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RESUMO 

COELHO, Pedro Moreno Pimentel. Avaliação do Papel de Células da Fração 
Mononuclear do Sangue de Cordão Umbilical Humano no Sistema Nervoso Central 
de Ratos Submetidos a Hipóxia-Isquemia Neonatal. Rio de Janeiro, 2010. 
Dissertação (Doutorado em Ciências Morfológicas) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010. 

 

A encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal permanece como uma 
importante causa de mortalidade e morbidade infantil no mundo. Nesse trabalho o 
possível papel terapêutico das células da fração mononuclear do sangue de cordão 
umbilical humano foi avaliado em um modelo animal de hipóxia-isquemia neonatal. 
De acordo com o modelo de Rice-Vannucci, foi realizada a ligação da artéria 
carótida 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 gás O2 e 92% de N2. Três horas após a retirada 
dos animais da câmara de hipóxia, foi realizada a injeção intraperitoneal de 2x106 
células da fração mononuclear do sangue de cordão umbilical humano (grupo 
tratado) ou de veículo (grupo não tratado). Foram encontradas raras células 
transplantadas no córtex e no estriado do hemisfério ipsilateral à isquemia, dois dias 
após a lesão. Análise imunohistoquímica revelou o aumento da expressão da 
quimiocina SDF-1 (fator derivado de estroma-1, do inglês stromal derived-factor-1) 
no estriado ipsilateral à isquemia, em animais com 2 dias de sobrevida. Além disso, 
a análise através de citometria de fluxo indicou que cerca de 27% das células 
mononucleares do sangue de cordão umbilical humano expressavam o receptor 4 
de quimiocina C-X-C (CXCR4, do inglês chemokine (C-X-C motif) receptor 4), o 
receptor do SDF-1, sugerindo um possível papel dessa quimiocina na migração das 
células transplantadas para o cérebro. Os animais hipóxico-isquêmicos (tratados e 
não tratados) apresentaram uma redução do peso corporal em P9, em relação aos 
animais falso-operados. Em P11, a hipóxia-isquemia neonatal levou a um atraso no 
desenvolvimento dos reflexos neonatais de geotaxia negativa e de aversão ao 
precipício. Os animais que receberam a terapia celular mantiveram esses reflexos 
preservados, apresentando um desempenho semelhante aos animais falso-
operados. Além disso, os animais tratados possuíam um menor número de 
neurônios em degeneração e uma menor ativação da enzima caspase-3 no estriado, 
quando comparados aos animais não tratados em P9. Além desse efeito 
neuroprotetor, a terapia celular também resultou em um menor número de células 
microgliais ativadas no córtex em P14. No entanto, o tratamento não modificou o 
aumento da expressão do marcador astrocitário GFAP (proteína glial fibrilar ácida, 
do inglês glial fibrillary acidic protein) no hemisfério ipsilateral à isquemia em P14. 
Nossos resultados sugerem que o transplante de células mononucleares do sangue 
de cordão umbilical humano apresenta um efeito neuroprotetor no estriado, através 
da redução da ativação da enzima caspase-3, resultando em uma melhor 
recuperação funcional após a encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal, além de 
apresentar um efeito anti-inflamatório no córtex. Por fim, houve um aumento no 
número de células CD34+ e CD133+ na medula óssea dos animais hipóxico-
isquêmicos, 2 dias após a lesão, indicando uma resposta da medula óssea a uma 
lesão cerebral aguda. 



 

ABSTRACT 

  

COELHO, Pedro Moreno Pimentel. Avaliação do Papel de Células da Fração 
Mononuclear do Sangue de Cordão Umbilical Humano no Sistema Nervoso Central 
de Ratos Submetidos a Hipóxia-Isquemia Neonatal. Rio de Janeiro, 2010. 
Dissertação (Doutorado em Ciências Morfológicas) – Instituto de Ciências 
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 2x106 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. INTRODUÇÃO: 

1.1 Encefalopatia Neonatal: 

Encefalopatia neonatal (EN) é uma síndrome clínica caracterizada pela 

presença de alterações neurológicas nos primeiros dias de vida de crianças 

nascidas a termo, que se manifestam através de dificuldade em iniciar e manter a 

respiração, redução do tônus muscular e do nível de consciência, alterações de 

reflexos neurológicos e, ocasionalmente, pela presença de convulsões. Os sintomas 

evoluem ao longo de dias e uma melhora transiente no nível de consciência pode 

ocorrer na primeira semana de vida, sem que haja o desaparecimento de outros 

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

A presença de EN é o principal marcador associado ao aparecimento de 

alterações no desenvolvimento neurológico de crianças nascidas a termo. Cerca de 

15-20% das crianças com esta síndrome vai a óbito no período neonatal e cerca de 

25% irá apresentar sequelas neurológicas graves (Vannucci et al., 2000). Estas 

sequelas frequentemente resultam em incapacidade física 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 lesão em três 

estágios que estão associados ao prognóstico dessas crianças. O estágio 1 é 

caracterizado por uma encefalopatia leve e essas crianças normalmente não irão 

apresentar sequelas importantes. No outro extremo, o estágio 3 é caracterizado pela 

presença de uma encefalopatia severa, com ausência de respostas do tronco 
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cerebral e alterações sistêmicas afetando múltiplos órgãos. Estas crianças morrem 

precocemente ou sobrevivem com sequelas severas, como quadriparesia espástica 

e retardo mental severo. Já no estágio 2, uma encefalopatia moderada, encontram-

se crianças com prognósticos variados, que podem apresentar sequelas cognitivas e 

motoras importantes, epilepsia, ou não apresentar quaisquer sequelas (Pin et al., 

2008). Já foi verificado que 81% das crianças com diagnóstico 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 

manutenção da homeostase, na tentativa de minimizar os danos neurológicos 

(Yager et al., 2009). 

Embora a EN seja classicamente definida como uma síndrome clínica em 

recém-nascidos a termo, esse diagnóstico também pode ser feito em crianças 

prematuras. No entanto, existe uma maior dificuldade para o diagnóstico em 

crianças prematuras, pois os sintomas podem não ser evidentes ou podem ocorrer 

por outras razões. Os prematuros apresentam, por exemplo, um menor tônus 

muscular do que os bebês nascidos a termo, o que poderia ser considerado como 

um achado anormal caso a idade gestacional não fosse considerada (Logitharajah et 

al., 2009).  
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1.2. Asfixia Perinatal: 

Asfixia perinatal é definida como uma alteração na troca de gases no período 

perinatal, com o desenvolvimento de acidose metabólica, hipoxemia e hipercapnia. 

Pode ser induzida por diferentes eventos e, quando severa e/ou prolongada o 

suficiente, apresenta o potencial de causar lesão cerebral, sendo a etiologia mais 

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

No entanto, sua definição clínica permanece complicada. Alguns dos critérios 

utilizados no passado para definir asfixia, como a presença de acidose metabólica 

nos primeiros 30 minutos de vida (pH < 7,0 no sangue arterial do cordão umbilical), 

retardo no aparecimento da respiração espontânea, presença de mecônio, ou baixo 

escore Apgar, são 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 cordão umbilical estava presente em 3,7 de 

cada 1000 nascidos vivos e que 17,2% dessas crianças sobreviveram apresentando 

morbidade neurológica, 5,9% morreram durante o período neonatal, enquanto 76,9% 

sobreviveram sem apresentar morbidade neurológica no momento da alta hospitalar. 

Esses dados mostraram que, apesar de morte, convulsões e outras morbidades 

neurológicas serem mais comuns em neonatos com um pH menor do que 7,0, mais 

de dois terços dessas crianças não apresentaram morbidade a curto prazo (Graham 

et al., 2008).  

Além disso, isoladamente, esses fatores podem estar presentes em outras 

condições. Um baixo escore Apgar pode ocorrer em função da anestesia ou 

sedação materna no momento do parto, em casos de malformações, ou na presença 
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de infecções. Outros indicadores, como a necessidade de reanimação neonatal 

imediata ou de ventilação sob pressão positiva por mais de um minuto antes do 

aparecimento de respiração espontânea, também não são específicos, podendo 

ocorrer em função de outras condições neurológicas.  

Dessa forma, é necessário o uso de múltiplos marcadores para um 

diagnóstico mais preciso de asfixia perinatal. Na tentativa de padronizar a definição 

de asfixia perinatal, três diferentes conjuntos de critérios diagnósticos já foram 

criados desde 1992. Estes critérios estão sumarizados nas tabelas 1, 2 e 3 (Shevell, 

2004). 

No mundo, das 130 milhões de crianças que nascem a cada ano, 4 milhões 

(3%) morrem no período neonatal, ou seja, nas primeiras 4 semanas de vida. Foi 

estimado que cerca de 23% das mortes no período neonatal ocorridas no ano 2000 

foram decorrentes de complicações da asfixia perinatal. Ao contrário de outras 

causas, como diarréia, tétano e infecções graves, que ocorrem quase 

exclusivamente em países com uma elevada taxa de mortalidade neonatal (NMR, do 

inglês neonatal mortality rate), a proporção de mortes por asfixia neonatal é 

praticamente constante em países com diferentes NMRs (Lawn et al., 2005). De 

acordo com os dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), a asfixia perinatal 

foi responsável por 23% das mortes no período 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 período perinatal (a partir de 

24 semanas de gestação até os 7 primeiros dias de vida, pela definição da OMS) 

são a asfixia perinatal e o nascimento de crianças prematuras (com idade 
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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 

óbitos por mil nascidos vivos entre 1997 e 2006 

(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2008/c02.htm, DataSUS). Já 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 redução de 43% na taxa de 

mortalidade perinatal no período estudado. A redução mais importante ocorreu entre 

1982 e 1993 (31%). Dentre as causas, a asfixia neonatal foi responsável por 14% 

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

Em um país em desenvolvimento, como a Zâmbia, cerca de um quarto das 

crianças sobreviventes em uma unidade de terapia intensiva neonatal apresentavam 

diagnóstico de asfixia perinatal, entre março e abril de 2005. Destas, 31% 

apresentavam alguma anormalidade no exame neurológico, representando cerca de 

50% das crianças com exame neurológico alterado nessa unidade (Halloran et al., 

2009). 

Já no Brasil, em uma unidade de terapia intensiva neonatal de Porto Alegre, a 

asfixia perinatal foi diagnosticada em 51% das crianças que apresentavam crises 

convulsivas (Nunes et al., 2008). 
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 Tabela 1: Critérios da Academia Americana de Pediatria e do Colégio Americano de 

Obstetrícia e Ginecologia (1992) para o diagnóstico de asfixia perinatal. 

Acidose metabólica profunda (pH ˂7.0) 

Apgar ≤ 3 após 5 minutos 

Encefalopatia neonatal 

Disfunção de múltiplos órgãos 

 

Tabela 2: Critérios da Força Tarefa Internacional sobre Paralisia Cerebral (1999) 

para o diagnóstico de asfixia perinatal. 

Critérios Essenciais: 

- pH˂7,0 

- Encefalopatia neonatal moderada ou severa 

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

 

Critérios de Suporte: 

- Evento sentinela associado ao parto 

- Alterações da frequência cardíaca fetal (bradicardia, perda da variabilidade 

ou desacelerações) 

- Apgar ˂ 6 após 5 minutos 

- Envolvimento Multisistêmico 

- Evidências de envolvimento cerebral agudo (eletroencefalograma ou 

neuroimagem) 
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Tabela 3: Critérios do Colégio Americano de Obstetrícia e Ginecologia (2002) para o 

diagnóstico de asfixia perinatal 

Critérios de Asfixia: 

- pH˂7,0 ou déficit de base ˃12 mmol/L 

- Encefalopatia neonatal moderada ou severa 

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

- Exclusão de outras etiologias 

 

Critérios que definem o momento da asfixia (intraparto): 

- Evento sentinela associado ao parto 

- Alterações da frequência cardíaca fetal (bradicardia, perda da variabilidade 

ou desacelerações) 

- Apgar ≤ 3 após 5 minutos 

- Envolvimento Multisistêmico 

- Alterações precoces em exames de neuroimagem 
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1.3. Encefalopatia Hipóxico-Isquêmica Neonatal: 

Os termos asfixia perinatal e encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal já 

foram usados como sinônimos de EN. No entanto, atualmente sabe-se que muitos 

dos casos de EN ocorrem em crianças nas quais não existem evidências de hipóxia-

isquemia, nem de asfixia. Diversos relatos de caso apontam outras possíveis 

causas, como doenças infecciosas e metabólicas, causas genéticas, acidente 

vascular cerebral isquêmico no período perinatal ou vasculopatias trombóticas 

placentárias (Nelson, 2007).  

Atualmente o termo encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal é utilizado nos 

casos de EN acompanhada de evidências de asfixia neonatal e após a exclusão de 

outras possíveis causas para a lesão neurológica.  

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 é a 

principal causa de EN. 

Uma revisão recente, combinando dados de 10 estudos que avaliaram a 

incidência de encefalopatia hipóxico-isquêmica em países desenvolvidos, relatou 

uma incidência de 2,5 casos (variando de 1,2 a 7,7 casos) para cada 1000 nascidos 

vivos a termo. Estudos em países em desenvolvimento podem apresentar 

incidências maiores, como no caso da Nigéria, com 26,5 casos (Graham et al., 

2008). No Brasil, já foi relatada uma prevalência de 1,7 por 1000 nascimentos a 

termo em uma unidade neonatal da cidade de São Paulo entre 2004 e 2006 (Cruz, 

2008). 



9 

 

Ainda existem controvérsias em relação ao momento em que o insulto 

hipóxico-isquêmico ocorre durante a gestação. Um estudo analisou imagens de 

ressonância magnética obtidas nas primeiras duas semanas de vida de 245 crianças 

com EN e evidências de asfixia. Em 80% das crianças foram encontradas lesões 

compatíveis com o insulto hipóxico-isquêmico. As lesões normalmente eram 

bilaterais e envolviam o córtex cerebral, o tálamo, os gânglios da base ou a 

substância branca, apresentando características de evolução aguda, o que sugere 

que o evento de asfixia ocorreu pouco tempo antes ou durante o parto (Cowan et al., 

2003). No entanto, vários fatores de risco presentes antes da concepção ou durante 

a gestação (na mãe e no feto) já foram associados à EN. Dentre esses fatores, os 

mais importantes incluem doenças da glândula tireóide na mãe, tratamento para 

infertilidade, pré-eclampsia severa, hemorragias durante a gravidez, doenças virais, 

presença de anomalias placentárias, crescimento intra-uterino retardado, baixo 

status socioeconômico, presença de convulsões ou doenças neurológicas na família 

e pós-maturidade (Badawi et al., 1998a). Esses fatores podem estar relacionados a 

um possível mecanismo de lesão intra-uterina, mas também é possível que tais 

fatores apenas contribuam de forma sinérgica para o aparecimento da lesão após 

um episódio de asfixia perinatal. 

Em um estudo interessante, Sie e colaboradores (2000) encontraram uma 

correlação entre a idade gestacional, o momento da lesão e os achados nos exames 

de neuroimagem. Foram descritos três padrões de lesão: 

 - leucomalácia periventricular: caracterizada por lesões na substância branca 

periventricular e ventriculomegalia. Em 50% dos casos também havia lesão da 

substância branca subcortical. Ocorreu predominantemente em crianças nascidas 
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antes do termo (70% dos casos) e havia sinais de hipóxia-isquemia subaguda ou 

crônica, algumas vezes combinados com sinais de asfixia aguda, em 92% dos 

casos. 

 - lesões bilaterais envolvendo o putâmen e o tálamo: nesse grupo, metade 

das crianças também apresentava lesões no hipocampo e na substância branca, 

enquanto um terço também apresentava lesão no globo pálido. Ocorreu 

principalmente em crianças nascidas a termo (86% dos casos) e em todas, exceto 

uma, havia evidências de um episódio agudo de asfixia perinatal. 

 - encefalopatia multicística: presença de múltiplas cavidades císticas na 

substância branca, se estendendo da parede dos ventrículos até o córtex, com 

lesões corticais em 90% dos casos. Em 50% dos casos havia também atrofia ou 

lesão no tálamo e/ou nos gânglios da base. As crianças que apresentaram esse tipo 

de lesão haviam nascido a termo em 60% dos casos e tinham evidências de hipóxia-

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

Dessa forma, dependendo do momento em que ocorre a hipóxia-isquemia e 

de sua duração e intensidade, a encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal pode se 

apresentar de diferentes formas nos exames de neuroimagem e apresentar 

diferentes prognósticos (Shah e Perlman, 2009). Já foi sugerido que o prognóstico 

dessas crianças se associa mais fortemente ao padrão da lesão, do que à 

severidade da lesão em uma determinada região (Miller et al., 2005). 

Das crianças que sobrevivem, a sequela mais grave da encefalopatia 

hipóxico-isquêmica neonatal é o desenvolvimento de um quadro de paralisia 

cerebral, que é um termo utilizado para descrever um grupo de síndromes não-
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progressivas caracterizadas pela presença de déficit motor secundário a uma lesão 

ou anomalia nos estágios iniciais do desenvolvimento cerebral (Shevell et al., 2004). 

A asfixia perinatal é responsável por cerca de 14,5% dos casos de paralisia cerebral 

em crianças a termo e existe um consenso de que uma EN moderada/severa deve 

invariavelmente estar presente quando a asfixia perinatal é o evento causador de 

paralisia cerebral (Graham et al., 2008). 

 

1.4. Modelo Animal de Encefalopatia Hipóxico-Isquêmica Neonatal: 

Um dos modelos animais mais utilizados para o estudo da encefalopatia 

hipóxico-isquêmica neonatal consiste na oclusão permanente e unilateral da artéria 

carótida comum, seguida por um período de exposição sistêmica a um ambiente 

com 8% de oxigênio, balanceado com nitrogênio. Este modelo foi descrito por Levine 

em ratos adultos, tendo sido, posteriormente, modificado por Vannucci para o estudo 

da hipóxia-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 criança com 32-34 

semanas de gestação. Ou seja, a laminação cortical está completa, a matriz 

germinativa está involuindo e ainda há pouca mielinização (Vannucci et al., 1999). 

Como esse foi o modelo animal utilizado nesse trabalho, nos próximos tópicos 

serão discutidos aspectos importantes da fisiopatologia da lesão hipóxico-isquêmica 

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

O funcionamento normal do sistema nervoso central (SNC) depende do 

aporte adequado de oxigênio e glicose. A redução da oxigenação cerebral leva a 

uma alteração do metabolismo neuronal, levando à parada da Na+/K+ ATPase, com 

acúmulo dos íons Na+, Cl- e Ca2+. O acúmulo de Na+ e Cl- leva a um transporte 

passivo de água para o interior das células, causando edema celular. O acúmulo de 

Ca2+ resulta em ativação de lipases, proteases e endonucleases que destroem o 

citoesqueleto, causando morte celular (Berger et al., 2002). Além disso, a hipóxia-

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 íons Ca2+ 

para o citoplasma. Esta abertura decorre de uma redução no potencial da membrana 

em função da hipóxia, assim como de uma excessiva liberação de glutamato no 

espaço extracelular. Níveis elevados de glutamato já foram encontrados no líquido 

cerebroespinhal de crianças após um evento de asfixia perinatal (Gucuyener et al., 

1999). 

O acúmulo de glutamato no cérebro em condições de hipóxia-isquemia, com 

uma ativação excessiva de receptores desse neurotransmissor, é um mecanismo 

importante de morte de neurônios e oligodendrócitos. Em um modelo de hipóxia-

isquemia neonatal, a lesão na substância branca foi atenuada pela administração 

sistêmica de NBQX (6-nitro-7-sulfamoilbenzo-(f)quinoxalina-2,3-diona), um 

antagonista do receptor glutamatérgico AMPA (propionato de α-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazol). No entanto, como este fármaco apresenta toxicidade renal severa, 

sua utilização clínica não seria possível (Follet et al., 2000). O topiramato, uma 

droga utilizada como anti-convulsivante em adultos e crianças com mais de 3 anos, 
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é capaz de atenuar correntes induzidas pelo AMPA em pré-oligodendrócitos e pode 

ser uma possível alternativa ao NBQX. Este fármaco foi capaz de proteger pré-

oligodendrocitos da morte induzida por cainato, bem como pela deprivação de 

glicose e oxigênio in vitro. Além disso, reduziu a lesão na substância branca em um 

modelo de hipóxia-isquemia neonatal (Follet et al., 2004). A memantina, um 

antagonista dos receptores NMDA utilizado no tratamento de demências vasculares 

na Europa há mais de 20 anos e recentemente aprovado para uso nos EUA em 

casos moderados/severos de doença de Alzheimer, também foi eficaz em reduzir a 

morte de oligodendrócitos, a desmielinização e a redução na espessura do manto 

cortical em ratos P6 submetidos à hipóxia-isquemia (Manning et al., 2008). 

Atualmente o uso da memantina está sendo avaliado em pacientes jovens (entre 18 

e 32 anos) com síndrome de Down (ClinicalTrials.gov, identificador NCT01112683). 

No entanto, não se sabe se o uso desse fármaco seria seguro em neonatos. 

Além das subunidades NR1 e NR2, necessárias para formar canais NMDA 

funcionais, uma terceira subunidade foi posteriormente descoberta, denominada de 

NR3. A adição da subunidade NR3 diminui a permeabilidade ao Ca2+ de canais 

NR1/NR2, de forma que a amplitude das correntes evocadas por NMDA, bem como 

a condutância ao Ca+2, são maiores em neurônios que não expressam a subunidade 

NR3. In vitro, neurônios que não expressavam essa proteína apresentaram maior 

vulnerabilidade, quando expostos a 100 ou 200 µM de NMDA, doses que induzem 

apoptose neuronal. Como o pico de expressão dessa proteína ocorre entre P7 e P10 

em camundongos e na sua ausência os animais apresentaram um volume maior de 

lesão após a hipóxia-isquemia neonatal, foi sugerido que esta subunidade apresenta 

um efeito neuroprotetor em neonatos (Nakanishi et al., 2009). 
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1.6. Papel do Óxido Nítrico na Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Outra enzima ativada pelo aumento do Ca2+ intracelular é a óxido nítrico 

sintase neuronal (nNOS, do inglês neuronal nitric oxide synthase), produtora de 

óxido nítrico (NO, do inglês nitric oxide), que apresenta um importante papel na 

morte celular durante eventos isquêmicos. O NO pode ser lesivo para as células, 

danificando a mitocôndria e o ADN, após a formação de peroxinitrito, que se 

decompõe espontaneamente em dióxido de nitrogênio e NO2+ (Blomgren et al., 

2006). Durante o desenvolvimento, a expressão da nNOS correspondendo às áreas 

de maior vulnerabilidade à lesão hipóxico-isquêmica (Vexler e Ferriero, 2001). 

