e no estriado do hemisfério ipsilateral a isquemia, dois dias
ap6s a lesdo. Analise imunohistoquimica revelou o aumento da expressido da
quimiocina SDF-1 (fator derivado de estroma-1, do inglés stromal derived-factor-1)
no estriado ipsilateral a isquemia, em animais com 2 dias de sobrevida. Além disso,
a andlise através de citometria de fluxo indicou que cerca de 27% das células
mononucleares do sangue de cordao umbilical humano expressavam o receptor 4
de quimiocina C-X-C (CXCR4, do inglés chemokine (C-X-C motif) receptor 4), o
receptor do SDF-1, sugerindo um possivel papel dessa quimiocina na migragao das
células transplantadas para o cérebro. Os animais hipoxico-isquémicos (tratados e
nao tratados) apresentaram uma redugao do peso corporal em P9, em relagdo aos
animais falso-operados. Em P11, a hipéxia-isquemia neonatal levou a um atraso no
desenvolvimento dos reflexos neonatais de geotaxia negativa e de aversdo ao
precipicio. Os animais que receberam a terapia celular mantiveram esses reflexos
preservados, apresentando um desempenho semelhante aos animais falso-
operados. Além disso, os animais tratados possuiam um menor numero de
neurénios em degeneragao e uma menor ativagéo da enzima caspase-3 no estriado,
quando comparados aos animais nao tratados em P9. Além desse efeito
neuroprotetor, a terapia celular também resultou em um menor numero de células
microgliais ativadas no cortex em P14. No entanto, o tratamento ndo modificou o
aumento da expressdo do marcador astrocitario GFAP (proteina glial fibrilar acida,
do inglés glial fibrillary acidic protein) no hemisfério ipsilateral a isquemia em P14.
Nossos resultados sugerem que o transplante de células mononucleares do sangue
de cordao umbilical humano apresenta um efeito neuroprotetor no estriado, através
da redugado da ativagdo da enzima caspase-3, resultando em uma melhor
recuperacao funcional apds a encefalopatia hipéxico-isquémica neonatal, além de
apresentar um efeito anti-inflamatério no cértex. Por fim, houve um aumento no
numero de células CD34" e CD133" na medula 6ssea dos animais hipoxico-
isquémicos, 2 dias apds a lesao, indicando uma resposta da medula éssea a uma
lesao cerebral aguda.



ABSTRACT

COELHO, Pedro Moreno Pimentel. Avaliagao do Papel de Células da Fracao
Mononuclear do Sangue de Cordao Umbilical Humano no Sistema Nervoso Central
de Ratos Submetidos a Hipodxia-lsquemia Neonatal. Rio de Janeiro, 2010.
Dissertagdao (Doutorado em Ciéncias Morfoldgicas) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) remains as an important
cause of mortality and chronic neurologic morbidity in the world. In this work we
evaluated the therapeutic potential of human umbilical cord blood mononuclear cells
(HUCBC) in an animal model of HIE. According to the Rice-Vannucci model, post-
natal day 8 (P7) Lister-Hooded rats had the right common carotid artery ligated and,
after a 2-hour recovery period, were placed in a chamber with a flow of oxygen (8%)
and nitrogen (92%) for 90 minutes. After 3h, the pups received a single
intraperitoneal injection of 2x10° cells of the mononuclear fraction of the human
umbilical cord blood (treated group) or vehicle (untreated). Two days after the
injection, few cells were found in the striatum and in the cerebral cortex ipsilateral to
the ischemia, but not in the contralateral hemisphere. Immunohistochemical analysis
revealed an increase in the expression of the chemokine stromal-derived factor 1
(SDF-1) in the ipsilateral striatum 2 days after the injury. Flow citometry analysis
showed that around 27% of the HUCBC expressed the chemokine (C-X-C motif)
receptor 4 (CXCR4), the receptor for SDF-1, suggesting a possible role of this
molecule in the migration of transplanted cells to the brain. Hypoxic-ischemic (HI)
animals (treated and untreated) had a lower body weight compared to sham-
operated animals at P9. At P11 HI animals (untreated) displayed a retarded
performance in two neonatal reflexes (cliff aversion and negative geotaxis), while the
cell-treated group had a performance similar to sham-operated animals, indicating a
functional effect of the cell therapy. Moreover, cell-treated animals had a lower
number of degenerating neurons and reduced caspase-3 activation in the striatum at
P9, compared to untreated animals. Besides this neuroprotective effect, the cell
therapy also resulted in a reduction in the number of activated microglia in the
cerebral cortex at P14. However, the treatment did not change the increased
expression of the astrocytic marker GFAP (glial fibrillary acidic protein) in the
ischemic hemisphere at P14. These results suggest that HUCB transplantation might
rescue striatal neurons from cell death, through a decrease in caspase-3 activation,
resulting in better functional recovery after neonatal HIE and that HUCB treatment
may result in an anti-inflammatory effect in the cortex. In addition, there was an
increase in the number of CD34" and CD133" cells in the bone marrow of hypoxic-
ischemic animals, when compared to sham-operated animals, 2 days after the injury,
suggesting an endogenous response of bone marrow-derived cells to an acute brain
injury.
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1. INTRODUGAO:

1.1 Encefalopatia Neonatal:

Encefalopatia neonatal (EN) é uma sindrome clinica caracterizada pela
presenca de alteragbes neurolégicas nos primeiros dias de vida de criangas
nascidas a termo, que se manifestam através de dificuldade em iniciar e manter a
respiracao, reducao do tbnus muscular e do nivel de consciéncia, alteracbes de
reflexos neuroldgicos e, ocasionalmente, pela presenga de convulsdes. Os sintomas
evoluem ao longo de dias e uma melhora transiente no nivel de consciéncia pode
ocorrer na primeira semana de vida, sem que haja o desaparecimento de outros

sintomas neuroldgicos, que podem persistir por alguns meses (Ferriero, 2004).

A presenca de EN é o principal marcador associado ao aparecimento de
alteragdes no desenvolvimento neuroldgico de criangas nascidas a termo. Cerca de
15-20% das criangas com esta sindrome vai a 6bito no periodo neonatal e cerca de
25% ira apresentar sequelas neurolégicas graves (Vannucci et al.,, 2000). Estas
sequelas frequentemente resultam em incapacidade fisica e/ou déficits cognitivos
que resultam em comprometimento da linguagem, do aprendizado e de habilidades

sociais.

A EN ocorre em 1-6 de cada 1000 nascidos vivo a termo e sua severidade
pode ser classificada através do uso da escala de Sarnat, que divide a lesdo em trés
estagios que estdo associados ao progndstico dessas criangas. O estagio 1 é
caracterizado por uma encefalopatia leve e essas criangas normalmente nao irao
apresentar sequelas importantes. No outro extremo, o estagio 3 é caracterizado pela

presenca de uma encefalopatia severa, com auséncia de respostas do tronco
1



cerebral e alteragbes sistémicas afetando multiplos érgaos. Estas criangas morrem
precocemente ou sobrevivem com sequelas severas, como quadriparesia espastica
e retardo mental severo. Ja no estagio 2, uma encefalopatia moderada, encontram-
se criangas com prognosticos variados, que podem apresentar sequelas cognitivas e
motoras importantes, epilepsia, ou ndo apresentar quaisquer sequelas (Pin et al.,
2008). Ja foi verificado que 81% das criangas com diagnéstico de EN moderada
apresentavam déficits cognitivos quando avaliadas com 15-19 anos (Lindstrom et al.,

2008).

Até o momento, o tratamento da EN se restringe a medidas de suporte e
manutencdo da homeostase, na tentativa de minimizar os danos neurolégicos

(Yager et al., 2009).

Embora a EN seja classicamente definida como uma sindrome clinica em
recém-nascidos a termo, esse diagndéstico também pode ser feito em criangas
prematuras. No entanto, existe uma maior dificuldade para o diagndstico em
criangas prematuras, pois os sintomas podem néo ser evidentes ou podem ocorrer
por outras razbées. Os prematuros apresentam, por exemplo, um menor ténus
muscular do que os bebés nascidos a termo, o que poderia ser considerado como
um achado anormal caso a idade gestacional ndo fosse considerada (Logitharajah et

al., 2009).



1.2. Asfixia Perinatal:

Asfixia perinatal € definida como uma alteragédo na troca de gases no periodo
perinatal, com o desenvolvimento de acidose metabdlica, hipoxemia e hipercapnia.
Pode ser induzida por diferentes eventos e, quando severa e/ou prolongada o
suficiente, apresenta o potencial de causar lesdo cerebral, sendo a etiologia mais

comum da sindrome de EN (Low et al., 2004).

No entanto, sua definicdo clinica permanece complicada. Alguns dos critérios
utilizados no passado para definir asfixia, como a presenca de acidose metabdlica
nos primeiros 30 minutos de vida (pH < 7,0 no sangue arterial do cordao umbilical),
retardo no aparecimento da respiracao espontanea, presenga de mecbnio, ou baixo

escore Apgar, sao insuficientes se considerados isoladamente.

Combinando os dados de 7 diferentes estudos, foi verificado que um pH
menor do que 7,0 no sangue arterial do cordao umbilical estava presente em 3,7 de
cada 1000 nascidos vivos e que 17,2% dessas criancas sobreviveram apresentando
morbidade neurolégica, 5,9% morreram durante o periodo neonatal, enquanto 76,9%
sobreviveram sem apresentar morbidade neurolégica no momento da alta hospitalar.
Esses dados mostraram que, apesar de morte, convulsdes e outras morbidades
neuroldgicas serem mais comuns em neonatos com um pH menor do que 7,0, mais
de dois ter¢os dessas criangas n&o apresentaram morbidade a curto prazo (Graham

et al., 2008).

Além disso, isoladamente, esses fatores podem estar presentes em outras
condigbes. Um baixo escore Apgar pode ocorrer em fungdo da anestesia ou

sedagao materna no momento do parto, em casos de malformagdes, ou na presenga



de infecgdes. Outros indicadores, como a necessidade de reanimagéo neonatal
imediata ou de ventilacido sob pressao positiva por mais de um minuto antes do
aparecimento de respiragao espontanea, também nao sao especificos, podendo

ocorrer em fungao de outras condigdes neuroldgicas.

Dessa forma, é necessario o uso de multiplos marcadores para um
diagndstico mais preciso de asfixia perinatal. Na tentativa de padronizar a definicéo
de asfixia perinatal, trés diferentes conjuntos de critérios diagndsticos ja foram
criados desde 1992. Estes critérios estdo sumarizados nas tabelas 1, 2 e 3 (Shevell,

2004).

No mundo, das 130 milhdes de criancas que nascem a cada ano, 4 milhdes
(83%) morrem no periodo neonatal, ou seja, nas primeiras 4 semanas de vida. Foi
estimado que cerca de 23% das mortes no periodo neonatal ocorridas no ano 2000
foram decorrentes de complicagcbes da asfixia perinatal. Ao contrario de outras
causas, como diarréia, tétano e infeccbes graves, que ocorrem quase
exclusivamente em paises com uma elevada taxa de mortalidade neonatal (NMR, do
inglés neonatal mortality rate), a proporcdo de mortes por asfixia neonatal é
praticamente constante em paises com diferentes NMRs (Lawn et al., 2005). De
acordo com os dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a asfixia perinatal
foi responsavel por 23% das mortes no periodo neonatal no Brasil no ano 2000

(http://www.who.int/whosis/mort/profiles/mort_amro_bra_brazil.pdf).

No Brasil, as principais causas de mortalidade no periodo perinatal (a partir de
24 semanas de gestagado até os 7 primeiros dias de vida, pela definicdo da OMS)

sdo a asfixia perinatal e o nascimento de criangas prematuras (com idade



gestacional inferior a 37 semanas) ou com baixo peso (menos de 2500 gramas ao
nascer). No Rio de Janeiro, a taxa de mortalidade perinatal caiu de 28,2 para 19,8
Obitos por mil nascidos Vivos entre 1997 e 2006
(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2008/c02.htm, DataSUS). Ja em um estudo que
avaliou todos os nascimentos ocorridos nas maternidades da cidade de Pelotas em
1982, 1993 e 2004, foi verificado que houve uma reducido de 43% na taxa de
mortalidade perinatal no periodo estudado. A reducao mais importante ocorreu entre
1982 e 1993 (31%). Dentre as causas, a asfixia neonatal foi responsavel por 14%

das mortes em 1982 e por 8% das mortes em 2004 (Matijasevich et al., 2008).

Em um pais em desenvolvimento, como a Zambia, cerca de um quarto das
criancas sobreviventes em uma unidade de terapia intensiva neonatal apresentavam
diagnostico de asfixia perinatal, entre margo e abril de 2005. Destas, 31%
apresentavam alguma anormalidade no exame neuroldgico, representando cerca de
50% das criangcas com exame neuroldgico alterado nessa unidade (Halloran et al.,

2009).

Ja no Brasil, em uma unidade de terapia intensiva neonatal de Porto Alegre, a
asfixia perinatal foi diagnosticada em 51% das criancas que apresentavam crises

convulsivas (Nunes et al., 2008).



Tabela 1: Critérios da Academia Americana de Pediatria e do Colégio Americano de
Obstetricia e Ginecologia (1992) para o diagnéstico de asfixia perinatal.

Acidose metabdlica profunda (pH <7.0)

Apgar < 3 ap6s 5 minutos

Encefalopatia neonatal

Disfungao de multiplos 6rgaos

Tabela 2: Critérios da Forga Tarefa Internacional sobre Paralisia Cerebral (1999)
para o diagnéstico de asfixia perinatal.

Critérios Essenciais:

- pH<7,0

- Encefalopatia neonatal moderada ou severa

- Paralisia cerebral (espastica, discinética, quadriparética ou mista)

Critérios de Suporte:

- Evento sentinela associado ao parto

- Alteragdes da frequéncia cardiaca fetal (bradicardia, perda da variabilidade
ou desaceleragdes)

- Apgar < 6 apos 5 minutos

- Envolvimento Multisistémico

- Evidéncias de envolvimento cerebral agudo (eletroencefalograma ou
neuroimagem)




Tabela 3: Critérios do Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia (2002) para o
diagnéstico de asfixia perinatal

Critérios de Asfixia:

- pH<7,0 ou déficit de base >12 mmol/L

- Encefalopatia neonatal moderada ou severa

- Paralisia cerebral (espastica, discinética, quadriparética ou mista)

- Exclusao de outras etiologias

Critérios que definem o momento da asfixia (intraparto):

- Evento sentinela associado ao parto

- Alteragdes da frequéncia cardiaca fetal (bradicardia, perda da variabilidade
ou desaceleragdes)

- Apgar < 3 ap6s 5 minutos

- Envolvimento Multisistémico

- Alteragdes precoces em exames de neuroimagem




1.3. Encefalopatia Hipdéxico-lsquémica Neonatal:

Os termos asfixia perinatal e encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal ja
foram usados como sinénimos de EN. No entanto, atualmente sabe-se que muitos
dos casos de EN ocorrem em criancas nas quais nao existem evidéncias de hipdxia-
isquemia, nem de asfixia. Diversos relatos de caso apontam outras possiveis
causas, como doengas infecciosas e metabdlicas, causas genéticas, acidente
vascular cerebral isquémico no periodo perinatal ou vasculopatias trombéticas

placentarias (Nelson, 2007).

Atualmente o termo encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal € utilizado nos
casos de EN acompanhada de evidéncias de asfixia neonatal e apds a exclusido de

outras possiveis causas para a lesdo neurolégica.

Em um estudo foram encontrados eventos indicativos de asfixia perinatal em
29% dos casos de EN (Badawi et al., 1998b), sendo aceito que a asfixia perinatal € a

principal causa de EN.

Uma revisdo recente, combinando dados de 10 estudos que avaliaram a
incidéncia de encefalopatia hipdxico-isquémica em paises desenvolvidos, relatou
uma incidéncia de 2,5 casos (variando de 1,2 a 7,7 casos) para cada 1000 nascidos
vivos a termo. Estudos em paises em desenvolvimento podem apresentar
incidéncias maiores, como no caso da Nigéria, com 26,5 casos (Graham et al.,
2008). No Brasil, ja foi relatada uma prevaléncia de 1,7 por 1000 nascimentos a
termo em uma unidade neonatal da cidade de Sao Paulo entre 2004 e 2006 (Cruz,

2008).



Ainda existem controvérsias em relacdo ao momento em que o insulto
hipéxico-isquémico ocorre durante a gestagdo. Um estudo analisou imagens de
ressonancia magnética obtidas nas primeiras duas semanas de vida de 245 criangas
com EN e evidéncias de asfixia. Em 80% das criangas foram encontradas lesoes
compativeis com o insulto hipdxico-isquémico. As lesbes normalmente eram
bilaterais e envolviam o coértex cerebral, o tdlamo, os ganglios da base ou a
substancia branca, apresentando caracteristicas de evolugdo aguda, o que sugere
gue o evento de asfixia ocorreu pouco tempo antes ou durante o parto (Cowan et al.,
2003). No entanto, varios fatores de risco presentes antes da concepgéo ou durante
a gestacao (na mae e no feto) ja foram associados a EN. Dentre esses fatores, os
mais importantes incluem doengas da glandula tire6ide na mae, tratamento para
infertilidade, pré-eclampsia severa, hemorragias durante a gravidez, doengas virais,
presenca de anomalias placentarias, crescimento intra-uterino retardado, baixo
status socioeconémico, presenga de convulsdes ou doengas neuroldgicas na familia
e pos-maturidade (Badawi et al., 1998a). Esses fatores podem estar relacionados a
um possivel mecanismo de lesdo intra-uterina, mas também é possivel que tais
fatores apenas contribuam de forma sinérgica para o aparecimento da lesdo apos

um episodio de asfixia perinatal.

Em um estudo interessante, Sie e colaboradores (2000) encontraram uma
correlagao entre a idade gestacional, o momento da les&o e os achados nos exames

de neuroimagem. Foram descritos trés padrdes de lesdo:

- leucomalacia periventricular: caracterizada por lesées na substéancia branca
periventricular e ventriculomegalia. Em 50% dos casos também havia lesdo da

substancia branca subcortical. Ocorreu predominantemente em criangas nascidas
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antes do termo (70% dos casos) e havia sinais de hipoxia-isquemia subaguda ou
cronica, algumas vezes combinados com sinais de asfixia aguda, em 92% dos

Ccasos.

- lesbes bilaterais envolvendo o putdmen e o tdlamo: nesse grupo, metade
das criancas também apresentava lesdes no hipocampo e na substancia branca,
enquanto um terco também apresentava lesdo no globo palido. Ocorreu
principalmente em criangas nascidas a termo (86% dos casos) e em todas, exceto

uma, havia evidéncias de um episédio agudo de asfixia perinatal.

- encefalopatia multicistica: presenca de multiplas cavidades cisticas na
substancia branca, se estendendo da parede dos ventriculos até o cértex, com
lesdes corticais em 90% dos casos. Em 50% dos casos havia também atrofia ou
lesdo no talamo e/ou nos ganglios da base. As criangas que apresentaram esse tipo
de lesao haviam nascido a termo em 60% dos casos e tinham evidéncias de hipdxia-

isquemia leve, seguida do aparecimento de encefalopatia severa, ndo esperada.

Dessa forma, dependendo do momento em que ocorre a hipdxia-isquemia e
de sua duragéo e intensidade, a encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal pode se
apresentar de diferentes formas nos exames de neurocimagem e apresentar
diferentes progndsticos (Shah e Perliman, 2009). Ja foi sugerido que o prognéstico
dessas criangas se associa mais fortemente ao padrdo da lesdo, do que a

severidade da lesdo em uma determinada regido (Miller et al., 2005).

Das criangas que sobrevivem, a sequela mais grave da encefalopatia
hipoxico-isquémica neonatal € o desenvolvimento de um quadro de paralisia

cerebral, que € um termo utilizado para descrever um grupo de sindromes né&o-
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progressivas caracterizadas pela presencga de déficit motor secundario a uma lesao
ou anomalia nos estagios iniciais do desenvolvimento cerebral (Shevell et al., 2004).
A asfixia perinatal é responsavel por cerca de 14,5% dos casos de paralisia cerebral
em criangas a termo e existe um consenso de que uma EN moderada/severa deve
invariavelmente estar presente quando a asfixia perinatal € o evento causador de

paralisia cerebral (Graham et al., 2008).

1.4. Modelo Animal de Encefalopatia Hipéxico-lsquémica Neonatal:

Um dos modelos animais mais utilizados para o estudo da encefalopatia
hipéxico-isquémica neonatal consiste na oclusdo permanente e unilateral da artéria
carétida comum, seguida por um periodo de exposigao sistémica a um ambiente
com 8% de oxigénio, balanceado com nitrogénio. Este modelo foi descrito por Levine
em ratos adultos, tendo sido, posteriormente, modificado por Vannucci para o estudo

da hipoxia-isquemia neonatal (revisado em Yager et al., 2009).

O modelo de Levine-Vannucci utiliza ratos P7, idade em que o cérebro destes
animais corresponde, histologicamente, ao cérebro de uma crianga com 32-34
semanas de gestacdo. Ou seja, a laminagao cortical estd completa, a matriz

germinativa esta involuindo e ainda ha pouca mielinizagao (Vannucci et al., 1999).

Como esse foi 0 modelo animal utilizado nesse trabalho, nos préximos tépicos
serao discutidos aspectos importantes da fisiopatologia da leséo hipdxico-isquémica

neonatal, observados em estudos que utilizaram esse mesmo modelo.
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1.5. Fisiopatologia da Hipdéxia-lsquemia Neonatal:

O funcionamento normal do sistema nervoso central (SNC) depende do
aporte adequado de oxigénio e glicose. A redugdo da oxigenagao cerebral leva a
uma alteragdo do metabolismo neuronal, levando a parada da Na*/K* ATPase, com
acumulo dos fons Na*, ClI' e Ca?*. O actmulo de Na* e CI leva a um transporte
passivo de agua para o interior das células, causando edema celular. O acumulo de
Ca®* resulta em ativacdo de lipases, proteases e endonucleases que destroem o
citoesqueleto, causando morte celular (Berger et al., 2002). Além disso, a hipoxia-
isquemia leva a uma abertura de canais ativados por glutamato do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) na membrana celular, permitindo a entrada de mais ions Ca?*
para o citoplasma. Esta abertura decorre de uma reducao no potencial da membrana
em fungdo da hipdxia, assim como de uma excessiva liberagdo de glutamato no
espago extracelular. Niveis elevados de glutamato ja foram encontrados no liquido
cerebroespinhal de criangas apos um evento de asfixia perinatal (Gucuyener et al.,

1999).

O acumulo de glutamato no cérebro em condigdes de hipdxia-isquemia, com
uma ativagdo excessiva de receptores desse neurotransmissor, € um mecanismo
importante de morte de neurénios e oligodendrdcitos. Em um modelo de hipdxia-
isquemia neonatal, a lesdao na substancia branca foi atenuada pela administracao
sisttmica de NBQX (6-nitro-7-sulfamoilbenzo-(f)quinoxalina-2,3-diona), um
antagonista do receptor glutamatérgico AMPA (propionato de a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol). No entanto, como este farmaco apresenta toxicidade renal severa,
sua utilizagdo clinica ndo seria possivel (Follet et al., 2000). O topiramato, uma

droga utilizada como anti-convulsivante em adultos e criangas com mais de 3 anos,
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€ capaz de atenuar correntes induzidas pelo AMPA em pré-oligodendrécitos e pode
ser uma possivel alternativa ao NBQX. Este farmaco foi capaz de proteger preé-
oligodendrocitos da morte induzida por cainato, bem como pela deprivagdo de
glicose e oxigénio in vitro. Além disso, reduziu a les&o na substéncia branca em um
modelo de hipdxia-isquemia neonatal (Follet et al., 2004). A memantina, um
antagonista dos receptores NMDA utilizado no tratamento de deméncias vasculares
na Europa ha mais de 20 anos e recentemente aprovado para uso nos EUA em
casos moderados/severos de doenca de Alzheimer, também foi eficaz em reduzir a
morte de oligodendrdcitos, a desmielinizagdo e a redugdo na espessura do manto
cortical em ratos P6 submetidos a hipoxia-isquemia (Manning et al.,, 2008).
Atualmente o uso da memantina esta sendo avaliado em pacientes jovens (entre 18
e 32 anos) com sindrome de Down (ClinicalTrials.gov, identificador NCT01112683).

No entanto, ndo se sabe se 0 uso desse farmaco seria seguro em neonatos.

Além das subunidades NR1 e NR2, necessarias para formar canais NMDA
funcionais, uma terceira subunidade foi posteriormente descoberta, denominada de
NR3. A adicdo da subunidade NR3 diminui a permeabilidade ao Ca®* de canais
NR1/NR2, de forma que a amplitude das correntes evocadas por NMDA, bem como
a condutancia ao Ca*?, sdo maiores em neurdnios que nao expressam a subunidade
NR3. In vitro, neurbnios que nao expressavam essa proteina apresentaram maior
vulnerabilidade, quando expostos a 100 ou 200 uM de NMDA, doses que induzem
apoptose neuronal. Como o pico de expressao dessa proteina ocorre entre P7 e P10
em camundongos e na sua auséncia os animais apresentaram um volume maior de
lesdo apos a hipdxia-isquemia neonatal, foi sugerido que esta subunidade apresenta

um efeito neuroprotetor em neonatos (Nakanishi et al., 2009).

13



1.6. Papel do Oxido Nitrico na Hipéxia-lsquemia Neonatal:

Outra enzima ativada pelo aumento do Ca?' intracelular é a 6xido nitrico
sintase neuronal (NNOS, do inglés neuronal nitric oxide synthase), produtora de
oxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), que apresenta um importante papel na
morte celular durante eventos isquémicos. O NO pode ser lesivo para as células,
danificando a mitocéndria e o ADN, apds a formagao de peroxinitrito, que se
decompde espontaneamente em diéxido de nitrogénio e NO?** (Blomgren et al.,
2006). Durante o desenvolvimento, a expressdo da nNOS correspondendo as areas
de maior vulnerabilidade a lesdo hipdxico-isquémica (Vexler e Ferriero, 2001).
Animais que néo expressam a enzima nNOS apresentaram uma menor lesdo no
cértex e, embora de forma ndo tdo acentuada, também no hipocampo quando
submetidos a hipdxia-isquemia neonatal (Ferriero et al., 1996). No entanto, a inibigao
farmacoldgica dessa enzima, através da administracdo de 7-nitroindazol (0, 4 e 24
horas ap6s a lesao hipdxico-isquémica) nao resultou em alteragdo da lesdo no
cértex e hipocampo (Muramatsu et al., 2000). Esta mesma droga, no entanto,
apresentou um efeito neuroprotetor quando administrada 30 minutos antes da

hipoxia (Ishida et al., 2001).

Outro estudo, no entanto, mostrou que tanto a inibigao farmacolédgica da NOS,
como a administragdo de um doador de NO, podem reduzir a lesdo apoés a hipdxia-
isquemia neonatal. Como um possivel mecanismo envolvido nesse efeito, foi
mostrado que o doador de NO foi capaz de evitar a redugéo do fluxo sanguineo
cerebral no hemisfério ipsilateral a isquemia, uma vez que nos vasos o NO atua
como vasodilatador (Wainwright et al., 2007). Resultados semelhantes foram

observados em camundongos adultos, nos quais a deficiéncia da enzima eNOS
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(6xido nitrico sintase endotelial, do inglés endothelial nitric oxide synthase) resultou
em uma maior area de infarto e em uma maior reduc¢ao do fluxo sanguineo cerebral
no territério da artéria cerebral média apds a oclusdo (Huang et al., 1996). Dessa
forma, o efeito do NO parece variar de acordo com o momento em que € liberado e
com o local de liberacdo. E possivel que a producdo de NO pelo endotélio apresente
um efeito protetor apds episddios de isquemia, regulando o fluxo sanguineo

cerebral.