Animais que não expressam a enzima nNOS apresentaram uma menor lesão no 

córtex e, embora de forma não tão acentuada, também no hipocampo quando 

submetidos à hipóxia-isquemia neonatal (Ferriero et al., 1996). No entanto, a inibição 

farmacológica dessa enzima, através da administração de 7-nitroindazol (0, 4 e 24 

horas após a lesão hipóxico-isquêmica) não resultou em alteração da lesão no 

córtex e hipocampo (Muramatsu et al., 2000). Esta mesma droga, no entanto, 

apresentou um efeito neuroprotetor quando administrada 30 minutos antes da 

hipóxia (Ishida et al., 2001). 

Outro estudo, no entanto, mostrou que tanto a inibição farmacológica da NOS, 

como a administração de um doador de NO, podem reduzir a lesão após a hipóxia-

isquemia neonatal. Como um possível mecanismo envolvido nesse efeito, foi 

mostrado que o doador de NO foi capaz de evitar a redução do fluxo sanguíneo 

cerebral no hemisfério ipsilateral à 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 deficiência da enzima eNOS 
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(óxido nítrico sintase endotelial, do inglês endothelial nitric oxide synthase) resultou 

em uma maior área de infarto e em uma maior redução do fluxo sanguíneo cerebral 

no território da artéria cerebral média após a oclusão (Huang et al., 1996). Dessa 

forma, o efeito do NO parece variar de acordo com o momento em que é liberado e 

com o local de liberação. É possível que a produção de NO pelo endotélio apresente 

um efeito protetor após episódios de isquemia, regulando o fluxo sanguíneo 

cerebral. 

O NO pode ainda apresentar outros papéis após lesões no SNC, estando 

envolvido no controle da proliferação de células-tronco/progenitoras neurais da zona 

subventricular e do hipocampo e também em mecanismos de plasticidade sináptica 

(Cardenas et al., 2005). Outros efeitos benéficos do NO estão relacionados à 

inibição da adesão de leucócitos e da agregação plaquetária (Vexler et al., 2001). 

Além de ser produzido pela nNOS e pela eNOS, o NO pode também ser 

produzido pela enzima iNOS (óxido nítrico sintase induzível, do inglês inducible nitric 

oxide synthase), cuja expressão é induzida por citocinas pró-inflamatórias e/ou pela 

hipóxia em astrócitos, em células microgliais, em neutrófilos e também em 

neurônios. A indução da expressão da iNOS e a produção de NO por neutrófilos e 

pela microglia ativada é um dos principais mecanismos associados à toxicidade da 

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

Em modelos de hipóxia-isquemia neonatal, a morte de oligodendrócitos e de 

seus precursores é bastante significativa, levando a um quadro de desmielinização 

no SNC. Os precursores de oligodendrócitos parecem ser especialmente sensíveis 

ao dano causado pelo óxido nítrico. Estas células são mais susceptíveis ao estresse 
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oxidativo, por apresentarem uma expressão reduzida de enzimas antioxidantes 

(Back et al., 2007) e por acumularem Fe+, necessário para a diferenciação em 

oligodendrócitos maduros e para a mielinização (Todorich et al., 2009). Os 

progenitores tardios de oligodendrócitos, que expressam o marcador O4 mas não 

expressam O1, foram identificados como as células da linhagem glial mais 

susceptíveis à hipóxia-isquemia neonatal (Back et al., 2002). 

 

1.7. Mecanismos de Morte Celular: 

O principal mecanismo de morte celular desencadeado pela hipóxia-isquemia 

neonatal é a apoptose, uma forma de morte celular envolvendo a ativação 

sequencial de caspases. Já foi demonstrado que tanto neurônios como progenitores 

de oligodendrócitos morrem por apoptose mediada pela ativação da caspase-3, até 

48 horas após a hipóxia-isquemia. Essas células podiam ser encontradas na região 

cortical, subcortical, no estriado e também na SVZ lateral. Além disso, um terço das 

células apoptóticas expressava o marcador de progenitores de oligodendrócitos O4 

(Rothstein e Levinson, 2005). No tálamo, a ativação de caspase-3 também parece 

ser o principal mecanismo de morte celular, ocorrendo um pouco mais tarde do que 

no córtex e no estriado e sendo mediada pela ativação de receptores Fas 

(Northington et al., 2001). 

Já foi também observado que a ativação de caspase-3 se correlaciona de 

forma espaço-temporal com a expressão de 3 marcadores de dano ao ADN (ácido 

desoxirribonucléico) e com a perda da expressão do marcador neuronal MAP-2, 24 

horas após a lesão (Zhu et al., 2000). No entanto, embora haja a expressão de 
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marcadores bioquímicos de apoptose na maioria das células em degeneração, 

apenas poucas células apresentam o fenótipo característico de apoptose como, por 

exemplo, a condensação nuclear completa. Além disso, células expressando a 

caspase-3 ativada apresentam também o produto da quebra da espectrina de 

145/159 kDa, cuja formação é mediada pela calpaína. Foi sugerido, portanto, que a 

maioria das células em degeneração após a hipóxia-isquemia neonatal apresenta 

um fenótipo intermediário, no qual o processo de apoptose é interrompido, 

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

Assim, a inibição da ativação da caspase-3 pode ser considerada como uma 

estratégia de neuroproteção na maioria das regiões afetadas pela hipóxia-isquemia. 

De fato, a inibição farmacológica da ativação da caspase-3 através da administração 

de um inibidor seletivo resultou em uma redução da lesão no córtex, no estriado e no 

hipocampo (Han et al., 2002). No entanto, animais deficientes para a enzima 

caspase-3 apresentaram maior lesão quando submetidos à hipóxia-isquemia 

neonatal. Nestes animais, é possível que a ausência da caspase-3 durante o 

desenvolvimento do SNC tenha levado a mecanismos compensatórios, através da 

ativação de outras vias de morte celular, com o consequente agravamento da lesão 

(West et al., 2006).  

A autofagia é uma via essencial para a degradação e reciclagem de 

macromoléculas intracelulares. O mecanismo principal consiste no sequestro de 

proteínas e organelas danificadas em vesículas chamadas de autofagossomos, que 

posteriormente se fundem a lisossomos para que haja a degradação de seu 

conteúdo. Além de apresentar um papel fisiológico na manutenção da homeostase, 

recentemente foi descrito um envolvimento do aumento da autofagia na morte 
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neuronal após eventos isquêmicos. De forma interessante, alguns neurônios em 

degeneração no córtex, além de apresentarem características típicas de apoptose, 

como a expressão de caspase-3 ativada, também apresentavam características de 

autofagia, como um aumento da expressão de LC3-II (cadeia leve 3 da proteína 1 

associada a microtúbulos, do inglês microtubule-associated protein 1 light chain 3), 

um marcador dos autofagossomos. Havia também um aumento da atividade de 

lisossomos no córtex, a partir de 6 horas após a hipóxia-isquemia neonatal. Além 

disso, através de microscopia eletrônica foi possível visualizar a fusão dos 

autofagossomos com os lisossomos. Já no hipocampo, o mecanismo predominante 

de morte celular variou de acordo com a região. Em CA1 (corno de Amon 1), a 

maioria dos neurônios apresentava características relacionadas à 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 hipóxia-isquemia neonatal é a caspase-8. Esta 

enzima é ativada pela citocina TNF-α (fator de necrose tumoral alfa, do inglês tumor 

necrosis factor alpha) ou por outros ligantes do receptor Fas, podendo então ativar a 

enzima caspase-3 diretamente ou ativar a proteína Bid (proteína de morte celular de 

domínio interatuante BH3, do inglês BH3 interacting domain death agonist). A 

ativação de Bid, por sua vez, irá resultar na liberação de citocromo c da mitocôndria. 

A atividade da caspase-8 aumenta 12 horas após a hipóxia-isquemia neonatal, 

permanecendo elevada após 24 horas. Animais tratados com um inibidor seletivo da 

caspase-8 imediatamente após a indução da lesão apresentaram uma menor atrofia 

do hemisfério ipsilateral à isquemia (Feng et al., 2003b). 
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Já a expressão do receptor Fas aumenta no cérebro 24 horas após a hipóxia-

isquemia neonatal, embora a expressão de outros três receptores da família de 

receptores do TNF não se altere. A ausência de receptores Fas resulta em 

neuroproteção no córtex, estriado e tálamo de animais hipóxico-isquêmicos. No 

entanto, este efeito não foi verificado no hipocampo, mostrando que existem 

diferenças nos mecanismos de morte celular em diferentes áreas 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 junções comunicantes e que 

o bloqueio dessa comunicação intercelular através da droga carbenoxolona 

apresenta um efeito neuroprotetor em um modelo animal de asfixia perinatal (de 

Pina-Benabou et al., 2005). 

Calpaínas representam uma classe de cisteína proteases que são ativadas 

em condições de depleção energética e de aumento do influxo de cálcio, resultando 

na ativação de mecanismos que levam à neurodegeneração. A ativação de 

calpaínas após a hipóxia-isquemia neonatal apresenta um padrão temporal 

dependente da idade dos animais. Animais neonatos apresentaram uma ativação 

precoce das calpaínas, cerca de 3 horas após a hipóxia-isquemia, enquanto em 

animais adultos a ativação foi mais tardia e prolongada, permanecendo por até 72 

horas após a lesão (Zhu et al., 2005). 

As enzimas nucleares poli (ADP-ribose) polimerases, ou PARPs, são 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+ 

(dinucleotídeo de nicotinamida e adenina, do inglês nicotinamide adenine 

dinucleotide) e de ATP (trifosfato de adenosina, do inglês adenosine triphosphate). 

Podem também estimular diretamente a apoptose, através da liberação do fator de 

indução de apoptose (AIF, do inglês apoptotic inducing factor) da mitocôndria (Yu et 

al., 2003). Na hipóxia-isquemia neonatal foi demonstrado que a ausência de PARP-1 

protege o cérebro de animais do sexo masculino, mas não apresenta efeito no sexo 

feminino. Embora tenha havido um aumento dos níveis de poli (ADP-ribose) no 

hemisfério ipsilateral à isquemia em ambos os sexos (1-4 horas após a lesão), 

apenas nos animais do sexo masculino foi observado uma redução dos níveis de 

NAD+ (Hagberg et al., 2004). 

Outras diferenças gênero-dependentes nos mecanismos de morte celular 

também já foram descritas. Em animais do sexo masculino, foi verificada uma maior 

translocação de AIF (da mitocôndria para o núcleo), enquanto no sexo feminino 

havia uma maior ativação da caspase-3 após a hipóxia-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 os animais do sexo masculino apresentavam uma 

translocação do AIF, o que não ocorria nas fêmeas. No entanto, animais de ambos 

os sexos apresentavam os mesmos níveis de ativação da caspase-3 e de liberação 

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

In vitro, neurônios XY e XX obtidos de embriões de ratos (E16, E17) 

apresentaram diferentes susceptibilidades a tratamentos citotóxicos. Neurônios XY 

apresentaram maior susceptibilidade à excitotoxicidade e ao estresse nitrosativo, 
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enquanto neurônios XX foram mais sensíveis à apoptose induzida por 

estaurosporina ou etoposídeo. Além disso, a morte celular ocorria principalmente via 

ativação de AIF em células masculinas, enquanto era dependente de citocromo c em 

neurônios femininos. Esses resultados demonstraram que existem diferenças 

intrínsecas tanto na susceptibilidade quanto nos processos de morte celular entre 

neurônios masculinos e femininos, as quais não dependem dos efeitos de esteróides 

circulantes (Du et al., 2004). 

Existem também diferenças nos mecanismos de morte celular que estão 

relacionados à idade. A proteína ciclofilina D, que está envolvida na regulação dos 

poros de transição de permeabilidade mitocondrial, apresenta papéis opostos após a 

hipóxia-isquemia em animais neonatos e adultos. A deficiência dessa proteína 

agravou a lesão em animais P9 e provocou uma redução da lesão em animais P60 

(Wang et al., 2009). Além disso, a formação desses poros pode ser evitada pela 

ciclosporina A, um inibidor da ciclofilina D, a qual apresenta um efeito neuroprotetor 

após eventos isquêmicos no cérebro adulto, mas que não foi capaz de reduzir a 

lesão hipóxico-isquêmica em animais neonatos (Puka-Sundvall et al., 2001). 

Uma segunda forma de ocorrer a permeabilização da mitocôndria requer as 

proteínas Bax/Bak (do inglês Bcl-2-associated X protein e Bcl-2 homologous 

antagonist/killer), que podem diretamente permeabilizar a membrana mitocondrial 

externa. Animais deficientes para proteína Bax apresentaram uma menor lesão 

hipocampal após a hipóxia-isquemia neonatal (Gibson et al., 2001) e o pré-

tratamento com um peptídeo inibidor do Bax reduziu a lesão hipóxico-isquêmica em 

cerca de 75% em animais P9, mas não em animais P60 (Wang et al., 2009). Dessa 

forma, a permeabilização da membrana interna mitocondrial dependente de 
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ciclofilina D parece ser fundamental para a lesão hipóxico-isquêmica em animais 

adultos, enquantos mecanismos dependentes de Bax prevalecem em animais 

neonatos. 

Outras proteínas da família Bcl-2 também contribuem para a lesão após a 

hipóxia-isquemia neonatal. Animais com a expressão aumentada da proteína anti-

apoptótica Bcl-xL apresentaram uma menor lesão no hipocampo, estriado e córtex 

após a hipóxia-isquemia neonatal (Parsadanian et al., 1998). Já animais deficientes 

para as proteínas pró-apoptóticas Bad e Bim (promotor de morte associado ao Bcl2, 

do inglês Bcl-2-associated death promoter e proteína 11 semelhante a Bcl-2, do 

inglês Bcl-2-like 11) apresentaram uma menor lesão hipocampal após a hipóxia-

isquemia neonatal (Ness et al., 2006). 

Ocorre também maior produção de H2O2 no cérebro de animais neonatos do 

que em animais adultos após uma lesão hipóxico-isquêmica. Dessa forma, a enzima 

glutationa peroxidase, que converte H2O2 em oxigênio e água, apresenta um papel 

fundamental na proteção do cérebro dos animais neonatos. Em animais que 

apresentam a expressão aumentada de glutationa peroxidase houve uma menor 

lesão do que nos animais controle. Além disso, os níveis de glutationa reduzida 

(GSH), um co-fator importante para a conversão de H2O2 em água estavam 

reduzidos após a hipóxia-isquemia neonatal. No entanto, a administração de ácido 

α-lipóico, capaz de restaurar os níveis de GSH, não alterou a lesão (Sheldon et al., 

2008). 

Na figura 1 estão resumidos os principais mecanismos de morte celular já 

observados no modelo de hipóxia-isquemia neonatal em roedores. 
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Figura 01. Vias de Morte Celular Ativadas na Hipóxia-Isquemia Neonatal. Após o evento
hipóxico-isquêmico ocorre um estresse mitocondrial, levando à permeabilização da membrana
mitocondrial externa, com a subsequente ativação de mecanismos de morte celular. Já a
ativação de receptores Fas leva à ativação da enzima caspase-8, culminando com a ativação
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 à Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Durante o desenvolvimento do SNC a parede das vesículas encefálicas 

apresenta, inicialmente, apenas duas camadas: a zona ventricular (VZ, do inglês 

ventricular zone), que reveste os ventrículos, e a zona marginal. A VZ é uma zona 

germinativa, onde se formam a maior parte dos precursores neurais até o período 

perinatal, quando, então, surge uma segunda zona germinativa: a zona 

subventricular (SVZ, do inglês subventricular zone). 

Além da SVZ, existem outras áreas de neurogênese secundária, como a 

camada granular externa do cerebelo e a camada subgranular do giro denteado, no 

hipocampo. Estudos recentes demonstraram que duas dessas áreas de 

neurogênese secundária permanecem com potencial neurogênico, ao longo de toda 

a vida, no cérebro de mamíferos adultos: a SVZ e a camada subgranular do 

hipocampo. Já a VZ, permanece apenas durante as primeiras semanas após o 

nascimento (Tramontin et al., 2003), período durante o qual há diferenciação das 

células de glia radial presentes nessa região em astrócitos, células ependimárias 

(Spassky et al., 2005) e nas células-tronco presentes na SVZ pós-natal (Merkle et 

al., 2004). 

O modelo mais aceito atualmente propõe que as células-tronco presentes na 

zona subventricular do adulto apresentam características ultraestruturais de 

astrócitos e expressam o marcador astrocitário GFAP (proteína glial fibrilar ácida, do 

inglês glial fibrillary acidic protein), proliferando lentamente, sendo chamadas de 

células B. Estas células dão origem às células amplificadoras transitórias (células C), 

que se dividem rapidamente e originam células mais comprometidas com uma 
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determinada linhagem, como precursores de oligodendrócitos ou neuroblastos 

(células A). Estes últimos migram por uma via conhecida como RMS (via migratória 

rostral, do inglês rostral migratory stream) até o bulbo olfatório, onde se diferenciam 

em interneurônios (Doetsh et al., 1997 e 1999). A citoarquitetura da SVZ é bastante 

controlada, com cada um dos tipos celulares ocupando posições específicas, 

espacialmente distintas. As células C normalmente se localizam em clusters 

próximos a vasos sanguíneos e podem ser separadas em diferentes subtipos, de 

acordo com a expressão de fatores de transcrição neurogênicos ou gliogênicos, 

indicando que já existe algum grau de comprometimento com um determinado 

fenótipo nesse estágio de diferenciação. Células C expressando o fator de 

transcrição Pax6 (do inglês paired box 6), por exemplo, estão comprometidas com 

um fenótipo neuronal, enquanto células expressando o fator Olig2 (fator de 

transcrição de oligodendrócito 2) estão comprometidas com um fenótipo glial 

(Kazanis et al., 2009). Já as células B apresentam um pequeno prolongamento 

apical, em contato com o ventrículo, um único cílio, bem como um prolongamento 

radial basal, que é mais longo e termina em contato com vasos sanguíneos 

(Mirzadeh et al., 2008). Embora não exista um marcador definitivo para identificação 

dos astrócitos neurogênicos, recentemente foi demonstrado que células-

tronco/progenitoras neurais da SVZ humana expressam seletivamente uma isoforma 

do filamento intermediário GFAP, chamada de GFAP-delta (Middeldorp et al., 2010; 

van den Berge et al., 2010). 

Além da migração pela RMS, vários trabalhos recentes sugerem que os 

neuroblastos podem também migrar a partir da SVZ em direção a locais de lesão 

cerebral traumática ou isquêmica (Sun et al., 2004; Martí-Fàbregas et al., 2010). No 
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modelo de hipóxia-isquemia neonatal, também já foi demonstrado que as células-

tronco/progenitoras neurais participam do processo de regeneração (Hayashi et al., 

2005; Ong et al., 2005). Apenas dois dias após a lesão, já foi possível observar um 

número praticamente duas vezes maior de células proliferando na SVZ ipsilateral à 

isquemia. Com três e cinco semanas de recuperação havia uma expressão 

aumentada de doublecortina, um marcador de neuroblastos, tanto na SVZ como no 

estriado, em células com morfologia migratória. A análise por microarranjo de ADN, 

48 horas após a lesão, revelou a indução de 35 transcritos relacionados a 

precursores neurais, entre eles o receptor de EGF (fator de crescimento epidermal, 

do inglês epidermal growth factor), envolvido na proliferação de células-tronco 

neurais, assim como de Notch1 e gp130 (glicoproteína 130), receptores envolvidos 

na manutenção dessa população celular (Felling et al., 2006). Após a lesão, esses 

neuroblastos também são capazes de migrar para o córtex, ocupando áreas 

desprovidas de neurônios, ou seja, os aglomerados de morte neuronal. 

Surpreendentemente, essa produção de novos neurônios permanecia por até 5 

meses após a lesão. No entanto, cerca de 85% dos neuroblastos morriam antes da 

maturação, o que representa um obstáculo para o processo regenerativo endógeno 

do cérebro de neonatos (Yang et al., 2007). Além disso, o fenótipo apresentado por 

esses novos neurônios que migram para o estriado após a lesão hipóxico-isquêmica 

parece ser bastante restrito, havendo a formação apenas de neurônios que 

expressam calretinina, os quais representam cerca de 0,5% da população neuronal 

do estriado (Yang et al., 2008). 

Após a hipóxia-isquemia neonatal ocorrem alterações intrínsecas nas células-

tronco/progenitoras neurais. Cerca de duas vezes mais neuroesferas podiam ser 
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geradas a partir da SVZ ipsilateral à isquemia, 3 dias após a lesão, do que da SVZ 

de animais controle ou mesmo da SVZ contralateral à lesão. Além disso, essas 

neuroesferas eram maiores, apresentavam mais divisões 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. Já as neuroesferas obtidas dos animais controle raramente eram 

tripotentes (Felling et al., 2006). Um fator que parece estar envolvido na expansão 

das células-tronco/progenitoras neurais após a lesão é o LIF (fator inibidor de 

leucemia, do inglês leukemia inhibitory factor). O mRNA (ácido ribonucléico 

mensageiro, do inglês messenger ribonucleic acid) deste fator tem sua expressão 

aumentada cerca de 13 vezes, 48 horas após a hipóxia-isquemia neonatal. In vitro, o 

LIF aumenta o número e o tamanho das neuroesferas (Covey e Levinson, 2007). O 

aumento das concentrações de glutamato no meio extracelular após a lesão também 

pode contribuir para a proliferação de células-tronco/progenitoras neurais. In vitro, o 

glutamato não é tóxico para as células presentes nas neuroesferas, mesmo em 

concentrações que seriam tóxicas para neurônios e oligodendrócitos. 

Surpreendentemente, o glutamato estimulou a proliferação dessas células e ainda 

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

A resposta hipocampal ao evento hipóxico-isquêmico também já foi avaliada, 

havendo um aumento na neurogênese que ocorre normalmente na zona subgranular 

do giro denteado do hipocampo. Com dois dias de recuperação, houve um aumento 

do número de células proliferativas no giro denteado ipsilateral à isquemia. Com 35 

dias de recuperação, podiam ser vistos novos neurônios formados em resposta à 

lesão (Bartley et al., 2005). Outro estudo, no entanto, falhou em encontrar uma maior 
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formação de novos neurônios no hipocampo de animais P9 submetidos à hipóxia-

isquemia (Qiu et al., 2007). 