O NO pode ainda apresentar outros papéis apds lesdes no SNC, estando
envolvido no controle da proliferagao de células-tronco/progenitoras neurais da zona
subventricular e do hipocampo e também em mecanismos de plasticidade sinaptica
(Cardenas et al., 2005). Outros efeitos benéficos do NO estdo relacionados a

inibicdo da adesao de leucdcitos e da agregacgao plaquetaria (Vexler et al., 2001).

Além de ser produzido pela nNOS e pela eNOS, o NO pode também ser
produzido pela enzima iINOS (6xido nitrico sintase induzivel, do inglés inducible nitric
oxide synthase), cuja expressao € induzida por citocinas pro-inflamatoérias e/ou pela
hipéxia em astrocitos, em células microgliais, em neutréfilos e também em
neurdnios. A indugao da expressao da iNOS e a producao de NO por neutréfilos e
pela microglia ativada € um dos principais mecanismos associados a toxicidade da

inflamagao no SNC (Moro et al., 2004).

Em modelos de hipdxia-isquemia neonatal, a morte de oligodendrécitos e de
seus precursores € bastante significativa, levando a um quadro de desmielinizagao
no SNC. Os precursores de oligodendrécitos parecem ser especialmente sensiveis

ao dano causado pelo 6xido nitrico. Estas células s&do mais susceptiveis ao estresse
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oxidativo, por apresentarem uma expressao reduzida de enzimas antioxidantes
(Back et al., 2007) e por acumularem Fe®, necessario para a diferenciagdo em
oligodendrdcitos maduros e para a mielinizagdo (Todorich et al, 2009). Os
progenitores tardios de oligodendrécitos, que expressam o marcador O4 mas nao
expressam O1, foram identificados como as células da linhagem glial mais

susceptiveis a hipdxia-isquemia neonatal (Back et al., 2002).

1.7. Mecanismos de Morte Celular:

O principal mecanismo de morte celular desencadeado pela hipdxia-isquemia
neonatal é a apoptose, uma forma de morte celular envolvendo a ativagao
sequencial de caspases. Ja foi demonstrado que tanto neurénios como progenitores
de oligodendrécitos morrem por apoptose mediada pela ativagéo da caspase-3, até
48 horas apos a hipdxia-isquemia. Essas células podiam ser encontradas na regiao
cortical, subcortical, no estriado e também na SVZ lateral. Além disso, um terco das
células apoptoticas expressava o marcador de progenitores de oligodendrocitos O4
(Rothstein e Levinson, 2005). No talamo, a ativagdo de caspase-3 também parece
ser o principal mecanismo de morte celular, ocorrendo um pouco mais tarde do que
no cortex e no estriado e sendo mediada pela ativacdo de receptores Fas

(Northington et al., 2001).

Ja foi também observado que a ativagdo de caspase-3 se correlaciona de
forma espacgo-temporal com a expressao de 3 marcadores de dano ao ADN (acido
desoxirribonucléico) e com a perda da expressdo do marcador neuronal MAP-2, 24
horas apds a lesdao (Zhu et al., 2000). No entanto, embora haja a expressédo de
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marcadores bioquimicos de apoptose na maioria das células em degeneragao,
apenas poucas células apresentam o fenétipo caracteristico de apoptose como, por
exemplo, a condensacao nuclear completa. Além disso, células expressando a
caspase-3 ativada apresentam também o produto da quebra da espectrina de
145/159 kDa, cuja formagao € mediada pela calpaina. Foi sugerido, portanto, que a
maioria das células em degeneragdo apds a hipoxia-isquemia neonatal apresenta

um fendtipo intermediario, no qual o processo de apoptose € interrompido,

resultando em um misto de apoptose e necrose (Northington et al., 2007).

Assim, a inibicao da ativacdo da caspase-3 pode ser considerada como uma
estratégia de neuroprote¢cdo na maioria das regides afetadas pela hipoxia-isquemia.
De fato, a inibigao farmacolégica da ativagéo da caspase-3 através da administragcéao
de um inibidor seletivo resultou em uma reducao da lesao no cortex, no estriado e no
hipocampo (Han et al, 2002). No entanto, animais deficientes para a enzima
caspase-3 apresentaram maior lesdo quando submetidos a hipdxia-isquemia
neonatal. Nestes animais, é possivel que a auséncia da caspase-3 durante o
desenvolvimento do SNC tenha levado a mecanismos compensatdrios, através da
ativacédo de outras vias de morte celular, com o consequente agravamento da leséo

(West et al., 2006).

A autofagia é uma via essencial para a degradagdo e reciclagem de
macromoléculas intracelulares. O mecanismo principal consiste no sequestro de
proteinas e organelas danificadas em vesiculas chamadas de autofagossomos, que
posteriormente se fundem a lisossomos para que haja a degradagdo de seu
conteudo. Além de apresentar um papel fisiolégico na manutengdo da homeostase,

recentemente foi descrito um envolvimento do aumento da autofagia na morte
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neuronal apos eventos isquémicos. De forma interessante, alguns neurbénios em
degeneragdo no cértex, além de apresentarem caracteristicas tipicas de apoptose,
como a expressao de caspase-3 ativada, também apresentavam caracteristicas de
autofagia, como um aumento da expressao de LC3-ll (cadeia leve 3 da proteina 1
associada a microtubulos, do inglés microtubule-associated protein 1 light chain 3),
um marcador dos autofagossomos. Havia também um aumento da atividade de
lisossomos no cortex, a partir de 6 horas apdés a hipdxia-isquemia neonatal. Além
disso, através de microscopia eletrénica foi possivel visualizar a fusdo dos
autofagossomos com os lisossomos. Ja no hipocampo, 0 mecanismo predominante
de morte celular variou de acordo com a regiao. Em CA1 (corno de Amon 1), a
maioria dos neurdnios apresentava caracteristicas relacionadas a autofagia, sem

expressar os marcadores que indicam apoptose, enquanto em CA3 (corno de Amon

3) ocorria o oposto (Ginet et al., 2009).

Outra enzima envolvida na hipdxia-isquemia neonatal é a caspase-8. Esta
enzima € ativada pela citocina TNF-a (fator de necrose tumoral alfa, do inglés tumor
necrosis factor alpha) ou por outros ligantes do receptor Fas, podendo entao ativar a
enzima caspase-3 diretamente ou ativar a proteina Bid (proteina de morte celular de
dominio interatuante BH3, do inglés BH3 interacting domain death agonist). A
ativagéo de Bid, por sua vez, ira resultar na liberagao de citocromo ¢ da mitocdndria.
A atividade da caspase-8 aumenta 12 horas apds a hipoxia-isquemia neonatal,
permanecendo elevada apds 24 horas. Animais tratados com um inibidor seletivo da
caspase-8 imediatamente apds a indugéo da lesdo apresentaram uma menor atrofia

do hemisfério ipsilateral a isquemia (Feng et al., 2003b).
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Ja a expressao do receptor Fas aumenta no cérebro 24 horas apds a hipoxia-
isquemia neonatal, embora a expressao de outros trés receptores da familia de
receptores do TNF n&o se altere. A auséncia de receptores Fas resulta em
neuroprotegdo no cortex, estriado e talamo de animais hipoxico-isquémicos. No
entanto, este efeito nao foi verificado no hipocampo, mostrando que existem
diferengas nos mecanismos de morte celular em diferentes areas do cérebro em

desenvolvimento (Graham et al., 2004).

Também ¢é interessante ressaltar que os sinais que induzem a apoptose
podem ser difundidos entre células vizinhas através de jungdes comunicantes e que
o bloqueio dessa comunicagédo intercelular através da droga carbenoxolona
apresenta um efeito neuroprotetor em um modelo animal de asfixia perinatal (de

Pina-Benabou et al., 2005).

Calpainas representam uma classe de cisteina proteases que sao ativadas
em condigdes de deplegado energética e de aumento do influxo de calcio, resultando
na ativacdo de mecanismos que levam a neurodegeneragdo. A ativagdo de
calpainas apdés a hipdxia-isquemia neonatal apresenta um padrdao temporal
dependente da idade dos animais. Animais neonatos apresentaram uma ativagao
precoce das calpainas, cerca de 3 horas apds a hipdxia-isquemia, enquanto em
animais adultos a ativagao foi mais tardia e prolongada, permanecendo por até 72

horas apds a lesdo (Zhu et al., 2005).

As enzimas nucleares poli (ADP-ribose) polimerases, ou PARPs, sdo ativadas
em resposta ao estresse celular e facilitam o relaxamento e reparo do ADN. A

isoforma mais abundante no cérebro é a PARP-1. Estas enzimas podem, no
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entanto, estar envolvidas na morte celular, ao depletarem reservas de NAD®
(dinucleotideo de nicotinamida e adenina, do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide) e de ATP (trifosfato de adenosina, do inglés adenosine triphosphate).
Podem também estimular diretamente a apoptose, através da liberacdo do fator de
indugao de apoptose (AlF, do inglés apoptotic inducing factor) da mitocéndria (Yu et
al., 2003). Na hipdxia-isquemia neonatal foi demonstrado que a auséncia de PARP-1
protege o cérebro de animais do sexo masculino, mas nao apresenta efeito no sexo
feminino. Embora tenha havido um aumento dos niveis de poli (ADP-ribose) no
hemisfério ipsilateral a isquemia em ambos os sexos (1-4 horas apds a lesao),
apenas nos animais do sexo masculino foi observado uma redugédo dos niveis de

NAD" (Hagberg et al., 2004).

Outras diferengas género-dependentes nos mecanismos de morte celular
também ja foram descritas. Em animais do sexo masculino, foi verificada uma maior
translocagdo de AIF (da mitocdndria para o nucleo), enquanto no sexo feminino
havia uma maior ativagdo da caspase-3 apds a hipdxia-isquemia neonatal (Zhu et
al., 2006). Em outro estudo, o tratamento com 2-iminobiotina apresentou um efeito
neuroprotetor apenas em animais do sexo feminino. Foi também demonstrado
novamente que apenas 0s animais do sexo masculino apresentavam uma
translocagao do AlF, o que ndo ocorria nas fémeas. No entanto, animais de ambos
0S sexos apresentavam os mesmos niveis de ativacdo da caspase-3 e de liberagao

de citocromo c para o citosol (Nijboer et al., 2007).

In vitro, neurénios XY e XX obtidos de embrides de ratos (E16, E17)
apresentaram diferentes susceptibilidades a tratamentos citotéxicos. Neurbnios XY

apresentaram maior susceptibilidade a excitotoxicidade e ao estresse nitrosativo,
20



enquanto neurdbnios XX foram mais sensiveis a apoptose induzida por
estaurosporina ou etoposideo. Além disso, a morte celular ocorria principalmente via
ativacao de AIF em células masculinas, enquanto era dependente de citocromo ¢ em
neurdnios femininos. Esses resultados demonstraram que existem diferencas
intrinsecas tanto na susceptibilidade quanto nos processos de morte celular entre
neurdnios masculinos e femininos, as quais ndo dependem dos efeitos de esterdides

circulantes (Du et al., 2004).

Existem também diferencas nos mecanismos de morte celular que estédo
relacionados a idade. A proteina ciclofilina D, que esta envolvida na regulagao dos
poros de transi¢cao de permeabilidade mitocondrial, apresenta papéis opostos apds a
hipéxia-isquemia em animais neonatos e adultos. A deficiéncia dessa proteina
agravou a lesdo em animais P9 e provocou uma redugéo da lesdo em animais P60
(Wang et al., 2009). Além disso, a formacédo desses poros pode ser evitada pela
ciclosporina A, um inibidor da ciclofilina D, a qual apresenta um efeito neuroprotetor
ap6s eventos isquémicos no cérebro adulto, mas que nao foi capaz de reduzir a

leséo hipdxico-isquémica em animais neonatos (Puka-Sundvall et al., 2001).

Uma segunda forma de ocorrer a permeabilizacdo da mitocédndria requer as
proteinas Bax/Bak (do inglés Bcl-2-associated X protein e Bcl-2 homologous
antagonist/killer), que podem diretamente permeabilizar a membrana mitocondrial
externa. Animais deficientes para proteina Bax apresentaram uma menor lesao
hipocampal apdés a hipdxia-isquemia neonatal (Gibson et al., 2001) e o pré-
tratamento com um peptideo inibidor do Bax reduziu a lesdo hipoxico-isquémica em
cerca de 75% em animais P9, mas ndo em animais P60 (Wang et al., 2009). Dessa

forma, a permeabilizacdo da membrana interna mitocondrial dependente de
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ciclofilina D parece ser fundamental para a lesdo hipdxico-isquémica em animais
adultos, enquantos mecanismos dependentes de Bax prevalecem em animais

neonatos.

Outras proteinas da familia Bcl-2 também contribuem para a lesao apds a
hipdxia-isquemia neonatal. Animais com a expressao aumentada da proteina anti-
apoptotica Bcel-x. apresentaram uma menor lesdo no hipocampo, estriado e cértex
apos a hipdxia-isquemia neonatal (Parsadanian et al., 1998). Ja animais deficientes
para as proteinas pro-apoptoticas Bad e Bim (promotor de morte associado ao Bcl2,
do inglés Bcl-2-associated death promoter e proteina 11 semelhante a Bcl-2, do
inglés Bcl-2-like 11) apresentaram uma menor lesdo hipocampal apds a hipdxia-

isquemia neonatal (Ness et al., 2006).

Ocorre também maior producao de H,O, no cérebro de animais neonatos do
que em animais adultos apdés uma lesao hipoxico-isquémica. Dessa forma, a enzima
glutationa peroxidase, que converte H,O, em oxigénio e agua, apresenta um papel
fundamental na protecdo do cérebro dos animais neonatos. Em animais que
apresentam a expressdo aumentada de glutationa peroxidase houve uma menor
lesdo do que nos animais controle. Além disso, os niveis de glutationa reduzida
(GSH), um co-fator importante para a conversdao de H>O, em agua estavam
reduzidos apds a hipdxia-isquemia neonatal. No entanto, a administracdo de acido
a-lipdico, capaz de restaurar os niveis de GSH, nao alterou a lesdo (Sheldon et al.,

2008).

Na figura 1 estdo resumidos os principais mecanismos de morte celular ja

observados no modelo de hipéxia-isquemia neonatal em roedores.
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Figura 01. Vias de Morte Celular Ativadas na Hipoxia-lsquemia Neonatal. Apés o evento
hipéxico-isquémico ocorre um estresse mitocondrial, levando a permeabilizagdo da membrana
mitocondrial externa, com a subsequente ativacdo de mecanismos de morte celular. Ja a
ativacao de receptores Fas leva a ativagao da enzima caspase-8, culminando com a ativagao
da enzima caspase-3 e morte celular. Adaptado de Hagberg et al., 2009 e Fatemi et al., 2009.
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1.8 Resposta das Células-Tronco Neurais a Hipéxia-lsquemia Neonatal:

Durante o desenvolvimento do SNC a parede das vesiculas encefalicas
apresenta, inicialmente, apenas duas camadas: a zona ventricular (VZ, do inglés
ventricular zone), que reveste os ventriculos, e a zona marginal. A VZ é uma zona
germinativa, onde se formam a maior parte dos precursores neurais até o periodo
perinatal, quando, entdo, surge uma segunda zona germinativa: a zona

subventricular (SVZ, do inglés subventricular zone).

Além da SVZ, existem outras areas de neurogénese secundaria, como a
camada granular externa do cerebelo e a camada subgranular do giro denteado, no
hipocampo. Estudos recentes demonstraram que duas dessas areas de
neurogénese secundaria permanecem com potencial neurogénico, ao longo de toda
a vida, no cérebro de mamiferos adultos: a SVZ e a camada subgranular do
hipocampo. Ja a VZ, permanece apenas durante as primeiras semanas apos o
nascimento (Tramontin et al., 2003), periodo durante o qual ha diferenciagédo das
células de glia radial presentes nessa regido em astrécitos, células ependimarias
(Spassky et al., 2005) e nas células-tronco presentes na SVZ pés-natal (Merkle et

al., 2004).

O modelo mais aceito atualmente propde que as células-tronco presentes na
zona subventricular do adulto apresentam caracteristicas ultraestruturais de
astrocitos e expressam o marcador astrocitario GFAP (proteina glial fibrilar acida, do
inglés glial fibrillary acidic protein), proliferando lentamente, sendo chamadas de
células B. Estas células dao origem as células amplificadoras transitérias (células C),

que se dividem rapidamente e originam células mais comprometidas com uma
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determinada linhagem, como precursores de oligodendrécitos ou neuroblastos
(células A). Estes ultimos migram por uma via conhecida como RMS (via migratéria
rostral, do inglés rostral migratory stream) até o bulbo olfatério, onde se diferenciam
em interneurénios (Doetsh et al., 1997 e 1999). A citoarquitetura da SVZ é bastante
controlada, com cada um dos tipos celulares ocupando posicbes especificas,
espacialmente distintas. As células C normalmente se localizam em clusters
préximos a vasos sanguineos e podem ser separadas em diferentes subtipos, de
acordo com a expressdo de fatores de transcricdo neurogénicos ou gliogénicos,
indicando que ja existe algum grau de comprometimento com um determinado
fendtipo nesse estagio de diferenciacdo. Células C expressando o fator de
transcricdo Pax6 (do inglés paired box 6), por exemplo, estdo comprometidas com
um fendtipo neuronal, enquanto células expressando o fator Olig2 (fator de
transcricdo de oligodendrécito 2) estdo comprometidas com um fendtipo glial
(Kazanis et al., 2009). J4& as células B apresentam um pequeno prolongamento
apical, em contato com o ventriculo, um unico cilio, bem como um prolongamento
radial basal, que é mais longo e termina em contato com vasos sanguineos
(Mirzadeh et al., 2008). Embora n&o exista um marcador definitivo para identificacéo
dos astrécitos neurogénicos, recentemente foi demonstrado que células-
tronco/progenitoras neurais da SVZ humana expressam seletivamente uma isoforma
do filamento intermediario GFAP, chamada de GFAP-delta (Middeldorp et al., 2010;

van den Berge et al., 2010).

Além da migragao pela RMS, varios trabalhos recentes sugerem que os
neuroblastos podem também migrar a partir da SVZ em diregao a locais de lesao

cerebral traumatica ou isquémica (Sun et al., 2004; Marti-Fabregas et al., 2010). No
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modelo de hipdxia-isquemia neonatal, também ja foi demonstrado que as células-
tronco/progenitoras neurais participam do processo de regeneragao (Hayashi et al.,
2005; Ong et al., 2005). Apenas dois dias apds a lesdo, ja foi possivel observar um
numero praticamente duas vezes maior de células proliferando na SVZ ipsilateral a
isquemia. Com trés e cinco semanas de recuperacdao havia uma expressao
aumentada de doublecortina, um marcador de neuroblastos, tanto na SVZ como no
estriado, em células com morfologia migratéria. A analise por microarranjo de ADN,
48 horas apos a lesdo, revelou a indugdo de 35 transcritos relacionados a
precursores neurais, entre eles o receptor de EGF (fator de crescimento epidermal,
do inglés epidermal growth factor), envolvido na proliferacdo de células-tronco
neurais, assim como de Notch1 e gp130 (glicoproteina 130), receptores envolvidos
na manutencgao dessa populagao celular (Felling et al., 2006). Apds a leséo, esses
neuroblastos também sao capazes de migrar para o coértex, ocupando areas
desprovidas de neurbnios, ou seja, os aglomerados de morte neuronal.
Surpreendentemente, essa producao de novos neurbnios permanecia por até 5
meses apos a lesdo. No entanto, cerca de 85% dos neuroblastos morriam antes da
maturagao, o que representa um obstaculo para o processo regenerativo enddégeno
do cérebro de neonatos (Yang et al., 2007). Além disso, o fenétipo apresentado por
esses novos neurdnios que migram para o estriado apés a lesao hipoxico-isquémica
parece ser bastante restrito, havendo a formacdo apenas de neurbnios que
expressam calretinina, os quais representam cerca de 0,5% da populagdo neuronal

do estriado (Yang et al., 2008).

Apds a hipdxia-isquemia neonatal ocorrem alteragdes intrinsecas nas células-

tronco/progenitoras neurais. Cerca de duas vezes mais neuroesferas podiam ser
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geradas a partir da SVZ ipsilateral a isquemia, 3 dias apds a lesao, do que da SVZ
de animais controle ou mesmo da SVZ contralateral a lesdo. Além disso, essas
neuroesferas eram maiores, apresentavam mais divisdes simétricas (expandindo o
pool de células-tronco/progenitoras) e eram multipotentes. Cerca de 75% das
neuroesferas produziam pelo menos dois tipos celulares, enquanto cerca de 50%
eram tripotentes. Ja as neuroesferas obtidas dos animais controle raramente eram
tripotentes (Felling et al., 2006). Um fator que parece estar envolvido na expansao
das células-tronco/progenitoras neurais apés a lesdo € o LIF (fator inibidor de
leucemia, do inglés leukemia inhibitory factor). O mRNA (&cido ribonucléico
mensageiro, do inglés messenger ribonucleic acid) deste fator tem sua expressao
aumentada cerca de 13 vezes, 48 horas apoés a hipoxia-isquemia neonatal. In vitro, o
LIF aumenta o numero e o tamanho das neuroesferas (Covey e Levinson, 2007). O
aumento das concentragdes de glutamato no meio extracelular apds a lesdo também
pode contribuir para a proliferagao de células-tronco/progenitoras neurais. In vitro, o
glutamato nao é téxico para as células presentes nas neuroesferas, mesmo em
concentragcbes que seriam toxicas para neurbnios e oligodendrécitos.
Surpreendentemente, o glutamato estimulou a proliferagdo dessas células e ainda

reduziu os niveis basais de apoptose (Brazel et al., 2005).

A resposta hipocampal ao evento hipdxico-isquémico também ja foi avaliada,
havendo um aumento na neurogénese que ocorre normalmente na zona subgranular
do giro denteado do hipocampo. Com dois dias de recuperagédo, houve um aumento
do numero de células proliferativas no giro denteado ipsilateral a isquemia. Com 35
dias de recuperagao, podiam ser vistos novos neurbnios formados em resposta a

leséo (Bartley et al., 2005). Outro estudo, no entanto, falhou em encontrar uma maior
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formacao de novos neurbnios no hipocampo de animais P9 submetidos a hipdxia-

isquemia (Qiu et al., 2007).

Esse potencial regenerativo endégeno pode ser manipulado, numa tentativa
de aumentar a eficiéncia do processo de formacdo de novos neurbnios. Ja foi
demonstrado, por exemplo, que a injecdo intracerebroventricular do fator de
crescimento de fibroblasto 2 (FGF-2, do inglés fibroblast growth factor-2) aumenta o
numero de novos neurbnios formados na SVZ apds a oclusao bilateral das artérias
carétidas comuns em ratos P3 (Jin-qgiao et al., 2008). No entanto, ndo foi avaliado se
esse ftratamento resultaria em algum beneficio na recuperagdo funcional dos

animais.

Assim, as células-tronco neurais presentes tanto na SVZ como no hipocampo
podem ser consideradas potenciais alvos terapéuticos para a regeneragao do SNC
apos uma lesdo hipoxico-isquémica. Novas estratégias devem ser testadas no
sentido de aumentar a sobrevivéncia e a integracdo dessas novas células. Deve-se
também procurar novas formas de indugao da diferenciagdo nos subtipos neuronais
apropriados e necessarios para a regeneragao e recuperagao funcional apés a

lesao.

1.9 Potencial Terapéutico das Células do Sangue de Cordao Umbilical

Humano:

O sangue de cordao umbilical humano é considerado uma fonte importante de
células-tronco hematopoiéticas, responsaveis pela formagdo dos diversos tipos

celulares encontrados na circulagdo sanguinea e, recentemente, vem sendo usado
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como uma nova op¢ao aos transplantes de medula 6ssea. O primeiro transplante
realizado com sucesso, reportado por Gluckman em 1989, ocorreu na Franga, em
um paciente com anemia de Fanconi. Desde entdo, milhares de transplantes ja
foram realizados e ja existem bancos publicos, que armazenam células de sangue

de corddo umbilical, criopreservadas (Madlambayan e Rodgers, 2006).

Em um estudo comparando o numero de células-tronco/progenitoras
hematopoiéticas (que, em humanos, expressam o marcador CD34) no sangue de
corddo umbilical e no sangue periférico imediatamente apés o nascimento de
criangas a termo, foi demonstrado que existe um maior nimero de células CD34" no
sangue de corddo umbilical (Kim et al., 2007). Nas primeiras 2-6 horas de vida, ha
uma redugéo de cerca de 30% no numero de células CD34" no sangue periférico,
possivelmente por ocorrer a migragao dessas células para a medula 6ssea (Li et al.,
2001). Além disso, existe uma relagdo inversamente proporcional entre a idade
gestacional e o nimero de células CD34" no sangue de corddo umbilical. Parto
cesario, sexo masculino € maior peso ao nascer, por sua vez, se associam a um

maior numero de células CD34" (Jan et al., 2008).

Além das células-tronco/progenitoras hematopoiéticas, o sangue de cordao
umbilical humano apresenta outras populacdes celulares com um possivel potencial

terapéutico em lesdes do SNC, como descrito a seguir.
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1.9.1 Células-Tronco/Progenitoras Mesenquimais do Sangue de

Cordao Umbilical:

No sangue do corddo umbilical, além das células-tronco hematopoiéticas,
podemos encontrar também uma populagdo de células-tronco/progenitoras
mesenquimais (MSC, do inglés mesenchymal stem cells), ou células-
tronco/progenitoras estromais, capazes de dar origem a células do mesoderma
normalmente encontradas na medula 6ssea: adipécitos, condrécitos e osteoblastos

(Erices et al., 2000; Lee et al., 2004).

Na medula dssea, estas células residem em nichos perivasculares,
apresentando um papel na regulagcdo da hematopoiese, expressando fatores
envolvidos na regulagao das células tronco hematopoiéticas, como angiopoietina e a
quimiocina SDF-1 (fator derivado de estroma 1, do inglés stromal-derived factor-1,
da Silva Meirelles et al., 2008). MSC quando transplantadas no espago subcutaneo
de animais imunodeficientes, formam ossiculos nos quais se desenvolve um sistema
de sinusoides. Apds 8 semanas, células tronco/progenitoras hematopoiéticas
circulantes colonizam estes ossiculos, formando um nicho hematopoiético ectdpico
que apresenta uma composicao celular semelhante a medula éssea. Em contraste,
o transplante de osteoblastos é capaz de formar ossos ectdpicos que nédo dao

suporte a hematopoiese (Sacchetti et al., 2007).

A purificagdo de MSC pode ser feita com base em critérios estabelecidos pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular. De acordo com esses critérios, as MSC
sdo aderentes ao plastico quando cultivadas in vitro e pelo menos 95% deve

expressar os marcadores CD105, CD90 e CD73. Além disso, devem ser negativas
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(£ 2% de células positivas) para os marcadores CD45, CD34, CD14 (ou CD11b),
CD79a (ou CD19) e HLA classe Il. Por fim, devem ser capazes de se diferenciar in

vitro em osteoblastos, adipécitos e condroblastos (Dominici et al., 2006).

Além da medula 6ssea e do sangue de corddo umbilical, as MSC podem ser
derivadas e expandidas in vitro de praticamente todos os 6rgaos, incluindo cérebro,
baco, figado e vasos sanguineos (da Silva Meirelles et al., 2006). Ja no sangue
periférico de adultos, estas células estido presentes em baixissimo numero, sendo
dificil sua purificagdo. No entanto, algumas situagdes podem mobiliza-las para a
circulacdo. Em ratos adultos submetidos a um protocolo de hipdxia crénica por 3
semanas, houve um aumento de 15 vezes no pool de MSC presentes no sangue

periférico (Rochefort et al., 2006).