Esse potencial regenerativo endógeno pode ser manipulado, numa tentativa 

de aumentar a eficiência do processo de formação de novos neurônios. Já foi 

demonstrado, por exemplo, que a injeção intracerebroventricular do fator de 

crescimento de fibroblasto 2 (FGF-2, do inglês fibroblast growth factor-2) aumenta o 

número de novos neurônios formados na SVZ após a oclusão bilateral das artérias 

carótidas comuns em ratos P3 (Jin-qiao et al., 2008). No entanto, não foi avaliado se 

esse tratamento resultaria em algum benefício na recuperação funcional dos 

animais. 

Assim, as células-tronco neurais presentes tanto na SVZ como no hipocampo 

podem ser consideradas potenciais alvos terapêuticos para a regeneração do SNC 

após uma lesão hipóxico-isquêmica. Novas estratégias devem ser testadas no 

sentido de aumentar a sobrevivência e a integração dessas novas células. Deve-se 

também procurar novas formas de indução da diferenciação nos subtipos neuronais 

apropriados e necessários para a regeneração e recuperação funcional após a 

lesão.  

 

1.9   Potencial Terapêutico das Células do Sangue de Cordão Umbilical 

Humano: 

O sangue de cordão umbilical humano é considerado uma fonte importante de 

células-tronco hematopoiéticas, responsáveis pela formação dos diversos tipos 

celulares encontrados na circulação sanguínea e, recentemente, vem sendo usado 
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como uma nova opção aos transplantes de medula óssea. O primeiro transplante 

realizado com sucesso, reportado por Gluckman em 1989, ocorreu na França, em 

um paciente com anemia de Fanconi. Desde então, milhares de transplantes já 

foram realizados e já existem bancos públicos, que armazenam células de sangue 

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

Em um estudo comparando o número de células-tronco/progenitoras 

hematopoiéticas (que, em humanos, expressam o marcador CD34) no sangue de 

cordão umbilical e no sangue periférico imediatamente após o nascimento de 

crianças a termo, foi demonstrado que existe um maior número de células CD34+ no 

sangue de cordão umbilical (Kim et al., 2007).  Nas primeiras 2-6 horas de vida, há 

uma redução de cerca de 30% no número de células CD34+ no sangue periférico, 

possivelmente por ocorrer a migração dessas células para a medula óssea (Li et al., 

2001). Além disso, existe uma relação inversamente proporcional entre a idade 

gestacional e o número de células CD34+ no sangue de cordão umbilical. Parto 

cesário, sexo masculino e maior peso ao nascer, por sua vez, se associam a um 

maior número de células CD34+ (Jan et al., 2008). 

Além das células-tronco/progenitoras hematopoiéticas, o sangue de cordão 

umbilical humano apresenta outras populações celulares com um possível potencial 

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

Cordão Umbilical: 

No sangue do cordão umbilical, além das células-tronco hematopoiéticas, 

podemos encontrar também uma população de células-tronco/progenitoras 

mesenquimais (MSC, do inglês mesenchymal stem cells), ou células-

tronco/progenitoras estromais, capazes de dar origem a células do mesoderma 

normalmente encontradas na medula óssea: adipócitos, condrócitos e osteoblastos 

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

Na medula óssea, estas células residem em nichos perivasculares, 

apresentando um papel na regulação da hematopoiese, expressando fatores 

envolvidos na regulação das células tronco hematopoiéticas, como angiopoietina e a 

quimiocina SDF-1 (fator derivado de estroma 1, do inglês stromal-derived factor-1; 

da Silva Meirelles et al., 2008). MSC quando transplantadas no espaço subcutâneo 

de animais imunodeficientes, formam ossículos nos quais se desenvolve um sistema 

de sinusóides. Após 8 semanas, células tronco/progenitoras hematopoiéticas 

circulantes colonizam estes ossículos, formando um nicho hematopoiético ectópico 

que apresenta uma composição celular semelhante à medula óssea. Em contraste, 

o transplante de osteoblastos é capaz de formar ossos ectópicos que não dão 

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

A purificação de MSC pode ser feita com base em critérios estabelecidos pela 

Sociedade Internacional de Terapia Celular. De acordo com esses critérios, as MSC 

são aderentes ao plástico 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), 

CD79α (ou CD19) e HLA classe II. Por fim, devem ser capazes de se diferenciar in 

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

Além da medula óssea e do sangue de cordão umbilical, as MSC podem ser 

derivadas e expandidas in vitro de praticamente todos os órgãos, incluindo cérebro, 

baço, fígado e vasos sanguíneos (da Silva Meirelles et al., 2006). Já no sangue 

periférico de adultos, estas células estão presentes em baixíssimo número, sendo 

difícil sua purificação. No entanto, algumas situações podem mobilizá-las para a 

circulação. Em ratos adultos submetidos a um protocolo de hipóxia crônica por 3 

semanas, houve um aumento de 15 vezes no pool de MSC presentes no sangue 

periférico (Rochefort et al., 2006). 

No sangue de cordão umbilical não 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 cordão umbilical a termo. 

Neste estudo, as células eram semelhantes em morfologia e expressavam os 

mesmos marcadores que MSC obtidas da medula óssea e de tecido adiposo 

humano, embora proliferassem mais e apresentassem uma maior capacidade de 

expansão in vitro, podendo ser cultivadas por um número maior de passagens (Kern 

et al., 2006). Apesar de serem encontradas em baixas quantidades no sangue de 

cordão umbilical humano, podem ser rapidamente expandidas in vitro, mantendo a 

capacidade de diferenciação em osteoblastos, condroblastos e adipócitos mesmo 

após várias 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 

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

Alguns estudos sugeriram que as MSC seriam bastante plásticas, podendo 

ser induzidas a se diferenciar em diferentes tipos celulares, incluindo neurônios, 

astrócitos e cardiomiócitos, in vitro e in vivo. No entanto, a maioria desses trabalhos 

se baseou principalmente na morfologia e na expressão de antígenos para 

caracterizar as células diferenciadas. Recentemente foi demonstrado que um dos 

protocolos utilizados para a transdiferenciação de MSC em neurônios, utilizando 

compostos químicos, leva em poucas horas à aquisição de uma morfologia neuronal 

e à expressão de proteínas neuronais. No entanto, estas células não possuíam 

propriedades funcionais de neurônios, ou seja, não apresentavam correntes de Na+ 

ou K+, nem eram capazes de apresentar potenciais de ação. Além disso, 50% das 

células expressava marcadores indicativos de apoptose 24 horas após o tratamento 

(Barnabé et al., 2009). 

Uma característica interessante dessas células é sua capacidade de migração 

para tecidos isquêmicos. MSC, quando injetadas sistemicamente em modelos de 

oclusão da artéria cerebral média em ratos, migram para a área isquêmica e essa 

migração depende da interação da quimiocina SDF-1 com seu receptor CXCR4 

(receptor 4 de quimiocina CXC, do inglês chemokine (C-X-C motif) receptor 4). O 

pré-tratamento com um antagonista específico do receptor CXCR4 é capaz de evitar 

a migração dessas células para as áreas com lesão. Além disso, a expressão de 

CXCR4 aumenta nas MSC submetidas à hipóxia (Wang et al., 2008). 
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Diversos grupos já demonstraram que essas células apresentam um efeito 

terapêutico 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 óssea quando injetadas em um 

modelo de isquemia focal levam a um melhor desempenho dos animais tratados em 

um teste motor, quando injetadas 24 horas após a lesão, mas não quando injetadas 

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

MSC obtidas do tecido adiposo e cultivadas in vitro secretam uma grande variedade 

de fatores tróficos, como IGF-1 (de crescimento semelhante a insulina I; do inglês 

insulin like growth factor I), HGF (fator de crescimento de hepatócitos, do inglês 

hepatocyte growth factor) e VEGF (fator de crescimento endotelial vascular, do 

inglês vascular endothelial growth factor). Para testar o potencial neuroprotetor 

desse conjunto de fatores em um modelo de hipóxia-isquemia neonatal, o meio 

condicionado obtido a partir do cultivo dessas células foi injetado 1 hora antes ou 24 

horas após a indução da lesão, através da veia jugular. Tanto o pré-tratamento como 

a injeção tardia resultaram em uma redução da lesão no tálamo, córtex, hipocampo 

e estriado, bem como em um melhor desempenho no labirinto aquático de Morris. 

Quando o meio condicionado foi incubado com anticorpos anti-BDNF (fator 

neurotrófico derivado do cérebro, do inglês brain-derived neurotrophic factor) ou anti-

IGF-1 por 30 minutos e injetado 1 hora antes da hipóxia-isquemia, o efeito 

neuroprotetor foi um pouco reduzido, embora não totalmente. Dessa forma é 

possível que o efeito neuroprotetor seja um resultado da ação de diferentes fatores 

presentes no meio e não de um único fator (Wei et al., 2008). 
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Além disso, algumas evidências indicam que a inflamação pode induzir a 

expressão de fatores tróficos por MSC humanas. Nesse sentido, a exposição à 

citocina TNF-α aumenta a produção de VEGF, HGF e IGF-1 por estas células, in 

vitro (Wang et al., 2006). 

As MSC humanas obtidas do sangue de cordão umbilical já foram 

transplantadas em um modelo de oclusão da artéria cerebral média em cães. As 

células foram injetadas na artéria basilar, 1 dia após a lesão. O tratamento resultou 

em um menor volume de lesão e em uma recuperação funcional mais rápida do que 

nos animais que receberam salina. Muitas células puderam ser encontradas no 

cérebro dos animais tratados, principalmente na proximidade de vasos sanguíneos, 

até 4 semanas após o transplante, expressando os fatores tróficos VEGF e BDNF 

(Chung et al., 2009). 

Além de um possível efeito parácrino, através da liberação de fatores 

neurotróficos, as MSC apresentam também um efeito imunomodulador, o qual foi 

descrito a partir da observação de que essas células suprimem a proliferação de 

linfócitos T in vitro. Posteriormente, foi verificado que esse efeito envolve a interação 

de MSC com praticamente todas as células do sistema imune inato e adaptativo 

(Uccelli et al., 2008).  

Este efeito imunomodulador já foi também demonstrado após a injeção intra-

hipocampal de MSC em um modelo de isquemia global transiente em animais 

adultos. Nesse estudo, após observarem um efeito neuroprotetor e uma melhora 

funcional, os autores realizaram uma análise dos genes que tiveram sua expressão 

modulada pelo tratamento. Foram encontrados 3 genes com a expressão 
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aumentada nos animais tratados, 2 deles envolvidos em neuroproteção: o gene da 

lisozima e o gene Ym1 (ou Chi3l3, do inglês chitinase 3-like 3), o qual é expresso por 

células microgliais e por macrófagos. Além disso, 65 genes tiveram sua expressão 

reduzida após o tratamento, 19 deles envolvidos em respostas do sistema imune. De 

especial interesse foi a redução da expressão de 12 genes responsivos ao IFN. 

Além disso, foi observado um aumento dos níveis do fator trófico IGF-1 e um 

aumento da razão IL-4/IFN-γ e IL-4/TNF-α, indicando um efeito anti-inflamatório no 

hipocampo dos animais tratados. Também foi demonstrado que a expressão de IGF-

1 e Ym1 ocorria nas células microgliais, mas não nas células transplantadas, 

indicando que houve uma alteração do fenótipo das células microgliais após o 

tratamento (Ohtaki et al., 2008). 

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

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

MSC humanas obtidas da medula óssea de pacientes submetidos a cirurgias 

ortopédicas foram injetadas 72 horas após a lesão, resultando em uma melhora dos 

déficits sensorimotores avaliados pelo teste do cilindro. No entanto, não houve 

redução do volume de lesão nos animais tratados. As células injetadas foram 

encontradas em ambos os hemisférios, expressando principalmente marcadores de 

astrócitos e microglia/macrófagos, 6 semanas após o transplante (Lee et al., 2009). 

Em outro estudo, MSC murinas, também injetadas 72 horas após a lesão, 

intensificaram a capacidade regenerativa endógena do cérebro, aumentando a 

formação de novos neurônios e oligodendrócitos no hemisfério ipsilateral à isquemia. 

Um efeito anti-inflamatório também foi sugerido, já que houve uma redução na 
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proliferação de células microgliais no córtex dos animais tratados (van Velthoven et 

al., 2009). 

No entanto, MSC obtidas do sangue de cordão umbilical humano ainda não 

foram testadas em modelos de hipóxia-isquemia neonatal.  

Uma desvantagem no uso de MSC para um transplante autólogo é o longo 

tempo necessário para seu isolamento e expansão in vitro. Assim, uma possível 

terapia utilizando essa população celular do sangue de cordão umbilical da própria 

criança não poderia ser realizada na primeira semana de vida, o que pode 

representar a perda da janela terapêutica para a neuroproteção. No entanto, talvez 

essas células ainda possam apresentar um efeito imunomodulador ou estimular 

processos regenerativos mesmo quando injetadas na fase subaguda da 

encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal. 

 

1.9.2 Células Progenitoras Endoteliais do Sangue de Cordão 

Umbilical: 

A formação de novos vasos pode ocorrer através de dois processos: 

vasculogênese e angiogênese. Vasculogênese é um processo que ocorre durante o 

desenvolvimento embrionário, no qual novos vasos são formados a partir de células 

progenitoras endoteliais. Resumidamente, esse processo ocorre através da 

formação de agrupamentos de células, chamados de ilhotas sanguíneas, nos quais 

as células progenitoras endoteliais estão 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 fusão dessas ilhotas 
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resultam na formação de uma rede de capilares. Já o processo de angiogênese 

ocorre através da formação de novos capilares através de células endoteliais 

maduras. A ativação de células endoteliais, a ruptura da membrana basal e a 

migração das células endoteliais para o interstício iniciam o processo, que se 

completa pela proliferação das células endoteliais, o recrutamento de pericitos e a 

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

Células progenitoras endoteliais e células-tronco hematopoiéticas são 

formadas a partir de um precursor comum, o hemangioblasto, e expressam alguns 

antígenos em comum. Utilizando os antígenos CD34, KDR e CD133, que são 

expressos tanto nas células-tronco hematopoiéticas como nas células progenitoras 

endoteliais embrionárias, é possível isolar da fração 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 está ocorrendo angiogênese, (Murohara et al., 2001; 

Eguchi et al., 2007). Desde a descoberta dessas células circulantes em adultos, o 

conceito de que a vasculogênese seria um fenômeno restrito ao desenvolvimento 

embrionário vem sendo revisado. Acredita-se que estas células circulariam pelo 

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

cicatrização de pequenas lesões na pele ou em mucosas. 

No entanto, em 2005 um grupo questionou o papel de células provenientes da 

medula óssea como progenitores endoteliais no SNC. Nesse artigo, células 

expressando a proteína verde fluorescente GFP (do inglês green fluorescent 

protein), provenientes da medula óssea, eram encontradas nas proximidades de 

vasos do SNC de camundongos normais. Nenhuma dessas células expressava 



38 

 

marcadores de células endoteliais. Encontravam-se em uma localização 

subendotelial, apresentando uma morfologia típica de microglia (sendo possível 

marcar essas células com uma lectina) ou uma morfologia alongada. Possuíam 

também alguns vacúolos intracitoplasmáticos que expressavam CD31, o que sugere 

que essas células fagocitam células endoteliais (Galimi et al., 2005). Assim, 

podemos acreditar que existe uma população celular na medula óssea e 

possivelmente no sangue de cordão umbilical, responsável pelo remodelamento de 

vasos no SNC através da fagocitose de células endoteliais, em condições 

fisiológicas, cujo papel no cérebro após um episódio de isquemia é ainda 

desconhecido. Esse trabalho, entretanto, não exclui a possibilidade de haver um 

progenitor endotelial com atuação fora do SNC ou que atue apenas após uma 

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

Recentemente, estudos isolando células progenitoras endoteliais do sangue 

de cordão umbilical humano demonstraram que tais células possuem um potencial 

de diferenciação in vivo e in vitro, semelhante ao das células obtidas a partir do 

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

 

1.9.3 Linfócitos do Sangue de Cordão Umbilical: 

Diversos estudos demonstraram que os linfócitos presentes no sangue de 

cordão umbilical humano apresentam diversas diferenças em relação aos linfócitos 

presentes no sangue de indivíduos adultos. Foi demonstrado, por exemplo, que 

linfócitos T do sangue de cordão umbilical são hiporesponsivos a estímulos que 
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ativam receptores C1q, resultando numa produção diminuída de IFN-γ, em relação 

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

Linfócitos T regulatórios (Treg) são células caracterizadas por expressarem os 

antígenos CD4, CD25 e Foxp3, constituindo cerca de 5-15% da população de 

linfócitos T CD4+, ou seja, cerca de 1-2% das células do sangue periférico adulto. 

Quando ativadas, são capazes de suprimir a proliferação e a produção de citocinas 

por células T CD4+ e CD8+ efetoras. A principal função das células Treg é evitar o 

desenvolvimento de autoimunidade. Animais com mutações no gene Foxp3 (que 

resultam em células Treg disfuncionais) apresentam diversos sintomas relacionados 

à autoimunidade, os quais se assemelham aos sintomas apresentados por pacientes 

com a síndrome IPEX (desregulação imune, poliendocrinopatia, enteropatia ligada 

ao X, do inglês immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked), 

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

Em fetos, as células Treg apresentam um papel importante em suprimir uma 

reação 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 cordão umbilical são mais facilmente isoladas do que as 

presentes no sangue periférico adulto. Isso ocorre porque no sangue periférico 

adulto existe uma população de células de memória que são CD25dim, de forma que 

mesmo nas populações de células Treg do sangue periférico adulto separadas por 

citometria de fluxo, existe uma contaminação com células T de memória. Já no 

sangue de cordão umbilical, uma população mais pura de células Treg pode ser 

separada mais facilmente, mesmo através de técnicas mais simples, como a 
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purificação através do sistema MACS (do inglês magnetic cell sorting purification). 

Foi também demonstrado que células Treg do sangue de cordão 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 

produção da citocina anti-inflamatória IL-10 e dependa do contato célula-célula, foi 

mostrado que células Treg apresentam um papel anti-inflamatório dependente da 

liberação de IL-10 em um modelo de acidente vascular cerebral, resultando em um 

efeito neuroprotetor (Liesz et al., 2009). 

O sangue de cordão umbilical representa, portanto, uma fonte importante de 

células Treg, que podem ser facilmente purificadas e que apresentam um potencial 

anti-inflamatório e neuroprotetor significativo. 

 

1.9.4 Monócitos do Sangue de Cordão Umbilical: 

Na maioria das espécies, incluindo invertebrados como a Drosophila, o 

sistema imune inato é composto de um braço humoral, que consiste de peptídeos 

antimicrobianos e opsoninas, e um braço celular, que é formado por células 

especializadas chamadas de fagócitos. Estes, são células capazes de internalizar e 

digerir bactérias e outras células, remover compostos tóxicos e produzir mediadores 

inflamatórios capazes de matar bactérias, vírus e parasitas, bem como de ativar 

outros tipos celulares. Dentre as células do braço celular do sistema imune inato, 

encontramos os monócitos que representam cerca de 10% dos leucócitos no sangue 
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periférico humano. Em mamíferos, além de contribuir para a homeostase através da 

fagocitose de células apoptóticas e da remoção de substâncias tóxicas, os 

monócitos também representam um elo entre o sistema imune inato e o sistema 

imune adaptativo. Além disso, representam uma reserva sistêmica de precursores 

mielóides, capazes de originar macrófagos teciduais e células dendríticas 

apresentadoras de antígenos. 

Os monócitos humanos podem ser identificados pela expressão de CD115 e 

do receptor de quimiocina CX3CR1 (receptor 1 de quimiocina C-X3-C, do inglês 

chemokine (C-X3-C motif) receptor 1). Quando estimulados, podem produzir 

espécies reativas de oxigênio, óxido nítrico, prostaglandinas, enzimas proteolíticas, 

diversas citocinas e VEGF. São células apresentadoras de antígenos, embora sejam 

muito menos eficientes do que as células dendríticas. Três populações de monócitos 

humanos podem ser definidas, a partir da expressão de CD14 e CD16 

(CD14+CD16−, CD14+CD16+ e CD14dimCD16+). Os monócitos CD14+CD16- 

representam cerca de 80-90% dos monócitos do sangue e expressam altos níveis 

do receptor CCR2 (receptor 2 de quimiocina C-C, do inglês chemokine (C-C motif) 

receptor 2) e baixos níveis de CX3CR1. Em resposta ao LPS (lipopolissacarídeo), 

produzem principalmente a citocina anti-inflamatória IL-10, ao invés das citocinas IL-

1 e TNF-α. Já os monócitos CD16+ expressam altos níveis de CX3CR1 e baixos 

níveis de CCR2, produzindo TNF-α quando estimulados com LPS, sendo por isso 

chamados de monócitos inflamatórios. Estes, por sua vez, podem ser divididos em 

duas subpopulações: monócitos CD14+CD16+, que também expressam os 

receptores Fc CD64 e CD32, apresentam atividade fagocítica e são os responsáveis 

pela produção de TNF-α e IL-1, e monócitos CD14dimCD16+, que não expressam 



42 

 

outros receptores Fc, são pouco fagocíticos e não produzem TNF-α e IL-1 em 

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

Os monócitos do sangue de cordão umbilical apresentam diferenças em 

relação aos monócitos do sangue periférico adulto. Após uma estimulação com LPS, 

foram encontrados 168 genes expressos de forma diferente nessas duas 

populações, sendo que 159 deles apresentavam a expressão aumentada nos 

monócitos adultos (Lawrence et al., 2007). Uma das principais diferenças entre 

monócitos adultos e neonatais está relacionada à apresentação de antígenos. Em 

um estudo que avaliou o processamento e a apresentação de antígenos MHC-II 

(complexo principal de histocompatibilidade classe II, do inglês major 

histocompatibility complex class II), foi demonstrado que monócitos do sangue de 

cordão umbilical geraram uma menor ativação de linfócitos T do que monócitos do 

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

Além disso, a idade gestacional também está relacionada à função dos 

monócitos. Monócitos obtidos do sangue de cordão umbilical de crianças nascidas 

com 30 semanas ou menos de gestação apresentaram uma menor resposta quando 

estimulados por LPS do que monócitos de crianças nascidas com mais de 30 

semanas (Pérez et al., 2010).  

Por fim, o tipo de parto também pode induzir a ativação dos monócitos, de 

forma que monócitos obtidos do sangue de cordão de crianças nascidas de parto 

vaginal apresentaram uma maior expressão de TLR-2 e TLR-4 (receptores toll-like 2 

e 4, respectivamente) do que os monócitos obtidos de crianças nascidas de parto 

cesário (Shen et al., 2009). 
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Recentemente foi demonstrado que o transplante de células mononucleares 

do sangue de cordão umbilical humano resultou em melhora da função neurológica 

em um modelo de oclusão da artéria cerebral média em ratos adultos. Para 

descobrir quais populações celulares contribuíram para o efeito observado, os 

autores trataram outros quatro grupos de animais com a fração mononuclear 

depletada de monócitos CD14+, linfócitos-T, linfócitos-B ou células CD133+. Os 

animais tratados com a fração mononuclear depletada de monócitos CD14+ não 

apresentaram melhora, quando comparados aos outros grupos, demonstrando que 

estes monócitos são indispensáveis para os efeitos terapêuticos observados após o 

transplante de células mononucleares do sangue de cordão umbilical (Sanberg et 

al., 2009). 

Em camundongos, duas populações de monócitos foram identificadas. Os 

monócitos inflamatórios expressam o antígeno Ly6c (Gr1+), o receptor CCR2 e a 

molécula de adesão L-selectina, apresentando semelhanças em relação aos 

monócitos CD14+CD16- humanos. Já os monócitos residentes não expressam a 

proteína Ly6c (Gr1-), apresentam uma maior expressão do receptor CX3CR1 e da 

integrina LFA-1, mas não expressam CCR2 e L-selectina, sendo semelhantes aos 

monócitos CD14dimCD16+ humanos. Os monócitos residentes patrulham os vasos 

sanguíneos e são os primeiros a extravasar para os tecidos, sendo responsáveis 

pela produção de TNF-α nas primeiras duas horas após uma infecção e 

posteriormente se diferenciando em macrófagos. Já os monócitos inflamatórios 

infiltram os tecidos mais tarde, após uma infecção, e se diferenciam em células 

dendríticas inflamatórias (Auffray et al., 2007). 
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Em um modelo de infarto agudo do miocárdio foi observada uma mobilização 

de monócitos inflamatórios para o sangue periférico e posteriormente para o 

miocárdio isquêmico. Estes monócitos inflamatórios apresentaram um papel 

proteolítico, fagocítico e pró-inflamatório. Em seguida, ocorreu a mobilização de 

monócitos residentes circulantes, que expressam VEGF e apresentaram um papel 

na regeneração e no reparo tecidual, promovendo a angiogênese, o acúmulo de 

miofibroblastos e o depósito de colágeno. Além disso, a migração dos monócitos 

inflamatórios para o miocárdio isquêmico não ocorreu na ausência de CCR2, 

enquanto a migração dos monócitos residentes não ocorreu na ausência do receptor 

CX3CR1, demonstrando que a migração desses monócitos é regulada por diferentes 

quimiocinas (Nahrendorf et al., 2007). 

 

1.9.5 Transplante de Células Mononucleares do Sangue de 

Cordão Umbilical em Modelos de Hipóxia-Isquemia 

Neonatal: 

O primeiro estudo a testar o transplante de células mononucleares de cordão 

umbilical humano em um modelo animal de hipóxia-isquemia neonatal, publicado em 

2006, encontrou evidências de que os animais tratados apresentaram um melhor 

desempenho motor. Nos animais tratados, a distância entre os passos (na pata 

contralateral ao hemisfério que sofreu a isquemia) foi semelhante a dos animais 

controle e maior que a dos animais hipóxico-isquêmicos que receberam uma injeção 

de salina. O transplante foi feito através de uma injeção intraperitoneal de 107 

células, 24 horas após a hipóxia. Utilizando um anticorpo anti-HLA-DR (anti-antígeno 
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leucocitário humano-DR), um número grande de células foi encontrado no hemisfério 

ipsilateral à isquemia, 13 dias após o transplante. No entanto, não houve indícios de 

diferenciação dessas células em astrócitos ou neurônios (Meier et al., 2006). 

Em 2009, mais dois trabalhos foram publicados utilizando o mesmo modelo 

animal de hipóxia-isquemia neonatal, porém com pequenas alterações 

metodológicas.  

Em um dos estudos foi realizado o transplante de um número pequeno de 

células (1,5 x 104) na veia jugular, 7 dias após a indução da hipóxia-isquemia. Os 

animais tratados apresentaram uma menor assimetria no uso das patas dianteiras e 

uma melhor coordenação motora do que os animais que receberam uma injeção de 

veículo. Foi também demonstrado que o transplante aumentou a plasticidade 

sináptica no hipocampo ipsilateral à isquemia (Yasuhara et al., 2009). 

No segundo estudo foram transplantadas 1 x 107 células por via intravenosa, 

24 horas após a hipóxia-isquemia. Poucas células foram encontradas 24 horas, 1 

semana ou 3 semanas após o transplante. Além disso, nenhum efeito benéfico 

associado ao tratamento foi verificado no labirinto aquático de Morris, que avalia o 

aprendizado e a memória espacial. Também não foram verificadas alterações no 

volume do infarto nos animais tratados (de Paula et al., 2009). No entanto, o 

protocolo utilizado por esse grupo (com 120 minutos de hipóxia) causa uma lesão 

bastante grave. É possível que o efeito terapêutico verificado pelos outros 2 grupos 

possa não ocorrer em casos severos de hipóxia-isquemia. 

Dessa forma, o sangue de cordão umbilical humano contém diferentes 

populações celulares que podem contribuir para um efeito terapêutico após a 
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hipóxia-isquemia neonatal. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse efeito 

ainda não foram identificados. Além disso, o momento em que as células foram 

transplantadas nesses trabalhos (24 horas ou 7 dias após a lesão) talvez tenha sido 

muito tarde para promover um efeito neuroprotetor. 

Trabalhos recentes indicam que a janela terapêutica para mecanismos de 

neuroproteção é bastante curta. Tratamentos neuroprotetores iniciados com um 

atraso de algumas horas após a lesão apresentam um efeito apenas na morte 

neuronal secundária, mas não salvam a maioria dos neurônios afetados no centro 

da lesão. Como os trabalhos clínicos mais recentes apontam que a lesão hipóxico-

isquêmica ocorre poucas horas antes do parto, um possível tratamento 

neuroprotetor deve, portanto, ser instituído nas primeiras horas após o nascimento. 

Nesse sentido, o tratamento com hipotermia é eficaz apenas quando realizado nas 

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

Como a coleta e a separação da fração mononuclear é um procedimento 

simples que pode ser realizado imediatamente após o nascimento da criança, a 

realização do transplante 3 horas após o nascimento é exequível e poderia ser 

aplicada na prática clínica. 

Esse trabalho tem como o objetivo avaliar o possível efeito terapêutico das 

células da fração mononuclear do sangue de cordão umbilical quando 

transplantadas precocemente, 3 horas após a lesão, identificando os possíveis 

efeitos do tratamento na morte neuronal e na inflamação. 
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2 OBJETIVOS: 

 

Nesse estudo investigamos o possível papel terapêutico das células da fração 

mononuclear do sangue de cordão umbilical humano no desenvolvimento pós-natal 

do SNC de ratos submetidos ao modelo de hipóxia-isquemia neonatal de Rice-

Vannucci. 

 

2.1    Objetivos Específicos: 

 

 Avaliar a migração para o SNC das células injetadas sistemicamente em um 

modelo de hipóxia-isquemia neonatal. 

 Usando esse modelo, analisar o efeito da terapia celular: 

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

2) na ativação da enzima caspase-3 no córtex e no estriado; 

3) na ativação de astrócitos no hemisfério ipsilateral à isquemia; 

4) na ativação de células microgliais no córtex, no estriado, na cápsula 

externa e na zona subventricular 

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

precipício e de geotaxia negativa 

 

 Avaliar a resposta da medula óssea à hipóxia-isquemia neonatal 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS: 

 

3.1   Animais: 

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

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

respeitando-se os princípios estabelecidos pela Comissão de Avaliação da 

Utilização de Animais em Pesquisa, do Centro de Ciências da Saúde (CAUAPE-

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

experimento está indicado na tabela 4. 

Tabela 4: Número de animais utilizados em cada experimento: 

Experimento 
Falso-

operados 
HI + 

veículo 
HI + 

células 
Total Eutanásia em 

Análise dos reflexos 
Neonatais e do Peso 

Corporal 
30 25 31 86 P21 

Análise quantitativa 
da morte celular 

(caspase-3 
ativada/Fluoro-Jade 

C) 

0 5/6 6/7 13 P9 

Análise quantitativa 
da ativação da 

microglia 
0 9 9 18 P14 

Análise da gliose 
reativa 

(imunoblotting) 
0 5 4 9 P14 

Análise da resposta 
da medula óssea 

6 6 0 12 P9 e P14 

Total 36 51 51 138  
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3.2   Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

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

Vannucci (Vannucci et al., 1999). 

Inicialmente, os animais foram anestesiados com o anestésico inalatório 

sevoflurano (Sevorane, Abbot) e submetidos a uma cirurgia para exposição e 

oclusão da artéria carótida comum direita utilizando material cirúrgico estéril. Após 

as medidas de assepsia com álcool 70%, foi feita uma incisão cervical anterior de 

aproximadamente 0,5 cm com uma lâmina de bisturi, seguida da dissecção da 

região paratraqueal direita, com afastamento do músculo esternocleidomastoideo, 

utilizando pinças curvas. A artéria carótida comum direita foi, então, visualizada e 

separada da veia que a acompanha e do nervo vago, sendo posteriormente ocluída 

permanentemente através da ligadura com fio de seda 6-0 em dois pontos. Não foi 

realizada sutura da pele, para evitar rejeição pela mãe, havendo boa cicatrização por 

segunda intenção. Este procedimento cirúrgico tem duração de cerca de 5-10 

minutos. 

Após duas horas de recuperação sob luz quente, afastados da mãe, os 

animais foram expostos a um ambiente de hipóxia, com oxigênio a 8%, balanceado 

com nitrogênio a 92%, por noventa minutos. Este ambiente consiste num kitasato de 

500 ml, submerso em banho-maria a 37° C. Sua entrada lateral está ligada a um 

cilindro contendo a mistura de oxigênio na concentração 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 saída dos gases. Denominamos esse aparato de câmara de 
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hipóxia. Após um período de 15 minutos de recuperação sob luz quente, os animais 

foram devolvidos para a gaiola de sua mãe. 

 

3.3 Isolamento de células da fração mononuclear do sangue de cordão 

umbilical humano: 

O sangue de cordão umbilical humano foi obtido a partir de uma colaboração 

com o Professor Dr. Laudelino Marques Lopes, diretor do Centro Pré-Natal de 

Diagnóstico e Tratamento da Clínica Perinatal Laranjeiras (Rio de Janeiro). Foi 

recolhido de recém-nascidos a termo (idade gestacional entre 25 e 40 semanas), de 

ambos os sexos, saudáveis, cujas mães 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 

após o parto, em bolsas contendo citrato fosfato dextrose adenina (citrato de sódio 

2,63%, ácido cítrico 0,299%, sódio bifosfato 0,222%, adenina 0,0275% e dextrose 

3,19%; JP Indústria Farmacêutica) por profissionais da equipe médica da 

maternidade. O sangue foi armazenado por no máximo 24 horas, a 4°C, antes de 

ser manipulado para separação celular. 

As células da fração mononuclear foram separadas através de um gradiente 

de densidade obtido com uma solução isotônica de metrizoato de sódio Ficoll-

PaqueTM Plus (GE Healthcare). O sangue foi passado para tubos de 50ml e foi 

realizada a centrifugação por 30 minutos a 1300G. Em seguida, após a remoção do 

sobrenadante, o sangue foi diluído (volume 1:1) em salina tamponada em tampão 

fosfato 10 mM (PBS – NaCl 0,13 M, Na2HPO4.7H2O 0,007 M e NaH2PO4 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 diluído em PBS sobre o Ficoll, formando duas fases 

distintas. Foi realizada uma nova centrifugação por 30 minutos a 1200G, sem 

frenagem, entre 18 e 25o C. Após a centrifugação o halo branco que contém as 

células mononucleadas, localizado na interface entre as duas fases formadas 

durante a centrifugação, foi recolhido e as células foram lavadas duas vezes com 

PBS para retirada dos resíduos de Ficoll. Após as lavagens, foi feita a quantificação 

do número de células vivas utilizando um hemocitômetro pela técnica de exclusão 

de Azul de Tripan 4%. Após a contagem, as células foram novamente centrifugadas 

e ressuspendidas em plasma obtido do próprio sangue de cordão e 5% de DMSO 

(dimetilsulfóxido). Após 15 minutos em gelo, as células foram congeladas e 

armazenadas em nitrogênio líquido. Todo o procedimento foi realizado em condições 

estéreis em uma capela de fluxo laminar. 

 

3.4   Marcação e Transplante das Células: 

As células foram rapidamente descongeladas, sendo rapidamente 

mergulhadas em um banho-maria a 37° C. Logo após centrifugação e 3 lavagens 

com PBS, foram ressuspendidas em meio DMEM-F12 (do inglês Dulbccol’s Modified 

Eagle Media, Invitrogen). Antes da injeção, foi feita novamente a quantificação do 

número de células vivas com Azul de Tripan 4%. Após nova centrifugação, foram 

ressuspendidas em DMEM-F12, em volume necessário para se obter a densidade 

de 2 x 106 células por 100 µL de meio. 
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Para alguns experimentos, antes de serem injetadas as células foram coradas 

com o traçador fluorescente CellTraceTM Far Red DDAO-SE (Invitrogen), um 

marcador fluorescente, que se liga a aminas primárias, não-tóxico para as células, 

permanecendo nas células por pelo menos 3 semanas. Para isso, as células foram 

incubadas por 40 minutos em uma solução de Cell Trace 1:1000, diluído em meio 

DMEM-F12, em estufa de mistura ar/CO2 a 37o C. As células, foram a seguir 

centrifugadas, lavadas três vezes em PBS, centrifugadas novamente e 

ressuspendidas em DMEM-F12. 

Três horas após saírem da câmara de hipóxia, os animais receberam o 

transplante celular, que foi realizado por via intraperitoneal, administrando 

lentamente 100 μl da solução contendo 2 x 106 células em meio DMEM-F12, 

utilizando uma seringa com uma agulha 30G. Outro grupo de animais foi submetido 

ao mesmo procedimento, três horas após a retirada da câmara de hipóxia, 

recebendo uma injeção intraperitoneal de 100 μL de DMEM-F12, sem células. 

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

15 minutos, até serem devolvidos para a mãe. 

A escolha da dose utilizada nesse trabalho se baseou em um estudo de 

Vendrame e colaboradores que demonstrou uma melhora funcional, assim como 

uma redução da área infartada apenas nos animais adultos que receberam a injeção 

sistêmica de mais de 106 células mononucleares de sangue de cordão umbilical 

humano após a oclusão da artéria cerebral média. Além disso, o grupo que recebeu 

uma injeção de 3 x 107 células apresentou a maior recuperação 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 106 células (aproximadamente 1,5 x 105 

células/g de peso corporal). 

 

3.5   Grupos de Estudo: 

No oitavo dia de vida pós-natal (P7), as ninhadas foram padronizadas quanto 

ao número de animais por mãe, de forma a não haver diferenças relacionadas à 

nutrição dos filhotes e aos cuidados maternos. Assim, cada mãe teve sua ninhada 

reduzida a um número entre 5 e 8 animais. 

Os animais foram divididos em três diferentes grupos experimentais: 

 Grupo Controle (animais falso-operados):  

Os animais foram anestesiados com o anestésico sevoflurano e submetidos a 

uma cirurgia para exposição da artéria carótida comum direita utilizando material 

cirúrgico estéril. Após assepsia com álcool 70%, foi feita uma incisão cervical 

anterior de aproximadamente 0,5 cm com lâmina de bisturi, seguida da dissecção da 

região paratraqueal direita, com afastamento do músculo esternocleidomastoideo, 

utilizando pinças curvas. A artéria carótida comum direita foi, então, visualizada, 

terminando o procedimento cirúrgico. Em seguida, os animais permaneceram 

afastados da mãe por um período de 3 horas e 30 minutos, sob luz quente, ou seja, 

por um período total de afastamento materno semelhante ao dos animais dos 

demais grupos experimentais. 

 

 



54 

 

 Grupo Hipóxico-Isquêmico 1 (HI + veículo, ou animais não tratados):  

Animais submetidos ao modelo de Levine-Vanucci, recebendo uma injeção 

intraperitoneal de 100 μL de DMEM-F12, três horas após a hipóxia. 

 Grupo Hipóxico-Isquêmico 2 (HI + células, ou animais tratados):  

Animais submetidos ao modelo de Levine-Vanucci, recebendo uma injeção 

intraperitoneal de 100 μL de DMEM-F12, contendo 2 x 106 células da fração 

mononuclear do sangue de cordão umbilical humano, três horas após a hipóxia. 

 

3.6   Preparação Histológica: 

Os animais, em diferentes sobrevidas (2, 4 e 7 dias após a hipóxia-isquemia 

ou a falsa cirurgia), foram anestesiados com isoflurano e submetidos a uma perfusão 

transcardíaca, para fixação de seus tecidos, utilizando paraformaldeído 4% (em 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,4).  

Após a anestesia foi feita uma incisão mediana, estendida ao longo do 

esterno, realizando-se rapidamente um corte no diafragma do animal para levar a 

uma parada respiratória, com o animal ainda anestesiado. Foram infundidas, através 

do ventrículo esquerdo dos animais, soluções de salina 0,9%, paraformaldeído 4% e 

paraformaldeído 4% + sacarose 10%, respectivamente, mantidas em gelo. Além 

disso, o átrio direito foi cortado, para que houvesse a saída da solução que chega a 

partir das veias cavas. 
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A crioproteção foi completada com a imersão do cérebro por 24 horas em 

soluções de tampão fosfato 0,1M pH 7,4 + sacarose 20% e tampão fosfato 0,1M pH 

7,4 + sacarose 30%, respectivamente. 

O tecido foi cortado utilizando criostato, em fatias de 14 μm, em lâminas 

gelatinizadas que foram submetidas a reações de imunohistoquímica ou de 

histoquímica convencional. As lâminas foram mantidas a -20o C até serem utilizadas 

para as reações. 

 

3.7   Coloração de Cresil Violeta: 

Para a coloração de cresil violeta, as lâminas foram mergulhadas nas 

seguintes soluções, respectivamente: 

1) álcool etílico 75%, álcool 90% e álcool 100% (lavagens de 3 minutos), 

2) álcool-clorofórmio (diluição de 1:1), por 10 minutos, 

3) álcool 100%, álcool 90%, álcool 75% e água destilada (3 minutos cada), 

4) solução de cresil violeta a 40o C por 1 minuto, 

5) água destilada (3 minutos), 

6) álcool 75% diferenciador e álcool 95% diferenciador (3 lavagens rápidas), 

7) álcool 90%, álcool 100% e álcool etílico-butílico (diluição de 1:1), por 3 

minutos em cada solução, 

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

cobertas com uma lamínula. 

 

3.8 Imunohistoquímica: 

As lâminas foram lavadas três 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 sítios inespecíficos, através da incubação por 30 

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

O próximo passo foi a incubação com o anticorpo primário, por 12 horas, 

diluído em PBS (pH 7,4), em uma câmara úmida a 4° C, seguida de três lavagens 

com salina tamponada com PBS (pH 7,4) + Triton X-100 0,01%. A seguir, as lâminas 

foram incubadas por 2 horas à temperatura ambiente em câmara úmida, com um ou 

com uma combinação dos seguintes anticorpos secundários: Alexa Fluor 488 Anti-

Rabbit (1:400, Molecular Probes), Cy3-Conjugated Anti-Mouse IgM (1:1000, 

Jackson), FITC-Conjugated Anti-Mouse IgG (1:100, Capel), juntamente com o 

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

Foram lavadas por 5 minutos com PBS e incubadas por 3 minutos com 

bisbenzimida 0,1% em solução aquosa (Sigma), para marcação nuclear, nos casos 

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

Após duas lavagens com PBS, por 5 minutos cada, as lâminas foram 

montadas com o meio de montagem ppd (p-fenil-diamina, Sigma), cobertas com 

uma lamínula e analisadas utilizando os microscópios Confocal LSM 510 Meta 
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(Zeiss) ou um microcópio Axiovert 200M equipado com o sistema ApoTome (Zeiss). 

Foi utilizada a câmera AxioCam HRC para obtenção de imagens digitalizadas 

(Zeiss). 

 

3.9 Quantificação da Morte Celular: 

A morte celular foi avaliada, em animais com 2 dias de sobrevida após a 

hipóxia-isquemia neonatal, através de reação histoquímica para o corante 

fluorescente Fluoro-Jade C, que marca neurônios em degeneração (Millipore). 

Foram utilizados 3 cortes anteriores para a reação: o primeiro deles 140 µm após o 

aparecimento do ventrículo lateral e os demais respeitando uma distância de 154 µm 

entre si. O número de células Fluoro-Jade C positivas no córtex e no estriado foi 

quantificado em uma fotomicrografia obtida com uma objetiva de 20x (NA de 0,5) de 

cada região, em cada um dos 3 cortes. 

Foram também utilizados 4 cortes posteriores: o primeiro deles 140 µm após 

o aparecimento do terceiro ventrículo e os demais respeitando uma distância de 154 

µm entre si. O número de células Fluoro-Jade C positivas no córtex e nas regiões 

CA1, CA2 e CA3 do hipocampo foi quantificado em uma fotomicrografia obtida com 

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

Os cortes foram lavados com água destilada e secados na estufa a 45° C por 20-

30 min. Em seguida foram lavados por 3 min em álcool etílico 100%, por 1 min em 

álcool 70% e por 1 min em água destilada. As lâminas foram então colocadas em 

uma placa de petri mergulhadas em permanganato de potássio (KMnO4) 0,06%, sob 

agitação branda por 15 minutos, novamente lavadas por 1 min em água destilada e 
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então incubadas com a solução de Fluoro-Jade C a 0,001% (diluído em ácido 

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

Após 3 lavagens de 1 min cada em água destilada, as lâminas 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 lamínula. 

 

3.10 Análise Quantitativa da Ativação da Caspase-3: 

As células em apoptose através da via da caspase 3 foram identificadas 

através de imunohistoquímica, utilizando o anticopo primário anti-caspase 3 ativada 

(1:100, ABCAM), em animais com 2 dias de sobrevida após a hipóxia-isquemia 

neonatal.  