No sangue de corddo umbilical ndo se consegue isolar MSC de todas as
amostras. No trabalho de Kern e colaboradores, por exemplo, estas células foram
isoladas em apenas 63% das amostras de sangue de cordao umbilical a termo.
Neste estudo, as células eram semelhantes em morfologia e expressavam o0s
mesmos marcadores que MSC obtidas da medula 6ssea e de tecido adiposo
humano, embora proliferassem mais e apresentassem uma maior capacidade de
expanséo in vitro, podendo ser cultivadas por um numero maior de passagens (Kern
et al., 2006). Apesar de serem encontradas em baixas quantidades no sangue de
corddo umbilical humano, podem ser rapidamente expandidas in vitro, mantendo a
capacidade de diferenciagdo em osteoblastos, condroblastos e adipdcitos mesmo

apos varias passagens.
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Alternativamente, essas células podem ser isoladas a partir de outros tecidos
fetais, como da geléia de Warthon, um tecido gelatinoso que protege os vasos do

cordao umbilical (Troyer et al., 2008), ou da placenta (Parolini et al., 2008).

Alguns estudos sugeriram que as MSC seriam bastante plasticas, podendo
ser induzidas a se diferenciar em diferentes tipos celulares, incluindo neurénios,
astrocitos e cardiomiécitos, in vitro e in vivo. No entanto, a maioria desses trabalhos
se baseou principalmente na morfologia e na expressdo de antigenos para
caracterizar as células diferenciadas. Recentemente foi demonstrado que um dos
protocolos utilizados para a transdiferenciacdo de MSC em neurbnios, utilizando
compostos quimicos, leva em poucas horas a aquisicao de uma morfologia neuronal
e a expressao de proteinas neuronais. No entanto, estas células nao possuiam
propriedades funcionais de neurdnios, ou seja, ndo apresentavam correntes de Na*
ou K, nem eram capazes de apresentar potenciais de acdo. Além disso, 50% das
células expressava marcadores indicativos de apoptose 24 horas apds o tratamento

(Barnabé et al., 2009).

Uma caracteristica interessante dessas células é sua capacidade de migracéo
para tecidos isquémicos. MSC, quando injetadas sistemicamente em modelos de
oclusdo da artéria cerebral média em ratos, migram para a area isquémica e essa
migracdo depende da interacdo da quimiocina SDF-1 com seu receptor CXCR4
(receptor 4 de quimiocina CXC, do inglés chemokine (C-X-C motif) receptor 4). O
pré-tratamento com um antagonista especifico do receptor CXCR4 é capaz de evitar
a migragado dessas células para as areas com lesdo. Além disso, a expressao de

CXCR4 aumenta nas MSC submetidas a hipdxia (Wang et al., 2008).
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Diversos grupos ja demonstraram que essas células apresentam um efeito
terapéutico quando injetadas sistemicamente em diferentes modelos de isquemia
cerebral e promovem uma melhora funcional dos animais tratados, independente da
via, intracerebral ou intravenosa, e da origem das células. Recentemente, nosso
grupo mostrou que MSC derivadas da medula 6ssea quando injetadas em um
modelo de isquemia focal levam a um melhor desempenho dos animais tratados em
um teste motor, quando injetadas 24 horas apds a lesdo, mas n&o quando injetadas

30 dias apés a isquemia (de Vasconcelos dos Santos et al., 2010).

MSC obtidas do tecido adiposo e cultivadas in vitro secretam uma grande variedade
de fatores troficos, como IGF-1 (de crescimento semelhante a insulina I; do inglés
insulin like growth factor I), HGF (fator de crescimento de hepatdécitos, do inglés
hepatocyte growth factor) e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular, do
inglés vascular endothelial growth factor). Para testar o potencial neuroprotetor
desse conjunto de fatores em um modelo de hipoxia-isquemia neonatal, o0 meio
condicionado obtido a partir do cultivo dessas células foi injetado 1 hora antes ou 24
horas apds a indugéo da lesdo, através da veia jugular. Tanto o pré-tratamento como
a injecdo tardia resultaram em uma redugéo da lesdao no talamo, cértex, hipocampo
e estriado, bem como em um melhor desempenho no labirinto aquatico de Morris.
Quando o meio condicionado foi incubado com anticorpos anti-BDNF (fator
neurotréfico derivado do cérebro, do inglés brain-derived neurotrophic factor) ou anti-
IGF-1 por 30 minutos e injetado 1 hora antes da hipoxia-isquemia, o efeito
neuroprotetor foi um pouco reduzido, embora ndo totalmente. Dessa forma é
possivel que o efeito neuroprotetor seja um resultado da acéo de diferentes fatores

presentes no meio e ndo de um unico fator (Wei et al., 2008).
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Além disso, algumas evidéncias indicam que a inflamagéo pode induzir a
expressao de fatores tréficos por MSC humanas. Nesse sentido, a exposicao a
citocina TNF-a aumenta a producao de VEGF, HGF e IGF-1 por estas células, in

vitro (Wang et al., 2006).

As MSC humanas obtidas do sangue de cordao umbilical ja foram
transplantadas em um modelo de oclusdo da artéria cerebral média em caes. As
células foram injetadas na artéria basilar, 1 dia ap6s a lesdo. O tratamento resultou
em um menor volume de lesdo e em uma recuperacgao funcional mais rapida do que
nos animais que receberam salina. Muitas células puderam ser encontradas no
cérebro dos animais tratados, principalmente na proximidade de vasos sanguineos,
até 4 semanas apos o transplante, expressando os fatores tréficos VEGF e BDNF

(Chung et al., 2009).

Além de um possivel efeito paracrino, através da liberacado de fatores
neurotroficos, as MSC apresentam também um efeito imunomodulador, o qual foi
descrito a partir da observacdo de que essas células suprimem a proliferacao de
linfécitos T in vitro. Posteriormente, foi verificado que esse efeito envolve a interagao
de MSC com praticamente todas as células do sistema imune inato e adaptativo

(Uccelli et al., 2008).

Este efeito imunomodulador ja foi também demonstrado apds a injegao intra-
hipocampal de MSC em um modelo de isquemia global transiente em animais
adultos. Nesse estudo, apds observarem um efeito neuroprotetor e uma melhora
funcional, os autores realizaram uma analise dos genes que tiveram sua expressao

modulada pelo tratamento. Foram encontrados 3 genes com a expressao
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aumentada nos animais tratados, 2 deles envolvidos em neuroprotegéo: o gene da
lisozima e o gene Ym1 (ou Chi3l3, do inglés chitinase 3-like 3), o qual é expresso por
células microgliais e por macréfagos. Além disso, 65 genes tiveram sua expressao
reduzida apés o tratamento, 19 deles envolvidos em respostas do sistema imune. De
especial interesse foi a redugdo da expressdo de 12 genes responsivos ao IFN.
Além disso, foi observado um aumento dos niveis do fator tréfico IGF-1 e um
aumento da razao IL-4/IFN-y e IL-4/TNF-q, indicando um efeito anti-inflamatério no
hipocampo dos animais tratados. Também foi demonstrado que a expressao de IGF-
1 e Ym1 ocorria nas células microgliais, mas nao nas células transplantadas,
indicando que houve uma alteracdo do fendtipo das células microgliais apés o

tratamento (Ohtaki et al., 2008).

Por fim, estas células ja foram transplantadas em dois trabalhos realizados

por grupos independentes, no modelo de hipdxia-isquemia neonatal.

MSC humanas obtidas da medula éssea de pacientes submetidos a cirurgias
ortopédicas foram injetadas 72 horas apos a lesao, resultando em uma melhora dos
déficits sensorimotores avaliados pelo teste do cilindro. No entanto, ndo houve
reducdo do volume de lesdo nos animais tratados. As células injetadas foram
encontradas em ambos os hemisférios, expressando principalmente marcadores de

astrocitos e microglia/macrofagos, 6 semanas apos o transplante (Lee et al., 2009).

Em outro estudo, MSC murinas, também injetadas 72 horas apoés a leséao,
intensificaram a capacidade regenerativa endégena do cérebro, aumentando a
formagao de novos neurénios e oligodendrécitos no hemisfério ipsilateral a isquemia.

Um efeito anti-inflamatério também foi sugerido, ja que houve uma redugédo na
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proliferagdo de células microgliais no cortex dos animais tratados (van Velthoven et

al., 2009).

No entanto, MSC obtidas do sangue de corddo umbilical humano ainda néo

foram testadas em modelos de hipdxia-isquemia neonatal.

Uma desvantagem no uso de MSC para um transplante autélogo é o longo
tempo necessario para seu isolamento e expansao in vitro. Assim, uma possivel
terapia utilizando essa populagéo celular do sangue de cordao umbilical da prépria
crianca nao poderia ser realizada na primeira semana de vida, o que pode
representar a perda da janela terapéutica para a neuroprotegdo. No entanto, talvez
essas células ainda possam apresentar um efeito imunomodulador ou estimular
processos regenerativos mesmo quando injetadas na fase subaguda da

encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal.

1.9.2 Células Progenitoras Endoteliais do Sangue de Cordao

Umbilical:

A formagdo de novos vasos pode ocorrer através de dois processos:
vasculogénese e angiogénese. Vasculogénese é um processo que ocorre durante o
desenvolvimento embrionario, no qual novos vasos sdo formados a partir de células
progenitoras endoteliais. Resumidamente, esse processo ocorre através da
formagao de agrupamentos de células, chamados de ilhotas sanguineas, nos quais
as células progenitoras endoteliais estado localizadas na periferia, dando origem ao
endotélio, enquanto as células-tronco hematopoiéticas se localizam no centro,

originando as células do sangue. Por fim, o crescimento e a fusdo dessas ilhotas
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resultam na formagdo de uma rede de capilares. Ja o processo de angiogénese
ocorre através da formagao de novos capilares através de células endoteliais
maduras. A ativagado de células endoteliais, a ruptura da membrana basal e a
migracdo das células endoteliais para o intersticio iniciam o processo, que se
completa pela proliferagdo das células endoteliais, o recrutamento de pericitos e a

formagao da membrana basal (Murohara et al., 2001).

Células progenitoras endoteliais e células-tronco hematopoiéticas sao
formadas a partir de um precursor comum, o hemangioblasto, e expressam alguns
antigenos em comum. Utilizando os antigenos CD34, KDR e CD133, que s&o
expressos tanto nas células-tronco hematopoiéticas como nas células progenitoras
endoteliais embrionarias, € possivel isolar da fragdo mononuclear do sangue
periférico adulto células progenitoras endoteliais circulantes que se diferenciam em
células endoteliais in vitro e que, quando transplantadas em modelos de isquemia se
integram em locais onde esta ocorrendo angiogénese, (Murohara et al., 2001;
Eguchi et al., 2007). Desde a descoberta dessas células circulantes em adultos, o
conceito de que a vasculogénese seria um fendbmeno restrito ao desenvolvimento
embrionario vem sendo revisado. Acredita-se que estas células circulariam pelo

corpo, participando de processos regenerativos que ocorrem diariamente, como a

cicatrizagao de pequenas lesdes na pele ou em mucosas.

No entanto, em 2005 um grupo questionou o papel de células provenientes da
medula éssea como progenitores endoteliais no SNC. Nesse artigo, células
expressando a proteina verde fluorescente GFP (do inglés green fluorescent
protein), provenientes da medula 6ssea, eram encontradas nas proximidades de

vasos do SNC de camundongos normais. Nenhuma dessas células expressava
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marcadores de células endoteliais. Encontravam-se em uma localizagao
subendotelial, apresentando uma morfologia tipica de microglia (sendo possivel
marcar essas células com uma lectina) ou uma morfologia alongada. Possuiam
também alguns vacuolos intracitoplasmaticos que expressavam CD31, o que sugere
que essas ceélulas fagocitam células endoteliais (Galimi et al., 2005). Assim,
podemos acreditar que existe uma populacdo celular na medula dOssea e
possivelmente no sangue de cordéo umbilical, responsavel pelo remodelamento de
vasos no SNC através da fagocitose de células endoteliais, em condigdes
fisiolégicas, cujo papel no cérebro apdés um episdédio de isquemia € ainda
desconhecido. Esse trabalho, entretanto, ndo exclui a possibilidade de haver um
progenitor endotelial com atuagao fora do SNC ou que atue apenas apdés uma

abertura da barreira hematoencefalica, como ocorre nos casos de isquemia.

Recentemente, estudos isolando células progenitoras endoteliais do sangue
de corddo umbilical humano demonstraram que tais células possuem um potencial
de diferenciagao in vivo e in vitro, semelhante ao das células obtidas a partir do

sangue periférico adulto (Asahara et al., 2007).

1.9.3 Linfécitos do Sangue de Cordao Umbilical:

Diversos estudos demonstraram que os linfocitos presentes no sangue de
corddo umbilical humano apresentam diversas diferengas em relagado aos linfocitos
presentes no sangue de individuos adultos. Foi demonstrado, por exemplo, que

linfécitos T do sangue de corddo umbilical s&o hiporesponsivos a estimulos que
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ativam receptores C1q, resultando numa producao diminuida de IFN-y, em relagao

aos linfécitos T adultos (Jiang et al., 2004).

Linfécitos T regulatdrios (Treg) séo células caracterizadas por expressarem os
antigenos CD4, CD25 e Foxp3, constituindo cerca de 5-15% da populagdo de
linfocitos T CD4", ou seja, cerca de 1-2% das células do sangue periférico adulto.
Quando ativadas, sao capazes de suprimir a proliferacao e a producao de citocinas
por células T CD4" e CD8" efetoras. A principal fungdo das células Treg é evitar o
desenvolvimento de autoimunidade. Animais com mutagdes no gene Foxp3 (que
resultam em células Treg disfuncionais) apresentam diversos sintomas relacionados
a autoimunidade, os quais se assemelham aos sintomas apresentados por pacientes
com a sindrome IPEX (desregulagdo imune, poliendocrinopatia, enteropatia ligada
ao X, do inglés immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked),

que apresentam alteragées no mesmo gene (Sutmuller et al., 2006).

Em fetos, as células Treg apresentam um papel importante em suprimir uma
reagao do sistema imune fetal contra células maternas que cruzam a placenta e

passam a residir em linfonodos fetais (Mold et al., 2008).

As células Treg do cordao umbilical sdo mais facilmente isoladas do que as
presentes no sangue periférico adulto. Isso ocorre porque no sangue periférico
adulto existe uma populagdo de células de meméria que sdo CD25%™, de forma que
mesmo nas popula¢des de células Treg do sangue periférico adulto separadas por
citometria de fluxo, existe uma contaminagcdo com células T de memdria. Ja no
sangue de cordao umbilical, uma populacdo mais pura de células Treg pode ser

separada mais facilmente, mesmo através de técnicas mais simples, como a
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purificacdo através do sistema MACS (do inglés magnetic cell sorting purification).
Foi também demonstrado que células Treg do sangue de corddo umbilical e do
sangue periférico adulto apresentam o mesmo potencial imunossupressor (Godfrey

et al., 2005).

Embora, in vitro, o efeito supressor das células Treg ocorra independente da
producdo da citocina anti-inflamatdria IL-10 e dependa do contato célula-célula, foi
mostrado que células Treg apresentam um papel anti-inflamatério dependente da
liberagao de IL-10 em um modelo de acidente vascular cerebral, resultando em um

efeito neuroprotetor (Liesz et al., 2009).

O sangue de corddo umbilical representa, portanto, uma fonte importante de
células Treg, que podem ser facilmente purificadas e que apresentam um potencial

anti-inflamatério e neuroprotetor significativo.

1.9.4 Mondécitos do Sangue de Cordao Umbilical:

Na maioria das espécies, incluindo invertebrados como a Drosophila, o
sistema imune inato é composto de um brago humoral, que consiste de peptideos
antimicrobianos e opsoninas, e um braco celular, que é formado por células
especializadas chamadas de fagdcitos. Estes, sao células capazes de internalizar e
digerir bactérias e outras células, remover compostos toxicos e produzir mediadores
inflamatérios capazes de matar bactérias, virus e parasitas, bem como de ativar
outros tipos celulares. Dentre as células do brago celular do sistema imune inato,

encontramos os monaocitos que representam cerca de 10% dos leucdcitos no sangue
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periférico humano. Em mamiferos, além de contribuir para a homeostase através da
fagocitose de células apoptéticas e da remogdo de substancias toxicas, os
mondcitos também representam um elo entre o sistema imune inato e o sistema
imune adaptativo. Além disso, representam uma reserva sistémica de precursores
mieldides, capazes de originar macréfagos teciduais e células dendriticas

apresentadoras de antigenos.

Os mondcitos humanos podem ser identificados pela expressdo de CD115 e
do receptor de quimiocina CX3CR1 (receptor 1 de quimiocina C-X3-C, do inglés
chemokine (C-X3-C motif) receptor 1). Quando estimulados, podem produzir
espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico, prostaglandinas, enzimas proteoliticas,
diversas citocinas e VEGF. Sao células apresentadoras de antigenos, embora sejam
muito menos eficientes do que as células dendriticas. Trés populagdes de mondcitos
humanos podem ser definidas, a partir da expressdo de CD14 e CD16
(CD14'CD167, CD14'CD16" e CD14°"CD16%). Os mondcitos CD14°CD16°
representam cerca de 80-90% dos mondcitos do sangue e expressam altos niveis
do receptor CCR2 (receptor 2 de quimiocina C-C, do inglés chemokine (C-C motif)
receptor 2) e baixos niveis de CX3CR1. Em resposta ao LPS (lipopolissacarideo),
produzem principalmente a citocina anti-inflamatéria IL-10, ao invés das citocinas IL-
1 e TNF-a. Ja os monocitos CD16" expressam altos niveis de CX3CR1 e baixos
niveis de CCR2, produzindo TNF-a quando estimulados com LPS, sendo por isso
chamados de mondécitos inflamatdrios. Estes, por sua vez, podem ser divididos em
duas subpopulagées: mondcitos CD14°CD16", que também expressam os
receptores Fc CD64 e CD32, apresentam atividade fagocitica e sdo os responsaveis

pela producdo de TNF-a e IL-1, e mondcitos CD149™CD16", que ndo expressam
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outros receptores Fc, sdo pouco fagociticos e ndo produzem TNF-a e IL-1 em

resposta ao LPS (Auffray et al., 2009).

Os mondécitos do sangue de cordao umbilical apresentam diferengas em
relagcédo aos mondécitos do sangue periférico adulto. Apds uma estimulagédo com LPS,
foram encontrados 168 genes expressos de forma diferente nessas duas
populacdes, sendo que 159 deles apresentavam a expressao aumentada nos
mondcitos adultos (Lawrence et al, 2007). Uma das principais diferengas entre
monacitos adultos e neonatais esta relacionada a apresentacédo de antigenos. Em
um estudo que avaliou o processamento e a apresentagdo de antigenos MHC-II
(complexo principal de histocompatibilidade classe Il, do inglés major
histocompatibility complex class Il), foi demonstrado que mondcitos do sangue de
corddo umbilical geraram uma menor ativagéo de linfocitos T do que monécitos do

sangue periférico adulto (Canaday et al., 2006).

Além disso, a idade gestacional também esta relacionada a fungdo dos
mondcitos. Mondcitos obtidos do sangue de cordao umbilical de criangas nascidas
com 30 semanas ou menos de gestacao apresentaram uma menor resposta quando
estimulados por LPS do que mondcitos de criangas nascidas com mais de 30

semanas (Pérez et al., 2010).

Por fim, o tipo de parto também pode induzir a ativagdo dos monécitos, de
forma que mondécitos obtidos do sangue de corddo de criangas nascidas de parto
vaginal apresentaram uma maior expressao de TLR-2 e TLR-4 (receptores toll-like 2
e 4, respectivamente) do que os mondcitos obtidos de criangas nascidas de parto

cesario (Shen et al., 2009).
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Recentemente foi demonstrado que o transplante de células mononucleares
do sangue de corddo umbilical humano resultou em melhora da fungc&o neurolégica
em um modelo de oclusdo da artéria cerebral média em ratos adultos. Para
descobrir quais populagdes celulares contribuiram para o efeito observado, os
autores trataram outros quatro grupos de animais com a fragcdo mononuclear
depletada de mondcitos CD14", linfocitos-T, linfocitos-B ou células CD133". Os
animais tratados com a fracdo mononuclear depletada de mondcitos CD14" néo
apresentaram melhora, quando comparados aos outros grupos, demonstrando que
estes mondcitos sao indispensaveis para os efeitos terapéuticos observados apés o
transplante de células mononucleares do sangue de corddo umbilical (Sanberg et

al., 2009).

Em camundongos, duas populagbes de mondcitos foram identificadas. Os
monadcitos inflamatdrios expressam o antigeno Ly6c (Gr1*), o receptor CCR2 e a
molécula de adesao L-selectina, apresentando semelhancas em relacdo aos
mondcitos CD14"CD16" humanos. J& os mondcitos residentes ndo expressam a
proteina Ly6c (Gr1°), apresentam uma maior expressao do receptor CX3CR1 e da
integrina LFA-1, mas ndo expressam CCR2 e L-selectina, sendo semelhantes aos
mondcitos CD14%MCD16" humanos. Os mondcitos residentes patrulham os vasos
sanguineos e sao os primeiros a extravasar para os tecidos, sendo responsaveis
pela producdo de TNF-a nas primeiras duas horas apés uma infecgdo e
posteriormente se diferenciando em macrofagos. J& os mondcitos inflamatérios
infiltram os tecidos mais tarde, apés uma infecgao, e se diferenciam em células

dendriticas inflamatorias (Auffray et al., 2007).
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Em um modelo de infarto agudo do miocardio foi observada uma mobilizagéo
de mondcitos inflamatérios para o sangue periférico e posteriormente para o
miocardio isquémico. Estes mondcitos inflamatérios apresentaram um papel
proteolitico, fagocitico e pro-inflamatério. Em seguida, ocorreu a mobilizagado de
mondcitos residentes circulantes, que expressam VEGF e apresentaram um papel
na regeneragao e no reparo tecidual, promovendo a angiogénese, o acumulo de
miofibroblastos e o depdsito de colageno. Além disso, a migragdo dos mondcitos
inflamatérios para o miocardio isquémico nao ocorreu na auséncia de CCR2,
enquanto a migragdo dos mondcitos residentes nao ocorreu na auséncia do receptor
CX3CR1, demonstrando que a migragao desses mondcitos é regulada por diferentes

quimiocinas (Nahrendorf et al., 2007).

1.9.5 Transplante de Células Mononucleares do Sangue de
Cordao Umbilical em Modelos de Hipéxia-lsquemia

Neonatal:

O primeiro estudo a testar o transplante de células mononucleares de cordao
umbilical humano em um modelo animal de hipdxia-isquemia neonatal, publicado em
2006, encontrou evidéncias de que os animais tratados apresentaram um melhor
desempenho motor. Nos animais tratados, a distancia entre os passos (na pata
contralateral ao hemisfério que sofreu a isquemia) foi semelhante a dos animais
controle e maior que a dos animais hipdxico-isquémicos que receberam uma injegao
de salina. O transplante foi feito através de uma injecdo intraperitoneal de 10’

células, 24 horas ap06s a hipoxia. Utilizando um anticorpo anti-HLA-DR (anti-antigeno
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leucocitario humano-DR), um numero grande de células foi encontrado no hemisfério
ipsilateral a isquemia, 13 dias apds o transplante. No entanto, ndo houve indicios de

diferenciagéo dessas células em astrécitos ou neurénios (Meier et al., 2006).

Em 2009, mais dois trabalhos foram publicados utilizando o mesmo modelo
animal de hipdxia-isquemia neonatal, porém com pequenas alteracoes

metodoldgicas.

Em um dos estudos foi realizado o transplante de um numero pequeno de
células (1,5 x 104) na veia jugular, 7 dias apos a indugédo da hipdxia-isquemia. Os
animais tratados apresentaram uma menor assimetria no uso das patas dianteiras e
uma melhor coordenagao motora do que os animais que receberam uma inje¢ao de
veiculo. Foi também demonstrado que o transplante aumentou a plasticidade

sinaptica no hipocampo ipsilateral a isquemia (Yasuhara et al., 2009).

No segundo estudo foram transplantadas 1 x 10’ células por via intravenosa,
24 horas apos a hipdxia-isquemia. Poucas células foram encontradas 24 horas, 1
semana ou 3 semanas apoOs o transplante. Além disso, nenhum efeito benéfico
associado ao tratamento foi verificado no labirinto aquatico de Morris, que avalia o
aprendizado e a memoria espacial. Também nao foram verificadas alteragcdes no
volume do infarto nos animais tratados (de Paula et al, 2009). No entanto, o
protocolo utilizado por esse grupo (com 120 minutos de hipdxia) causa uma leséo
bastante grave. E possivel que o efeito terapéutico verificado pelos outros 2 grupos

possa nao ocorrer em casos severos de hipdxia-isquemia.

Dessa forma, o sangue de corddao umbilical humano contém diferentes

populacdes celulares que podem contribuir para um efeito terapéutico apds a
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hipdxia-isquemia neonatal. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse efeito
ainda nao foram identificados. Além disso, o momento em que as células foram
transplantadas nesses trabalhos (24 horas ou 7 dias apds a lesdo) talvez tenha sido

muito tarde para promover um efeito neuroprotetor.

Trabalhos recentes indicam que a janela terapéutica para mecanismos de
neuroprotecdo é bastante curta. Tratamentos neuroprotetores iniciados com um
atraso de algumas horas apdés a lesdo apresentam um efeito apenas na morte
neuronal secundaria, mas nao salvam a maioria dos neurénios afetados no centro
da lesdo. Como os trabalhos clinicos mais recentes apontam que a lesédo hipéxico-
isquémica ocorre poucas horas antes do parto, um possivel tratamento
neuroprotetor deve, portanto, ser instituido nas primeiras horas apés o nascimento.
Nesse sentido, o tratamento com hipotermia é eficaz apenas quando realizado nas

primeiras 6 horas apds o nascimento (Schulzke et al., 2007).

Como a coleta e a separacao da fracdo mononuclear € um procedimento
simples que pode ser realizado imediatamente apds o nascimento da crianca, a
realizacao do transplante 3 horas apés o nascimento € exequivel e poderia ser

aplicada na pratica clinica.

Esse trabalho tem como o objetivo avaliar o possivel efeito terapéutico das
células da fragdo mononuclear do sangue de corddo umbilical quando
transplantadas precocemente, 3 horas apds a lesao, identificando os possiveis

efeitos do tratamento na morte neuronal e na inflamacgéo.
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2 OBJETIVOS;

Nesse estudo investigamos o possivel papel terapéutico das células da fragédo
mononuclear do sangue de cordao umbilical humano no desenvolvimento pés-natal
do SNC de ratos submetidos ao modelo de hipdxia-isquemia neonatal de Rice-

Vannucci.

2.1 Objetivos Especificos:

e Avaliar a migragcédo para o SNC das células injetadas sistemicamente em um

modelo de hipdxia-isquemia neonatal.

¢ Usando esse modelo, analisar o efeito da terapia celular:

1) na morte neuronal no cértex, no hipocampo e no estriado;

2) na ativagao da enzima caspase-3 no cortex e no estriado;

3) na ativagao de astrocitos no hemisfério ipsilateral a isquemia;

4) na ativagdo de células microgliais no cértex, no estriado, na capsula
externa e na zona subventricular

5) no desenvolvimento da marcha e dos reflexos neonatais de aversdo ao

precipicio e de geotaxia negativa

¢ Avaliar a resposta da medula éssea a hipdxia-isquemia neonatal
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1 Animais:

Foram usados ratos Lister-Hooded no oitavo dia pds-natal (P7), do sexo

masculino, fornecidos pelo biotério de nossa Instituicdo. Os animais foram utilizados

respeitando-se os principios estabelecidos pela Comissao de Avaliacdo da

Utilizagcdo de Animais em Pesquisa, do Centro de Ciéncias da Saude (CAUAPE-

CCS, protocolo numero IBCCF 059). O numero de animais utilizado em cada

experimento esta indicado na tabela 4.

Tabela 4: Numero de animais utilizados em cada experimento:

Experimento

Falso-
operados

HI +
veiculo

HI +
células

Total

Eutanasia em

Analise dos reflexos
Neonatais e do Peso
Corporal

30

25

31

86

P21

Analise quantitativa
da morte celular
(caspase-3
ativada/Fluoro-Jade
C)

5/6

6/7

13

P9

Analise quantitativa
da ativacao da
microglia

18

P14

Analise da gliose
reativa
(imunoblotting)

P14

Analise da resposta
da medula 6ssea

12

P9 e P14

Total

36

51

51

138
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3.2 Modelo de Hipoxia-lsquemia Neonatal:

Os animais foram submetidos ao modelo de hipdxia-isquemia de Levine-

Vannucci (Vannucci et al., 1999).

Inicialmente, os animais foram anestesiados com o anestésico inalatorio
sevoflurano (Sevorane, Abbot) e submetidos a uma cirurgia para exposi¢ao e
oclusdo da artéria carétida comum direita utilizando material cirargico estéril. Apds
as medidas de assepsia com alcool 70%, foi feita uma incisdo cervical anterior de
aproximadamente 0,5 cm com uma lamina de bisturi, seguida da dissec¢do da
regiao paratraqueal direita, com afastamento do musculo esternocleidomastoideo,
utilizando pingas curvas. A artéria carétida comum direita foi, entdo, visualizada e
separada da veia que a acompanha e do nervo vago, sendo posteriormente ocluida
permanentemente através da ligadura com fio de seda 6-0 em dois pontos. N&o foi
realizada sutura da pele, para evitar rejeicéo pela mae, havendo boa cicatrizagao por
segunda intencdo. Este procedimento cirurgico tem duragcdo de cerca de 5-10

minutos.

Apo6s duas horas de recuperagcdo sob luz quente, afastados da mae, os
animais foram expostos a um ambiente de hipdxia, com oxigénio a 8%, balanceado
com nitrogénio a 92%, por noventa minutos. Este ambiente consiste num kitasato de
500 ml, submerso em banho-maria a 37° C. Sua entrada lateral esta ligada a um
cilindro contendo a mistura de oxigénio na concentragao citada, recebendo o fluxo
de 2 L/min. Sua segunda abertura fica vedada com uma rolha de borracha, na qual
existe um cilindro central que faz a interface entre o interior do kitasato e o meio

externo, permitindo a saida dos gases. Denominamos esse aparato de cdmara de
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hipoxia. Apés um periodo de 15 minutos de recuperagao sob luz quente, os animais

foram devolvidos para a gaiola de sua mae.

3.3Isolamento de células da fragao mononuclear do sangue de cordao

umbilical humano:

O sangue de cordao umbilical humano foi obtido a partir de uma colaboragao
com o Professor Dr. Laudelino Marques Lopes, diretor do Centro Pré-Natal de
Diagnostico e Tratamento da Clinica Perinatal Laranjeiras (Rio de Janeiro). Foi
recolhido de recém-nascidos a termo (idade gestacional entre 25 e 40 semanas), de
ambos os sexos, saudaveis, cujas maes assinaram um termo de consentimento,
doando esse material para pesquisa, respeitando os requerimentos éticos da
maternidade onde foram colhidos. Foi coletado da veia umbilical da placenta, logo
apos o parto, em bolsas contendo citrato fosfato dextrose adenina (citrato de sédio
2,63%, acido citrico 0,299%, sédio bifosfato 0,222%, adenina 0,0275% e dextrose
3,19%; JP Industria Farmacéutica) por profissionais da equipe médica da
maternidade. O sangue foi armazenado por no maximo 24 horas, a 4°C, antes de

ser manipulado para separacao celular.

As células da fragdo mononuclear foram separadas através de um gradiente
de densidade obtido com uma solugao isotbnica de metrizoato de sddio Ficoll-
PaqueTM Plus (GE Healthcare). O sangue foi passado para tubos de 50ml e foi
realizada a centrifugagao por 30 minutos a 1300G. Em seguida, ap6s a remogao do
sobrenadante, o sangue foi diluido (volume 1:1) em salina tamponada em tampao
fosfato 10 mM (PBS — NaCl 0,13 M, Na,HPQO,4.7H,0 0,007 M e NaH,PO4 0,003 M,
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pH 7,4). Em um tubo de 15 ml foram adicionados 3 ml de Ficoll e, lentamente,
adicionados 4 ml do sangue diluido em PBS sobre o Ficoll, formando duas fases
distintas. Foi realizada uma nova centrifugagao por 30 minutos a 1200G, sem
frenagem, entre 18 e 25° C. Apos a centrifugagdo o halo branco que contém as
células mononucleadas, localizado na interface entre as duas fases formadas
durante a centrifugacéo, foi recolhido e as células foram lavadas duas vezes com
PBS para retirada dos residuos de Ficoll. Apds as lavagens, foi feita a quantificagcéao
do numero de células vivas utilizando um hemocitémetro pela técnica de exclusao
de Azul de Tripan 4%. Apds a contagem, as células foram novamente centrifugadas
e ressuspendidas em plasma obtido do préprio sangue de corddo e 5% de DMSO
(dimetilsulféxido). Apdés 15 minutos em gelo, as células foram congeladas e
armazenadas em nitrogénio liquido. Todo o procedimento foi realizado em condigbes

estéreis em uma capela de fluxo laminar.

3.4 Marcacao e Transplante das Células:

As células foram rapidamente descongeladas, sendo rapidamente
mergulhadas em um banho-maria a 37° C. Logo apés centrifugacdo e 3 lavagens
com PBS, foram ressuspendidas em meio DMEM-F12 (do inglés Dulbccol’s Modified
Eagle Media, Invitrogen). Antes da injegcao, foi feita novamente a quantificagdo do
numero de células vivas com Azul de Tripan 4%. Apos nova centrifugagéo, foram
ressuspendidas em DMEM-F12, em volume necessario para se obter a densidade

de 2 x 10° células por 100 pL de meio.
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Para alguns experimentos, antes de serem injetadas as células foram coradas
com o tragador fluorescente CellTrace™ Far Red DDAO-SE (Invitrogen), um
marcador fluorescente, que se liga a aminas primarias, nao-toxico para as células,
permanecendo nas células por pelo menos 3 semanas. Para isso, as células foram
incubadas por 40 minutos em uma solugédo de Cell Trace 1:1000, diluido em meio
DMEM-F12, em estufa de mistura ar/CO, a 37° C. As células, foram a seguir
centrifugadas, lavadas trés vezes em PBS, centrifugadas novamente e

ressuspendidas em DMEM-F12.

Trés horas apds sairem da cimara de hipdxia, os animais receberam o
transplante celular, que foi realizado por via intraperitoneal, administrando
lentamente 100 ul da solugdo contendo 2 x 10° células em meio DMEM-F12,
utilizando uma seringa com uma agulha 30G. Outro grupo de animais foi submetido
ao mesmo procedimento, trés horas apds a retirada da camara de hipodxia,

recebendo uma injecao intraperitoneal de 100 yL de DMEM-F12, sem células.

Os animais foram mantidos sob luz quente apds o procedimento, por cerca de

15 minutos, até serem devolvidos para a mae.

A escolha da dose utilizada nesse trabalho se baseou em um estudo de
Vendrame e colaboradores que demonstrou uma melhora funcional, assim como
uma reducgdo da area infartada apenas nos animais adultos que receberam a injecéao
sistémica de mais de 10° células mononucleares de sangue de corddo umbilical
humano apés a oclusédo da artéria cerebral média. Além disso, o grupo que recebeu
uma injecao de 3 x 107 células apresentou a maior recuperacgéo funcional (Vendrame

et al., 2004). Como o peso médio de um animal adulto é de 175 g e o de um animal
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P7 13g, utilizamos uma dose de 2 x 10° células (aproximadamente 1,5 x 10°

células/g de peso corporal).

3.5 Grupos de Estudo:

No oitavo dia de vida pds-natal (P7), as ninhadas foram padronizadas quanto
ao numero de animais por mae, de forma a ndo haver diferengas relacionadas a
nutricdo dos filhotes e aos cuidados maternos. Assim, cada mae teve sua ninhada

reduzida a um numero entre 5 e 8 animais.
Os animais foram divididos em trés diferentes grupos experimentais:

e Grupo Controle (animais falso-operados):

Os animais foram anestesiados com o anestésico sevoflurano e submetidos a
uma cirurgia para exposicdo da artéria cardtida comum direita utilizando material
cirargico estéril. Apds assepsia com alcool 70%, foi feita uma incisdo cervical
anterior de aproximadamente 0,5 cm com lamina de bisturi, seguida da dissecc&o da
regiao paratraqueal direita, com afastamento do musculo esternocleidomastoideo,
utilizando pingas curvas. A artéria car6tida comum direita foi, entdo, visualizada,
terminando o procedimento cirdrgico. Em seguida, os animais permaneceram
afastados da mae por um periodo de 3 horas e 30 minutos, sob luz quente, ou seja,
por um periodo total de afastamento materno semelhante ao dos animais dos

demais grupos experimentais.
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e Grupo Hipoxico-Isquémico 1 (HI + veiculo, ou animais nao tratados):
Animais submetidos ao modelo de Levine-Vanucci, recebendo uma injegcéo

intraperitoneal de 100 uL de DMEM-F12, trés horas apos a hipdxia.

e Grupo Hipodxico-Isquémico 2 (HI + células, ou animais tratados):
Animais submetidos ao modelo de Levine-Vanucci, recebendo uma injecéo
intraperitoneal de 100 pL de DMEM-F12, contendo 2 x 10° células da fracdo

mononuclear do sangue de corddo umbilical humano, trés horas apdés a hipdxia.

3.6 Preparacao Histolégica:

Os animais, em diferentes sobrevidas (2, 4 e 7 dias apds a hipoxia-isquemia
ou a falsa cirurgia), foram anestesiados com isoflurano e submetidos a uma perfusao
transcardiaca, para fixacdo de seus tecidos, utilizando paraformaldeido 4% (em

tampao fosfato 0,1M, pH 7,4).

Apds a anestesia foi feita uma incisdo mediana, estendida ao longo do
esterno, realizando-se rapidamente um corte no diafragma do animal para levar a
uma parada respiratéria, com o animal ainda anestesiado. Foram infundidas, através
do ventriculo esquerdo dos animais, solucdes de salina 0,9%, paraformaldeido 4% e
paraformaldeido 4% + sacarose 10%, respectivamente, mantidas em gelo. Além
disso, o atrio direito foi cortado, para que houvesse a saida da solugdo que chega a

partir das veias cavas.
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A crioprotegédo foi completada com a imersdo do cérebro por 24 horas em
solugdes de tampao fosfato 0,1M pH 7,4 + sacarose 20% e tampao fosfato 0,1M pH

7,4 + sacarose 30%, respectivamente.

O tecido foi cortado utilizando criostato, em fatias de 14 ym, em laminas
gelatinizadas que foram submetidas a reagbes de imunohistoquimica ou de
histoquimica convencional. As laminas foram mantidas a -20° C até serem utilizadas

para as reacgdes.

3.7 Coloracao de Cresil Violeta:

Para a coloragdo de cresil violeta, as laminas foram mergulhadas nas

seguintes solugdes, respectivamente:
1) alcool etilico 75%, alcool 90% e alcool 100% (lavagens de 3 minutos),
2) alcool-cloroférmio (dilui¢do de 1:1), por 10 minutos,
3) alcool 100%, alcool 90%, alcool 75% e agua destilada (3 minutos cada),
4) solugéo de cresil violeta a 40° C por 1 minuto,
5) dgua destilada (3 minutos),
6) alcool 75% diferenciador e alcool 95% diferenciador (3 lavagens rapidas),

7) alcool 90%, alcool 100% e alcool etilico-butilico (diluigdo de 1:1), por 3

minutos em cada solucao,

8) xilol I e xilol I, por 5 minutos,
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Em seguida, foram montadas com o meio de montagem Entellan (Sigma) e

cobertas com uma laminula.

3.8Imunohistoquimica:

As laminas foram lavadas trés vezes, por cinco minutos em cada lavagem,
com salina tamponada com PBS (pH 7,4) + 0,01% Triton X-100 (Sigma). Em
seguida, foi feito o bloqueio de sitios inespecificos, através da incubagao por 30

minutos com 5% NGS (soro normal de cabra, do inglés normal goat serum, Sigma).

O proximo passo foi a incubagdo com o anticorpo primario, por 12 horas,
diluido em PBS (pH 7,4), em uma camara umida a 4° C, seguida de trés lavagens
com salina tamponada com PBS (pH 7,4) + Triton X-100 0,01%. A seguir, as laminas
foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente em camara umida, com um ou
com uma combinagdo dos seguintes anticorpos secundarios: Alexa Fluor 488 Anti-
Rabbit (1:400, Molecular Probes), Cy3-Conjugated Anti-Mouse IgM (1:1000,
Jackson), FITC-Conjugated Anti-Mouse 1gG (1:100, Capel), juntamente com o

marcador nuclear TO-PRO-3® (1:1000, Invitrogen), diluidos em PBS.

Foram lavadas por 5 minutos com PBS e incubadas por 3 minutos com
bisbenzimida 0,1% em solu¢do aquosa (Sigma), para marcagao nuclear, nos casos

em que o corante TO-PRO-3® n3o foi utilizado.

Apds duas lavagens com PBS, por 5 minutos cada, as laminas foram
montadas com o meio de montagem ppd (p-fenil-diamina, Sigma), cobertas com

uma laminula e analisadas utilizando os microscopios Confocal LSM 510 Meta
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(Zeiss) ou um microcépio Axiovert 200M equipado com o sistema ApoTome (Zeiss).
Foi utilizada a camera AxioCam HRC para obtengdo de imagens digitalizadas

(Zeiss).

3.9Quantificagao da Morte Celular:

A morte celular foi avaliada, em animais com 2 dias de sobrevida apds a
hipdxia-isquemia neonatal, através de reacdo histoquimica para o corante
fluorescente Fluoro-Jade C, que marca neurdnios em degeneragdo (Millipore).
Foram utilizados 3 cortes anteriores para a reacao: o primeiro deles 140 um apds o
aparecimento do ventriculo lateral e os demais respeitando uma distancia de 154 ym
entre si. O numero de células Fluoro-Jade C positivas no cortex e no estriado foi
quantificado em uma fotomicrografia obtida com uma objetiva de 20x (NA de 0,5) de

cada regidao, em cada um dos 3 cortes.

Foram também utilizados 4 cortes posteriores: o primeiro deles 140 ym apds
o aparecimento do terceiro ventriculo e os demais respeitando uma distancia de 154
Mm entre si. O numero de células Fluoro-Jade C positivas no cértex e nas regides
CA1, CA2 e CA3 do hipocampo foi quantificado em uma fotomicrografia obtida com

uma objetiva de 20x (NA de 0,5) para cada regido, em cada um dos 3 cortes.

Os cortes foram lavados com agua destilada e secados na estufa a 45° C por 20-
30 min. Em seguida foram lavados por 3 min em alcool etilico 100%, por 1 min em
alcool 70% e por 1 min em agua destilada. As laminas foram entdo colocadas em
uma placa de petri mergulhadas em permanganato de potassio (KMnO4) 0,06%, sob

agitagao branda por 15 minutos, novamente lavadas por 1 min em agua destilada e
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entdo incubadas com a solugdo de Fluoro-Jade C a 0,001% (diluido em acido

acético 0,1%) por 30 min em temperatura ambiente.

Apods 3 lavagens de 1 min cada em agua destilada, as laminas secaram na estufa
a 45° C por 5-10 min. Em seguida foram imersas em xilol por 1 min, e cobertas com

o meio de montagem DPX (di-n-butil phthalato em xileno, Sigma) e uma laminula.

3.10 Anadlise Quantitativa da Ativagao da Caspase-3:

As células em apoptose através da via da caspase 3 foram identificadas
através de imunohistoquimica, utilizando o anticopo primario anti-caspase 3 ativada
(1:100, ABCAM), em animais com 2 dias de sobrevida apds a hipoxia-isquemia

neonatal.

Foram utilizados 3 cortes para a reacdo: o primeiro deles 140 um apds o
aparecimento do ventriculo lateral e os demais respeitando uma distancia de 154 ym
entre si. O namero de células expressando a enzima caspase-3 ativada no estriado
foi quantificado em uma fotomicrografia obtida com uma objetiva de 20x (NA de 0,5),
para cada corte, em uma reconstrugao confocal de 9,25 ym no eixo z. Ja no cértex
parietal, o numero de células expressando a enzima caspase-3 ativada foi
quantificado em uma fotomicrografia obtida com uma objetiva de 40x (NA de 1,3),

para cada corte, em uma reconstrugao confocal de 7,68 ym no eixo z.
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3.11 Anadlise Quantitativa da Ativacao de Células Microgliais:

As células microgliais ativadas foram identificadas através de
imunohistoquimica, utilizando o anticorpo primario anti-ED1 (1:100, Serotec) em

animais com 7 dias de sobrevida apés a hipdxia-isquemia neonatal.

Foram utilizados 3 cortes para a reacdo: o primeiro deles 140 um apds o
aparecimento do ventriculo lateral e os demais respeitando uma distancia fixa de
154 um entre si. O numero de células expressando o antigeno ED1 no cértex, no
estriado, na capsula externa e na zona subventricular foi quantificado em uma
fotomicrografia obtida com uma objetiva de 20x (NA de 0,5) para cada regido, em

cada um dos 3 cortes.

Também foi realizada a analise qualitativa da co-expressdao dos marcadores

ED1 e Iba1, utilizando o anticorpo primario anti-lba1 (1:200, Wako).

3.12 Avaliacdo Qualitativa e Quantificacao da Gliose Reativa:

O fenbmeno de gliose reativa foi avaliado de forma qualitativa através de
imunohistoquimica para o marcador astrocitario GFAP, utilizando o anticorpo
policlonal anti-GFAP (1:500, DAKO). A analise quantitativa da expressao de GFAP

foi feita através de Western Blotting, em animais com 7 dias de sobrevida.

O cérebro dos animais foi dissecado rapidamente, retirando-se o cerebelo e o
tronco cerebral e os 2 hemisférios foram separados. Cada hemisfério foi triturado
mecanicamente em uma solugdo contendo tampao de lise (Tris HCL 20 mM pH

7,4;NaCl 150 mM; EDTA 2 mM e 0,2% Triton X-100) e coquetel de inibidor de
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protease lll (Calbiochem), e permaneceu por 40 minutos no gelo. A cada 10 minutos
o material foi agitado vigorosamente para melhor agdo do tampdo de lise.
Posteriormente o material foi centrifugado a 13.000xg e o sobrenadante foi
congelado a -80° C até a utilizagdo. As proteinas foram dosadas segundo o método

colorimétrico de Bradford.

O perfil protéico dos extratos foi obtido através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12,5%) contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) em condi¢des

de redugdo segundo o procedimento descrito por Laemmli (Laemmli et al.,1970).

As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham)
usando-se as condi¢des descritas por Towbin et al (Towbin et al., 1979) em sistema
convencional de transferéncia a 200 mA por 2 horas (Bio-Rad). Nos ensaios de

SDS-PAGE foram utilizados marcadores de peso molecular (Amersham-RPN756).

Apos incubacgdo por uma hora com 5% de leite desnatado (Molico®) em
tampao de lavagem (PBS pH 7,4 com 0,05% de Tween 20 — Sigma) a membrana foi
lavada por 15 minutos com tampdo de lavagem. Em seguida a membrana foi
incubada 12 horas a 4° C com o anticorpo primario diluido em 1% de leite desnatado
em tampéao de lavagem. Apds lavagem de 15 minutos a membrana foi incubada por
uma hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase. Finalizando com nova lavagem de 15 minutos, o complexo formado foi
revelado por quimioluminescéncia (ECL — Chemiluminescence Luminol 38 Reagente

— Amersham) e a membrana exposta ao filme (Hiperfilm — Amershan).

Apds exposicao, o filme foi revelado com revelador e fixador (Kodak).
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Para reutilizacdo das membranas com anticorpos primarios diferentes, as
mesmas foram lavadas por 15 minutos em tampdo de lavagem e incubadas em
banho-maria a 60° C com solugéo de stripping (100 mM de 2-B mercaptoetanol, 2%
SDS e 62,5 mM de Tris-HCL pH 6,7) sob agitagdo constante. Em seguida as

membranas foram lavadas 3x por 10 minutos para nova reagao de imunoblotting.

Os filmes foram digitalizados e as imagens foram analisadas pelo programa
Image J (NIH) para determinacdo da densidade O6ptica das bandas obtidas. A

quantidade de proteina foi normalizada com o controle endégeno da tubulina-a.

Os anticorpos primarios utilizados para o imunoblotting foram: anti-GFAP
(policlonal - coelho, 1:32.000, DAKO) e anti-tubulina-a (monoclonal — camundongo,

1:30.000, Sigma)

Os anticorpos secundarios utilizados para o imunoblotting foram: HRP anti-
IgG de coelho feito em cabra (1:4.000, Sigma) e HRP anti-IgA, M e G de

camundongo feito em cabra (1:5.000, Sigma).

3.13 Avaliagao dos Reflexos Neonatais:

Os seguintes reflexos sensorimotores neonatais foram testados:

- reflexo de aversao ao precipicio: os animais foram colocados com suas
patas dianteiras ligeiramente adiantadas a borda de uma superficie plana elevada
cerca de 1 metro do chdao. O tempo (em segundos) que o0s animais levaram para
girar o corpo 90° foi avaliado (2, 4 e 7 dias apos a lesdo ou a falsa cirurgia, que

corresponde as idades P9, P11 e P14).
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- reflexo de geotaxia negativa: os animais foram colocados em um plano
inclinado (a 35°) de 3 cm. As patas dianteiras foram colocadas no centro do plano
inclinado, com a cabega dos animais na parte mais baixa. O tempo (em segundos)
que os animais levaram para girar o corpo 180° (no sentido de escalar o plano

inclinado) foi avaliado (2, 4 e 7 dias ap0s a lesao ou a falsa cirurgia).

- marcha: os animais foram colocados no centro de uma superficie circular de
13 cm de diametro. O tempo (em segundos) que eles levaram para sair do circulo,
colocando ambas as patas dianteiras fora do circulo, foi avaliado. Nesse teste, como
0s animais P9 ndo se moviam ao serem colocados no centro do circulo, o teste foi

realizado 4, 7 e 10 dias ap06s a les&o ou a falsa cirurgia.

3.14 Obtengio de Células da Medula Ossea e Analise por Citometria de

Fluxo:

A medula éssea foi coletada de animais com 2 e 7 dias apds a les&o hipoxico-
isquémica ou apos a falsa-cirurgia. A assepsia local foi feita com alcool 70%. Os 2
fémures foram retirados em condicdes assépticas de cada animal, com o auxilio de
material cirurgico estéril (pingas e tesouras), sendo transferidos para uma placa de
Petri de 100 mm de didmetro (Corning) contendo meio de cultura RPMI 1640
(Sigma). A cavidade Ossea foi entdo lavada com o mesmo meio, utilizando-se
seringa de 10 mL e agulha 25G. Apds esse procedimento, a suspensao celular foi
transferida para um tubo Falcon de 50 mL, homogeneizada e entédo as células foram
diluidas numa proporgéo de 1:10 (90 uL do corante Turk’s e 10 uL da suspenséo

celular) e contadas em hemocitdmetro. Suspensdes contendo 10° células da medula
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Ossea foram bloqueadas com 1 pg de IgG total de rato, incubadas por 30 minutos a
4° C com 0,5 pg de anticorpo anti-CD34-FITC (BD Pharmingen) ou anti-CD133-FITC
(BD Phamigen) em azida 0,1%, BSA 0,2% (albumina bovina do soro, do inglés
bovine serum albumine) entdo lavadas e fixadas com paraformaldeido 1% diluido

em PBS até a aquisigao com um citdbmetro de fluxo (FACScan, BD Biosciences).

3.15 Analises estatisticas:

As analises estatisticas foram realizadas intergrupos utilizando os testes de
Mann-Whitney-U e ANOVA one-way com poés-teste de Tukey. Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Todas as analises foram
realizadas usando o programa GraphPad Prism versdao 4.02 para Windows

(GraphPad Software).
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4 RESULTADOS:

4.1 Caracterizagado do Modelo de Hipéxia-lsquemia Neonatal:

4.1.1 A Hipdéxia-lsquemia Neonatal Provocou um Retardo na
Realizagao dos Reflexos Neonatais de Aversao ao

Precipicio e de Geotaxia Negativa

O exame da fungdo neurolégica dos animais hipdxico-isquémicos (HI) foi
realizado através de 2 testes que avaliam o tempo necessario para os animais
realizarem movimentos reflexos que se desenvolvem durante as primeiras semanas

de vida (descritos por Ten et al., 2003).

O primeiro teste, que avaliou 0 movimento de girar o corpo 90°, em um reflexo
de aversao ao precipicio, foi realizado em P9, P11 e P14, ou seja, 2, 4 e 7 dias apos
a hipdxia-isquemia neonatal ou a falsa-cirurgia (Figura 2A). Em P9 houve uma
tendéncia dos animais HI a realizarem esse movimento com um atraso de cerca de
3s em relagao aos animais falso-operados (HI: 10,96s + 1,47 SEM, falso-operados:
7,16s =+ 1,15 SEM) e em P11 esse retardo também foi de cerca de 3s, sendo
estatisticamente significativo (HI: 7,28 + 1,26 SEM, falso-operados: 4,23 £ 0,45 SEM,

p < 0,05). Em P14 nao houve diferenga entre os grupos.

O segundo teste avaliou o tempo necessario para que 0s animais girassem o
corpo 180° no sentido de escalarem um plano inclinado, em um reflexo de geotaxia
negativa, em P9, P11 e P14 (Figura 2B). Em P9, os animais HI apresentaram um

retardo de cerca de 8s na realizacao desse reflexo, em relacdo aos animais falso-
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Figura 02. A Hipoédxia-lsquemia Neonatal Provocou um Retardo no
Desenvolvimento dos Reflexos de Aversao ao Precipicio e de Geotaxia Negativa.
Os animais hipodxico-isquémicos levaram um tempo maior do que os animais
falso-operados para girar o corpo 90° em um reflexo de aversao ao precipicio, em P11
(A, * p <0,05). Nessa mesma idade, a hipdxia-isquemia neonatal também resultou em
um retardo na realizacao do reflexo de geotaxia negativa, em que os animais devem
girar o corpo 180°, com a intencao de escalar um plano inclinado (B, * p < 0,05). Em
P14 ambos os grupos apresentaram desempenhos semelhantes em ambos os testes
(A e B). Pontos representam média £ SEM.
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operados (HI: 25,88s + 3,60 SEM, falso-operados: 17,66s + 1,73 SEM), embora essa
diferenca ndo tenha sido significativa. Em P11 esse retardo foi de cerca de 11s,
sendo estatisticamente significativo (HI: 19,28s + 2,79 SEM, falso-operados: 8,28s +

1,01 SEM, p < 0,05). Em P14 nao houve diferenga entre os grupos.

Esses resultados demonstraram que o desenvolvimento de 2 reflexos
neonatais ocorrem de forma atrasada nos animais HI, indicando uma alteracao da

funcdo neurolégica desses animais.