Foram utilizados 3 cortes para a reação: o primeiro deles 140 µm após o 

aparecimento do ventrículo lateral e os demais respeitando uma distância de 154 µm 

entre si. O número 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 reconstrução confocal de 9,25 µm no eixo z. Já no córtex 

parietal, o número 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 reconstrução confocal de 7,68 µm no eixo z. 
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3.11 Análise Quantitativa da Ativação de Células Microgliais: 

As células microgliais ativadas foram identificadas através de 

imunohistoquímica, utilizando o anticorpo primário anti-ED1 (1:100, Serotec) em 

animais com 7 dias de sobrevida após a hipóxia-isquemia neonatal. 

Foram utilizados 3 cortes para a reação: o primeiro deles 140 µm após o 

aparecimento do ventrículo lateral e os demais respeitando uma distância fixa de 

154 µm entre si. O número de células expressando o antígeno ED1 no córtex, no 

estriado, na cápsula externa e na zona subventricular foi quantificado em uma 

fotomicrografia obtida com uma objetiva de 20x (NA de 0,5) para cada região, em 

cada um dos 3 cortes. 

Também foi realizada a análise qualitativa da co-expressão dos marcadores 

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

 

3.12 Avaliação Qualitativa e Quantificação da Gliose Reativa: 

O fenômeno de gliose reativa foi avaliado de forma qualitativa através de 

imunohistoquímica para o marcador astrocitário GFAP, utilizando o anticorpo 

policlonal anti-GFAP (1:500, DAKO). A análise quantitativa da expressão 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 solução contendo tampão 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 III (Calbiochem), e permaneceu por 40 minutos no gelo. A cada 10 minutos 

o material foi agitado vigorosamente para melhor ação do tampão de lise. 

Posteriormente o material foi centrifugado a 13.000xg e o sobrenadante foi 

congelado a -80° C até a utilização. As proteínas 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 sódio (SDS-PAGE) em condições 

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

As proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham) 

usando-se as condições descritas por Towbin et al (Towbin et al., 1979) em sistema 

convencional de transferência a 200 mA por 2 horas (Bio-Rad). Nos ensaios de 

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

Após incubação por uma hora com 5% de leite desnatado (Molico®) em 

tampão de lavagem (PBS pH 7,4 com 0,05% de Tween 20 – Sigma) a membrana foi 

lavada por 15 minutos com tampão de lavagem. Em seguida a membrana foi 

incubada 12 horas a 4° C com o anticorpo primário diluído em 1% de leite desnatado 

em tampão de lavagem. Após lavagem de 15 minutos a membrana foi incubada por 

uma hora à temperatura ambiente com anticorpo secundário conjugado à 

peroxidase. Finalizando com nova lavagem de 15 minutos, o complexo formado foi 

revelado por quimioluminescência (ECL – Chemiluminescence Luminol 38 Reagente 

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

Após exposição, o filme foi revelado com revelador e fixador (Kodak). 
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Para reutilização das membranas com anticorpos primários diferentes, as 

mesmas foram lavadas por 15 minutos em tampão de lavagem e incubadas em 

banho-maria a 60o C com solução de stripping (100 mM de 2-β mercaptoetanol, 2% 

SDS e 62,5 mM de Tris-HCL pH 6,7) sob agitação constante. Em seguida as 

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

Os filmes foram digitalizados e as imagens foram analisadas pelo programa 

Image J (NIH) para determinação da densidade óptica das bandas obtidas. A 

quantidade de proteína foi normalizada com o controle endógeno da tubulina-α.  

Os anticorpos primários utilizados para o imunoblotting foram: anti-GFAP 

(policlonal - coelho, 1:32.000, DAKO) e anti-tubulina-α (monoclonal – camundongo, 

1:30.000, Sigma) 

Os anticorpos secundários 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 Avaliação dos Reflexos Neonatais: 

Os seguintes reflexos sensorimotores neonatais foram testados: 

- reflexo de aversão ao precipício: os animais foram colocados com suas 

patas dianteiras ligeiramente adiantadas à borda de uma superfície plana elevada 

cerca de 1 metro do chão. O tempo (em segundos) que os animais levaram para 

girar o corpo 90° foi avaliado (2, 4 e 7 dias após a lesão ou a falsa cirurgia, que 

corresponde às 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 cabeça 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 após a lesão ou a falsa cirurgia). 

- marcha: os animais foram colocados no centro de uma superfície circular de 

13 cm de diâmetro. O tempo (em segundos) que eles levaram para sair do círculo, 

colocando ambas as patas dianteiras fora do círculo, foi avaliado. Nesse teste, como 

os animais P9 não se moviam ao serem colocados no centro do círculo, o teste foi 

realizado 4, 7 e 10 dias após a lesão ou a falsa cirurgia. 

 

3.14 Obtenção de Células da Medula Óssea e Análise por Citometria de 

Fluxo: 

A medula óssea foi coletada de animais com 2 e 7 dias após a lesão hipóxico-

isquêmica ou após a falsa-cirurgia. A assepsia local foi feita com álcool 70%. Os 2 

fêmures foram retirados em condições assépticas de cada animal, com o auxílio de 

material cirúrgico estéril (pinças e tesouras), sendo transferidos para uma placa de 

Petri de 100 mm de diâmetro (Corning) contendo meio de cultura RPMI 1640 

(Sigma). A cavidade óssea foi então lavada com o mesmo meio, utilizando-se 

seringa de 10 mL e agulha 25G. Após esse procedimento, a suspensão celular foi 

transferida para um tubo Falcon de 50 mL, homogeneizada e então as células foram 

diluídas numa proporção de 1:10 (90 L do corante Turk’s e 10 L da suspensão 

celular) e contadas em hemocitômetro. Suspensões contendo 106 células da medula 
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óssea foram bloqueadas com 1 µg de IgG total de rato, incubadas por 30 minutos a 

4° C com 0,5 µg 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 inglês 

bovine serum albumine) então lavadas e fixadas com paraformaldeído 1% diluído 

em PBS até a aquisição com um citômetro de fluxo (FACScan, BD Biosciences). 

 

3.15 Análises estatísticas: 

As análises estatísticas foram realizadas intergrupos utilizando os testes de 

Mann-Whitney-U e ANOVA one-way com pós-teste de Tukey. Valores de p<0,05 

foram considerados estatisticamente significativos. Todas as análises foram 

realizadas usando o programa GraphPad Prism versão 4.02 para Windows 

(GraphPad Software). 
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4 RESULTADOS: 

4.1 Caracterização do Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

 

4.1.1 A Hipóxia-Isquemia Neonatal Provocou um Retardo na 

Realização dos Reflexos Neonatais de Aversão ao 

Precipício e de Geotaxia Negativa 

O exame da função neurológica dos animais hipóxico-isquêmicos (HI) foi 

realizado através de 2 testes que avaliam o tempo necessário 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 o movimento de girar o corpo 90o, em um reflexo 

de aversão ao precipício, foi realizado em P9, P11 e P14, ou seja, 2, 4 e 7 dias após 

a hipóxia-isquemia neonatal ou a falsa-cirurgia (Figura 2A). Em P9 houve uma 

tendência dos animais HI a realizarem esse movimento com um atraso de cerca de 

3s em relação 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 não houve diferença entre os grupos. 

O segundo teste avaliou o tempo necessário para que os animais girassem o 

corpo 180o 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 realização desse reflexo, em relação aos animais falso- 
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Figura 02. A Hipóxia-Isquemia Neonatal Provocou um Retardo no 
Desenvolvimento dos Reflexos de Aversão ao Precipício e de Geotaxia Negativa. 
Os animais hipóxico-isquêmicos levaram um tempo maior do que os animais 
falso-operados para girar o corpo 90o em um reflexo de aversão ao precipício, em P11 
(A, * p < 0,05). Nessa mesma idade, a hipóxia-isquemia neonatal também resultou em 
um retardo na realização do reflexo de geotaxia negativa, em que os animais devem 
girar o corpo 180o, com a intenção de escalar um plano inclinado (B, * p < 0,05). Em 
P14P14 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 

diferença não 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 não houve diferença entre os grupos. 

Esses resultados demonstraram que o desenvolvimento de 2 reflexos 

neonatais ocorrem de forma atrasada nos animais HI, indicando uma alteração da 

função neurológica desses animais. 

 

4.1.2 Alterações Morfológicas e Morte Celular Após a Hipóxia-

Isquemia Neonatal 

Apenas 2 dias após a hipóxia-isquemia neonatal já foi possível verificar 

alterações morfológicas no hemisfério ipsilateral à isquemia. Houve uma redução da 

área corada com cresil violeta na parte lateral do estriado, na parte médio-lateral do 

córtex e ao longo de toda a cápsula externa (Figura 3A). Com 7 dias de sobrevida, 

essas alterações se tornaram mais evidentes, poupando apenas a parte medial do 

córtex e já sendo possível observar uma atrofia do hemisfério ipsilateral à isquemia, 

acompanhada de ventriculomegalia compatível com um quadro de hidrocefalia ex-

vaccum (Figura 3B). Com 14 dias, a atrofia era mais severa, havendo a substituição 

de uma grande área do hemisfério direito por um cisto porencefálico (Figura 3C). 

Além disso, cistos menores também podiam ser observados em áreas adjacentes ao 

cisto porencefálico (Figura 3B).  
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Figura 03. A Hipóxia-Isquemia Neonatal Resultou na Atrofia do Hemisfério 
Ipsilateral à Isquemia. Fotomontagens mostrando cortes coronais rostrais do 
cérebro de animais hipóxico-isquêmicos, corados com cresil violeta, 2, 7 e 14 dias 
após a lesão (A, B e C, respectivamente). Observe a ventriculomegalia (seta em 
B) e a atrofia do hemisfério ipsilateral à isquemia (seta em C) 7 e 14 dias após a 
lesão (B e C, respectivamente). HD: hemisfério direito; HE: hemisfério esquerdo.

HE

14 dias
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Também observamos uma grave atrofia hipocampal no hemisfério ipsilateral à 

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 após a hipóxia-isquemia neonatal, utilizamos a 

reação de Fluoro-Jade C, que marca apenas neurônios em degeneração, 

independente do mecanismo de morte celular (Schmued et al., 2005). Com esse 

método, foi possível identificar um grande número de neurônios em degeneração no 

córtex do hemisfério ipsilateral à isquemia, formando aglomerados de morte 

neuronal, 2 dias após a lesão (Figura 5A). No hemisfério contralateral, a marcação 

se limitava à superfície pial, não havendo neurônios em degeneração no córtex 

(Figura 5B). No estriado também encontramos um grande número de neurônios em 

degeneração no hemisfério ipsilateral à isquemia (Figura 5C), mas não no hemisfério 

contralateral (Figura 5D). Da mesma forma, havia um grande número de neurônios 

em degeneração nas regiões CA1, CA2 e CA3 e, em menor grau, no giro denteado 

do hipocampo do hemisfério ipsilateral à isquemia (Figura 4A), mas não no 

hemisfério contralateral, em animais com 2 dias de sobrevida. 

Para análise da morte celular utilizamos um anticorpo que reconhece de 

forma específica a forma ativada da enzima caspase-3, identificando células em 

apoptose, independente do tipo celular (Rothstein et al., 2005). Com esse anticorpo 

foi possível observar um grande número de células em apoptose no córtex ipsilateral 

à isquemia, em um padrão colunar semelhante ao observado com a reação de 

Fluoro-Jade C, 2 dias após a lesão (Figura 6A). Já no hemisfério contralateral, foi 
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Figura 04. Morte Neuronal e Grave Atrofia do Hipocampo Após a 
Hipóxia-Isquemia Neonatal. Fotomontagem mostrando a presença de um grande 
número de neurônios em degeneração nas regiões hipocampais CA1, CA2 e CA3 do 
hemisfério ipsilateral à isquemia, corados com Fluoro-Jade C, 2 dias após a 
hipóxia-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) após a hipóxia-isquemia neonatal. Observe a atrofia hipocampal (setas), 
poupandopoupando apenas parte do giro denteado, no hemisfério ipsilateral à isquemia (B e C). 
HE: hemisfério esquerdo; HD: hemisfério direito. GD: giro denteado.
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Figura 05. Intensa Morte Neuronal no Córtex e no Estriado do Hemisfério Ipsilateral à 
Isquemia Após a Hipóxia-Isquemia Neonatal. Fotomicrografias de cortes coronais do 
encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos, demonstrando neurônios em degeneração 
marcados com Fluoro-Jade C no córtex (A) e no estriado (C) do hemisfério ipsilateral à 
isquemia. Já no hemisfério contralateral à isquemia, não foram encontrados neurônios em 
degeneração no córtex (B) ou no estriado (D). Barras de calibração correspondem a 50 µm.
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encontrado apenas um pequeno número de células expressando a forma ativada 

dessa enzima (Figura 6B).  

No estriado ipsilateral à isquemia também encontramos a expressão da 

enzima caspase-3 ativada em um grande número de células, em um padrão em que 

era possível identificar a expressão dessa enzima em núcleos celulares, bem como 

em axônios presentes na substância branca dessa região (Figura 6C). Já no estriado  

do hemisfério contralateral, não encontramos células expressando essa enzima 

(Figura 6D).  

A expressão da enzima caspase-3 ativada em axônios da substância branca 

presente no estriado ipsilateral à isquemia indica uma limitação da reação de Fluoro-

Jade C, que marcou apenas os corpos celulares de neurônios em degeneração, não 

marcando os axônios localizados na substância branca do estriado (Figura 5C). 

Também observamos a expressão de caspase-3 ativada em axônios e 

núcleos celulares presentes na cápsula externa do hemisfério ipsilateral à isquemia, 

2 dias após a lesão (Figura 7A), mas não no hemisfério contralateral (Figura 7B). 

Nessa mesma região, houve uma alteração do padrão de expressão da proteína 

básica de mielina, que já apresentava um padrão organizado de expressão ao longo 

dos axônios no hemisfério contralateral (Figura 7D), enquanto possuía um padrão 

desorganizado no hemisfério ipsilateral à isquemia (Figura 7C), o que pode ocorrer 

em função da degeneração axonal ou de um processo de desmielinização pela 

morte ou alteração da função de oligodendrócitos. 
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Figura 06. A Morte Celular no Córtex e no Estriado Após a Hipóxia-Isquemia 
Neonatal Envolve a Ativação da Enzima Caspase-3. Fotomicrografias confocais de 
cortes coronais do encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos com 2 dias de sobrevida 
após reação imunohistoquímica, demonstrando a expressão da enzima caspase-3 
ativada (A-D, em vermelho) no córtex e no estriado. No córtex ipsilateral à isquemia, a 
ativação da enzima caspase-3 pode ser observada em aglomerados celulares (A), 
enquanto raríssimas células foram encontradas expressando a forma ativada dessa 
enzimaenzima no córtex do hemisfério contralateral (B). No estriado ipsilateral à isquemia, 
observa-se um grande número de células expressando a enzima caspase-3 ativada 
em seus núcleos (em C), bem como a expressão em axônios presentes na substância 
branca dessa região (setas brancas em C). Já no estriado contralateral à isquemia, a 
expressão da enzima caspase-3 ativada é praticamente nula (D). Marcação nuclear 
com TO-PRO-3® (A-D, em azul). Barra de calibração corresponde a 50 µm.
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Figura 07. Degeneração da Cápsula Externa Após a Hipóxia-Isquemia Neonatal. 
Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais 
hipóxico-isquêmicos, após reação imunohistoquímica demonstrando a expressão da 
enzima caspase-3 ativada (A e B, em vermelho) e da proteína básica de mielina (D e E, 
em verde) na cápsula externa, 2 dias após a hipóxia-isquemia neonatal. Na cápsula 
externa ipsilateral à isquemia, a ativação da enzima caspase-3 ocorre em um grande 
número de núcleos celulares e axônios (A), enquanto na região homóloga do hemisfério 
contralateralcontralateral não se observa expressão dessa enzima (B). Na cápsula externa do 
hemisfério ipsilateral à isquemia observa-se uma alteração da expressão da proteína 
básica de mielina, compatível com uma desmielinização dessa região (C), enquanto no 
hemisfério contralateral a proteína básica de mielina é expressa de forma contínua ao 
longo dos axônios da cápsula externa (D). Marcação nuclear com TO-PRO-3® (A-D, em 
azul). Barras de calibração correspondem a 20 µm (A e B) e 50 µm (C e D).
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4.1.3 Gliose Reativa e Ativação de Células Microgliais Após a 

Hipóxia-Isquemia Neonatal 

A gliose reativa foi avaliada através de reações de imunohistoquímica, 

utilizando um anticorpo que reconhece o marcador astrocitário GFAP.  

Em animais HI com 7 dias de sobrevida, encontramos um grande número de 

células expressando GFAP no hemisfério ipsilateral à isquemia, localizadas 

principalmente no córtex, no estriado e na cápsula externa (Figuras 8D, 9A e 10A, 

respectivamente), apresentando uma morfologia compatível com a de astrócitos 

ativados. Em contraste, um pequeno número de astrócitos foi encontrado no 

hemisfério contralateral à isquemia, em regiões como a zona marginal do córtex 

(Figura 8G), e na proximidade de vasos sanguíneos no estriado (Figura 9D). A 

cápsula externa representou uma exceção, por apresentar um grande número  de 

astrócitos no hemisfério contralateral à isquemia, embora aparentemente em menor 

quantidade do que na região homóloga do hemisfério ipsilateral (Figuras 10D e 10A).  

Também encontramos um grande número de astrócitos próximos às 

formações císticas no córtex do hemisfério ipsilateral à isquemia, formando a parede 

ao redor desses cistos, juntamente com células microgliais expressando ED1, um 

marcador de ativação dessas células (Figura 8A). 

Em relação à resposta das células microgliais à lesão, observamos um 

aumento no número de células ED1+ no córtex, no estriado, na cápsula externa e na 

SVZ no hemisfério ipsilateral à isquemia, em comparação ao hemisfério contralateral 

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

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

Já no hemisfério contralateral, as células ED1+ eram bastante raras no córtex, 

sendo encontradas preferencialmente em proximidade à superfície pial (Figura 8), e 

também muito raras no estriado, onde se localizavam próximas a vasos sanguíneos 

(Figura 9). 

No entanto, estas células podiam ser facilmente encontradas na cápsula 

externa e na SVZ do hemisfério contralateral à isquemia, embora estivessem em 

menor número e apresentassem uma morfologia mais ramificada do que as células 

ED1+ das regiões homólogas do hemisfério ipsilateral à isquemia (Figuras 10, 18, 19 

e 21).  

Por fim, havia uma semelhança no padrão de localização de astrócitos e 

células microgliais ativadas no córtex, no estriado e na cápsula externa do 

hemisfério ipsilateral à isquemia, sendo possível observar uma proximidade entre os 

prolongamentos de astrócitos e o corpo celular de células microgliais ativadas 

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

 

4.1.4   Resposta da Medula Óssea a Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Para avaliar a resposta da medula óssea à hipóxia-isquemia neonatal, 

quantificamos através de citometria de fluxo o número de células expressando as 

proteínas CD34 e CD133, as quais são expressas tanto por células progenitoras 

hematopoiéticas, como por células progenitoras endoteliais (Murohara et al., 2001). 
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Figura 08. A Hipóxia-Isquemia Neonatal Resultou em um Processo de Gliose Reativa e na 
Ativação de Células Microgliais no Córtex. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do 
encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos com 7 dias de sobrevida, após reação imunohistoquímica 
demonstrando a expressão do marcador astrocitário GFAP (A, D e G em verde) e do marcador de 
células microgliais ativadas ED1 (B, E e H, em vermelho). Um grande número de astrócitos e de células 
microgliais ativadas pode ser observado nas paredes que revestem os cistos que se formam no córtex 
do hemisfério ipsilateral à isquemia (A-C). Ocorre também um aumento do número de astrócitos e de 
célulascélulas microgliais ativadas no córtex desse hemisfério (D-F), em relação à região homóloga do 
hemisfério contralateral à isquemia (G-I). Marcação nuclear com TO-PRO-3® (em azul) em 
sobreposição às imagens A e B (C), D e E (F) e G e H (I). Barra de calibração corresponde a 50 µm.
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Figura 09. A Hipóxia-Isquemia Neonatal Resultou em um Processo de Gliose Reativa e 
na Ativação de Células Microgliais no Estriado. Fotomicrografias confocais de cortes 
coronais do encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos com 7 dias de sobrevida, após reação 
imunohistoquímica demonstrando a expressão do marcador astrocitário GFAP (A e D, em 
verde) e do marcador de células microgliais ativadas ED1 (B e E, em vermelho). No estriado 
do hemisfério ipsilateral à isquemia ocorre um aumento do número de astrócitos e de células 
microgliais ativadas (A-C) em relação à região homóloga do hemisfério contralateral à 
isquemiaisquemia (D-F). Marcação nuclear com TO-PRO-3® (em azul) em sobreposição às imagens 
A e B (C) e D e E (F). Barra de calibração corresponde a 50 µm.
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Figura 10. A Hipóxia-Isquemia Neonatal Resultou em um Processo de Gliose Reativa e na Ativação 
de Células Microgliais na Cápsula Externa. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de 
animais hipóxico-isquêmicos com 7 dias de sobrevida, após reação imunohistoquímica demonstrando a 
expressão do marcador astrocitário GFAP (A e D, em verde) e do marcador de células microgliais ativadas 
ED1 (B e E, em vermelho). Na cápsula externa do hemisfério ipsilateral à isquemia ocorre um aumento do 
número de astrócitos e de células microgliais ativadas (A-C) em relação à região homóloga do hemisfério 
contralateralcontralateral à isquemia (D-F). Note a mudança da morfologia das células microgliais, que possuem um 
fenótipo intermediário, apresentando algumas ramificações, na cápsula externa contralateral (E e F), 
enquanto apresentam um formato amebóide, indicativo de ativação, no hemisfério ipsilateral à isquemia (B 
e C). Marcação nuclear com TO-PRO-3® (em azul), em sobreposição às imagens A e B (C) e D e E (F). 
Barra de calibração corresponde a 50 µm.
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Observamos um aumento no número de células-CD34+ e de células CD133+ 

na medula óssea de animais hipóxico-isquêmicos, quando comparados aos animais 

falso-operados, 2 dias após a lesão ou a falsa-cirurgia (Figura 11A). No entanto, não 

houve diferença no número de células CD34+ nem de células CD133+ nos animais 

hipóxico-isquêmico com 7 dias de sobrevida (Figura 11B).  

Esses resultados indicam que ocorre uma resposta da medula óssea na fase 

aguda da lesão hipóxico-isquêmica. 