4.1.2 Alteragdes Morfologicas e Morte Celular Apés a Hipdxia-

Isquemia Neonatal

Apenas 2 dias apos a hipoxia-isquemia neonatal ja foi possivel verificar
alteragdes morfolégicas no hemisfério ipsilateral a isquemia. Houve uma reducgédo da
area corada com cresil violeta na parte lateral do estriado, na parte médio-lateral do
cértex e ao longo de toda a capsula externa (Figura 3A). Com 7 dias de sobrevida,
essas alteracdes se tornaram mais evidentes, poupando apenas a parte medial do
cértex e ja sendo possivel observar uma atrofia do hemisfério ipsilateral a isquemia,
acompanhada de ventriculomegalia compativel com um quadro de hidrocefalia ex-
vaccum (Figura 3B). Com 14 dias, a atrofia era mais severa, havendo a substituicdo
de uma grande area do hemisfério direito por um cisto porencefalico (Figura 3C).
Além disso, cistos menores também podiam ser observados em areas adjacentes ao

cisto porencefalico (Figura 3B).
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Figura 03. A Hipodxia-lsquemia Neonatal Resultou na Atrofia do Hemisfério
Ipsilateral a Isquemia. Fotomontagens mostrando cortes coronais rostrais do
cérebro de animais hipoxico-isquémicos, corados com cresil violeta, 2, 7 e 14 dias
apos a lesao (A, B e C, respectivamente). Observe a ventriculomegalia (seta em
B) e a atrofia do hemisfério ipsilateral a isquemia (seta em C) 7 e 14 dias apos a
lesdo (B e C, respectivamente). HD: hemisfério direito; HE: hemisfério esquerdo.
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Também observamos uma grave atrofia hipocampal no hemisfério ipsilateral a
isquemia, em animais com 7 (Figura 4B) e 14 dias de sobrevida (Figura 4C). Em

muitos animais restava apenas parte do giro denteado (Figura 4B).

Para analisar a morte neuronal apés a hipéxia-isquemia neonatal, utilizamos a
reagao de Fluoro-Jade C, que marca apenas neurbnios em degeneragao,
independente do mecanismo de morte celular (Schmued et al., 2005). Com esse
método, foi possivel identificar um grande numero de neurdnios em degeneragao no
coértex do hemisfério ipsilateral a isquemia, formando aglomerados de morte
neuronal, 2 dias apds a lesdo (Figura 5A). No hemisfério contralateral, a marcagao
se limitava a superficie pial, ndo havendo neurbnios em degeneragdo no cortex
(Figura 5B). No estriado também encontramos um grande numero de neurdnios em
degeneragao no hemisfério ipsilateral a isquemia (Figura 5C), mas nao no hemisfério
contralateral (Figura 5D). Da mesma forma, havia um grande numero de neurénios
em degeneracao nas regidoes CA1, CA2 e CA3 e, em menor grau, no giro denteado

do hipocampo do hemisfério ipsilateral a isquemia (Figura 4A), mas n&o no

hemisfério contralateral, em animais com 2 dias de sobrevida.

Para analise da morte celular utilizamos um anticorpo que reconhece de
forma especifica a forma ativada da enzima caspase-3, identificando células em
apoptose, independente do tipo celular (Rothstein et al., 2005). Com esse anticorpo
foi possivel observar um grande numero de células em apoptose no cortex ipsilateral
a isquemia, em um padrdo colunar semelhante ao observado com a reacdo de

Fluoro-Jade C, 2 dias apds a lesédo (Figura 6A). Ja no hemisfério contralateral, foi
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Figura 04. Morte Neuronal e Grave Atrofia do Hipocampo Apds a
Hipdxia-lsquemia Neonatal. Fotomontagem mostrando a presenga de um grande
numero de neurbnios em degeneracao nas regides hipocampais CA1, CA2 e CA3 do
hemisfério ipsilateral a isquemia, corados com Fluoro-Jade C, 2 dias apds a
hipdxia-isquemia neonatal (A). Fotomontagens mostrando o hipocampo de ambos os
hemisférios cerebrais em cortes coronais corados com cresil violeta, 7 dias (B) e 14
dias (C) ap6s a hipoxia-isquemia neonatal. Observe a atrofia hipocampal (setas),
poupando apenas parte do giro denteado, no hemisfério ipsilateral a isquemia (B e C).
HE: hemisfério esquerdo; HD: hemisfério direito. GD: giro denteado.
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Figura 05. Intensa Morte Neuronal no Cértex e no Estriado do Hemisfério Ipsilateral a
Isquemia Apos a Hipoéxia-lsquemia Neonatal. Fotomicrografias de cortes coronais do
encéfalo de animais hipdxico-isquémicos, demonstrando neurbnios em degeneragio
marcados com Fluoro-Jade C no cortex (A) e no estriado (C) do hemisfério ipsilateral a
isquemia. Ja no hemisfério contralateral a isquemia, ndo foram encontrados neurbnios em
degeneracgdo no cortex (B) ou no estriado (D). Barras de calibracao correspondem a 50 um.
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encontrado apenas um pequeno numero de células expressando a forma ativada

dessa enzima (Figura 6B).

No estriado ipsilateral a isquemia também encontramos a expressao da
enzima caspase-3 ativada em um grande numero de células, em um padrao em que
era possivel identificar a expressao dessa enzima em nucleos celulares, bem como
em axdnios presentes na substancia branca dessa regido (Figura 6C). Ja no estriado
do hemisfério contralateral, ndo encontramos células expressando essa enzima

(Figura 6D).

A expressdo da enzima caspase-3 ativada em axdnios da substancia branca
presente no estriado ipsilateral a isquemia indica uma limitagcdo da reagao de Fluoro-
Jade C, que marcou apenas os corpos celulares de neurdnios em degeneragao, néo

marcando os axdnios localizados na substancia branca do estriado (Figura 5C).

Também observamos a expressao de caspase-3 ativada em axdnios e
nucleos celulares presentes na capsula externa do hemisfério ipsilateral a isquemia,
2 dias apés a lesao (Figura 7A), mas n&o no hemisfério contralateral (Figura 7B).
Nessa mesma regidao, houve uma alteragdo do padrdo de expressao da proteina
basica de mielina, que ja apresentava um padrao organizado de expressao ao longo
dos axénios no hemisfério contralateral (Figura 7D), enquanto possuia um padrao
desorganizado no hemisfério ipsilateral a isquemia (Figura 7C), o que pode ocorrer
em fungcdo da degeneragdao axonal ou de um processo de desmielinizagdo pela

morte ou alteragéo da fungao de oligodendrdcitos.
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Figura 06. A Morte Celular no Cértex e no Estriado Apdés a Hipdéxia-lsquemia
Neonatal Envolve a Ativacdo da Enzima Caspase-3. Fotomicrografias confocais de
cortes coronais do encéfalo de animais hipdxico-isquémicos com 2 dias de sobrevida
apods reacao imunohistoquimica, demonstrando a expressdo da enzima caspase-3
ativada (A-D, em vermelho) no cértex e no estriado. No cértex ipsilateral a isquemia, a
ativacao da enzima caspase-3 pode ser observada em aglomerados celulares (A),
enquanto rarissimas células foram encontradas expressando a forma ativada dessa
enzima no cértex do hemisfério contralateral (B). No estriado ipsilateral a isquemia,
observa-se um grande numero de células expressando a enzima caspase-3 ativada
em seus nucleos (em C), bem como a expressao em axdnios presentes na substancia
branca dessa regido (setas brancas em C). Ja no estriado contralateral a isquemia, a
expressao da enzima caspase-3 ativada é praticamente nula (D). Marcag¢ao nuclear
com TO-PRO-3® (A-D, em azul). Barra de calibragdo corresponde a 50 um.
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Figura 07. Degeneracao da Capsula Externa Apds a Hipoxia-lsquemia Neonatal.
Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais
hipdxico-isquémicos, apds reacao imunohistoquimica demonstrando a expressao da
enzima caspase-3 ativada (A e B, em vermelho) e da proteina basica de mielina (D e E,
em verde) na capsula externa, 2 dias apos a hipoxia-isquemia neonatal. Na capsula
externa ipsilateral a isquemia, a ativagdo da enzima caspase-3 ocorre em um grande
numero de nucleos celulares e axdnios (A), enquanto na regiao homologa do hemisfério
contralateral nao se observa expressdo dessa enzima (B). Na capsula externa do
hemisfério ipsilateral a isquemia observa-se uma alteracdo da expressao da proteina
basica de mielina, compativel com uma desmielinizagdo dessa regiao (C), enquanto no
hemisfério contralateral a proteina basica de mielina é expressa de forma continua ao
longo dos axonios da capsula externa (D). Marcacdo nuclear com TO-PRO-3® (A-D, em
azul). Barras de calibracao correspondem a 20 um (A e B) € 50 um (C e D).
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4.1.3 Gliose Reativa e Ativacao de Células Microgliais Apés a

Hipoéxia-lsquemia Neonatal

A gliose reativa foi avaliada através de reagbes de imunohistoquimica,

utilizando um anticorpo que reconhece o marcador astrocitario GFAP.

Em animais HI com 7 dias de sobrevida, encontramos um grande numero de
células expressando GFAP no hemisfério ipsilateral a isquemia, localizadas
principalmente no cortex, no estriado e na capsula externa (Figuras 8D, 9A e 10A,
respectivamente), apresentando uma morfologia compativel com a de astrécitos
ativados. Em contraste, um pequeno numero de astrocitos foi encontrado no
hemisfério contralateral a isquemia, em regides como a zona marginal do cértex
(Figura 8G), e na proximidade de vasos sanguineos no estriado (Figura 9D). A
capsula externa representou uma excegao, por apresentar um grande numero de
astrocitos no hemisfério contralateral a isquemia, embora aparentemente em menor

quantidade do que na regido homologa do hemisfério ipsilateral (Figuras 10D e 10A).

Também encontramos um grande numero de astrécitos préximos as
formacgoes cisticas no cortex do hemisfério ipsilateral a isquemia, formando a parede
ao redor desses cistos, juntamente com células microgliais expressando ED1, um

marcador de ativag&o dessas células (Figura 8A).

Em relagdo a resposta das células microgliais a lesdo, observamos um
aumento no numero de células ED1" no cortex, no estriado, na capsula externa e na
SVZ no hemisfério ipsilateral a isquemia, em comparagdo ao hemisfério contralateral

dos animais HI (Figura 20). Além disso, essas células apresentavam uma morfologia
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amebdide com poucos ou mesmo sem prolongamentos, ou seja, um fendtipo

indicativo de ativagao (Figuras 8, 9, 10 e 19)

Ja no hemisfério contralateral, as células ED1* eram bastante raras no cortex,
sendo encontradas preferencialmente em proximidade a superficie pial (Figura 8), e
também muito raras no estriado, onde se localizavam préximas a vasos sanguineos

(Figura 9).

No entanto, estas células podiam ser facilmente encontradas na capsula
externa e na SVZ do hemisfério contralateral a isquemia, embora estivessem em
menor numero e apresentassem uma morfologia mais ramificada do que as células
ED1" das regides homologas do hemisfério ipsilateral & isquemia (Figuras 10, 18, 19

e 21).

Por fim, havia uma semelhanca no padrdao de localizagao de astrécitos e
células microgliais ativadas no cortex, no estriado e na capsula externa do
hemisfério ipsilateral a isquemia, sendo possivel observar uma proximidade entre os
prolongamentos de astrécitos e o corpo celular de células microgliais ativadas

(Figuras 8C, 8F, 9C e 10C).

4.1.4 Resposta da Medula Ossea a Hipoxia-Isquemia Neonatal:

Para avaliar a resposta da medula dssea a hipdxia-isquemia neonatal,
quantificamos através de citometria de fluxo o niamero de células expressando as
proteinas CD34 e CD133, as quais sao expressas tanto por células progenitoras

hematopoiéticas, como por células progenitoras endoteliais (Murohara et al., 2001).
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Figura 08. A Hipoxia-lsquemia Neonatal Resultou em um Processo de Gliose Reativa e na
Ativacao de Células Microgliais no Cdértex. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do
enceéfalo de animais hipoxico-isquémicos com 7 dias de sobrevida, apds reacao imunohistoquimica
demonstrando a expressao do marcador astrocitario GFAP (A, D e G em verde) e do marcador de
células microgliais ativadas ED1 (B, E e H, em vermelho). Um grande nimero de astrocitos e de células
microgliais ativadas pode ser observado nas paredes que revestem os cistos que se formam no cortex
do hemisfério ipsilateral a isquemia (A-C). Ocorre também um aumento do numero de astrocitos e de
células microgliais ativadas no coértex desse hemisfério (D-F), em relagcdo a regiao homdloga do
hemisfério contralateral a isquemia (G-l). Marcacdo nuclear com TO-PRO-3° (em azul) em
sobreposicao as imagens Ae B (C), De E (F) e G e H (l). Barra de calibracao corresponde a 50 pm.
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Figura 09. A Hipoxia-lsquemia Neonatal Resultou em um Processo de Gliose Reativa e
na Ativagcao de Células Microgliais no Estriado. Fotomicrografias confocais de cortes
coronais do encéfalo de animais hipdxico-isquémicos com 7 dias de sobrevida, apds reacao
imunohistoquimica demonstrando a expressdo do marcador astrocitario GFAP {A e D, em
verde) e do marcador de células microgliais ativadas ED1 (B e E, em vermelho). No estriado
do hemisfério ipsilateral a isquemia ocorre um aumento do numero de astrécitos e de células
microgliais ativadas (A-C) em relacdo a regiao homologa do hemisfério contralateral a
isquemia (D-F). Marcacao nuclear com TO-PRO-3® (em azul) em sobreposicdo as imagens
AeB (C)e D e E (F). Barra de calibracao corresponde a 50 um.
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Figura 10. A Hipdxia-lsquemia Neonatal Resultou em um Processo de Gliose Reativa e na Ativagao
de Células Microgliais na Capsula Externa. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de
animais hipoxico-isquémicos com 7 dias de sobrevida, apos reagdo imunohistoquimica demonstrando a
expressao do marcador astrocitario GFAP (A e D, em verde) e do marcador de células microgliais ativadas
ED1 (B e E, em vermelho). Na capsula externa do hemisfério ipsilateral a isquemia ocorre um aumento do
namero de astrocitos e de células microgliais ativadas (A-C) em relacao a regido homologa do hemisfério
contralateral a isquemia (D-F). Note a mudanc¢a da morfologia das células microgliais, que possuem um
fendtipo intermediario, apresentando algumas ramificacbées, na capsula externa contralateral (E e F),
enquanto apresentam um formato amebdide, indicativo de ativacdo, no hemisfério ipsilateral a isquemia (B
e C). Marcacao nuclear com TO-PRO-3® (em azul), em sobreposicdo as imagens Ae B (C) e D e E (F).
Barra de calibragao corresponde a 50 ym.
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Observamos um aumento no nimero de células-CD34" e de células CD133"
na medula 6ssea de animais hipdxico-isquémicos, quando comparados aos animais
falso-operados, 2 dias ap6s a lesao ou a falsa-cirurgia (Figura 11A). No entanto, ndo
houve diferenga no numero de células CD34" nem de células CD133" nos animais

hipéxico-isquémico com 7 dias de sobrevida (Figura 11B).

Esses resultados indicam que ocorre uma resposta da medula 6ssea na fase

aguda da lesao hipdxico-isquémica.

4.2 Efeito da Terapia Celular no Modelo de Hipéxia-lsquemia Neonatal:

Para determinar o possivel efeito terapéutico de uma terapia celular com
células mononucleares do sangue de corddao umbilical humano, um grupo de
animais HI recebeu o transplante dessas células por via intraperitoneal, 3 horas apés
a lesao (animais tratados). A seguir, serao descritos os efeitos obtidos apds a terapia
celular, comparando os animais tratados com os animais HI que receberam uma

injec&o intraperitoneal de veiculo, 3 horas apds a leséo (animais n&o tratados).

4.2.1 A Terapia Celular Evitou o Atraso no Desenvolvimento dos
Reflexos Neonatais de Aversao ao Precipicio e de Geotaxia
Negativa nos Animais Hipéxico-lsquémicos:
Para determinar o efeito da terapia celular na fungéo neurolégica dos animais
tratados, foram realizados testes que avaliam 2 reflexos que se desenvolvem

durante as primeiras semanas de vida e que estdo comprometidos nos animais HI.
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Figura 11. Resposta da Medula Ossea a Hipéxia-Isquemia Neonatal.
Analise por citometria de fluxo do ndmero de células CD34+ e CD133+
na medula éssea, 2 ou 7 dias apos a hipdxia-isquemia ou a falsa-cirurgia
(A e B, respectivamente). Ocorreu um aumento do numero de células
CD34+ e CD133+ na medula 6ssea dos animais hipoxico-isquémicos
em relacao aos animais falso-operados, na fase aguda (2 dias, em A, *
p < 0,05), mas ndo na fase subaguda da lesdo (7 dias, em B). Barras
representam média £ SEM.
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Como mostrado anteriormente, em P11 os animais HI n&o tratados
apresentaram um retardo estatisticamente significativo na realizagdo de um
movimento reflexo de aversdo ao precipicio, quando comparados aos animais falso-

operados.

Os animais HI tratados, por sua vez, tiveram em P11 um desempenho
semelhante ao dos animais falso-operados, ou seja, ndo apresentando o retardo na
realizacao do reflexo de aversao ao precipicio verificado nos animais nao tratados
(Figura 12A). Nessa idade a diferenca de desempenho entre os animais HI tratados
e 0s nao tratados foi significativa, demonstrando um efeito da terapia celular na
preservacdo do desenvolvimento pds-natal do reflexo de aversdo ao precipicio
(falso-operados: média de 4,23s + 0,45 SEM, HI + veiculo: 7,28s + 1,26 SEM, HI +

células: 4,41s + 0,40 SEM, p < 0,05).

A hipdxia-isquemia neonatal também resultou em um retardo na realizagéo do
reflexo de geotaxia negativa em P9 e P11. Como descrito previamente, em P11 esta
diferenga entre os animais HI ndo tratados e os animais falso-operados foi
significativa. Os animais HI tratados, no entanto, apresentaram em ambas as idades
um desempenho bastante proximo ao dos animais falso-operados. Além disso, em
P11 a diferenga entre os animais HI tratados e nao tratados foi significativa (falso-
operados: média de 8,28s + 1,01 SEM, HI + veiculo: 19,28s + 2,79 SEM, HI +
células: 11,87 + 0,95 SEM, p < 0,05), com os animais tratados realizando o reflexo
de geotaxia negativa em um tempo menor do que os animais nao tratados (Figura

12B).
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Jd& em P14, os animais dos 3 grupos experimentais apresentaram

desempenho semelhante na realizagdo de ambos os reflexos (Figura 12A e 12B).

Em conjunto, esses resultados demonstram que o transplante das células
mononucleares do sangue de cordao umbilical humano evitou a deterioragdo da
funcdo neuroldgica dos animais tratados, preservando o processo de aquisicdo de 2

reflexos sensorimotores neonatais.

Por fim, uma analise da marcha e da movimentagao espontanea, baseada no
tempo que os animais demoravam para se movimentar e sair de um circulo com 13
cm de didmetro (conforme descrito por Lubics et al, 2005), ndo demonstrou
diferenga entre os animais HIl e os animais falso-operados, em todas as idades
analisadas (P11, P14 e P17). Da mesma forma, também nao houve diferenga entre

0s animais tratados e os ndo tratados na realizagdo desse teste (Figura 13B).

4.2.2 A Terapia Celular Nao Alterou a Perda de Peso Corporal
Apoés a Hipoxia-lsquemia Neonatal
Os animais HI interagiam com a mae e se alimentavam de forma semelhante
aos animais falso-operados. No momento da perfuséo era possivel observar leite no
estbmago e intestino de todos os animais. No entanto, em P9 e P11, ou seja, 2 e 4
dias apds a lesao, os animais HI apresentaram uma reducgao significativa do peso
corporal em comparagao aos animais falso-operados e a terapia celular nao
modificou essa perda ponderal (média em P9: falso-operados: 16,9789 + 0,356
SEM, HI + veiculo: 14,541g + 0,385 SEM, HI + células: 14,492g + 0,286 SEM, p <

0,05; em P11: falso-operados: 19,5789 + 0,51 SEM, HI + veiculo: 17,753 + 0,482
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Figura 12. A Terapia Celular Evitou o Atraso no Desenvolvimento dos Reflexos
Neonatais de Aversdao ao Precipicio e de Geotaxia Negativa nos Animais
Hipoéxico-lsquémicos. Os animais hipoxico-isquémicos que receberam uma injecao de
veiculo apresentaram um retardo na realizacao dos reflexos de aversao ao precipicio (A)
e de geotaxia negativa (B) em P11, em relacdo aos animais falso-operados e aos animais
que receberam a terapia celular (* p < 0,05). Em P11, os animais tratados apresentaram
um desempenho semelhante ao dos animais falso-operados em ambos os reflexos,
evidenciando um efeito funcional da terapia celular, evitando o atraso no desenvolvimento
de 2 reflexos neuroldgicos primitivos. Barras representam média £ SEM.
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SEM, HI + células: 17,492 + 0,338 SEM, p < 0,05). A partir de P14 essa
diferenga passou a nao ser significativa. Em nenhuma idade avaliada houve
diferenga no peso corporal entre os animais hipoxico-isquémicos tratados e os nao

tratados (Figura 13A).

4.2.3 Efeito Neuroprotetor da Terapia Celular no Estriado:

Para avaliar se a terapia celular apresentou um efeito neuroprotetor que
possa ter contribuido como um dos possiveis mecanismos responsaveis pela
melhora funcional apresentada pelos animais tratados, foi realizada uma analise
quantitativa da morte celular por apoptose, bem como do nimero de neurdnios em
degeneracdo no hemisfério ipsilateral a isquemia dos animais tratados e néo

tratados.

A quantificagdo do numero de neurbnios em degeneragdo, marcados com
Fluoro-Jade C, 2 dias apdés a hipodxia-isquemia neonatal, revelou uma redugao
significativa da morte neuronal no estriado ipsilateral a isquemia nos animais
tratados, em comparagédo aos animais nao tratados (Figuras 14A, 14B e 14E, HI +
veiculo: 270,4 neurbnios * 14,84 SEM, HI + células: 190,5 neurdnios + 17,91 SEM, p

< 0,05).

Esse efeito neuroprotetor foi acompanhado de uma reducgao significativa no
numero de células em apoptose, expressando a enzima caspase-3 ativada, no
estriado dos animais tratados, em comparagéo ao dos animais nao tratados (Figuras
14C, 14D e 14F, HI + veiculo: 323,1 células + 15,57 SEM, HI + células: 252,2 células

+ 19,39 SEM, p < 0,05).
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Figura 13. A Terapia Celular Nao Alterou a Perda Ponderal da Fase Aguda da
Hipdxia-lsquemia Neonatal. O peso dos animais falso-operados foi
significativamente maior que o dos animais hipdxico-isquémicos (tratados e nao
tratados) em P9 e P11, ou seja, 2 e 4 dias apos a hipdxia-isquemia neonatal ou a
falsa cirurgia (* p < 0,05). A partir de P14 ja nao havia diferenga no peso dos animais
dos 3 grupos experimentais. Além disso, nao houve diferenca no peso corporal dos
animais tratados e ndo tratados em nenhuma das idades avaliadas (A). Em um
exame que avalia a marcha, ndo houve diferenca no desempenho dos animais
falso-operados e hipoxico-isquémicos (tratados e nao-tratados) nas 3 idades
avaliadas (P11, P14 e P17, em B). Barras e pontos representam média + SEM.

85



HI + Veiculo HI + Células

Fluoro-Jade C

Caspase-3 Ativada

F-.
5
n

LE
L
>

|

i

100+

R

-

MNeurénios em Degeneragio [/ Campo
-1
T
*
Células caspase-3' [ Campo
>

HI #+ velcule HI + células HI + velcule HI + edlulas

Figura 14. A Terapia Celular Apresentou um Efeito Neuroprotetor e Reduziu a Apoptose no
Estriado de Animais Hipdxico-Isquémicos. Fotomicrografias de microscopia convencional de
fluorescéncia de cortes coronais do encéfalo de animais hipoxico-isquémicos com 2 dias de
sobrevida, apods reacdo de Fluoro-Jade C, marcando neurbnios em degeneragdo no estriado
ipsilateral a isquemia, em animais que receberam uma injecao de veiculo (A) ou a terapia celular
(B). Houve uma redugao significativa no nimero de neurbnios em degeneragdo no estriado
ipsilateral a isquemia dos animais tratados com as células, em relagao aos animais nao tratados
(E, * p < 0,05). Fotomicrografias em microscopia confocal demonstrando a expressao da enzima
caspase-3 ativada no estriado ipsilateral a isquemia, 2 dias apods a hipoxia-isquemia neonatal,
em animais que receberam uma injecao de veiculo (C) ou a terapia celular (D). Houve uma
reducao significativa no numero de células expressando a enzima caspase-3 ativada no estriado
ipsilateral a isquemia dos animais que receberam a terapia celular (F, * p < 0,05). Barra de
calibracao corresponde a 100 ym.
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Ja no cortex ipsilateral a isquemia, ndo houve diferenca no numero de
neurbnios em degeneragcdo entre os animais tratados e ndo tratados, tanto nos
cortes rostrais (Figura 15F), quanto nos cortes caudais (Figura 15G). Também néao
houve diferengca no numero de células expressando a enzima caspase-3 ativada no
cértex dos animais tratados em comparagao ao dos animais nao tratados (Figuras

15A a 15C).

Por fim, a terapia celular também nao alterou o numero de neurbnios em
degeneragdo, marcados com Fluoro-Jade C, nas regides hipocampais CA1, CA2 e
CA3 do hemisfério ipsilateral a isquemia, comparando os animais tratados com os

nao tratados (Figura 15H).

Em conjunto, esses resultados demonstram que a terapia celular apresentou
um efeito neuroprotetor e reduziu a morte celular por apoptose no estriado, mas nao

alterou a morte neuronal no cortex e no hipocampo.

4.2.4 A Terapia Celular Reduziu o Numero de Células Microgliais

Ativadas no Cortex dos Animais HI:

Para avaliar um possivel efeito da terapia celular no processo de inflamagéao
do SNC apds a hipdxia-isquemia neonatal, realizamos uma analise quantitativa do
numero de células microgliais expressando ED1, um marcador de ativagdo da

microglia, 7 dias apds a leséo.

Nos animais HI observamos um aumento significativo do numero de células

microgliais ativadas ED1* no cortex, no estriado, na SVZ e na capsula externa do
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Figura 15. A Terapia Celular Nao Alterou a Morte Neuronal, nem o Numero de Células
Expressando a Enzima Caspase 3 Ativada no Cortex de Animais Hipdxico-lsquémicos.
Fotomicrografias de cortes coronais do encéfalo de animais hipoxico-isquémicos apds reacao
imunohistoquimica, demonstrando a expressao da enzima caspase-3 ativada no cortex
ipsilateral a isquemia, 2 dias apds a lesdo, em animais que receberam uma inje¢ao de veiculo
(A, em vermelho) ou a terapia celular (B). Nao houve diferenca significativa na quantificagéo
do numero de células expressando a enzima caspase-3 ativada no cortex ipsilateral a
isquemia entre os animais tratados e os nao tratados (C). Marcagéo nuclear com TO-PRO-3°
em azul (A e B). A quantificagdo do numero de neurdnios em degeneracao no cortex ipsilateral
a isquemia, marcados com Fluoro-Jade C em cortes coronais anteriores (F) e posteriores (G),
também nao revelou uma diferenga significativa entre animais hipoxico-isquémicos tratados
(E) e ndo tratados (D), 2 dias ap0s a lesdo. A terapia celular também néao alterou o numero de
neurdnios em degeneracdo nas regides CA1, CA2 e CA3 do hipocampo dos animais
hipdxico-isquémicos (H). Imagens obtidas por microscopia confocal (A e B) e microscopia
convencional de fluorescéncia (D e E). Barras de calibracdo correspondem a 50 ym. Barras
correspondem a média + SEM (C e F-H).
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hemisfério ipsilateral a isquemia, em relagdo ao hemisfério contralateral (Figuras 16
a 20). Esse aumento ocorreu de forma similar na capsula externa, na SVZ e no
estriado dos animais tratados e dos nao tratados, ndo havendo diferengca no nimero
de células ED1" em cada uma dessas regides do hemisfério ipsilateral a isquemia
dos animais tratados, em comparagao a regiao homéloga do hemisfério ipsilateral a
isquemia dos animais ndo tratados (Figura 20A, 20C e 20D). Da mesma forma, no
hemisfério contralateral a isquemia, também ndo houve diferengca no numero de
células ED1" entre os animais tratados e ndo tratados, nas 4 regides analisadas

(SVZ, capsula externa, estriado e cortex, Figura 20).