 

4.2     Efeito da Terapia Celular no Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Para determinar o possível efeito terapêutico de uma terapia celular com 

células mononucleares do sangue de cordão umbilical humano, um grupo de 

animais HI recebeu o transplante dessas células por via intraperitoneal, 3 horas após 

a lesão (animais tratados). A seguir, serão descritos os efeitos obtidos após a terapia 

celular, comparando os animais tratados com os animais HI que receberam uma 

injeção intraperitoneal de veículo, 3 horas após a lesão (animais não tratados). 

 

4.2.1 A Terapia Celular Evitou o Atraso no Desenvolvimento dos 

Reflexos Neonatais de Aversão ao Precipício e de Geotaxia 

Negativa nos Animais Hipóxico-Isquêmicos: 

Para determinar o efeito da terapia celular na função neurológica dos animais 

tratados, foram realizados testes que avaliam 2 reflexos que se desenvolvem 

durante as primeiras semanas de vida e que estão comprometidos nos animais HI.
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Figura 11. Resposta da Medula Óssea à Hipóxia-Isquemia Neonatal. 
Análise por citometria de fluxo do número de células CD34+ e CD133+ 
na medula óssea, 2 ou 7 dias após a hipóxia-isquemia ou a falsa-cirurgia 
(A e B, respectivamente). Ocorreu um aumento do número de células 
CD34+ e CD133+ na medula óssea dos animais hipóxico-isquêmicos 
em relação aos animais falso-operados, na fase aguda (2 dias, em A, * 
p < 0,05), mas não na fase subaguda da lesão (7 dias, em B). Barras 
representam média ± SEM.representam média ± SEM.
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Como mostrado anteriormente, em P11 os animais HI não tratados 

apresentaram um retardo estatisticamente significativo na realização de um 

movimento reflexo de aversão ao precipício, 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, não apresentando o retardo na 

realização do reflexo de aversão ao precipício verificado nos animais não tratados 

(Figura 12A). Nessa idade a diferença de desempenho entre os animais HI tratados 

e os não tratados foi significativa, demonstrando um efeito da terapia celular na 

preservação do desenvolvimento pós-natal do reflexo de aversão ao precipício 

(falso-operados: média de 4,23s ± 0,45 SEM, HI + veículo: 7,28s ± 1,26 SEM, HI + 

células: 4,41s ± 0,40 SEM, p < 0,05). 

A hipóxia-isquemia neonatal também resultou em um retardo na realização do 

reflexo de geotaxia negativa em P9 e P11. Como descrito previamente, em P11 esta 

diferença entre os animais HI não tratados e os animais falso-operados foi 

significativa. Os animais HI tratados, no entanto, apresentaram em ambas as idades 

um desempenho bastante próximo ao dos animais falso-operados. Além disso, em 

P11 a diferença entre os animais HI tratados e não tratados foi significativa (falso-

operados: média de 8,28s ± 1,01 SEM, HI + veículo: 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 não tratados (Figura 

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

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

Em conjunto, esses resultados demonstram que o transplante das células 

mononucleares do sangue de cordão umbilical humano evitou a deterioração da 

função neurológica dos animais tratados, preservando o processo de aquisição de 2 

reflexos sensorimotores neonatais. 

Por fim, uma análise da marcha e da movimentação espontânea, baseada no 

tempo que os animais demoravam para se movimentar e sair de um círculo com 13 

cm de diâmetro (conforme descrito por Lubics et al., 2005), não demonstrou 

diferença entre os animais HI e os animais falso-operados, em todas as idades 

analisadas (P11, P14 e P17). Da mesma forma, também não houve diferença entre 

os animais tratados e os não tratados na realização desse teste (Figura 13B). 

 

4.2.2 A Terapia Celular Não Alterou a Perda de Peso Corporal 

Após a Hipóxia-Isquemia Neonatal 

Os animais HI interagiam com a mãe e se alimentavam de forma semelhante 

aos animais falso-operados. No momento da perfusão era possível observar leite no 

estômago e intestino de todos os animais. No entanto, em P9 e P11, ou seja, 2 e 4 

dias após a lesão, os animais HI apresentaram uma redução significativa do peso 

corporal em comparação aos animais falso-operados e a terapia celular não 

modificou essa perda ponderal (média em P9: falso-operados: 16,978g ± 0,356 

SEM, HI + veículo: 14,541g ± 0,385 SEM, HI + células: 14,492g ± 0,286 SEM, p < 

0,05; em P11: falso-operados: 19,578g ± 0,51 SEM, HI + veículo: 17,753 ± 0,482  
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Figura 12. A Terapia Celular Evitou o Atraso no Desenvolvimento dos Reflexos 
Neonatais de Aversão ao Precipício e de Geotaxia Negativa nos Animais 
Hipóxico-Isquêmicos. Os animais hipóxico-isquêmicos que receberam uma injeção de 
veículo apresentaram um retardo na realização dos reflexos de aversão ao precipício (A) 
e de geotaxia negativa (B) em P11, em relação 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, 
evidenciandoevidenciando um efeito funcional da terapia celular, evitando o atraso no desenvolvimento 
de 2 reflexos neurológicos 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 

diferença passou a não ser significativa. Em nenhuma idade avaliada houve 

diferença no peso corporal entre os animais hipóxico-isquêmicos tratados e os não 

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 contribuído como um dos possíveis mecanismos responsáveis pela 

melhora funcional apresentada pelos animais tratados, foi realizada uma análise 

quantitativa da morte celular por apoptose, bem como do número de neurônios em 

degeneração no hemisfério ipsilateral à isquemia dos animais tratados e não 

tratados. 

A quantificação do número de neurônios em degeneração, marcados com 

Fluoro-Jade C, 2 dias após a hipóxia-isquemia neonatal, revelou uma redução 

significativa da morte neuronal no estriado ipsilateral à isquemia nos animais 

tratados, em comparação aos animais não tratados (Figuras 14A, 14B e 14E, HI + 

veículo: 270,4 neurônios ± 14,84 SEM, HI + células: 190,5 neurônios ± 17,91 SEM, p 

< 0,05).  

Esse efeito neuroprotetor foi acompanhado de uma redução significativa no 

número de células em apoptose, expressando a enzima caspase-3 ativada, no 

estriado dos animais tratados, em comparação ao dos animais não tratados (Figuras 

14C, 14D e 14F, HI + veículo: 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 Não Alterou a Perda Ponderal da Fase Aguda da 
Hipóxia-Isquemia Neonatal. O peso dos animais falso-operados foi 
significativamente maior que o dos animais hipóxico-isquêmicos (tratados e não 
tratados) em P9 e P11, ou seja, 2 e 4 dias após a hipóxia-isquemia neonatal ou a 
falsa cirurgia (* p < 0,05). A partir de P14 já não havia diferença no peso dos animais 
dos 3 grupos experimentais. Além disso, não houve diferença no peso corporal dos 
animais tratados e não tratados em nenhuma das idades avaliadas (A). Em um 
exameexame que avalia a marcha, não houve diferença no desempenho dos animais 
falso-operados e hipóxico-isquêmicos (tratados e não-tratados) nas 3 idades 
avaliadas (P11, P14 e P17, em B). Barras e pontos representam média ± SEM.
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Figura 14. A Terapia Celular Apresentou um Efeito Neuroprotetor e Reduziu a Apoptose no 
Estriado de Animais Hipóxico-Isquêmicos. Fotomicrografias de microscopia convencional de 
fluorescência de cortes coronais do encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos com 2 dias de 
sobrevida, após reação de Fluoro-Jade C, marcando neurônios em degeneração no estriado 
ipsilateral à isquemia, em animais que receberam uma injeção de veículo (A) ou a terapia celular 
(B). Houve uma redução significativa no número de neurônios em degeneração no estriado 
ipsilateral à isquemia dos animais tratados com as células, em relação aos animais não tratados 
(E,(E, * p < 0,05). Fotomicrografias em microscopia confocal demonstrando a expressão da enzima 
caspase-3 ativada no estriado ipsilateral à isquemia, 2 dias após a hipóxia-isquemia neonatal, 
em animais que receberam uma injeção de veículo (C) ou a terapia celular (D). Houve uma 
redução significativa no número de células expressando a enzima caspase-3 ativada no estriado 
ipsilateral à isquemia dos animais que receberam a terapia celular (F, * p < 0,05). Barra de 
calibração corresponde a 100 µm.
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Já no córtex ipsilateral à isquemia, não houve diferença no número de 

neurônios em degeneração entre os animais tratados e não tratados, tanto nos 

cortes rostrais (Figura 15F), quanto nos cortes caudais (Figura 15G). Também não 

houve diferença no número de células expressando a enzima caspase-3 ativada no 

córtex dos animais tratados em comparação ao dos animais não tratados (Figuras 

15A a 15C). 

Por fim, a terapia celular também não alterou o número de neurônios em 

degeneração, marcados com Fluoro-Jade C, nas regiões hipocampais CA1, CA2 e 

CA3 do hemisfério ipsilateral à isquemia, comparando os animais tratados com os 

não 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 não 

alterou a morte neuronal no córtex e no hipocampo. 

 

4.2.4 A Terapia Celular Reduziu o Número de Células Microgliais 

Ativadas no Córtex dos Animais HI: 

Para avaliar um possível efeito da terapia celular no processo de inflamação 

do SNC após a hipóxia-isquemia neonatal, realizamos uma análise quantitativa do 

número de células microgliais expressando ED1, um marcador de ativação da 

microglia, 7 dias após a lesão. 

Nos animais HI observamos um aumento significativo do número de células 

microgliais ativadas ED1+ no córtex, no estriado, na SVZ e na cápsula externa do 
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Figura 15. A Terapia Celular Não Alterou a Morte Neuronal, nem o Número de Células 
Expressando a Enzima Caspase 3 Ativada no Córtex de Animais Hipóxico-Isquêmicos. 
Fotomicrografias de cortes coronais do encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos após reação 
imunohistoquímica, demonstrando a expressão da enzima caspase-3 ativada no córtex 
ipsilateral à isquemia, 2 dias após a lesão, em animais que receberam uma injeção de veículo 
(A, em vermelho) ou a terapia celular (B). Não houve diferença significativa na quantificação 
do número de células expressando a enzima caspase-3 ativada no córtex ipsilateral à 
isquemiaisquemia entre os animais tratados e os não tratados (C). Marcação nuclear com TO-PRO-3® 
em azul (A e B). A quantificação do número de neurônios em degeneração no córtex ipsilateral 
à isquemia, marcados com Fluoro-Jade C em cortes coronais anteriores (F) e posteriores (G), 
também não revelou uma diferença significativa entre animais hipóxico-isquêmicos tratados 
(E) e não tratados (D), 2 dias após a lesão. A terapia celular também não alterou o número de 
neurônios em degeneração nas regiões CA1, CA2 e CA3 do hipocampo dos animais 
hipóxico-isquêmicos (H). Imagens obtidas por microscopia confocal (A e B) e microscopia 
convencionalconvencional de fluorescência (D e E). Barras de calibração correspondem a 50 µm. Barras 
correspondem à média ± SEM (C e F-H).
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hemisfério ipsilateral à isquemia, em relação ao hemisfério contralateral (Figuras 16 

a 20). Esse aumento ocorreu de forma similar na cápsula externa, na SVZ e no 

estriado dos animais tratados e dos não tratados, não havendo diferença no número 

de células ED1+ em cada uma dessas regiões do hemisfério ipsilateral à isquemia 

dos animais tratados, em comparação à região homóloga do hemisfério ipsilateral à 

isquemia dos animais não tratados (Figura 20A, 20C e 20D). Da mesma forma, no 

hemisfério contralateral à isquemia, também não houve diferença no número de 

células ED1+ entre os animais tratados e não tratados, nas 4 regiões analisadas 

(SVZ, cápsula externa, estriado e córtex, Figura 20). 

No entanto, os animais que receberam a terapia celular apresentaram um 

número significativamente menor de células ED1+ no córtex ipsilateral à isquemia, 

em relação aos animais HI não tratados (Figuras 16 e 20B; HI + veículo: 83,52 

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

A análise da co-expressão dos marcadores Iba1 (expresso por todas as 

células microgliais, independente do fenótipo) 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 número de células ED1+ no córtex 

ipsilateral à isquemia dos animais tratados fosse menor do que nos animais não-

tratados, o número total de células microgliais (Iba1+) nessa mesma região 

aparentemente não diferia em ambos os grupos experimentais, embora esse dado 

não tenha sido quantificado (Figura 16). 
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Figura 16. Análise do Efeito da Terapia Celular na Ativação das Células Microgliais no Córtex Após a 
Hipóxia-Isquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais 
hipóxico-isquêmicos após reação imunohistoquímica, demonstrando a expressão do marcador de células microgliais 
Iba1 (B, E, H e K, em vermelho) e do marcador de ativação microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) no córex, 7 dias após 
a hipóxia-isquemia neonatal. A análise da co-expressão desses marcadores demonstrou que todas as células ED1+ 
encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento da expressão de ambos 
osos marcadores no córtex do hemisfério ipsilateral à isquemia (A-C e G-I), em relação à região homóloga do hemisfério 
contralateral (D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais tratados e não tratados). Nos animais que 
receberam a terapia celular (G-I), esse aumento foi menor do que nos animais não-tratados (A-C). Marcação nuclear 
com TO-PRO-3® em azul, em sobreposição às imagens A e B (em C), D e E (em F), G e H (em I) e J e K (em L). Barras 
de calibração correspondem a 50 µm.



ED1
H
I +
 V
eí
cu
lo

A B C

Figura 17. Análise do Efeito da Terapia Celular na Ativação das Células Microgliais na Cápsula Externa Após a 
Hipóxia-Isquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos 
após reação imunohistoquímica, demonstrando a expressão do marcador de células microgliais Iba1 (B, E, H e K, em 
vermelho) e do marcador de ativação microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) na cápsula externa, 7 dias após a 
hipóxia-isquemia neonatal. A análise da co-expressão desses marcadores demonstrou que todas as células ED1+ 
encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento da expressão de ambos os 
marcadoresmarcadores na cápsula externa do hemisfério ipsilateral à isquemia (A-C e G-I), em relação à região homóloga do hemisfério 
contralateral (D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais tratados e não tratados). Marcação nuclear com 
TO-PRO-3® em azul, em sobreposição às imagens A e B (em C), D e E (em F), G e H (em I) e J e K (em L). Barra de calibração 
corresponde a 50 µm.
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Figura 18. Análise do Efeito da Terapia Celular na Ativação das Células Microgliais na Zona Subventricular 
Após a Hipóxia-Isquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais 
hipóxico-isquêmicos após reação imunohistoquímica, demonstrando a expressão do marcador de células microgliais 
Iba1 (B, E, H e K, em vermelho) e do marcador de ativação microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) na zona 
subvenricular, 7 dias após a hipóxia-isquemia neonatal. A análise da co-expressão desses marcadores demonstrou 
que as células ED1+ encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento 
dada expressão de ambos os marcadores na zona subventricular do hemisfério ipsilateral à isquemia (A-C e G-I), em 
relação à região homóloga do hemisfério contralateral (D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais 
tratados e não tratados). Marcação nuclear com TO-PRO-3® em azul, em sobreposição às imagens A e B (em C), D 
e E (em F), G e H (em I) e J e K (em L). VL: ventrículo lateral. Barras de calibração correspondem a 50 µm.
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Figura 19. Análise do Efeito da Terapia Celular na Ativação das Células Microgliais no Estriado Após a 
Hipóxia-Isquemia Neonatal. Fotomicrografias confocais de cortes coronais do encéfalo de animais 
hipóxico-isquêmicos após reação imunohistoquímica, demonstrando a expressão do marcador de células microgliais 
Iba1 (B, E, H e K, em vermelho) e do marcador de ativação microglial ED1 (A, D, G e J, em verde) no estriado, 7 dias 
após a hipóxia-isquemia neonatal. A análise da co-expressão desses marcadores demonstrou que as células ED1+ 
encontradas também expressavam o marcador microglial Iba1. Além disso, houve um aumento da expressão de 
ambosambos os marcadores no estriado do hemisfério ipsilateral à isquemia (A-C e G-I), em relação à região homóloga do 
hemisfério contralateral (D-F e J-L), em ambos os grupos experimentais (animais tratados e não tratados). Marcação 
nuclear com TO-PRO-3® em azul, em sobreposição às imagens A e B (em C), D e E (em F), G e H (em I) e J e K (em 
L). Barra de calibração corresponde a 50 µm.
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Figura 20. Redução da Ativação das Células Microgliais no Córtex de Animais 
Hipóxico-Isquêmicos Após a Terapia Celular. Quantificação do número de células microgliais 
expressando ED1, um marcador de ativação microglial, na cápsula externa (A), no córtex (B), na zona 
subventricular (C) e no estriado (D), 7 dias após a hipóxia-isquemia neonatal. Na cápsula externa foi 
observado um aumento significativo do número de células ED1+ no hemisfério ipsilateral à lesão, em 
comparação com o hemisfério contralateral em ambos os grupos de animais hipóxico-isquêmicos 
(tratados e não tratados, * p < 0,01), não havendo diferenças entre os animais que receberam o 
transplantetransplante de células e os animais não-tratados (A). Já no córtex, houve uma redução significativa do 
número de células microgliais ativadas no hemisfério ipsilateral à lesão dos animais tratados, em 
comparação aos animais não tratados (B, ** p < 0,05). No córtex do hemisfério contralateral à lesão, o 
número de células ED1+ era nulo em ambos os grupos (dado não mostrado no gráfico). Na zona 
subventricular houve um aumento significativo do número de células ED1+ no hemisfério ipsilateral à 
lesão, em comparação com o hemisfério contralateral tanto nos animais tratados, quanto nos não 
tratados (C, ** p < 0,05), não havendo diferença entre esses dois grupos de animais. Já no estriado, o 
númeronúmero de células microgliais expressando o antígeno ED1 aumentou igualmente no hemisfério 
ipsilateral, tanto nos animais que receberam a terapia celular, quanto nos animais não tratados (D), 
sendo nulo no hemisfério contralateral de ambos os grupos experimentais (não mostrado no gráfico). 
Barras indicam média ± SEM.
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4.2.5 A Terapia Celular não Modulou o Processo de Gliose 

Reativa Desencadeado Pela Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Para avaliar um possível efeito da terapia celular na gliose reativa, realizamos 

um imunoblotting para o marcador astrocitário GFAP no hemisfério ipsilateral à 

isquemia, em animais com 7 dias de sobrevida.  

Esse método revelou a presença de múltiplas bandas GFAP+, com pesos 

moleculares ao redor de 50 kDa, no hemisfério ipsilateral à isquemia (Figura 21A). 

Esse padrão, em que o GFAP tem sua expressão aumentada no hemisfério 

ipsilateral à isquemia, sendo detectado em múltiplas bandas no imunoblotting, já 

havia sido descrito previamente no modelo de hipóxia-isquemia neonatal, ocorrendo 

possivelmente pela degradação dessa proteína em subunidades com menor peso 

molecular que ainda são reconhecidas pelo anticorpo policlonal anti-GFAP 

(Vannucci et al., 2004). 

A análise das densidades ópticas relativas dessas bandas não demonstrou 

uma diferença significativa na expressão de GFAP entre os animais HI tratados e os 

não tratados, 7 dias após a lesão (Figura 21B). Dessa forma, a terapia celular 

parece não alterar o processo de gliose reativa que ocorre após a hipóxia-isquemia 

neonatal. 
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Figura 21. A Terapia Celular Não Modulou a Gliose Reativa no Hemisfério 
Ipsilateral à Isquemia. Imagens digitalizadas dos filmes que mostram as 
bandas protéicas dos imunoblottings para GFAP e tubulina-α, utilizada como 
controle endógeno de carregamento (A). A análise da densidade óptica relativa 
da expressão de GFAP no hemisfério ipsilateral à isquemia não revelou uma 
diferença significativa entre os animais hipóxico-isquêmicos tratados e os não 
tratados (B). u.a.: unidade arbitrária.

B
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4.2.6 Migração 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 após o transplante. Analisando o cérebro desses 

animais 2 dias após o transplante, raras células foram encontradas no hemisfério 

ipsilateral à isquemia. Na figura 22D pode-se observar um exemplo de uma célula 

com o citoplasma marcado, encontrada no córtex, bem próxima da superfície pial, no 

hemisfério ipsilateral à isquemia. 

Em outro experimento, utilizamos um anticorpo específico para um antígeno 

nuclear humano para identificar as células transplantadas (de origem humana) no 

cérebro dos animais HI. Após reações de imunohistoquímica utilizando esse 

anticorpo, encontramos raras células transplantadas, localizadas no córtex (Figuras 

22A e 22B) e no estriado (Figura 22C) do hemisfério ipsilateral à isquemia. No 

entanto, em função do pequeno número de células que foram encontradas, não 

realizamos uma análise do fenótipo dessas células utilizando outros anticorpos. 

 

4.2.7 Possível Papel da Quimiocina SDF-1 na Migração das 

Células Injetadas: 

Para avaliar o possível envolvimento da quimiocina SDF-1 na migração das 

células transplantadas para o SNC, analisamos a expressão dessa quimiocina no 

cérebro dos animais HI através de imunohistoquímica, 2 dias após a lesão.  
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No hemisfério contralateral à isquemia, a expressão de SDF-1 se restringiu às 

células ependimárias e à zona subventricular, não tendo sido encontrada no córtex 

ou no estriado (Fig 22E). Já no hemisfério ipsilateral à isquemia, a expressão de 

SDF-1 também foi observada no estriado, em um padrão de expressão pontual que 

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

Também analisamos se as células mononucleares do sangue de cordão 

umbilical expressam a proteína CXCR4, o receptor do SDF-1, em três amostras 

obtidas de crianças 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 análise da co-expressão 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 22I). 