No entanto, os animais que receberam a terapia celular apresentaram um
numero significativamente menor de células ED1" no cortex ipsilateral a isquemia,
em relagdo aos animais HI ndo tratados (Figuras 16 e 20B; HI + veiculo: 83,52

células + 11,48 SEM, HI + células: 46,44 + 13,17 SEM, p < 0,05).

A anadlise da co-expressao dos marcadores Ibal (expresso por todas as
células microgliais, independente do fenétipo) e ED1 revelou que todas as células
ED1* também expressavam o marcador microglial Iba1, como era esperado (Figuras

16 a 19).

Também verificamos que embora o nimero de células ED1" no cortex
ipsilateral a isquemia dos animais tratados fosse menor do que nos animais nao-
tratados, o numero total de células microgliais (lba1*) nessa mesma regido
aparentemente n&o diferia em ambos os grupos experimentais, embora esse dado

nao tenha sido quantificado (Figura 16).
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Figura 16. Andlise do Efeito da Terapia Celular na Ativacdo das Células Microgliais no Cértex Apods a
Hipéxia-lsquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais
hipéxico-isquémicos apos reacdo imunohistoquimica, demonstrando a expressao do marcador de células microgliais
Iba1 (B, E, H € K, em vermelho) e do marcador de ativagdo microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) no cérex, 7 dias apds
a hipdxia-isquemia neonatal. A analise da co-expressdo desses marcadores demonstrou que todas as células ED1+
encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento da expressiao de ambos
os marcadores no cortex do hemisfério ipsilateral a isquemia (A-C e G-l), em relagdo a regido homéloga do hemisfério
contralateral {D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais tratados e n3o tratados). Nos animais que
receberam a terapia celular (G-l), esse aumento foi menor do que nos animais ndo-tratados (A-C). Marcacgéo nuclear
com TO-PRO-3® em azul, em sobreposicdo as imagens AeB{(emC),DeE{emF),GeH{eml)eJe K(emL). Barras
de calibragao correspondem a 50 ym.
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Figura 17. Analise do Efeito da Terapia Celular na Ativagao das Células Microgliais ha Capsula Externa Apods a
Hipoéxia-lsquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais hipdxico-isquémicos
apos reagdo imunohistoquimica, demonstrando a expressdo do marcador de células microgliais Iba1l (B, E, H e K, em
vermelho) e do marcador de ativagdo microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) na capsula externa, 7 dias apds a
hipéxia-isquemia neonatal. A analise da co-expressdao desses marcadores demonstrou que todas as células ED1+
encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento da expressao de ambos os
marcadores na capsula externa do hemisfério ipsilateral a isquemia (A-C e G-1), em relagéo a regido homologa do hemisfério
contralateral (D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais tratados e nao tratados). Marcacao nuclear com
TO-PRO-3® em azul, em sobreposi¢ao as imagens AeB{emC),DeE(emF),GeH(eml)eJeK(emL). Barra de calibragéo
corresponde a 50 um.
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Figura 18. Analise do Efeito da Terapia Celular na Ativagao das Células Microgliais ha Zona Subventricular
Apos a Hipdéxia-lsquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais
hipoxico-isquémicos apods reagao imunohistoquimica, demonstrando a expressao do marcador de células microgliais
Ibal (B, E, H e K, em vermelho) e do marcador de ativagdo microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) na zona
subvenricular, 7 dias apds a hipdxia-isquemia neonatal. A analise da co-expressao desses marcadores demonstrou
que as células ED1+ encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento
da expressao de ambos os marcadores ha zona subventricular do hemisfério ipsilateral a isquemia (A-C e G-I), em
relagéo a regido homdloga do hemisfério contralateral (D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais
tratados e nao tratados). Marcagao nuclear com TO-PRO-3® em azul, em sobreposicao as imagens Ae B (em C), D
eE(emF),GeH(eml)e Je K (emL). VL: ventriculo lateral. Barras de calibragao correspondem a 50 ym.
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Figura 19. Andlise do Efeito da Terapia Celular na Ativacdo das Células Microgliais no Estriado Apods a
Hipoxia-lsquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais
hipoxico-isquémicos apdés reagao imunohistoquimica, demonstrando a expressédo do marcador de células microgliais
Iba1 (B, E, H e K, em vermelho) e do marcador de ativagao microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) no estriado, 7 dias
apods a hipdxia-isquemia neonatal. A analise da co-expressao desses marcadores demonstrou que as células ED1+
encontradas também expressavam o marcador microglial lba1. Além disso, houve um aumento da expressao de
ambos os marcadores no estriado do hemisfério ipsilateral a isquemia (A-C e G-l), em relagao a regido homologa do
hemisfério contralateral (D-F e J-L), em ambos 0s grupos experimentais (animais tratados e nao tratados). Marcacao
huclear com TO-PRO-3® em azul, em sobreposi¢do as imagens AeB(em C),DeE(emF),GeHEeml)eJe K (em
L). Barra de calibragao corresponde a 50 um.
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Figura 20. Redugao da Ativagcdao das Células Microgliais no Coértex de Animais
Hipoxico-lsquémicos Apés a Terapia Celular. Quantificacdo do numero de células microgliais
expressando ED1, um marcador de ativagdo microglial, na capsula externa (A), no cortex (B), na zona
subventricular (C) e no estriado (D), 7 dias apds a hipoxia-isquemia neonatal. Na capsula externa foi
observado um aumento significativo do numero de células ED1+ no hemisfério ipsilateral a leséo, em
comparacao com o hemisfério contralateral em ambos os grupos de animais hipdxico-isquémicos
(tratados e nao tratados, * p < 0,01), ndo havendo diferencas entre os animais que receberam o
transplante de células e os animais nao-tratados (A). Ja no cértex, houve uma reducgao significativa do
numero de células microgliais ativadas no hemisfério ipsilateral a lesdo dos animais tratados, em
comparacao aos animais nao tratados (B, ** p < 0,05). No cdrtex do hemisfério contralateral a lesao, o
numero de células ED1+ era nulo em ambos os grupos (dado ndo mostrado no grafico). Na zona
subventricular houve um aumento significativo do numero de células ED1+ no hemisfério ipsilateral a
lesdo, em comparagao com o hemisfério contralateral tanto nos animais tratados, quanto nos nao
tratados (C, ** p < 0,05), ndo havendo diferenca entre esses dois grupos de animais. Ja no estriado, o
numero de células microgliais expressando o antigeno ED1 aumentou igualmente no hemisfério
ipsilateral, tanto nos animais que receberam a terapia celular, quanto nos animais nao tratados (D),
sendo nulo no hemisfério contralateral de ambos os grupos experimentais (ndo mostrado no grafico).
Barras indicam média £ SEM.
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4.2.5 A Terapia Celular ndao Modulou o Processo de Gliose

Reativa Desencadeado Pela Hip6xia-lsquemia Neonatal:

Para avaliar um possivel efeito da terapia celular na gliose reativa, realizamos
um imunoblotting para o marcador astrocitario GFAP no hemisfério ipsilateral a

isquemia, em animais com 7 dias de sobrevida.

Esse método revelou a presenca de multiplas bandas GFAP®*, com pesos
moleculares ao redor de 50 kDa, no hemisfério ipsilateral a isquemia (Figura 21A).
Esse padrao, em que o GFAP tem sua expressdao aumentada no hemisfério
ipsilateral a isquemia, sendo detectado em multiplas bandas no imunoblotting, ja
havia sido descrito previamente no modelo de hipdxia-isquemia neonatal, ocorrendo
possivelmente pela degradagcdo dessa proteina em subunidades com menor peso
molecular que ainda s&o reconhecidas pelo anticorpo policlonal anti-GFAP

(Vannucci et al., 2004).

A analise das densidades O6pticas relativas dessas bandas ndo demonstrou
uma diferenga significativa na expressao de GFAP entre os animais HI tratados e os
nao tratados, 7 dias apds a leséo (Figura 21B). Dessa forma, a terapia celular
parece nao alterar o processo de gliose reativa que ocorre apds a hipoxia-isquemia

neonatal.
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Figura 21. A Terapia Celular Nao Modulou a Gliose Reativa no Hemisfério
Ipsilateral a Isquemia. Imagens digitalizadas dos filmes que mostram as
bandas protéicas dos imunoblottings para GFAP e tubulina-a, utilizada como
controle enddgeno de carregamento (A). A andlise da densidade optica relativa
da expressdo de GFAP no hemisfério ipsilateral a isquemia nao revelou uma
diferenca significativa entre os animais hipdxico-isquémicos tratados e os nao
tratados (B). u.a.: unidade arbitraria.
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4.2.6 Migracao para o SNC das Células Injetadas:

Em dois animais tratados, as células foram marcadas com o corante
fluorescente Cell Trace® antes de serem injetadas, de forma a permitir o
rastreamento dessas células apdés o transplante. Analisando o cérebro desses
animais 2 dias apos o transplante, raras células foram encontradas no hemisfério
ipsilateral a isquemia. Na figura 22D pode-se observar um exemplo de uma célula
com o citoplasma marcado, encontrada no cortex, bem préxima da superficie pial, no

hemisfério ipsilateral a isquemia.

Em outro experimento, utilizamos um anticorpo especifico para um antigeno
nuclear humano para identificar as células transplantadas (de origem humana) no
cérebro dos animais HIl. Apds reagdes de imunohistoquimica utilizando esse
anticorpo, encontramos raras células transplantadas, localizadas no cortex (Figuras
22A e 22B) e no estriado (Figura 22C) do hemisfério ipsilateral a isquemia. No
entanto, em funcdo do pequeno numero de células que foram encontradas, nao

realizamos uma analise do fenétipo dessas células utilizando outros anticorpos.

4.2.7 Possivel Papel da Quimiocina SDF-1 na Migracao das

Células Injetadas:

Para avaliar o possivel envolvimento da quimiocina SDF-1 na migracdo das
células transplantadas para o SNC, analisamos a expressdao dessa quimiocina no

cérebro dos animais HI através de imunohistoquimica, 2 dias apos a leséo.
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No hemisfério contralateral a isquemia, a expressao de SDF-1 se restringiu as
células ependimarias e a zona subventricular, ndo tendo sido encontrada no cortex
ou no estriado (Fig 22E). Ja no hemisfério ipsilateral a isquemia, a expressao de
SDF-1 também foi observada no estriado, em um padrao de expressao pontual que

se estendia ao longo dessa regiéo (Fig 22F).

Também analisamos se as células mononucleares do sangue de cordao
umbilical expressam a proteina CXCR4, o receptor do SDF-1, em trés amostras
obtidas de criangas nascidas a termo. Através de citometria de fluxo, observamos
que cerca de 27% dessas células expressava o receptor CXCR4 (média de 27,22%

+ 2,678 SEM, n=3, Figura 22I).

Além disso, uma analise da co-expressdo desse receptor e de CD34, um
marcador de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas humanas, revelou que, do
total de células mononucleares, cerca de 3,8% era CD34" CXCR4" (média de
3,857% + 0,871 SEM, n=3), enquanto cerca de 1,3% era CD34" CXCR™ (média de

1,387% * 0,265 SEM, n=3) (Fig 22).

Esses resultados demonstraram que a quimiocina SDF-1 tem sua expressao
aumentada no estriado apds a hipéxia-isquemia neonatal € que cerca de 27% das
células do sangue de corddo umbilical humano possuem o receptor CXCR4,
podendo responder ao estimulo quimiotatico do SDF-1. Além disso, cerca de 70%
das células CD34" possuem esse receptor, indicando que sua expressdo ¢ ainda

maior no pool de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas.
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Figura 22. Possivel Papel da Quimiocina SDF-1 na Migragao das Células Transplantadas.
Fotomicrografias de cortes coronais do encéfalo de animais hipdxico-isquémicos com 2 dias de sobrevida
apos reacado imunohistoquimica utilizando um anticorpo anti-ndcleo humano, revelando a presenca de
raras células transplantadas que migraram para o cértex (A e B, em verde) e para o estriado (C, em verde)
do hemisfério ipsilateral a isquemia. Em (D) pode-se observar uma célula marcada com o corante
fluorescente Cell Trace® encontrada no cértex ipsilateral a isquemia, 2 dias apds o transplante (D, em
vermelho). A analise imunohistoquimica da expressao da quimiocina SDF-1 (em verde) no hemisfério
ipsilateral a isquemia revelou uma intensa marcacao no estriado e nas regides ependimaria e
subependimaria (F), enquanto no hemisfério contralateral, essa expressao se restringiu as regides
ependimaria e subependimaria, 2 dias apds a hipdxia-isquemia neonatal (E). Em azul, marcagao nuclear
com TO-PRO-3® (A-C) ou bisbenzimida (D-F). Células mononucleares do sangue de corddao umbilical
humano expressam o receptor CXCR4, como pode ser observado através da analise por citometria de
fluxo da expressdo dos antigenos CD34 e CXCR4 em células mononucleares do sangue de cordao
umbilical humano de uma crian¢a nascida a termo (G). Em (H) observe a porcentagem de células
CD34+CXCR-, CD34-CXCR4+ e CD34+CXCR4+ nas amostras de cada paciente, e em (l) a média desses
resultados. Imagens obtidas com microscopia confocal (A-C), microscopia de fluorescéncia convencional
(D) ou com o sistema de imagens ApoTome® (E e F). Barra de calibracdo corresponde a 20 um. VL:
ventriculo lateral.
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5 DISCUSSAO;

Apesar dos avangos nos cuidados intensivos em unidades neonatais, a
encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal permanece como a principal causa de
sequelas neuroldgicas em recém-nascidos a termo. Embora estudos clinicos
recentes indiqguem que a hipotermia terapéutica possa aumentar a sobrevivéncia
sem sequelas graves, o efeito ainda é limitado, beneficiando um numero pequeno de

criangas (Edwards et al., 2010).

O sangue de corddo umbilical é uma fonte de diversas populagdes celulares
que podem apresentar um papel terapéutico apds lesdes do SNC. Dentre outras
vantagens, o uso dessas células para o transplante autélogo em recém-nascidos

poderia ser realizado poucas horas apés o diagnéstico.

Em nosso trabalho, verificamos que a administracdo de células
mononucleares do sangue de corddao umbilical humano apresentou um efeito
benéfico na recuperacao funcional dos animais tratados em um modelo de hipdxia-
isquemia neonatal. Também observamos que essa melhora da fungéo neuroldgica
foi acompanhada de um efeito neuroprotetor no estriado e de um efeito anti-
inflamatério no cortex. Esses resultados indicam que a terapia celular pode

representar uma nova opg¢ao para o tratamento de criancas com EN.
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Modelo de Hipoxia-lIsquemia Neonatal:

Utilizando o modelo de hipdxia-isquemia neonatal de Rice-Vannucci,
observamos uma lesao moderada/severa apds a oclusdo permanente da artéria

carétida comum direita, seguida de um periodo de 90 minutos de hipdxia.

A reacdo com o marcador fluorescente Fluoro-Jade C, que marca
seletivamente neurénios em degeneragao (Schmued et al., 2005), demonstrou uma
morte neuronal importante no cértex, no estriado e no hipocampo do hemisfério
ipsilateral a isquemia, 2 dias apds a lesdo. O padrdao da marcacido parece ser
diferente do encontrado em animais adultos, nos quais o Fluoro-Jade C também
marca alguns axdnios em degeneragao, enquanto em nossos animais a marcagao
se limitava ao corpo celular, em um padrao semelhante ao descrito por Leonardo e
colaboradores (2008). No entanto, observamos axdnios na capsula externa e na
substancia branca do estriado expressando a enzima caspase-3 ativada no

hemisfério ipsilateral a isquemia, indicando um processo de apoptose.

Ja a coloracdo com cresil violeta demonstrou que ocorre uma extensa atrofia
desse hemisfério, 14 dias apos a lesdo, ocorrendo ventriculomegalia e em alguns
casos a formacgao de cistos na substancia cinzenta e/ou na substancia branca. Nos
casos mais severos, 0s animais perdiam praticamente o hemisfério inteiro, restando
apenas um grande cisto porencefalico, semelhante ao caso de um paciente descrito

recentemente por Trabacca e DiCuonzo (2009).

Também analisamos a resposta das células gliais (microglia e astrécitos) a

lesdo hipdxico-isquémica, o que sera discutido nos préximos tdpicos.
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Papel da Microglia no Modelo de Hipdxia-lsquemia Neonatal:

As células microgliais sdo as células do sistema imune inato que residem no
cérebro, presentes ao longo de todo o SNC, representando cerca de 20% da
populagao glial (Soulet e Rivest, 2008). Sao formadas a partir da migragao de
progenitores do saco vitelino, do mesénquima ao redor do SNC ou de 6rgaos
hematopoiéticos fetais (figado e bago, por exemplo) que colonizam o SNC entre E10
e E12 em roedores e no inicio do segundo trimestre de gestagdo em humanos.
Posteriormente, ocorre a migragdo de progenitores mieldides (possivelmente
mondcitos) da medula éssea, originando células microgliais no periodo perinatal em

humanos ou entre PO e P15 em roedores (Chan et al., 2007).

Essas células apresentam uma morfologia ramificada, possuindo
prolongamentos ativos e dindmicos que se movimentam e estdo constantemente
“patrulhando” o SNC (Nimmerjahn et al., 2005). Ao detectar alteragées no ambiente,
a microglia é ativada, mudando sua morfologia (com a retragdo de seus
prolongamentos, passando a apresentar o corpo celular mais arredondado) e
migrando para a area de lesdo. Uma vez ativadas, exercem um importante papel na
fagocitose de debris celulares e de restos de mielina, além de produzirem citocinas,
quimiocinas, proteases e outros fatores que contribuem para o processo inflamatério
e para o reparo tecidual no SNC. No entanto, o papel da microglia ap6és uma lesao
isquémica pode ser benéfico ou maléfico, dependendo do momento e do contexto

em que ocorre a ativagdo (Hanisch e Kettenmann, 2007).
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Na hipoxia-isquemia neonatal ocorre um aumento dos niveis de diversas
citocinas pré-inflamatérias ja nas primeiras horas ap6s a indugao da leséo (Bona et
al., 1999). Dentre estas citocinas, destacam-se a IL-1p e a IL-18, que contribuem
para o agravamento da lesdo, sendo produzidas exclusivamente por células
microgliais. Ja foi demonstrado que a expressdao da IL-18 aumenta
progressivamente no hemisfério ipsilateral a isquemia nas duas primeiras semanas
apos a lesdo e que na auséncia dessa citocina ha uma reducao da gravidade da
lesdo no hipocampo, no estriado, no talamo, no cértex (Hedtjarn et al., 2002) e na
substancia branca (Hedtjarn et al., 2005). Ja a IL-13 apresenta um padrao bifasico
de expressdo, com dois picos: 8 horas e 6 dias apds a lesdo; e a administracao
intracerebroventricular de um inibidor da IL-1B diminui significativamente a lesdo no
modelo de hipdxia-isquemia neonatal (Hagberg et al., 1996). Por fim, camundongos
que nao expressam a enzima caspase-1, responsavel pela clivagem e ativagdo da
IL-18 e da IL-13, também apresentam uma menor lesdo apds a hipdxia-isquemia
neonatal (Liu et al., 1999). Nao se sabe exatamente como essas citocinas podem
contribuir para a lesdo. Sabe-se que ambas levam a indugcdo de genes pro-
inflamatérios via NFkB, incluindo a enzima iNOS, aumentando, portanto, a producao
de NO. Outra possibilidade seria uma neurotoxicidade direta, uma vez que neurdnios
expressam o receptor da interleucina-18 (Hedtjarn et al., 2002). Além disso, estudos
in vitro demonstraram que as citocinas IL1-B e TNF-a podem alterar a captagao de
glutamato por astrocitos, potenciando o estresse oxidativo induzido por esse

neurotransmissor (Liao e Chen, 2001).

Em um estudo clinico recente foi demonstrada uma correlacao entre o

aumento da razdo entre lactato/colina (um marcador de alteragdo do metabolismo
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oxidativo cerebral) no tdlamo ventrolateral, nucleo lentiforme e parte posterior da
capsula externa, com um aumento dos niveis das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a no
sangue periférico de recém-nascidos a termo com diagnostico de EN. Também foi
relatado que os niveis plasmaticos das citocinas IL-1, IL-6 e IL-8 eram
significativamente maiores em criangas com um desenvolvimento neuroldgico
anormal, ou seja, que apresentaram alguma deficiéncia motora ou cognitiva aos 30

meses de idade (Bartha et al., 2004).

Uma das proteases secretadas pela microglia € a metaloproteinase de matriz
9 (MMP-9, do inglés matrix metalloproteinase-9), uma enzima capaz de degradar o
colageno tipo IV da membrana basal do endotélio, levando a quebra da barreira
hematoencefalica apds eventos isquémicos ou inflamatérios, resultando no
extravasamento de plasma e na entrada de células (leucdcitos, por exemplo) e
moléculas que em situagdes fisioldgicas ndo entrariam no parénquima cérebral. A
MMP-9 também é capaz de regular a inflamagao, participando do processo em que
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-13, passam para sua forma biologicamente
ativa. Esta enzima tem sua atividade aumentada no cérebro, 24 horas ap6és um
evento hipdxico-isquémico, sendo expressa exclusivamente pela microglia no
talamo, cértex, hipocampo e estriado. Além disso, animais que ndo expressam
MMP-9, quando submetidos a um modelo de hipdxia-isquemia neonatal,
apresentaram um menor volume de infarto e menor desmielinizagao (Svedin et al.,
2007). Da mesma forma, a administracdo de AGG3340, um potente inibidor de
MMPs, iniciada 24 horas apds a hipdxia-isquemia neonatal e mantida por 6 dias,

resultou em um efeito neuroprotetor (Leonardo et al., 2008).
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Outra protease secretada por células microgliais € o ativador de
plasminogénio tecidual (tPA, do inglés tissue plasminogen activator), que agrava a
lesdo hipéxico-isquémica neonatal, através de seu efeito na quebra da barreira
hematoencefalica e na ativacdo de metaloproteinases. Foi demonstrado que os
niveis de tPA aumentam no cérebro, ja na primeira hora apds a leséo, e que essa
expressao aumentada se mantinha por até 24 horas em astrécitos e células
microgliais (Adhami et al., 2008). A administracdo de um inibidor do tPA reduziu a
permeabilidade da barreira hematoencefalica, a ativacdo da metaloproteinase de
matriz 9 (MMP-9) e a formagédo de edema, resultando em um efeito neuroprotetor

(Yang et al., 2009).

No entanto, a microglia pode também apresentar um papel benéfico apds a

hipéxia-isquemia neonatal, principalmente na fase aguda da lesao.

Ja foi demonstrado que os niveis de prostaglandina D, (PGD;) aumentam
rapidamente, cerca de 90 vezes, 10 minutos apds a hipdxia-isquemia neonatal. A
enzima PGD sintase hematopoiética (HPGDS, do inglés hematopoietic prostaglandin
D synthase), responsavel pela sintese de PGD,, € expressa exclusivamente em
células microgliais, enquanto o receptor da PGD,, chamado de DP4, € expresso
apenas em células endoteliais 1 hora apdés a lesdao, passando a ser expresso
também em astrdcitos 24 horas apds a lesdo. Na auséncia do receptor DP4 ou da
enzima HPGDS houve uma redugdo mais acentuada e prolongada do fluxo
sanguineo cerebral durante a hipoxia, resultando em um agravamento da lesdo. Os
animais knockout para as proteinas HPGDS ou DP4 apresentaram ainda uma maior
degeneracao de células endoteliais e um maior edema. Dessa forma, a liberagcéo de

PGD, por células microgliais apresenta um papel na atenuagdo da leséo
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cerebrovascular e do subsequente dano cerebral que ocorre apds a hipdxia-

isquemia neonatal (Taniguchi et al., 2007).

No nosso estudo demonstramos que ocorre um aumento do numero de
células ED1" no cértex, SVZ, capsula externa e estriado na fase subaguda da

hipdxia-isquemia neonatal (7 dias apds a lesao) no hemisfério ipsilateral a lesao.

Como a expressao de caspase-1 e de seus dois substratos conhecidos (IL-18
e IL-1B) ocorre predominantemente em células microgliais, permanecendo elevada
de forma prolongada apds a hipdxia-isquemia neonatal (Hedtjarn et al., 2002), pode-
se sugerir uma possivel associagao entre os efeitos neurotdxicos atribuidos a essas

citocinas com a ativagao prolongada das células microgliais.

Além disso, essa é a primeira demonstracdo de que ocorre aumento do
numero de células microgliais ativadas no estriado e na SVZ dorsolateral apos a

hipdxia-isquemia neonatal.

Em um modelo de oclusao da artéria cerebral média em ratos adultos ja havia
sido demonstrado um aumento do nimero de células ED1" na SVZ e no estriado
ipsilaterais a lesao, que permanecia por até 16 semanas. Além disso, entre 2 e 16
semanas apo6s a lesdo, ocorria um aumento progressivo da expressdo do fator
trofico IGF-1, cuja expressdo estd associada a um fendtipo neuroprotetor, por
células microgliais da SVZ. Como cerca de 60% das células microgliais da SVZ
expressava o marcador de ativacao ED1, enquanto apenas 5% expressava IGF-1
(16 semanas apods a lesao), € possivel que uma pequena subpopulagdo das células

microgliais adote um fendtipo neuroprotetor, enquanto a maioria dessas células
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permaneg¢a com um perfil pro-inflamatério na fase crénica da lesdo (Thored et al.,

2009).

Ja foi demonstrado que ocorre morte celular na regido dorsolateral da SVZ
apo6s a hipdxia-isquemia neonatal, ocorrendo um aumento da atividade das enzimas
caspase-3 e calpaina na SVZ ipsilateral a isquemia (Romanko et al., 2007). Nessa
regiao, a expressao de caspase-3 ativada parece ocorrer predominantemente em
neuroblastos (Romanko et al., 2004). Assim, € possivel que a morte de neuroblastos

induza a ativagéo das células microgliais na SVZ.

A microglia da SVZ pode influenciar a proliferagdo e a diferenciacédo de
células-tronco/progenitoras neurais e esse efeito pode variar de acordo com o
estado de ativagdo da microglia. In vitro, células microgliais pré-tratadas com LPS,
IL-4 ou baixas doses de IFN-y apresentaram diferentes efeitos quando co-cultivadas
com células-tronco/progenitoras neurais. A microglia pré-tratada com LPS reduziu a
neurogénese e a oligodendrogénese, enquanto um efeito oposto foi obtido pelo co-
cultivo com as células microgliais pré-tratadas com IL-4 e IFN-y. Além disso, as
células pré-tratadas com IL-4 levaram a uma produgao maior de oligodendrdécitos,
enquanto a microglia pré-tratada com IFN-y induziu uma maior neurogénese

(Butovsky et al., 2006).

A microglia ativada produz diversas quimiocinas responsaveis pela migragao
de leucdcitos para as areas isquémicas. E possivel que essas quimiocinas também
levem a migracdo de neuroblastos em dire¢cdo ao estriado e ao cortex. As células-
tronco/progenitoras neurais expressam diversos receptores de quimiocinas, como

CCR1, CCR2, CCR5, CXCR3 e CXCR4 (Tran et al., 2007) e a quimiocina MCP-1
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(proteina quimiotatica de monécitos-1, do inglés monocyte chemotactic protein-1) e
seu receptor CCR2 apresentam um papel importante na migragédo de neuroblastos
para o estriado apds a oclusao transiente da artéria cerebral média em ratos e

camundongos adultos (Yan et al., 2007).

Nos nossos experimentos, outro resultado interessante que obtivemos foi a
observagcdo de que alguns animais hipoxico-isquémicos apresentavam cistos no
cortex e na substancia branca. Estes cistos apresentavam astrécitos e células
microgliais nas suas bordas, formando uma parede que parecia isolar o cisto do
tecido ao redor. Um aspecto histolégico semelhante ja foi verificado em humanos,
tendo sido observado um grande numero de astrécitos na parede de cistos formados
na substancia branca apds um evento isquémico perinatal, embora mais detalhes
sobre a causa da lesdo ndo tenham sido informados (Villapol et al., 2008). No
entanto, é a primeira vez que se observa a presenga de células microgliais com uma

morfologia ativada, expressando o antigeno ED1, na parede desses cistos.

Nossos resultados sugerem que astrocitos e microglia, quando ativados,
migram para os locais de lesdo, ficando espacialmente bem préximos. Essa
proximidade pode sugerir uma interagao entre essas células, um assunto ainda
pouco explorado, mas que parece ser importante durante a inflamagao. Ja foi
mostrado, por exemplo, que a glicoproteina CD200, expressa de forma constitutiva
por neurbnios, passa a ser expressa por astrocitos em processos de inflamagao
crbnica, como ocorre na esclerose multipla. Essa molécula sinaliza através do
receptor CD200R, que é expresso predominantemente em células microgliais e
macrofagos, sendo um sinal que suprime a ativagao dessas células. Dessa forma,

os astrdcitos ativados apresentam um papel no controle da ativagéo da microglia, via
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CD200-CD200R (Koning et al., 2009). Apds uma lesdo traumatica, astrocitos
também contribuem para a ativagao e para a movimentagdo dos prolongamentos de
células microgliais em diregcdo a leséo, através da liberagcao de ATP, que sinaliza via
receptores purinérgicos presentes na microglia (Davalos et al., 2005). J& a produgao
de PGD, por células microgliais, parece influenciar a ativagao de astrécitos, através

de seus receptores DP1 e DP, (Mohri et al., 2006).

Papel de Astrécitos na Hipéxia-lsquemia Neonatal:

Astrocitos sao as células gliais mais abundantes do SNC, apresentando um
amplo espectro de fungdes, como um papel na homeostase de ions e agua, a
participacdo na formacao da barreira hematoencefalica, o controle do fluxo
sanguineo cerebral, a regulagcdo da sinaptogénese e a sintese e remogao de
glutamato e GABA (Ransom et al., 2003). Embora os astrécitos possam sobreviver
por longos periodos em situagdes de hipoxia, através da utilizagdo anaerdbica da
glicose, evidéncias recentes sugerem que um numero consideravel de astrécitos
pode morrer apés um evento isquémico no cérebro em desenvolvimento. Em um
modelo de isquemia focal em ratos P7 foi mostrado que ja é possivel encontrar
astrocitos em apoptose tanto na substancia branca como no cértex, 24 horas apds a
lesdo. Além disso, astrécitos apresentando caracteristicas de clasmatodendrose, ou
seja, com evidéncias de desintegracao de prolongamentos distais, podiam ser

encontrados mais tardiamente, 3 semanas apods a leséo (Villapol et al., 2008).

Nossos resultados demonstram que ocorre um aumento da expressao de

GFAP, associado a um acumulo de astrocitos no cértex, no estriado e na capsula
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externa do hemisfério ipsilateral a isquemia, 7 dias apds a lesdo. Esses resultados
sdo compativeis com um processo de gliose reativa, no qual ocorre hiperplasia,
hipertrofia e aumento da expressdao de GFAP e vimentina, dentre outras mudancas
morfoldgicas e metabdlicas que ocorrem em astrécitos em resposta a uma leséo. Em
lesdes crénicas ou em lesdes agudas severas, esse processo leva a formagao de
uma cicatriz glial, que dificulta a regeneragdo axonal e a mielinizagdo, embora
apresente um papel benéfico, ao proteger areas nao afetadas pela isquemia dos
mediadores toxicos liberados no centro da lesdo. Os astrécitos ativados também
participam do processo inflamatério, liberando citocinas proé-inflamatérias e

quimiocinas (Sherman et al., 2007).

Em modelos de acidente vascular cerebral em animais adultos, a ativagao de
astrocitos parece ser benéfica. Ja foi relatado que animais que nao expressam os
filamentos intermediarios GFAP e vimentina apresentaram um maior volume de
infarto apds a transecgao da artéria cerebral média (Li et al., 2008). Além disso, a
inibicdo da ativagao de astrocitos (através da droga fluorocitrato) levou a uma menor
recuperagao funcional e a um menor remodelamento neurovascular apds a indugao

de um acidente vascular cerebral em camundongos (Hayakawa et al., 2009).

Ja em animais P9 que ndo expressam as proteinas GFAP e vimentina, a
atenuacdo da gliose reativa ndo alterou o volume de infarto em um modelo de

hipoxia-isquemia neonatal (Jarlestedt et al., 2010).

z

E possivel que a gliose reativa no cérebro em desenvolvimento apresente
diferengas em relagcdo a gliose que ocorre no cérebro adulto, uma vez que o

processo de gliogénese se inicia tardiamente no periodo embrionario (a partir de
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E16), se completando nas primeiras semanas pés-natais em roedores (Costa et al.,
2009). Assim, no momento em que ocorre a lesao hipoxico-isquémica, existe uma
grande quantidade de progenitores gliais no cérebro dos animais neonatos, o que
pode representar uma diferenga importante no processo de gliose reativa e da

formacgao da cicatriz glial.

Por fim, nossos resultados demonstraram que o tratamento com as células
mononucleares do sangue de corddo umbilical humano ndo modificou o aumento da
expressao de GFAP no hemisfério ipsilateral a isquemia, sugerindo que a terapia
celular ndo foi capaz de modular o processo de gliose reativa, pelo menos na idade

estudada.

Migracao e Fenétipo das Células Transplantadas:

Utilizando um anticorpo anti-ndcleo humano, raras células transplantadas
puderam ser encontradas no cortex e no estriado do hemisfério ipsilateral a isquemia

dos animais tratados, 2 dias apo6s o transplante.

A quimiocina SDF-1 € uma das principais citocinas envolvidas na regulagéo
da migragao, retengédo e mobilizagado de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas
da/para a medula 6ssea (Lapidot et al., 2005). Além disso, essa quimiocina também
apresentou um papel na migragao de células-tronco/progenitoras neurais para as
regides isquémicas em um modelo de hipoxia-isquemia neonatal (Imitola et al.,

2004).
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Recentemente foi demonstrado que a migragdo das células mononucleares
do sangue de corddo umbilical para a area de lesdo hipoxico-isquémica também
dependia da interacdo da quimiocina SDF-1 com seu receptor CXCR4. A expressao
de SDF-1 aumentou no hemisfério ipsilateral a isquemia, principalmente em
astrocitos, e cerca de 80% dos mondcitos e dos linfocitos do sangue de cordao
umbilical expressavam o receptor CXCR4. Além disso, a administracdo de
anticorpos neutralizantes anti-SDF-1 resultou em um menor numero de células

migrando para a lesao (Rosenkranz et al., 2009).

Nossos dados complementam esses resultados, pois mostramos que cerca
de 30% das células mononucleares do sangue de corddo umbilical expressam o
receptor CXCR4. Assim, 70% das células que foram injetadas ndo expressavam
esse receptor, e dependeriam de outras quimiocinas para migrarem para o cérebro.
Além disso, no momento em que encontramos as células no cértex e no estriado (2
dias apos a lesdo), a expressdo de SDF-1 estava aumentada apenas no estriado
ipsilateral a isquemia, mas nao no cértex, o que esta de acordo com o que ja havia
sido demonstrado em um modelo de hipdxia-isquemia neonatal em camundongos.
Nesse modelo a quimiocina SDF-1 teve sua expressdo aumentada por até 7 dias no
hipocampo e no estriado do hemisfério ipsilateral a isquemia e o pico de sua
expressao ocorreu 3 dias apds a lesdo, principalmente em astrécitos e células
endoteliais (Miller et al., 2005). Dessa forma, SDF-1 provavelmente n&o € a principal

quimiocina envolvida na migragao de células para o cértex apds a hipdxia-isquemia.

No entanto, a expressédo do receptor CXCR4 por células hematopoiéticas é
bastante dinamica. Ja foi demonstrado que as células CD34" CXCR4" apresentam

niveis baixos da proteina CXCR4 no citoplasma e que a estimulacao dessas células
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com as citocinas IL-6 e SCF (fator de célula-tronco, do inglés stem cell factor), ou
com HGF, leva a expressao desse receptor na membrana plasmatica apds cerca de

24-48 horas (Lapidot et al., 2005).

As quimiocinas MIP-1a (proteina inflamatdria de macréfago 1 alfa, do inglés
macrophage inflammatory protein 1 alpha) e MCP-1 também induzem a migragao de
células mononucleares do sangue de corddo umbilical, in vitro (Jiang et al., 2008).
Além disso, a expressao de MCP-1 aumenta no hemisfério ipsilateral a isquemia a
partir de 1 hora apds a indugao da hipdxia-isquemia neonatal, embora o pico de sua
expressao ocorra apos 8-24 horas (lvacko et al., 1997). Ja o pico da expressao da
quimiocina MIP1-a (ou CCL-3) ocorre 16 horas apos a lesédo, e esta quimiocina
permanece elevada por pelo menos 5 dias no cérebro dos animais hipdxico-

isquémicos (Cowell et al., 2002).

O padrao temporal da expressdao dessas quimiocinas pode explicar as
diferengas entre os resultados obtidos por diferentes grupos que avaliaram a
migragao das células mononucleares do sangue de corddo umbilical para o cérebro
apos um transplante sistémico. Nos estudos em que foi encontrado um grande
numero de células transplantadas no parénquima cerebral, as células foram
administradas por via intraperitoneal 24 horas apés a lesao, periodo que coincide
com o pico de expressao de MCP-1 e bem proximo do pico de MIP1-a (Meier et al.,
2006; Rosenkranz et al., 2009). No entanto, em outro estudo, embora as células
tenham sido administradas por via intravenosa 24 horas apds a hipdxia-isquemia,
poucas células transplantadas foram encontradas no cérebro, diferenca que pode
estar relacionada ao método utilizado para identificar as células, ou a via de

administragdo (de Paula et al, 2009). J& em nosso trabalho, as células foram
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injetadas 3 horas apds a lesdo, periodo que precede o pico de expressdo das
quimiocinas que ja foram estudadas no modelo de hipdxia-isquemia neonatal, o que
pode explicar o baixissimo numero de células que encontramos no cérebro dos

animais tratados.

Em relacao ao fenétipo das células transplantadas, foi demonstrado que nao
havia expressdo de marcadores neurais ou astrocitarios pelas células que migraram
para o cérebro hipéxico-isquémico (Meier et al., 2006). Esses dados, em conjunto
com 0s nossos resultados e com os resultados de Yasuhara (2009), que indicaram
uma melhora funcional dos animais apesar de poucas células terem migrado para o
cérebro, sugerem fortemente que o mecanismo terapéutico obtido com o transplante
das células do sangue de corddo umbilical humano ndo se deve a transdiferenciagao

dessas células, ou seja, a substituicdo de neurbnios perdidos.

Em modelos de acidente vascular cerebral em animais adultos, as células
mononucleares do sangue de corddao umbilical também contribuem para a
recuperagao neuroldgica dos animais, mesmo quando ndo migram para o cérebro

(Borlongan et al., 2004).

No entanto, é possivel que algumas das células progenitoras hematopoiéticas
que se alojam no cérebro se diferenciem, adotando fendtipos relacionados a
linhagem hematopoiética. Ja foi demonstrado, por exemplo, que células CD34" do
sangue de cordao umbilical humano podem se diferenciar em células microgliais
com morfologia ramificada quando transplantadas em camundongos adultos apds

irradiacao (Asheuer et al., 2004).
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Também nao podemos descartar a possibilidade de fusdo de algumas das
células injetadas com células de Purkinje no cerebelo, um evento que ja foi mostrado
ap6s o transplante de células da medula 6ssea, embora ocorra em baixissima

frequéncia (Alvarez-Dolado et al., 2003).

Melhora Funcional dos Animais Tratados:

A avaliagao dos reflexos primitivos apresenta grande importancia na pratica
pediatrica. O reflexo de Moro, um dos reflexos mais utilizados, por exemplo, deve
estar presente a partir de 28-32 semanas de gestagao e desaparecer antes dos 6
meses de idade. Auséncia, diminuicdo ou assimetria desse reflexo nos primeiro
meses de vida, ou ainda a persisténcia do reflexo apds 6 meses de idade, indicam
uma alteragdo da fungdo neurolégica. Um estudo avaliou esse reflexo em 204
criangas com risco de desenvolverem sequelas neuroldgicas. Em 43 das 58 criangas
que apresentaram paralisia cerebral (74%), o reflexo de Moro permaneceu presente
no sétimo més de vida, enquanto apenas 5 de 146 criangcas sem alteragcdes na

funcado motora (3,4%) ainda apresentavam esse reflexo (Zafeiriou et al., 1999).

No modelo de hipdxia-isquemia neonatal em camundongos ja foi
demonstrado que o desempenho dos animais nos reflexos de aversao ao precipicio
e de geotaxia negativa se correlacionava com o tempo de hipdéxia (30 ou 60
minutos), com o volume de infarto, e com o desempenho dos animais no labirinto
aquatico de Morris, analisados 8 semanas apos a lesao (Tem et al., 2003). Dessa

forma, € possivel sugerir que as alteragdes que encontramos nesses 2 reflexos
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neonatais em animais hipoxico-isquémicos podem se correlacionar com a gravidade

da lesdo e com a preservagao da memoria espacial a longo prazo.

As alteragbes que encontramos no desempenho dos animais hipoxico-
isquémicos nos testes que avaliam os reflexos neonatais foram mais importantes em
P9 e P11, voltando a valores normais em P14. O fato de animais hipdxico-
isquémicos realizarem esses testes de forma comparavel aos animais falso-
operados mais tardiamente, em P14, indica que o amadurecimento de funcodes
neuroldgicas basicas foi retardado pela hipdxia-isquemia. Resultados semelhantes ja
foram encontrados mesmo apds uma lesdo mais severa (2 horas de hipoxia). Nesse
modelo, foi relatado que os animais hipdxico-isquémicos apresentavam alteragdes
no reflexo de geotaxia negativa até P18, passando a apresentar um desempenho

semelhante ao dos animais falso-operados em P20 (Lubics et al., 2005).

Em P9 os animais tratados apresentavam um desempenho em ambos os
testes semelhante ao dos animais falso-operados, indicando que as alteracdes
provocadas pela hipoxia-isquemia no desenvolvimento de reflexos primitivos

neonatais foram minimizadas pelo tratamento.

O melhor desempenho funcional apresentado pelos animais que receberam a
terapia celular pode ocorrer por diversos mecanismos. Até o momento, nenhum
trabalho havia avaliado um possivel mecanismo neuroprotetor na fase aguda da
hipoxia-isquemia neonatal. Em nosso trabalho, ao analisar a morte celular no cértex,
no estriado e no hipocampo, observamos que o tratamento com as células do
sangue de cordao umbilical reduziu a morte neuronal no estriado e que o

mecanismo associado a esse efeito envolvia uma redugdo da ativagdo da enzima
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caspase-3. Como um mecanismo adicional, observamos um efeito anti-inflamatdrio
no cértex, evidenciado pela redugdo da ativagdo da microglia na fase subaguda da
lesdo. Nos proximos topicos discutiremos esses mecanismos de forma mais

detalhada.

Efeito Neuroprotetor:

Nossos resultados demonstraram que houve uma reducdo do numero de
neurénios em degeneragao no estriado, mas n&o no cértex ou no hipocampo, 2 dias
apos o tratamento com as células do sangue de corddo umbilical. Também
mostramos que houve uma redugao do numero de células expressando a enzima

caspase-3 ativada no estriado dos animais tratados.

Ja foi relatado que a principal diferenca em relacdo aos mecanismos de morte
celular apds a hipdxia-isquemia em ratos neonatos e animais adultos foi uma maior
ativacdo da caspase-3 nos neonatos. Além disso, esses animais apresentavam
maior translocagdo de AIF e liberagdo de citocromo ¢ para o citosol (Zhu et al.,
2005). A relevancia da ativagdo da caspase-3 nas lesdes cerebrais em animais
neonatos deve estar relacionada ao papel da morte celular programada durante o
desenvolvimento do SNC. A morte de progenitores neurais em areas neurogénicas
durante o periodo embrionario depende da ativacdo de caspases e ja foi
demonstrado que a auséncia de caspase-3 ou de caspase-9 durante esse periodo

leva a mal-formagdes e a um crescimento exagerado do cérebro (Kuida et al., 1998).
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No entanto, ja foi demonstrado que mesmo apéds a inibicdo farmacoldgica da
caspase-3, a ativagao precoce (cerca de 30 minutos apds a hipdxia) da calpaina no
cértex nao foi afetada (Han et al., 2002). Dessa forma, outras vias de morte celular,
caspase-3-independentes também contribuem para a les&o hipoxico-isquémica. Em
nosso estudo, o efeito na redugéo da ativagao da caspase-3 (expressa em neurdnios
e glia) no estriado esta associado a um efeito neuroprotetor, uma vez que
observamos também uma redugdo do numero total de neurbnios em degeneragao,

marcados com Fluoro-Jade C (especifico para neurbnios) , nessa mesma regiao.

Um efeito neuroprotetor ja havia sido atribuido as células do sangue de
corddo umbilical anteriormente. In vitro, ja foi demonstrado que estas células,
quando em co-cultura com neurénios corticais, protegem estes neurdnios da morte
induzida pelo glutamato. Dentre os mecanismos de neuroprotegdo propostos por
este estudo, destaca-se a ativacido da via de sinalizacao Akt, que esta envolvida em
vias de sobrevivéncia celular, inibindo o processo de apoptose (Dasari et al., 2008).
As células do sangue de cordao umbilical também reduziram a morte celular
induzida pela hipdxia em células de uma linhagem neuronal cultivadas in vitro (Hau
et al., 2008). In vivo, ja foi relatado que o transplante intravenoso dessas células em
um modelo de oclusdo da artéria cerebral média em ratos adultos foi capaz de

reduzir o volume do infarto, de maneira dose-dependente (Vendrame et al., 2004).

A neuroprotecdo observada no estriado (que corresponde a parte dos
ganglios da base em humanos) apés o tratamento com as células do sangue de
corddo pode apresentar uma grande relevancia clinica. Alguns estudos clinicos,
avaliando o padrao de lesdo apresentado por criangas nascidas a termo, com

diagndstico de encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal, indicam que pode haver
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um comprometimento seletivo dos ganglios da base e do talamo, poupando o cértex,

quando a asfixia ocorre de forma aguda, momentos antes do parto.

Em um estudo, foram avaliadas 11 criangas nascidas a termo que
apresentaram convulsdes durante o periodo neonatal e que apresentaram uma
bradicardia terminal e persistente que nao se recuperou até o final do parto, seis das
quais apresentavam também um evento sentinela (ruptura uterina, ruptura do cordao
e trombose do corddo). Avaliando as imagens dos exames de ressonancia
magnética dessas criangas, foi verificado que as lesées se restringiam ao talamo,
tronco-cerebral e géanglios da base, poupando o cértex e a substancia branca
(Pasternak et al., 1998). Posteriomente, outro estudo verificou que na presenga de
um evento sentinela indicativo de asfixia perinatal aguda em criangas a termo, a
lesdo predominante ocorria no tdlamo e nos glanglios da base (Okereafor et al.,

2008).

Esses resultados estdo de acordo com estudos pré-clinicos prévios. Modelos
de asfixia perinatal utilizando macacos Rhesus, ja haviam mostrado que um episodio
de asfixia intra-uterina aguda de 10-25 minutos de duragdo se associava a lesdes
principalmente no tronco cerebral e no talamo, poupando o coértex. A partir de 25
minutos de asfixia, tais lesbes eram acompanhadas de danos mais extensos e
tendiam a ser letais. J& uma asfixia parcial e prolongada, durando de 30 minutos a

algumas horas, produzia lesdes corticais.

Da mesma forma, em criangas prematuras com diagndéstico de encefalopatia
hipdxico-isquémica neonatal foi encontrado um padrdo de lesdo que poupava o

cértex, havendo uma correlagéo entre uma maior idade gestacional e a presenga de
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lesbes corticais. Lesbes nos ganglios da base foram encontradas em 72% dos
casos, lesdes talamicas em 62% e lesdes difusas na substancia branca em 89% das

criangas (Logitharajah et al., 2009).

Assim, esse grupo de pacientes se beneficiaria de uma terapia que
apresentasse um efeito neuroprotetor nos ganglios da base. Além disso, em
experimentos futuros pretendemos avaliar se existe um efeito neuroprotetor no

talamo dos animais tratados com as células do sangue de corddo umbilical.

Ainda em relagdo ao estriado, sabe-se que essa regido €& composta
principalmente por neurbnios de projecao que expressam os marcadores DARPP-32
e calbindina (95% dos neurdnios totais). Os outros 5% sao interneurénios, que sao
divididos em 4 grandes grupos, de acordo com a expressao de parvalbumina,
calretinina, somatostatina ou colina acetiltransferase (Yang et al., 2009). Dessa
forma, também seria interessante avaliar no futuro se o tratamento com as células
do sangue de cordao protegeu de forma seletiva alguma(s) populagcéo(des)

especifica(s) do estriado.

Efeito Anti-Inflamatdrio:

Evidéncias de que a modulacao da inflamacao pode apresentar um potencial
terapéutico na hipoxia-isquemia neonatal surgiram a partir dos estudos que
investigaram o efeito do tratamento com a droga minociclina, uma tetraciclina de
segunda geragao que apresenta um efeito neuroprotetor baseado principalmente em

suas propriedades anti-inflamatérias (Buller et al., 2009).
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Em um estudo in vitro, ja foi demonstrado que o pré-tratamento com
minociclina é capaz de reduzir a ativagcdo da microglia induzida pela hipoxia,
reduzindo a expressao de ED1 e a producao das citocinas pré-inflamatorias IL-13 e
TNF-a, bem como da enzima iNOS (diminuindo a produgédo de o6xido nitrico). Por
outro lado, a produgédo dos fatores neurotroficos BDNF e GDNF (fator neurotrofico
derivado de glia, do inglés glial-derived neurotrophic factor) ndo sofreu alteragao
ap6s o pré-tratamento com minociclina, indicando que este antibidtico é capaz de
mudar seletivamente o fendtipo da microglia, prevenindo a expressédo de citocinas
pro-inflamatérias e de mediadores neurotdxicos, sem evitar um aumento da

liberagao de fatores neurotréficos induzidos pela hipdéxia (Lai e Todd, 2006).

No modelo de hipoxia-isquemia neonatal, a administracdo de doses de 45
mg/kg de minociclina imediatamente antes ou imediatamente apds a hipoxia foram
capazes de reduzir a lesdo no hipocampo, no cértex e no estriado, diminuindo a
ativacdo da caspase 3 no cortex e no hipocampo. Ja doses de 22.5 mg/kg
imediatamente antes ou de 45 mg/kg 3 horas apds a hipoxia ndo foram capazes de
diminuir a lesdo nessas regides, mostrando que existe uma janela terapéutica para
que o tratamento seja eficaz e que doses baixas de minociclina ndo resultam em
efeito neuroprotetor (Arvin et al., 2002). Também ja foi demonstrado que a
administragdo de minociclina (em doses de 50 mg/kg), imediatamente apds a lesao
e em intervalos de 12 horas por mais 4 dias, reduziu a desmielinizacdo e a ativagao
da microglia na substancia branca em animais hipoxico-isquémicos (Lechpammer et

al., 2008).

No entanto, o uso de minociclina em neonatos ainda permanece controverso.

Historicamente, este antibidtico ndo é utilizado em mulheres gravidas ou criangas,
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por se ligar ao fosfato de calcio, sendo seletivamente incorporado aos o0ssos e
dentes em formacdo. Mesmo apds breves periodos de administracao,
principalmente apds a décima quarta semana de gestagao, pode causar hipoplasia
do esmalte dentario, deixar uma coloracao marrom nos dentes permanentemente e
aumentar a susceptibilidade a caries. Pode ainda interromper temporariamente o
crescimento O0sseo e evitar a ligagdo da bilirrubina a albumina plasmatica em
neonatos, causando les&o neurolégica induzida pela bilirrubina (Buller et al., 2009).
Além disso, a dose utilizada para seu efeito antibiético em humanos é de cerca de 3
mg/kg/dia. Os estudos em modelos pré-clinicos de hipdxia-isquemia neonatal em
ratos utilizaram doses entre 45 e 100 mg/kg/dia para obter efeitos neuroprotetores,
ou seja, doses pelo menos 9 vezes maiores do que a usada atualmente em
humanos. Como a minociclina apresenta uma meia-vida de 17 horas em humanos,
enquanto em roedores sua meia-vida € bem menor, cerca de 3 horas, ainda é
possivel que doses menores em humanos possam oferecer a mesma protecao
observada nos modelos pré-clinicos. No entanto, doses de 45 ou 135 mg/kg/dia
agravaram a lesao hipéxico-isquémica em camundongos, mostrando haver uma
possivel variagao espécie-especifica entre a dose e o efeito observado (Tsuji et al.,
2004). Outra limitagdo seria a janela terapéutica para sua utilizagéo, ja que o efeito
neuroprotetor foi observado apenas quando a droga foi administrada imediatamente
apos a hipdxia, mas nado quando administrada apos 3 horas (Arvin et al., 2002).
Dessa forma a possivel utilizagdo da minociclina na encefalopatia hipoxico-
isquémica ainda permanece controversa em fungdo de seu potencial efeito téxico

em neonatos.
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O efeito anti-inflamatdrio que observamos no cortex apds o tratamento com as
células mononucleares do sangue de corddo umbilical humano foi bastante
semelhante ao da minociclina. O tratamento com as células reduziu o numero de
células expressando o antigeno ED1 no cértex ipsilateral a isquemia, 7 dias apos a
lesdo. Como a proteina ED1 estd envolvida na fagocitose e sua expressao esta
relacionada a um estado de ativagdo das células microgliais, nossos resultados
indicam que a terapia celular apresentou um efeito anti-inflamatério no cértex,

reduzindo a ativagao da microglia na fase subaguda da hipoxia-isquemia neonatal.

Em funcdo destes resultados positivos e do fato de que os potenciais efeitos
adversos de um transplante intravenoso autdlogo de células mononucleares do
sangue de cordao umbilical humano serem praticamente nulos, é possivel que essa
terapia celular possa ser mais segura do que a possivel utilizagdo de doses

elevadas de minociclina em recém-nascidos.

No entanto, ao contrario do efeito mais generalizado que foi observado com a
minociclina nos estudos pré-clinicos, o tratamento com as células do sangue de

cordao umbilical levou a um efeito mais localizado, ocorrendo apenas no cortex.

E possivel que o fendtipo das células microgliais ndo seja 0 mesmo nas
diferentes areas analisadas e que o efeito anti-inflamatério induzido pelo tratamento
com as células do sangue de cordédo possa ser especifico ou intenso o suficiente
para causar a modulagdo de apenas uma determinada subpopulagdo de células
microgliais. Dando suporte a essa hipdtese, ja foi relatado que células microgliais
isoladas de diferentes regides do cérebro de ratos recém-nascidos (do cortex,

diencéfalo, cerebelo, hipocampo e tegmento) e mantidas em cultura, expressaram
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de forma diferenciada alguns genes envolvidos na inflamagéao, como a citocina TNF-

a e a molécula CD4 (Ren et al., 1999).

Além disso, a microglia ja se encontra em um estado basal de ativagdo em
determinadas regides do cérebro em desenvolvimento. A expressdo de ED1, por
exemplo, ja foi demonstrada na microglia presente na substancia branca de ratos
entre P7 e P13, mesmo em condig¢des fisioldégicas (Lechpammer et al., 2008). Em
humanos, a presenca de células expressando ED1 na zona ventricular € no corpo
caloso ja foi descrita em fetos entre 12 e 17 semanas de gestacdo (Rezaie et al.,
2005). E possivel que a microglia participe, por exemplo, do processo de eliminagéo
de axOnios no corpo caloso, um processo que € fundamental para a correta
formagdo do sistema visual (Rochefort et al., 2002). Nossos dados também
mostraram que a expressao de ED1 ocorria bilateralmente na SVZ e na capsula
externa, 7 dias ap0s a lesao (ou seja, em animais com 15 dias de vida), enquanto no
cortex e no estriado a expressao de ED1 se restringiu ao hemisfério ipsilateral a
isquemia. Dessa forma, as células microgliais da SVZ e da capsula externa ja se
encontram ativadas no cérebro em desenvolvimento, representando mais uma

diferenga regional no fenétipo dessas células.