Esses resultados demonstraram que a quimiocina SDF-1 tem sua expressão 

aumentada no estriado após a hipóxia-isquemia neonatal e que cerca de 27% das 

células do sangue de cordão umbilical humano possuem o receptor CXCR4, 

podendo responder ao estímulo quimiotático do SDF-1. Além disso, cerca de 70% 

das células CD34+ possuem esse receptor, indicando que sua expressão é ainda 

maior no pool de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas. 
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Figura 22. Possível Papel da Quimiocina SDF-1 na Migração das Células Transplantadas. 
Fotomicrografias de cortes coronais do encéfalo de animais hipóxico-isquêmicos com 2 dias de sobrevida 
após reação imunohistoquímica utilizando um anticorpo anti-núcleo humano, revelando a presença de 
raras células transplantadas que migraram para o córtex (A e B, em verde) e para o estriado (C, em verde) 
do hemisfério ipsilateral à isquemia. Em (D) pode-se observar uma célula marcada com o corante 
fluorescente Cell Trace® encontrada no córtex ipsilateral à isquemia, 2 dias após o transplante (D, em 
vermelho). A análise imunohistoquímica da expressão da quimiocina SDF-1 (em verde) no hemisfério 
ipsilateralipsilateral à isquemia revelou uma intensa marcação no estriado e nas regióes ependimária e 
subependimária (F), enquanto no hemisfério contralateral, essa expressão se restringiu às regiões 
ependimária e subependimária, 2 dias após a hipóxia-isquemia neonatal (E). Em azul, marcação nuclear 
com TO-PRO-3® (A-C) ou bisbenzimida (D-F). Células mononucleares do sangue de cordão umbilical 
humano expressam o receptor CXCR4, como pode ser observado através da análise por citometria de 
fluxo da expressão dos antígenos CD34 e CXCR4 em células mononucleares do sangue de cordão 
umbilical humano de uma criança nascida a termo (G). Em (H) observe a porcentagem de células 
CD34+CXCR-,CD34+CXCR-, CD34-CXCR4+ e CD34+CXCR4+ nas amostras de cada paciente, e em (I) a média desses 
resultados. Imagens obtidas com microscopia confocal (A-C), microscopia de fluorescência convencional 
(D) ou com o sistema de imagens ApoTome® (E e F). Barra de calibração corresponde a 20 µm. VL: 
ventrículo lateral.
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5 DISCUSSÃO: 

 

Apesar dos avanços nos cuidados intensivos em unidades neonatais, a 

encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal permanece como a principal causa de 

sequelas neurológicas em recém-nascidos a termo. Embora estudos clínicos 

recentes indiquem que a hipotermia terapêutica possa aumentar a sobrevivência 

sem sequelas graves, o efeito ainda é limitado, beneficiando um número pequeno de 

crianças (Edwards et al., 2010).  

O sangue de cordão umbilical é uma fonte de diversas populações celulares 

que podem apresentar um papel terapêutico após lesões do SNC. Dentre outras 

vantagens, o uso dessas células para o transplante autólogo em recém-nascidos 

poderia ser realizado poucas horas após o diagnóstico. 

Em nosso trabalho, verificamos que a administração de células 

mononucleares do sangue de cordão umbilical humano apresentou um efeito 

benéfico na recuperação funcional dos animais tratados em um modelo de hipóxia-

isquemia neonatal. Também observamos que essa melhora da função neurológica 

foi acompanhada de um efeito neuroprotetor no estriado e de um efeito anti-

inflamatório no córtex. Esses resultados indicam que a terapia celular pode 

representar uma nova opção para o tratamento de crianças com EN. 

 

 

 



101 

 

Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Utilizando o modelo de hipóxia-isquemia neonatal de Rice-Vannucci, 

observamos uma lesão moderada/severa após a oclusão permanente da artéria 

carótida comum direita, seguida de um período de 90 minutos de hipóxia. 

A reação com o marcador fluorescente Fluoro-Jade C, que marca 

seletivamente neurônios em degeneração (Schmued et al., 2005), demonstrou uma 

morte neuronal importante no córtex, no estriado e no hipocampo do hemisfério 

ipsilateral à isquemia, 2 dias após a lesão. O padrão da marcação parece ser 

diferente do encontrado em animais adultos, nos quais o Fluoro-Jade C também 

marca alguns axônios em degeneração, enquanto em nossos animais a marcação 

se limitava ao corpo celular, em um padrão semelhante ao descrito por Leonardo e 

colaboradores (2008). No entanto, observamos axônios na cápsula externa e na 

substância branca do estriado expressando a enzima caspase-3 ativada no 

hemisfério ipsilateral à isquemia, indicando um processo de apoptose. 

Já a coloração com cresil violeta demonstrou que ocorre uma extensa atrofia 

desse hemisfério, 14 dias após a lesão, ocorrendo ventriculomegalia e em alguns 

casos a formação de cistos na substância cinzenta e/ou na substância branca. Nos 

casos mais severos, os animais perdiam praticamente o hemisfério inteiro, restando 

apenas um grande cisto porencefálico, semelhante ao caso de um paciente descrito 

recentemente por Trabacca e DiCuonzo (2009). 

Também analisamos a resposta das células gliais (microglia e astrócitos) à 

lesão hipóxico-isquêmica, o que será discutido nos próximos tópicos. 
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Papel da Microglia no Modelo de Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

As células microgliais são as células do sistema imune inato que residem no 

cérebro, presentes ao longo de todo o SNC, representando cerca de 20% da 

população glial (Soulet e Rivest, 2008). São formadas a partir da migração de 

progenitores do saco vitelino, do mesênquima ao redor do SNC ou de órgãos 

hematopoiéticos fetais (fígado e baço, por exemplo) que colonizam o SNC entre E10 

e E12 em roedores e no início do segundo trimestre de gestação em humanos. 

Posteriormente, ocorre a migração de progenitores mielóides (possivelmente 

monócitos) da medula óssea, originando células microgliais no período perinatal em 

humanos ou entre P0 e P15 em roedores (Chan et al., 2007). 

Essas células apresentam uma morfologia ramificada, possuindo 

prolongamentos ativos e dinâmicos que se movimentam e estão constantemente 

“patrulhando” o SNC (Nimmerjahn et al., 2005). Ao detectar alterações no ambiente, 

a microglia é ativada, mudando sua morfologia (com a retração de seus 

prolongamentos, passando a apresentar o corpo celular mais arredondado) e 

migrando para a área de lesão. 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 inflamatório 

e para o reparo tecidual no SNC. No entanto, o papel da microglia após uma lesão 

isquêmica pode ser benéfico ou maléfico, dependendo do momento e do contexto 

em que ocorre a ativação (Hanisch e Kettenmann, 2007). 
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Na hipóxia-isquemia neonatal ocorre um aumento dos niveis de diversas 

citocinas pró-inflamatórias já nas primeiras horas após a indução da lesão (Bona et 

al., 1999). Dentre estas citocinas, destacam-se a IL-1β e a IL-18, que contribuem 

para o agravamento da lesão, sendo produzidas exclusivamente por células 

microgliais. Já foi demonstrado que a expressão da IL-18 aumenta 

progressivamente no hemisfério ipsilateral à isquemia nas duas primeiras semanas 

após a lesão e que na ausência dessa citocina há uma redução da gravidade da 

lesão no hipocampo, no estriado, no tálamo, no córtex (Hedtjarn et al., 2002) e na 

substância branca (Hedtjarn et al., 2005). Já a IL-1β apresenta um padrão bifásico 

de expressão, com dois picos: 8 horas e 6 dias após a lesão; e a administração 

intracerebroventricular de um inibidor da IL-1β diminui significativamente a lesão no 

modelo de hipóxia-isquemia neonatal (Hagberg et al., 1996). Por fim, camundongos 

que não expressam a enzima caspase-1, responsável pela clivagem e ativação da 

IL-18 e da IL-1β, também apresentam uma menor lesão após a hipóxia-isquemia 

neonatal (Liu et al., 1999). Não se sabe exatamente como essas citocinas podem 

contribuir para a lesão. Sabe-se que ambas levam à indução de genes pró-

inflamatórios via NFκB, incluindo a enzima iNOS, aumentando, portanto, a produção 

de NO. Outra possibilidade seria uma neurotoxicidade direta, uma vez que neurônios 

expressam o receptor da interleucina-18 (Hedtjarn et al., 2002). Além disso, estudos 

in vitro demonstraram que as citocinas IL1-β e TNF-α podem alterar a captação de 

glutamato por astrócitos, potenciando o estresse oxidativo induzido por esse 

neurotransmissor (Liao e Chen, 2001).  

Em um estudo clínico recente foi demonstrada uma correlação entre o 

aumento da razão entre lactato/colina (um marcador de alteração do metabolismo 
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oxidativo cerebral) no tálamo ventrolateral, núcleo lentiforme e parte posterior da 

cápsula externa, com um aumento dos níveis das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-α no 

sangue periférico de recém-nascidos a termo com diagnóstico de EN. Também foi 

relatado que os níveis plasmáticos das citocinas IL-1, IL-6 e IL-8 eram 

significativamente maiores em crianças com um desenvolvimento neurológico 

anormal, ou seja, que apresentaram alguma deficiência motora ou cognitiva aos 30 

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

Uma das proteases secretadas pela microglia é a metaloproteinase de matriz 

9 (MMP-9, do inglês matrix metalloproteinase-9), uma enzima capaz de degradar o 

colágeno tipo IV da membrana basal do endotélio, levando à quebra da barreira 

hematoencefálica após eventos isquêmicos ou inflamatórios, resultando no 

extravasamento de plasma e na entrada de células (leucócitos, por exemplo) e 

moléculas que em situações fisiológicas não entrariam no parênquima cérebral. A 

MMP-9 também é capaz de regular a inflamação, participando do processo em que 

citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1β, passam para sua forma biologicamente 

ativa. Esta enzima tem sua atividade aumentada no cérebro, 24 horas após um 

evento hipóxico-isquêmico, sendo expressa exclusivamente pela microglia no 

tálamo, córtex, hipocampo e estriado. Além disso, animais que não expressam 

MMP-9, quando submetidos a um modelo de hipóxia-isquemia neonatal, 

apresentaram um menor volume de infarto e menor desmielinização (Svedin et al., 

2007). Da mesma forma, a administração de AGG3340, um potente inibidor de 

MMPs, iniciada 24 horas após a hipóxia-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 é o ativador de 

plasminogênio tecidual (tPA, do inglês tissue plasminogen activator), que agrava a 

lesão hipóxico-isquêmica neonatal, através de seu efeito na quebra da barreira 

hematoencefálica e na ativação de metaloproteinases. Foi demonstrado que os 

níveis de tPA aumentam no cérebro, já na primeira hora após a lesão, e que essa 

expressão aumentada se mantinha por até 24 horas em astrócitos e células 

microgliais (Adhami et al., 2008). A administração de um inibidor do tPA reduziu a 

permeabilidade da barreira hematoencefálica, a ativação da metaloproteinase de 

matriz 9 (MMP-9) e a formação de edema, resultando em um efeito neuroprotetor 

(Yang et al., 2009). 

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

hipóxia-isquemia neonatal, principalmente na fase aguda da lesão.  

Já foi demonstrado que os níveis de prostaglandina D2 (PGD2) aumentam 

rapidamente, cerca de 90 vezes, 10 minutos após a hipóxia-isquemia neonatal. A 

enzima PGD sintase hematopoiética (HPGDS, do inglês hematopoietic prostaglandin 

D synthase), responsável pela síntese de PGD2, é expressa exclusivamente em 

células microgliais, enquanto o receptor da PGD2, chamado de DP1, é expresso 

apenas em células endoteliais 1 hora após a lesão, passando a ser expresso 

também em astrócitos 24 horas após a lesão. Na ausência do receptor DP1 ou da 

enzima HPGDS houve uma redução mais acentuada e prolongada do fluxo 

sanguíneo cerebral durante a hipóxia, resultando em um agravamento da lesão. Os 

animais knockout para as proteínas HPGDS ou DP1 apresentaram ainda uma maior 

degeneração de células endoteliais e um maior edema. Dessa forma, a liberação de 

PGD2 por células microgliais apresenta um papel na atenuação da lesão 
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cerebrovascular e do subsequente dano cerebral que ocorre após a hipóxia-

isquemia neonatal (Taniguchi et al., 2007). 

No nosso estudo demonstramos que ocorre um aumento do número de 

células ED1+ no córtex, SVZ, cápsula externa e estriado na fase subaguda da 

hipóxia-isquemia neonatal (7 dias após a lesão) no hemisfério ipsilateral à lesão. 

Como a expressão de caspase-1 e de seus dois substratos conhecidos (IL-18 

e IL-1β) ocorre predominantemente em células microgliais, permanecendo elevada 

de forma prolongada após a hipóxia-isquemia neonatal (Hedtjarn et al., 2002), pode-

se sugerir uma possível associação entre os efeitos neurotóxicos atribuídos a essas 

citocinas com a ativação prolongada das células microgliais. 

Além disso, essa é a primeira demonstração de que ocorre aumento do 

número de células microgliais ativadas no estriado e na SVZ dorsolateral após a 

hipóxia-isquemia neonatal.  

Em um modelo de oclusão da artéria cerebral média em ratos adultos já havia 

sido demonstrado um aumento do número de células ED1+ na SVZ e no estriado 

ipsilaterais à lesão, que permanecia por até 16 semanas. Além disso, entre 2 e 16 

semanas após a lesão, ocorria um aumento progressivo da expressão do fator 

trófico IGF-1, cuja expressão está associada a um fenótipo neuroprotetor, por 

células microgliais da SVZ. Como cerca de 60% das células microgliais da SVZ 

expressava o marcador de ativação ED1, enquanto apenas 5% expressava IGF-1 

(16 semanas após a lesão), é possível que uma pequena subpopulação das células 

microgliais adote um fenótipo neuroprotetor, enquanto a maioria dessas células 
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permaneça com um perfil pró-inflamatório na fase crônica da lesão (Thored et al., 

2009).  

Já foi demonstrado que ocorre morte celular na região dorsolateral da SVZ 

após a hipóxia-isquemia neonatal, ocorrendo um aumento da atividade das enzimas 

caspase-3 e calpaína na SVZ ipsilateral à isquemia (Romanko et al., 2007). Nessa 

região, a expressão de caspase-3 ativada parece ocorrer predominantemente em 

neuroblastos (Romanko et al., 2004). Assim, é possível que a morte de neuroblastos 

induza a ativação das células microgliais na SVZ. 

A microglia da SVZ pode influenciar a proliferação e a diferenciação de 

células-tronco/progenitoras neurais e esse efeito pode variar de acordo com o 

estado de ativação da microglia. In vitro, células microgliais pré-tratadas com LPS, 

IL-4 ou baixas doses de IFN-γ apresentaram diferentes efeitos quando co-cultivadas 

com células-tronco/progenitoras neurais. A microglia pré-tratada com LPS reduziu a 

neurogênese e a oligodendrogênese, enquanto um efeito oposto foi obtido pelo co-

cultivo com as células microgliais pré-tratadas com IL-4 e IFN-γ. Além disso, as 

células pré-tratadas com IL-4 levaram a uma produção maior de oligodendrócitos, 

enquanto a microglia pré-tratada com IFN-γ induziu uma maior neurogênese 

(Butovsky et al., 2006). 

A microglia ativada produz diversas quimiocinas responsáveis pela migração 

de leucócitos para as áreas isquêmicas. É possível que essas quimiocinas também 

levem à migração de neuroblastos em direção ao estriado e ao córtex. 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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(proteína quimiotática de monócitos-1, do inglês monocyte chemotactic protein-1) e 

seu receptor CCR2 apresentam um papel importante na migração de neuroblastos 

para o estriado após a oclusão transiente da artéria cerebral média em ratos e 

camundongos adultos (Yan et al., 2007). 

Nos nossos experimentos, outro resultado interessante que obtivemos foi a 

observação de que alguns animais hipóxico-isquêmicos apresentavam cistos no 

córtex e na substância branca. Estes cistos apresentavam astrócitos e células 

microgliais nas suas bordas, formando uma parede que parecia isolar o cisto do 

tecido ao redor. Um aspecto histológico semelhante já foi verificado em humanos, 

tendo sido observado um grande número de astrócitos na parede de cistos formados 

na substância branca após um evento isquêmico perinatal, embora mais detalhes 

sobre a causa da lesão não tenham sido informados (Villapol et al., 2008). No 

entanto, é a primeira vez que se observa a presença de células microgliais com uma 

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

Nossos resultados sugerem que astrócitos e microglia, quando ativados, 

migram para os locais de lesão, ficando espacialmente bem próximos. Essa 

proximidade pode sugerir uma interação entre essas células, um assunto ainda 

pouco explorado, mas que parece ser importante durante a inflamação. Já foi 

mostrado, por exemplo, que a glicoproteína CD200, expressa de forma constitutiva 

por neurônios, passa a ser expressa por astrócitos em processos de inflamação 

crônica, como ocorre na esclerose múltipla. Essa molécula sinaliza através do 

receptor CD200R, que é expresso predominantemente em células microgliais e 

macrófagos, sendo um sinal que suprime a ativação dessas células. Dessa forma, 

os astrócitos ativados apresentam um papel no controle da ativação da microglia, via 
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CD200-CD200R (Koning et al., 2009). Após uma lesão traumática, astrócitos 

também contribuem para a ativação e para a movimentação dos prolongamentos de 

células microgliais em direção à lesão, através da liberação de ATP, que sinaliza via 

receptores purinérgicos presentes na microglia (Davalos et al., 2005). Já a produção 

de PGD2 por células microgliais, parece influenciar a ativação de astrócitos, através 

de seus receptores DP1 e DP2 (Mohri et al., 2006). 

 

Papel de Astrócitos na Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

Astrócitos são as células gliais mais abundantes do SNC, apresentando um 

amplo espectro de funções, como um papel na homeostase de íons e água, a 

participação na formação da barreira hematoencefálica, o controle do fluxo 

sanguíneo cerebral, a regulação da sinaptogênese e a síntese e remoção de 

glutamato e GABA (Ransom et al., 2003). Embora os astrócitos possam sobreviver 

por longos períodos em situações de hipóxia, através da utilização anaeróbica da 

glicose, evidências recentes sugerem que um número considerável de astrócitos 

pode morrer após um evento isquêmico no cérebro em desenvolvimento. Em um 

modelo de isquemia focal em ratos P7 foi mostrado que já é possível encontrar 

astrócitos em apoptose tanto na substância branca como no córtex, 24 horas após a 

lesão. Além disso, astrócitos apresentando características de clasmatodendrose, ou 

seja, com evidências de desintegração de prolongamentos distais, podiam ser 

encontrados mais tardiamente, 3 semanas após a lesão (Villapol et al., 2008). 

Nossos resultados demonstram que ocorre um aumento da expressão de 

GFAP, associado a um acúmulo de astrócitos no córtex, no estriado e na cápsula 
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externa do hemisfério ipsilateral à isquemia, 7 dias após a lesão. Esses resultados 

são compatíveis com um processo de gliose reativa, no qual ocorre hiperplasia, 

hipertrofia e aumento da expressão de GFAP e vimentina, dentre outras mudanças 

morfológicas e metabólicas que ocorrem em astrócitos em resposta a uma lesão. Em 

lesões crônicas ou em lesões agudas severas, esse processo leva à formação de 

uma cicatriz glial, que dificulta a regeneração axonal e a mielinização, embora 

apresente um papel benéfico, ao proteger áreas não afetadas pela isquemia dos 

mediadores tóxicos liberados no centro da lesão. Os astrócitos ativados também 

participam do processo inflamatório, liberando citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas (Sherman et al., 2007). 

Em modelos de acidente vascular cerebral em animais adultos, a ativação de 

astrócitos parece ser benéfica. Já foi relatado que animais que não expressam os 

filamentos intermediários GFAP e vimentina apresentaram um maior volume de 

infarto após a transecção da artéria cerebral média (Li et al., 2008). Além disso, a 

inibição da ativação de astrócitos (através da droga fluorocitrato) levou a uma menor 

recuperação funcional e a um menor remodelamento neurovascular após a indução 

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

Já em animais P9 que não expressam as proteínas GFAP e vimentina, a 

atenuação da gliose reativa não alterou o volume de infarto em um modelo de 

hipóxia-isquemia neonatal (Järlestedt et al., 2010). 

É possível que a gliose reativa no cérebro em desenvolvimento apresente 

diferenças em relação à gliose que ocorre no cérebro adulto, uma vez que o 

processo de gliogênese se inicia tardiamente no período embrionário (a partir de 



111 

 

E16), se completando nas primeiras semanas pós-natais em roedores (Costa et al., 

2009). Assim, no momento em que ocorre a lesão hipóxico-isquêmica, existe uma 

grande quantidade de progenitores gliais no cérebro dos animais neonatos, o que 

pode representar uma diferença importante no processo de gliose reativa e da 

formação da cicatriz glial. 

Por fim, nossos resultados demonstraram que o tratamento com as células 

mononucleares do sangue de cordão umbilical humano não modificou o aumento da 

expressão de GFAP no hemisfério ipsilateral à isquemia, sugerindo que a terapia 

celular não foi capaz de modular o processo de gliose reativa, pelo menos na idade 

estudada. 

 

Migração e Fenótipo das Células Transplantadas: 

Utilizando um anticorpo anti-núcleo humano, raras células transplantadas 

puderam ser encontradas no córtex e no estriado do hemisfério ipsilateral à isquemia 

dos animais tratados, 2 dias após o transplante. 

A quimiocina SDF-1 é uma das principais citocinas envolvidas na regulação 

da migração, retenção e mobilização de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas 

da/para a medula óssea (Lapidot et al., 2005). Além disso, essa quimiocina também 

apresentou um papel na migração de células-tronco/progenitoras neurais para as 

regiões isquêmicas em um modelo de hipóxia-isquemia neonatal (Imitola et al., 

2004). 
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Recentemente foi demonstrado que a migração das células mononucleares 

do sangue de cordão umbilical para a área de lesão hipóxico-isquêmica também 

dependia da interação da quimiocina SDF-1 com seu receptor CXCR4. A expressão 

de SDF-1 aumentou no hemisfério ipsilateral à isquemia, principalmente em 

astrócitos, e cerca de 80% dos monócitos e dos linfócitos do sangue de cordão 

umbilical expressavam o receptor CXCR4. Além disso, a administração de 

anticorpos neutralizantes anti-SDF-1 resultou em um menor número de células 

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

Nossos dados complementam esses resultados, pois mostramos que cerca 

de 30% das células mononucleares do sangue de cordão umbilical expressam o 

receptor CXCR4. Assim, 70% das células que foram injetadas não expressavam 

esse receptor, e dependeriam  de outras quimiocinas para migrarem para o cérebro. 

Além disso, no momento em que encontramos as células no córtex e no estriado (2 

dias após a lesão), a expressão de SDF-1 estava aumentada apenas no estriado 

ipsilateral à isquemia, mas não no córtex, o que está de acordo com o que já havia 

sido demonstrado em um modelo de hipóxia-isquemia neonatal em camundongos. 