Outra evidéncia das diferengas regionais da microglia no cérebro em
desenvolvimento foi descrita por Elkabes e colaboradores (1996). Nesse trabalho, foi
observado que a expressao do fator tréfico NT-3 nas células microglias de ratos P10
se limitava ao cértex e ao globus pallidus, nédo ocorrendo nas meninges, na capsula
externa e na zona subventricular, ou seja, em regides onde a microglia se encontra
ativada durante o desenvolvimento pés-natal. Além disso, as células microgliais néo

expressavam NT-3 (neurotrofina 3) nos animais adultos.
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A ativagdo da microglia é controlada por duas classes de sinais, chamados de
“On” e “Off’. Os sinais “Off’ sao expressos de forma constitutiva no SNC em
condigbes fisiologicas e quando desaparecem provocam a ativagdo das células
microgliais. J& os sinais “On” sao produzidos apenas em determinadas situagoes
(por neurdnios em apoptose, por exemplo) e induzem a ativagdo da microglia,
podendo ser pré- ou anti-inflamatérios (Biber et al., 2007). E possivel que na SVZ e
na capsula externa seja mais dificil opor os sinais “On” (ou a auséncia de sinais
“Off’) que induzem a ativagcao da microglia e que ja estdo presentes (ou ausentes)

antes mesmo da les&o hipoxico-isquémica.

Outra possibilidade € que o padrdo temporal de ativagdo da microglia nao
seja o0 mesmo em diferentes areas. Como soé avaliamos o efeito da terapia celular 7
apods o tratamento, podemos nao ter observado um efeito anti-inflamatério no

estriado, na SVZ e/ou na capsula externa em outras janelas de tempo.

Recentemente foi demonstrado que a co-cultura de células do sangue de
corddo umbilical humano com células microgliais reduziu a sobrevivéncia da
microglia em condigbes de hipoxia. Linfécitos B e mondcitos/macréfagos foram
responsaveis por esse efeito. Por outro lado, linfécitos T CD4" e CD8" aumentaram
a sobrevivéncia de células microgliais, tanto em normdxia, quanto em hipdxia (Jiang

et al., 2009).

No entanto, nossos resultados sugerem que houve uma modulagdo do
fendtipo da microglia e ndo a indugdo da morte dessas células pelo tratamento.
Embora n&do tenhamos quantificado o numero de células Iba1* (ou seja, o nimero

total de macréfagos/microglia), a analise qualitativa da co-expressao de ED1 e Iba1
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demonstrou que embora tenha havido uma reducao praticamente total do numero de
células ED1" em alguns animais, o tratamento aparentemente n&o reduziu, ou pelo
menos nao reduziu de forma proporcional, o numero total de células microgliais
(Iba1”). Resultados semelhantes foram observados recentemente em um trabalho
que injetou células mononucleares do sangue de cordao umbilical 48 horas apés a
indugdo da isquemia em animais adultos. Esse tratamento reduziu a ativagdo de
células microgliais, que mudaram de um formato amebdide, indicativo de ativagéo,
para uma morfologia ramificada (caracteristica das células residentes em estado
nao-ativado) 72 horas apdés a lesao, ou seja, um efeito no fendétipo e nédo na

sobrevivéncia dessas células (Leonardo et al., 2009).

Também ja foi demonstrada uma redug¢ao nos niveis de mRNA das citocinas
pro-inflamatérias IL-2 e TNF-a e nos niveis das proteinas TNF-a e IL-1B no
hemisfério ipsilateral a isquemia, em animais adultos que receberam uma injecao
sistémica de células da fragdo mononuclear de corddo umbilical humano. Além
disso, o numero de células inflamatérias (CD45%/CD11b* e CD45%/B220") infiltrando
o cérebro isquémico foi menor nos animais tratados (Vendrame et al., 2005). Dessa
forma, um efeito anti-inflamatério associado ao tratamento com as células do sangue

de corddo umbilical parece ser importante para a melhora funcional dos animais.

Existem pelo menos trés possiveis mecanismos que podem explicar esse

efeito anti-inflamatério, os quais podem ocorrer em conjunto, ou isoladamente:

1) um efeito paracrino no cortex, através da liberagdo de fatores por células
que migraram para o parénquima, ou de fatores liberados no sangue,

modulando diretamente as células microgliais;
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2) um efeito paracrino indireto, causado pela regulacédo da expressao de
sinais “On” ou “Off’ pelos neurdnios, por astrécitos ou mesmo por outras

células inflamatérias que infiltraram o parénquima apds a lesao;

3) um efeito imunomodulador periférico, em érgaos linféides secundarios, por

exemplo, modulando o processo inflamatério sistémico.

O efeito poderia também ocorrer de forma secundaria, como consequéncia de
um efeito neuroprotetor, pois um menor numero de neurbnios em degeneragao
levaria a uma menor ativagdo da microglia. No entanto, esse nao foi o caso, ja que
na fase aguda da lesdo nao observamos um efeito neuroprotetor do transplante

celular no cortex.

Em relacdo as duas primeiras hipoteses, a producao de fatores tréficos e
citocinas por células do sangue de corddo umbilical pode ter ocorrido diretamente no
cérebro, ou na circulagdo. Como em nosso trabalho raras células foram encontradas
no cortex e no estriado, € mais provavel que a liberacdo desses fatores na
circulagado seja mais importante do que a produgdo no parénquima cerebral. O
trabalho de Yasuhara e colaboradores (2009) também da suporte a essa hipodtese,
ao verificar que apesar de poucas células transplantadas terem sido encontradas no
cortex e no hipocampo, houve um aumento dos niveis dos fatores tréficos BDNF,
NGF (fator de crescimento de nervos, do inglés nerve growth factor) e GDNF no
cérebro dos animais tratados, 3 dias apds o transplante. Além disso, tanto a melhora
da fungdo motora quanto os niveis dos fatores tréficos no cérebro, foram ainda
maiores nos animais que receberam uma injecao de manitol, uma droga capaz de

permeabilizar a barreira hematoencefalica, logo apds o transplante. Como o manitol
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nao provocou um aumento do numero de células no cérebro, foi sugerido que o essa
droga poderia facilitar a entrada no SNC de fatores tréficos liberados na circulagao

(Yasuhara et al., 2009).

Em relagéo a terceira hipbtese, ja foi demonstrado um efeito do transplante de
células mononucleares do sangue de cordédo umbilical no bago de animais adultos
ap6s a oclusdo permanente da artéria cerebral média. Houve uma reducido das
alteragdes que ocorrem no bago apds a isquemia cerebral (uma redugcéo no peso
deste 6rgdo e no numero de linfocitos T CD8"), acompanhada de um aumento nos
niveis de IL-10 e IFN-y e de uma reduc¢ao nos niveis de TNF-a no bago dos animais

tratados (Vendrame et al., 2006).

Producao de Citocinas e Fatores Tréficos por Células Mononucleares do

Sangue de Cordao Umbilical:

Um efeito paracrino, através da liberacao de fatores tréficos e citocinas pelas
células mononucleares do sangue de corddo umbilical possivelmente esta associado
ao efeito neuroprotetor, ao efeito anti-inflamatdério e, consequentemente, a melhora

funcional que observamos nos animais hipdxico-isquémicos apds o transplante.

O mRNA de diversos fatores tréficos neurais, como BDNF, GDNF, NGF, NT-3
e NT-5, ja foram identificados em células da fragdo mononuclear do sangue de
corddo umbilical humano. Além disso, BDNF, NT-4 e NT-5 foram identificados no

sobrenadante de culturas dessas células (Fan et al., 2005).
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O BDNF ja foi descrito como neuroprotetor no modelo de hipdxia-isquemia
neonatal de Vannucci, bloqueando a ativagao de caspase 3 em neurbnios (Han et
al., 2000). Além disso, a injecédo intracerebroventricular de NGF, iniciada
imediatamente antes da oclusao da cardtida e mantida por 2 dias, também reduziu
de maneira global a lesdo cerebral induzida pela hipoxia-isquemia neonatal

(Holtzman et al., 1996).

Em um relato de caso, duas criancas de 8 e 13 meses de idade, admitidas em
uma unidade de terapia intensiva neonatal apés uma parada cardiorrespiratéria
prolongada, apresentavam um quadro neuroldgico severo que incluia tetraparesia
flacida, auséncia de respostas ao ambiente externo e coma. Apds 4 meses, essas
criangas receberam uma injecdo de NGF por 10 dias consecutivos, através de um
cateter intraventricular (que havia sido implantado para controle da presséao
intracraniana). Apos esse periodo, as criangas apresentaram redugdo da fraqueza
dos membros, recuperaram progressivamente o nivel de consciéncia e passaram a
apresentar movimentos espontaneos. Foi também demonstrada uma melhora nos
padrdes eletroencefalograficos dessas criangas, bem como um aumento da perfusao
em algumas regides do cérebro (Chiaretti et al., 2007). No entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade de que essa recuperagdo ocorreria naturalmente,

independente do tratamento.

Também é interessante o papel que os fatores tréficos NGF, NT-3 e BDNF
apresentam como sinais “Off’ que podem atuar na microglia, reduzindo sua ativagao

(Biber et al., 2007).
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Ja em relacdo ao GDNF, foi demonstrado que o implante de uma capsula
contendo células renais de hamster transfectadas com esse fator, dois dias antes da
indugdo da hipoxia-isquemia, reduziu o volume de lesdo de maneira global. O
tdlamo, o cértex, o hipocampo e o estriado do hemisfério ipsilateral a isquemia,
apresentaram lesées menos severas nos animais que receberam o implante com
células transfectadas. Além disso, houve um aumento da concentracido plasmatica
de GDNF, 7 dias apos a lesdo. Por fim, uma analise histolégica revelou que as
células transfectadas permaneciam vivas no momento em que o implante foi
retirado, sugerindo que a liberagao desse fator ocorreu de forma crénica (Katsuragi

et al., 2005).

A produgao de citocinas por células da fragdo mononuclear do sangue de
corddo também ja foi avaliada. Apds 10 dias em cultura, diversas citocinas foram
encontradas no meio de cultura, entre elas a IL-8 (interleucina 8), uma a-quimocina.
Outra quimiocina encontrada, a MCP-1, é um fator de atragdo de mondcitos e possui
também a capacidade de induzir a migragao de células-tronco neurais de rato, in

vitro (Newman et al., 2006).

Foi também demonstrado a produgado de VEGF, o fator de crescimento de
endotélio vascular, por essas células. Além do seu papel classico na indugdo da
angiogénese, através da interacdo com receptores do tipo tirosina-cinase nas
células endoteliais, varios trabalhos recentes tém atribuido um efeito neurotrofico e
neuroprotetor a esse fator. Este fator possui a capacidade de estimular a
neurogénese, tanto no hipocampo como na SVZ de ratos adultos, in vivo (Jin et al.,
2002). Além disso, este fator foi considerado neuroprotetor em diversos modelos de

lesdo do SNC, como na morte de células ganglionares da retina apds axotomia (Kilic
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et al., 2006), e em modelos in vitro de hipdxia e privagcéo de glicose utilizando células
da linhagem HN33 (derivada da fusdo de neurbnios hipocampais de camundongo
com células de neuroblastoma) e neurdnios corticais (Kun et al., 2000). E capaz,
ainda, de promover a extensao axonal e a sobrevivéncia de neurdnios do ganglio da
raiz dorsal de camundongos, em cultura (Sondell et al., 1999). Recentemente, foi
demonstrado que o VEGF apresentou um efeito neuroprotetor dose-dependente,
quando injetado 5 minutos apds a reoxigenagao, em um modelo de hipdxia-isquemia

neonatal (Feng et al., 2008).

E possivel que o proprio evento de hipéxia possa modular a producéo de
VEGF pelas células do sangue. Ja foi observado um aumento dos niveis de VEGF
no sangue de cordao umbilical de criangas que sofreram asfixia perinatal e esse
aumento foi ainda maior nas criangas diagnosticadas com encefalopatia hipoxico-
isquémica neonatal (Aly et al., 2009). No entanto, ndo foi avaliada a origem do VEGF
circulante, que pode ter sido secretado pelas células sanguineas ou pode ter sido
produzido no cérebro ou algum outro 6rgdo, sendo posteriormente liberado na

circulacao.

Translagao Clinica e Possivel Associagdao com Outras Terapias:

A intervencao que tem se mostrado mais eficaz até o momento é a hipotermia
prolongada (24-72 h). Uma revisdo recente avaliou os dados de 5 estudos clinicos
que realizaram hipotermia como uma estratégia de neuroprotegao, analisando um
total de 552 pacientes avaliados até 18-22 meses de idade. De modo geral, foi

verificado que a hipotermia se associou a um melhor prognéstico e a uma menor
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mortalidade, reduzindo a incidéncia de sequelas neurolégicas. Um dos estudos
clinicos mostrou também que o subgrupo que mais se beneficiou desse tratamento
foi aquele com alteragdes eletroencefalograficas menos severas (Schulzke et al.,
2007). No entanto, embora os resultados sejam animadores, os beneficios ainda sé&o
limitados e, no futuro, a associagéo de hipotermia com alguma outra terapia talvez
seja uma opg¢ao para uma neuroprotecdo mais completa. Dessa forma, seria
interessante testar de que forma a hipotermia influenciaria uma terapia celular com

células do sangue de cordao umbilical em um estudo pré-clinico.

No momento, existe um estudo clinico fase | em andamento, analisando a
seguranga e a exequibilidade do tratamento com células do sangue de cordao
umbilical para criancas com encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal, na
Universidade de Duke (Carolina do Norte, EUA). Neste estudo sera realizado um
transplante autélogo em criangas com até 14 dias de vida, que serdo acompanhadas
através de exames neurolégicos e de neuroimagem por 12 meses (ClinicalTrials.gov

identificador numero NCT00593242).

Em relagdo & dose, serdo feitas de 1 a 4 injeces de 2 x 10’ células/kg, de
acordo com o numero de células disponiveis para cada paciente, ou seja, uma dose
maxima de 8 x 10* células/g, que é praticamente metade da dose utilizada em nosso

estudo (1,5 x 10° células/g).

A dose que utilizamos poderia facilmente ser utilizada em um estudo clinico.
Como o peso médio ao nascer é de cerca de 3200 g (Nascimento et al., 2001),

seriam necessarias 4,8 x 10® células para o tratamento de uma crianga. Esse
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numero pode ser obtido da maioria das amostras de sangue de corddo umbilical e

nao representaria um obstaculo para o tratamento.

No entanto, o estudo de Yasuhara e colaboradores (2009) encontrou uma
melhora funcional nos animais que receberam uma dose bem menor de células
(cerca de 1,1 x 10° células/g). Dessa forma, novos estudos pré-clinicos sao
necessarios para se determinar a dose que se associa a um melhor efeito

terapéutico.

Resposta das Células da Medula Ossea a Hipéxia-Isquemia Neonatal:

O aumento no numero de células CD34" e CD133" que observamos na
medula 6ssea dos animais hipoxico-isquémicos 2 dias apds a lesdo pode estar

relacionado a mecanismos de reparo e regeneragao.

Em humanos, ja foi demonstrado que ocorre um aumento no numero de
células CD34" no sangue periférico, nas primeiras 24 horas e até 6 dias ap6s o inicio
dos sintomas de um acidente vascular cerebral isquémico (Paczkowska et al., 2005).
Também ja foi relatado que os pacientes com um maior aumento no numero de
células CD34" circulantes (> 15.000 células / mL nos primeiros 14 dias)
apresentaram uma maior recuperacdo neuroldgica do que os pacientes que
mobilizaram um ndmero menor de células, quando avaliados 3 meses apds o

acidente vascular cerebral (Dunac et al., 2007).

Um possivel envolvimento dessas células na formagcéo de novos vasos foi

sugerido em dois estudos que quantificaram o numero de células CD34" circulantes
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em pacientes com oclusao (ou estenose severa) da porgao supraclindide da artéria
carétida interna ou da porgao proximal da artéria cerebral média. Nesse grupo de
pacientes, foi observada uma correlagdo direta entre o nimero de células CD34" (e
de células CD133") no sangue periférico e o fluxo sanguineo cerebral em areas de
hipoperfusdo crénica (Taguchi, 2004). Posteriormente, foi verificado que apenas os
pacientes com evidéncias angiograficas de neovascularizagao acelerada nas regides
proximas a oclusdo apresentavam um numero maior de células CD34" circulantes

(Yoshihara et al., 2008).

O papel das células CD34" na manutengéo da fungao neurologica também ja
foi demonstrado em pacientes com histérico de acidente vascular cerebral. No
momento em que foram incluidos no estudo, em média cerca de 4 anos apds o
ultimo evento isquémico, os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo
com o numero de CD34" no sangue. Foi demonstrado que aqueles com um menor
numero de células CD34" circulantes apresentaram um maior declinio da fungéo
neurolégica ao serem avaliados 1 ano apdés a inclusdo no estudo, quando
comparados aos pacientes com um nimero maior de células CD34" (Taguchi et al.,

2009).

Ja em pacientes com deméncia vascular, foi observada uma redugédo no
numero de células CD34" circulantes, que n&o foi verificado em pacientes com
déficits cognitivos associados a outras causas, como a doenca de Alzheimer

(Taguchi et al., 2008).

Dessa forma, a mobilizacéo de células CD34" e CD133" pode contribuir para

a formacao de novos vasos e para a manutencido da homeostase cerebrovascular
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apos um evento isquémico agudo ou em situagdes de hipoperfusao crbénica. Quando
essa mobilizacdo é comprometida, pode ocorre uma maior deterioracdo da funcao

neuroldgica.

Além do efeito na manutengao do fluxo sanguineo cerebral, é possivel que os
mecanismos de angiogénese e neovascularizagdo influenciem outros processos
regenerativos do cérebro, como a neurogénese. As células-tronco/progenitoras
neurais residem em uma &area altamente vascularizada e se encontram bem
préximas ou mesmo em contato com os vasos sanguineos (Shen et al., 2008). Além
disso, as células endoteliais liberam fatores soluveis que regulam a proliferagéo e
diferenciagdo de células-tronco/progenitoras neurais in vitro (Shen et al., 2004). O
fator derivado de epitélio pigmentado (PEDF, do inglés pigment epithelium-derived
factor), secretado por células ependimarias e por células endoteliais, € um dos
fatores envolvidos nessa interacdao entre o endotélio vascular e as células-
tronco/progenitoras neurais, estimulando mecanismos de auto-renovacado e
mantendo as células B indiferenciadas (Ramirez-Castillejo et al., 2006). Assim, é
possivel que, indiretamente, as células CD34" contribuam para mecanismos de

neurogénese apods eventos isquémicos.

Nesse sentido, ja foi relatado que o transplante de células CD34" do sangue
de corddao umbilical humano aumentou o numero de células endoteliais em
proliferacdo, assim como o numero de novos vasos no hemisfério ipsilateral a
oclusdo da artéria cerebral média de camundongos. Os animais tratados também
apresentaram um menor numero de células em apoptose no cértex, assim como um
numero maior de neuroblastos migrando da SVZ para a area de lesdao. Além disso,

caso os animais fossem tratados com a droga anti-angiogénica endostatina apés o
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transplante celular, havia uma reducao de cerca de 20% na proliferacdo de células
endoteliais, acompanhada de uma redugcédo na migragcao de neuroblastos, sugerindo
que o efeito das células CD34" na neurogénese estava relacionado a angiogénese.
No entanto, ndo podemos descartar um possivel efeito da endostatina diretamente
nas células-tronco/progenitoras neurais ou nos neuroblastos (Taguchi et al., 2004).
Ainda em relacao a esse trabalho, é possivel que a formagao de novos vasos tenha
ocorrido diretamente, pela diferenciagdo de células progenitoras endoteliais (que
expressam CD34), em um processo de vasculogénese, ou tenha sido estimulada
pela liberacdo de fatores angiogénicos pelas células CD34" (como o VEGF). Em
relacdo a essa Ultima hipotese, ja foi relatado que células CD34" obtidas do sangue
periférico e da medula 6ssea humana possuem um papel importante na regulagao
da hematopoiese de forma paracrina, através da liberacao de diversos fatores, como
a trombopoietina e o IGF-1. Também foi observado que os fatores angiogénicos
VEGF, FGF-2, HGF e IL-8 estavam presentes no meio condicionado obtido a partir
da cultura dessas células, o qual aumentou a proliferacdo de células endoteliais in

vitro (Majka et al., 2001).

Além disso, células derivadas da medula éssea apresentam um efeito
neuroprotetor quando injetadas em diversos modelos de acidente vascular cerebral
em animais adultos (Mendez-Otero et al., 2007). Nosso grupo ja demonstrou que a
injecéo intra-arterial de células da fragdo mononuclear da medula 6ssea é capaz de
promover uma reducdo da assimetria na utilizacao das patas anteriores no teste do
cilindro em um modelo de isquemia focal em ratos adultos (Giraldi-Guimaraes et al.,
2009). Também ja foi demonstrado que células da fragdo mononuclear da medula

Ossea injetadas na artéria cerebral média de pacientes na fase subaguda do
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acidente vascular cerebral (entre 59 e 82 dias) se localizam preferencialmente no
hemisfério afetado pela isquemia, indicando que estas células apresentam um

tropismo pelas regides isquémicas (Barbosa da Fonseca et al., 2009).

Uma linhagem de células multipotentes progenitoras adultas da medula éssea
ja foi transplantada em um modelo de hipdxia-isquemia neonatal. Foi demonstrado
que tanto a injegéo intrahipocampal como a intravenosa, 7 dias apos a leséo, foram
capazes de promover uma redugao equivalente da morte neuronal na regido CA3 do
hipocampo, bem como uma melhora na performance motora dos animais tratados. A
substituicdo de células perdidas ndo parece ter sido o principal mecanismo
responsavel pelos efeitos observados, uma vez que apenas um pequeno numero
das células injetadas foi encontrado no hipocampo expressando o marcador

neuronal NeuN (Yasuhara et al., 2008).

Células da medula 6ssea podem também ser mobilizadas para o sangue
periférico através da injegao sistémica de G-CSF (fator de estimulagdo de coldnias
de granuldcitos, do inglés granulocyte colony-stimulating factor), resultando em uma
reducdo da lesdo em modelos de isquemia em animais adultos. Esta droga,
atualmente, estd sendo testada em estudos clinicos fase I/ll de acidente vascular
cerebral. No entanto, ja foi demonstrado que neurbnios apresentam o receptor para
o G-CSF, de forma que é possivel que exista um efeito neuroprotetor direto, néo
mediado pelas células mobilizadas da medula 6ssea (England et al., 2009). Em um
modelo de hipdxia-isquemia neonatal, a administragdo de G-CSF também levou a
um efeito neuroprotetor, reduzindo a apoptose nos animais tratados, em dois

estudos independentes (Yata et al., 2007; Kim et al., 2008).
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Assim, nosso resultado de que existe um aumento no numero de células
CD34" e CD133" na medula 6ssea na fase aguda da hipdxia-isquemia neonatal,
levanta varias questdes. No futuro, pretendemos verificar quais sdo os mecanismos
envolvidos nesse efeito e se essas células sdo capazes de migrar para as areas
isquémicas do cérebro. Também pretendemos analisar o potencial neuroprotetor e
angiogénico dessas células. E possivel que a mobilizacdo dessas células seja uma
tentativa endégena de neuroprotegcéo e regeneragdo, de forma que estratégias de

manipulagao dessa migragao podem apresentar um grande potencial terapéutico.

Dados de nosso laboratério, em colaboragdo com o Instituto Fernandes
Figueira da Fundagdo Oswaldo Cruz, indicam que a mobilizagdo de células CD34",
expressando o receptor CXCR4" para o sangue periférico, também ocorre em
recém-nascidos apos a asfixia perinatal (Magalhdes et al., em preparagao). Dessa
forma, torna-se interessante analisar se essa mobilizacdo se correlaciona com o
prognodstico dessas criangas, uma vez que existe um amplo espectro de possiveis
sequelas neuroldgicas relacionadas a encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal,
que podem variar em gravidade. Podem ocorrer, por exemplo, déficits auditivos,
desordens de aprendizado, alteragbes na coordenagdo motora, atraso global no
desenvolvimento neuroldgico, retardo mental, convulsdes, e déficits motores, sendo

paralisia cerebral a sequela motora mais grave.

Este amplo espectro de possiveis sequelas reflete possiveis variacbes no
momento em que ocorre o evento hipdxico-isquémico, em sua intensidade e
duragao, bem como em caracteristicas individuais que podem resultar em uma maior
ou menor susceptibilidade a lesdo ou em diferencas na capacidade de adaptacao,

plasticidade e regeneracgéo.
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Um marcador biolégico ideal deve ser facilmente medido logo apds o
nascimento, se correlacionando com a extensao da lesdo, além de identificar o
prognodstico mais provavel para cada crianga, selecionando aquelas que necessitam
de alguma intervengdo. Assim, a identificagdo das criangas com risco de
desenvolver sequelas contribuiria para um melhor aconselhamento, bem como para

a indicacao da terapia mais adequada para cada crianca.
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6 CONCLUSOES:

¢ O modelo de hipdxia-isquemia neonatal de Rice-Vannucci resultou em uma
lesdo extensa no hemisfério ipsilateral a isquemia, incluindo o cértex, o

hipocampo, o estriado e a capsula externa.

e No estriado e no cortex a morte celular ocorreu principalmente através da
ativacdo da enzima caspase-3. Axdnios expressando a enzima caspase-3
ativada também foram encontrados na substancia branca do estriado e na

capsula externa.

e O transplante intraperitoneal das células do sangue de corddao umbilical
humano resultou na migragao de raras células para o cértex e para o estriado
do hemisfério ipsilateral a isquemia e a quimiocina SDF-1 possivelmente esta

envolvida na migragao dessas células.

¢ Os animais hipoxico-isquémicos apresentaram uma reducao do peso corporal
em P9, em comparacédo aos animais falso-operados, e o tratamento com as
células mononucleares do sangue de cordao umbilical ndo alterou essa perda

ponderal.

e A hipoxia-isquemia neonatal levou a um atraso no desenvolvimento dos
reflexos neonatais de geotaxia negativa e de aversao ao precipicio. Os
animais que receberam a terapia celular mantiveram esses reflexos
preservados, apresentando um desempenho semelhante aos animais falso-
operados.
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O tratamento com as células do sangue de cordao umbilical levou a um efeito
neuroprotetor no estriado dos animais hipdxico-isquémicos, embora nao

tenha alterado a morte neuronal no cdortex e no hipocampo.

Esse efeito neuroprotetor foi acompanhado de uma menor ativacao da enzima

caspase-3 no estriado dos animais tratados.

A hipoxia-isquemia neonatal resultou em uma ativagédo de astrécitos no
cortex, no estriado e na capsula externa do hemisfério ipsilateral a isquemia e

esse processo de gliose reativa nao foi alterado pela terapia celular.

A resposta das células gliais a lesdo hipdxico-isquémica também incluiu a
ativagdo da microglia na zona subventricular, no coértex, no estriado e na
capsula externa. A terapia celular levou a uma redugao da ativacdo das
células microgliais no cortex ipsilateral a isquemia, em comparagao aos

animais nao tratados.

Por fim, ocorreu uma resposta da medula 6ssea a hipdxia-isquemia neonatal,
caracterizada por um aumento do nimero de células CD34" e CD133" na fase
aguda da lesdo. Um possivel envolvimento dessas células em mecanismos

de reparo ou regeneragao ainda permanece desconhecido.
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