Nesse modelo a quimiocina SDF-1 teve sua expressão aumentada por até 7 dias no 

hipocampo e no estriado do hemisfério ipsilateral à isquemia e o pico de sua 

expressão ocorreu 3 dias após a lesão, principalmente em astrócitos e células 

endoteliais (Miller et al., 2005). Dessa forma, SDF-1 provavelmente não é a principal 

quimiocina envolvida na migração de células para o córtex após a hipóxia-isquemia. 

No entanto, a expressão do receptor CXCR4 por células hematopoiéticas é 

bastante dinâmica. Já foi demonstrado que as células CD34+ CXCR4- apresentam 

níveis baixos da proteína CXCR4 no citoplasma e que a estimulação dessas células 
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com as citocinas IL-6 e SCF (fator de célula-tronco, do inglês stem cell factor), ou 

com HGF, leva à expressão desse receptor na membrana plasmática após cerca de 

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

As quimiocinas MIP-1α (proteína inflamatória de macrófago 1 alfa, do inglês 

macrophage inflammatory protein 1 alpha) e MCP-1 também induzem a migração de 

células mononucleares do sangue de cordão umbilical, in vitro (Jiang et al., 2008). 

Além disso, a expressão de MCP-1 aumenta no hemisfério ipsilateral à isquemia a 

partir de 1 hora após a indução da hipóxia-isquemia neonatal, embora o pico de sua 

expressão ocorra após 8-24 horas (Ivacko et al., 1997). Já o pico da expressão da 

quimiocina MIP1-α (ou CCL-3) ocorre 16 horas após a lesão, e esta quimiocina 

permanece elevada por pelo menos 5 dias no cérebro dos animais hipóxico-

isquêmicos (Cowell et al., 2002).  

O padrão temporal da expressão dessas quimiocinas pode explicar as 

diferenças entre os resultados obtidos por diferentes grupos que avaliaram a 

migração das células mononucleares do sangue de cordão umbilical para o cérebro 

após um transplante sistêmico. Nos estudos em que foi encontrado um grande 

número de células transplantadas no parênquima cerebral, as células foram 

administradas por via intraperitoneal 24 horas após a lesão, período que coincide 

com o pico de expressão de MCP-1 e bem próximo do pico de MIP1-α (Meier et al., 

2006; Rosenkranz et al., 2009). No entanto, em outro estudo, embora as células 

tenham sido administradas por via intravenosa 24 horas após a hipóxia-isquemia, 

poucas células transplantadas foram encontradas no cérebro, diferença que pode 

estar relacionada ao método utilizado para identificar as células, ou à via de 

administração (de Paula et al., 2009). Já em nosso trabalho, as células foram 
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injetadas 3 horas após a lesão, período que precede o pico de expressão das 

quimiocinas que já foram estudadas no modelo de hipóxia-isquemia neonatal, o que 

pode explicar o baixíssimo número de células que encontramos no cérebro dos 

animais tratados.  

Em relação ao fenótipo das células transplantadas, foi demonstrado que não 

havia expressão de marcadores neurais ou astrocitários pelas células que migraram 

para o cérebro hipóxico-isquêmico (Meier et al., 2006). Esses dados, em conjunto 

com os 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 terapêutico obtido com o transplante 

das células do sangue de cordão umbilical humano não se deve à transdiferenciação 

dessas células, ou seja, à substituição de neurônios perdidos. 

Em modelos de acidente vascular cerebral em animais adultos, as células 

mononucleares do sangue de cordão umbilical também contribuem para a 

recuperação neurológica dos animais, mesmo quando não migram para o cérebro 

(Borlongan et al., 2004). 

No entanto, é possível que algumas das células progenitoras hematopoiéticas 

que se alojam no cérebro se diferenciem, adotando fenótipos relacionados à 

linhagem hematopoiética. Já foi demonstrado, por exemplo, que células CD34+ do 

sangue de cordão umbilical humano podem se diferenciar em células microgliais 

com morfologia ramificada quando transplantadas em camundongos adultos após 

irradiação (Asheuer et al., 2004). 
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Também não podemos descartar a possibilidade de fusão de algumas das 

células injetadas com células de Purkinje no cerebelo, um evento que já foi mostrado 

após o transplante de células da medula óssea, embora ocorra em baixíssima 

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

 

Melhora Funcional dos Animais Tratados: 

A avaliação dos reflexos primitivos apresenta grande importância na prática 

pediátrica. O reflexo de Moro, um dos reflexos mais utilizados, por exemplo, deve 

estar presente a partir de 28-32 semanas de gestação e desaparecer antes dos 6 

meses de idade. Ausência, diminuição ou assimetria desse reflexo nos primeiro 

meses de vida, ou ainda a persistência do reflexo após 6 meses de idade, indicam 

uma alteração da função neurológica. Um estudo avaliou esse reflexo em 204 

crianças com risco de desenvolverem sequelas neurológicas. Em 43 das 58 crianças 

que apresentaram paralisia cerebral (74%), o reflexo de Moro permaneceu presente 

no sétimo mês de vida, enquanto apenas 5 de 146 crianças sem alterações na 

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

No modelo de hipóxia-isquemia neonatal em camundongos já foi 

demonstrado que o desempenho dos animais nos reflexos de aversão ao precipício 

e de geotaxia negativa se correlacionava com o tempo de hipóxia (30 ou 60 

minutos), com o volume de infarto, e com o desempenho dos animais no labirinto 

aquático de Morris, analisados 8 semanas após a lesão (Tem et al., 2003). Dessa 

forma, é possível sugerir que as alterações que encontramos nesses 2 reflexos 
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neonatais em animais hipóxico-isquêmicos podem se correlacionar com a gravidade 

da lesão e com a preservação da memória espacial a longo prazo. 

As alterações que encontramos no desempenho dos animais hipóxico-

isquêmicos nos testes que avaliam os reflexos neonatais foram mais importantes em 

P9 e P11, voltando a valores normais em P14. O fato de animais hipóxico-

isquêmicos realizarem esses testes de forma comparável aos animais falso-

operados mais tardiamente, em P14, indica que o amadurecimento de funções 

neurológicas básicas foi retardado pela hipóxia-isquemia. Resultados semelhantes já 

foram encontrados mesmo após uma lesão mais severa (2 horas de hipóxia). Nesse 

modelo, foi relatado que os animais hipóxico-isquêmicos apresentavam alterações 

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 alterações 

provocadas pela hipóxia-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 possível mecanismo neuroprotetor na fase aguda da 

hipóxia-isquemia neonatal. Em nosso trabalho, ao analisar a morte celular no córtex, 

no estriado e no hipocampo, observamos que o tratamento com as células do 

sangue de cordão umbilical reduziu a morte neuronal no estriado e que o 

mecanismo associado a esse efeito envolvia uma redução da ativação da enzima 
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caspase-3. Como um mecanismo adicional, observamos um efeito anti-inflamatório 

no córtex, evidenciado pela redução da ativação da microglia na fase subaguda da 

lesão. Nos próximos tópicos discutiremos esses mecanismos de forma mais 

detalhada. 

 

Efeito Neuroprotetor: 

Nossos resultados demonstraram que houve uma redução do número de 

neurônios em degeneração no estriado, mas não no córtex ou no hipocampo, 2 dias 

após o tratamento com as células do sangue de cordão umbilical. Também 

mostramos que houve uma redução do número de células expressando a enzima 

caspase-3 ativada no estriado dos animais tratados. 

Já foi relatado que a principal diferença em relação aos mecanismos de morte 

celular após a hipóxia-isquemia em ratos neonatos e animais adultos foi uma maior 

ativação da caspase-3 nos neonatos. Além disso, esses animais apresentavam 

maior translocação de AIF e liberação de citocromo c para o citosol (Zhu et al., 

2005). A relevância da ativação da caspase-3 nas lesões cerebrais em animais 

neonatos deve estar relacionada ao papel da morte celular programada durante o 

desenvolvimento do SNC. A morte de progenitores neurais em áreas neurogênicas 

durante o período embrionário depende da ativação de caspases e já foi 

demonstrado que a ausência de caspase-3 ou de caspase-9 durante esse período 

leva a mal-formações e a um crescimento exagerado do cérebro (Kuida et al., 1998). 
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No entanto, já foi demonstrado que mesmo após a inibição farmacológica da 

caspase-3, a ativação precoce (cerca de 30 minutos após a hipóxia) da calpaína no 

córtex não foi afetada (Han et al., 2002). Dessa forma, outras vias de morte celular, 

caspase-3-independentes também contribuem para a lesão hipóxico-isquêmica. Em 

nosso estudo, o efeito na redução da ativação da caspase-3 (expressa em neurônios 

e glia) no estriado está associado a um efeito neuroprotetor, uma vez que 

observamos também uma redução do número total de neurônios em degeneração, 

marcados com Fluoro-Jade C (especifico para neurônios) , nessa mesma região. 

Um efeito neuroprotetor já havia sido atribuído às células do sangue de 

cordão umbilical anteriormente. In vitro, já foi demonstrado que estas células, 

quando em co-cultura com neurônios corticais, protegem estes neurônios da morte 

induzida pelo glutamato. Dentre os mecanismos de neuroproteção propostos por 

este estudo, destaca-se a ativação da via de sinalização Akt, que está envolvida em 

vias de sobrevivência celular, inibindo o processo de apoptose (Dasari et al., 2008). 

As células do sangue de cordão umbilical também reduziram a morte celular 

induzida pela hipóxia em células de uma linhagem neuronal cultivadas in vitro (Hau 

et al., 2008). In vivo, já foi relatado que o transplante intravenoso dessas células em 

um modelo de oclusão da artéria cerebral média em ratos adultos foi capaz de 

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

A neuroproteção observada no estriado (que corresponde a parte dos 

gânglios da base em humanos) após o tratamento com as células do sangue de 

cordão pode apresentar uma grande relevância clínica. Alguns estudos clínicos, 

avaliando o padrão de lesão apresentado por crianças nascidas a termo, com 

diagnóstico de encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal, indicam que pode haver 
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um comprometimento seletivo dos gânglios da base e do tálamo, poupando o córtex, 

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

Em um estudo, foram avaliadas 11 crianças nascidas a termo que 

apresentaram convulsões durante o período neonatal e que apresentaram uma 

bradicardia terminal e persistente que não se recuperou até o final do parto, seis das 

quais apresentavam também um evento sentinela (ruptura uterina, ruptura do cordão 

e trombose do cordão). Avaliando as imagens dos exames de ressonância 

magnética dessas crianças, foi verificado que as lesões se restringiam ao tálamo, 

tronco-cerebral e gânglios da base, poupando o córtex e a substância branca 

(Pasternak et al., 1998). Posteriomente, outro estudo verificou que na presença de 

um evento sentinela indicativo de asfixia perinatal aguda em crianças a termo, a 

lesão predominante ocorria no tálamo e nos glânglios da base (Okereafor et al., 

2008). 

Esses resultados estão de acordo com estudos pré-clínicos prévios. Modelos 

de asfixia perinatal utilizando macacos Rhesus, já haviam mostrado que um episódio 

de asfixia intra-uterina aguda de 10-25 minutos de duração se associava a lesões 

principalmente no tronco cerebral e no tálamo, poupando o córtex. A partir de 25 

minutos de asfixia, tais lesões eram acompanhadas de danos mais extensos e 

tendiam a ser letais. Já uma asfixia parcial e prolongada, durando de 30 minutos a 

algumas horas, produzia lesões corticais.  

Da mesma forma, em crianças prematuras com diagnóstico de encefalopatia 

hipóxico-isquêmica neonatal foi encontrado um padrão de lesão que poupava o 

córtex, havendo uma correlação entre uma maior idade gestacional e a presença de 
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lesões corticais. Lesões nos gânglios da base foram encontradas em 72% dos 

casos, lesões talâmicas em 62% e lesões difusas na substância branca em 89% das 

crianças (Logitharajah et al., 2009). 

Assim, esse grupo de pacientes se beneficiaria de uma terapia que 

apresentasse um efeito neuroprotetor nos gânglios da base. Além disso, em 

experimentos futuros pretendemos avaliar se existe um efeito neuroprotetor no 

tálamo dos animais tratados com as células do sangue de cordão umbilical. 

Ainda em relação ao estriado, sabe-se que essa região é composta 

principalmente por neurônios de projeção que expressam os marcadores DARPP-32 

e calbindina (95% dos neurônios totais). Os outros 5% são interneurônios, que são 

divididos em 4 grandes grupos, de acordo com a expressão 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 cordão protegeu de forma seletiva alguma(s) população(ões) 

específica(s) do estriado. 

 

Efeito Anti-Inflamatório: 

Evidências de que a modulação da inflamação pode apresentar um potencial 

terapêutico na hipóxia-isquemia neonatal surgiram a partir dos estudos que 

investigaram o efeito do tratamento com a droga minociclina, uma tetraciclina de 

segunda geração que apresenta um efeito neuroprotetor baseado principalmente em 

suas propriedades anti-inflamatórias (Buller et al., 2009). 
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Em um estudo in vitro, já foi demonstrado que o pré-tratamento com 

minociclina é capaz de reduzir a ativação da microglia induzida pela hipóxia, 

reduzindo a expressão de ED1 e a produção das citocinas pró-inflamatorias IL-1β e 

TNF-α, bem como da enzima iNOS (diminuindo a produção de óxido nítrico). Por 

outro lado, a produção dos fatores neurotróficos BDNF e GDNF (fator neurotrófico 

derivado de glia, do inglês glial-derived neurotrophic factor) não sofreu alteração 

após o pré-tratamento com minociclina, indicando que este antibiótico é capaz de 

mudar seletivamente o fenótipo da microglia, prevenindo a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias e de mediadores neurotóxicos, sem evitar um aumento da 

liberação de fatores neurotróficos induzidos pela hipóxia (Lai e Todd, 2006). 

No modelo de hipóxia-isquemia neonatal, a administração de doses de 45 

mg/kg de minociclina imediatamente antes ou imediatamente após a hipóxia foram 

capazes de reduzir a lesão no hipocampo, no córtex e no estriado, diminuindo a 

ativação da caspase 3 no córtex e no hipocampo. Já doses de 22.5 mg/kg 

imediatamente antes ou de 45 mg/kg 3 horas após a hipoxia não foram capazes de 

diminuir a lesão nessas regiões, mostrando que existe uma janela terapêutica para 

que o tratamento seja eficaz e que doses baixas de minociclina não resultam em 

efeito neuroprotetor (Arvin et al., 2002). Também já foi demonstrado que a 

administração de minociclina (em doses de 50 mg/kg), imediatamente após a lesão 

e em intervalos de 12 horas por mais 4 dias, reduziu a desmielinização e a ativação 

da microglia na substância branca em animais hipóxico-isquêmicos (Lechpammer et 

al., 2008). 

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

Historicamente, este antibiótico não é utilizado em mulheres grávidas ou crianças, 
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por se ligar ao fosfato de cálcio, sendo seletivamente incorporado aos ossos e 

dentes em formação. Mesmo após breves períodos de administração, 

principalmente após a décima quarta semana de gestação, pode causar hipoplasia 

do esmalte dentário, deixar uma coloração marrom nos dentes permanentemente e 

aumentar a susceptibilidade a cáries. Pode ainda interromper temporariamente o 

crescimento ósseo e evitar a ligação da bilirrubina à albumina plasmática em 

neonatos, causando lesão neurológica induzida pela bilirrubina (Buller et al., 2009). 

Além disso, a dose utilizada para seu efeito antibiótico em humanos é de cerca de 3 

mg/kg/dia. Os estudos em modelos pré-clinicos de hipóxia-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 é bem menor, cerca de 3 horas, ainda é 

possível que doses menores em humanos possam oferecer a mesma proteção 

observada nos modelos pré-clinicos. No entanto, doses de 45 ou 135 mg/kg/dia 

agravaram a lesão hipóxico-isquêmica em camundongos, mostrando haver uma 

possível variação espécie-específica entre a dose e o efeito observado (Tsuji et al., 

2004). Outra limitação seria a janela terapêutica para sua utilização, já que o efeito 

neuroprotetor foi observado apenas quando a droga foi administrada imediatamente 

após a hipóxia, mas não quando administrada após 3 horas (Arvin et al., 2002). 

Dessa forma a possível utilização da minociclina na encefalopatia hipóxico-

isquêmica ainda permanece controversa em função de seu potencial efeito tóxico 

em neonatos. 
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O efeito anti-inflamatório que observamos no córtex após o tratamento com as 

células mononucleares do sangue de cordão umbilical humano foi bastante 

semelhante ao da minociclina. O tratamento com as células reduziu o número de 

células expressando o antígeno ED1 no córtex ipsilateral à isquemia, 7 dias após a 

lesão. Como a proteína ED1 está envolvida na fagocitose e sua expressão está 

relacionada a um estado de ativação das células microgliais, nossos resultados 

indicam que a terapia celular apresentou um efeito anti-inflamatório no córtex, 

reduzindo a ativação da microglia na fase subaguda da hipóxia-isquemia neonatal. 

Em função destes resultados positivos e do fato de que os potenciais efeitos 

adversos de um transplante intravenoso autólogo de células mononucleares do 

sangue de cordão umbilical humano serem praticamente nulos, é possível que essa 

terapia celular possa ser mais segura do que a possível utilização de doses 

elevadas de minociclina em recém-nascidos. 

No entanto, ao contrário do efeito mais generalizado que foi observado com a 

minociclina nos estudos pré-clínicos, o tratamento com as células do sangue de 

cordão umbilical levou a um efeito mais localizado, ocorrendo apenas no córtex. 

É possível que o fenótipo das células microgliais não seja o mesmo nas 

diferentes áreas analisadas e que o efeito anti-inflamatório induzido pelo tratamento 

com as células do sangue de cordão possa ser específico ou intenso o suficiente 

para causar a modulação de apenas uma determinada subpopulação de células 

microgliais. Dando suporte a essa hipótese, já foi relatado que células microgliais 

isoladas de diferentes regiões do cérebro de ratos recém-nascidos (do córtex, 

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

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

Além disso, a microglia já se encontra em um estado basal de ativação em 

determinadas regiões do cérebro em desenvolvimento. A expressão de ED1, por 

exemplo, já foi demonstrada na microglia presente na substância branca de ratos 

entre P7 e P13, mesmo em condições fisiológicas (Lechpammer et al., 2008). Em 

humanos, a presença de células expressando ED1 na zona ventricular e no corpo 

caloso já foi descrita em fetos entre 12 e 17 semanas de gestação (Rezaie et al., 

2005). É possível que a microglia participe, por exemplo, do processo de eliminação 

de axônios no corpo caloso, um processo que é fundamental para a correta 

formação do sistema visual (Rochefort et al., 2002). Nossos dados também 

mostraram que a expressão de ED1 ocorria bilateralmente na SVZ e na cápsula 

externa, 7 dias após a lesão (ou seja, em animais com 15 dias de vida), enquanto no 

córtex e no estriado a expressão de ED1 se restringiu ao hemisfério ipsilateral à 

isquemia. Dessa forma, as células microgliais da SVZ e da cápsula externa já se 

encontram ativadas no cérebro em desenvolvimento, representando mais uma 

diferença regional no fenótipo dessas células.  

Outra evidência das diferenças regionais da microglia no cérebro em 

desenvolvimento foi descrita por Elkabes e colaboradores (1996). Nesse trabalho, foi 

observado que a expressão do fator trófico NT-3 nas células microglias de ratos P10 

se limitava ao córtex e ao globus pallidus, não ocorrendo nas meninges, na cápsula 

externa e na zona subventricular, ou seja, em regiões onde a microglia se encontra 

ativada durante o desenvolvimento pós-natal. Além disso, as células microgliais não 

expressavam NT-3 (neurotrofina 3) nos animais adultos. 
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A ativação da microglia é controlada por duas classes de sinais, chamados de 

“On” e “Off”. Os sinais “Off” são expressos de forma constitutiva no SNC em 

condições fisiológicas e quando desaparecem provocam a ativação das células 

microgliais. Já os sinais “On” são produzidos apenas em determinadas situações 

(por neurônios em apoptose, por exemplo) e induzem a ativação da microglia, 

podendo ser pró- ou anti-inflamatórios (Biber et al., 2007). É possível que na SVZ e 

na cápsula externa seja mais difícil opor os sinais “On” (ou a ausência de sinais 

“Off”) que induzem a ativação da microglia e que já estão presentes (ou ausentes) 

antes mesmo da lesão hipóxico-isquêmica. 

Outra possibilidade é que o padrão temporal de ativação da microglia não 

seja o mesmo em diferentes áreas. Como só avaliamos o efeito da terapia celular 7 

após o tratamento, podemos não ter observado um efeito anti-inflamatório no 

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

Recentemente foi demonstrado que a co-cultura de células do sangue de 

cordão umbilical humano com células microgliais reduziu a sobrevivência da 

microglia em condições de hipóxia. Linfócitos B e monócitos/macrófagos foram 

responsáveis por esse efeito. Por outro lado, linfócitos T CD4+ e CD8+ aumentaram 

a sobrevivência de células microgliais, tanto em normóxia, quanto em hipóxia (Jiang 

et al., 2009). 

No entanto, nossos resultados sugerem que houve uma modulação do 

fenótipo da microglia e não a indução da morte dessas células pelo tratamento. 

Embora não tenhamos quantificado o número de células Iba1+ (ou seja, o número 

total de macrófagos/microglia), a análise qualitativa da co-expressão de ED1 e Iba1 
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demonstrou que embora tenha havido uma redução praticamente total do número de 

células ED1+ em alguns animais, o tratamento aparentemente não reduziu, ou pelo 

menos não reduziu de forma proporcional, o número total de células microgliais 

(Iba1+). Resultados semelhantes foram observados recentemente em um trabalho 

que injetou células mononucleares do sangue de cordão umbilical 48 horas após a 

indução da isquemia em animais adultos. Esse tratamento reduziu a ativação de 

células microgliais, que mudaram de um formato amebóide, indicativo de ativação, 

para uma morfologia ramificada (característica das células residentes em estado 

não-ativado) 72 horas após a lesão, ou seja, um efeito no fenótipo e não na 

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

Também já foi demonstrada uma redução nos níveis de mRNA das citocinas 

pró-inflamatórias IL-2 e TNF-α e nos níveis das proteínas TNF-α e IL-1β no 

hemisfério ipsilateral à isquemia, em animais adultos que receberam uma injeção 

sistêmica de células da fração mononuclear de cordão umbilical humano. Além 

disso, o número de células inflamatórias (CD45+/CD11b+ e CD45+/B220+) infiltrando 

o cérebro isquêmico foi menor nos animais tratados (Vendrame et al., 2005). Dessa 

forma, um efeito anti-inflamatório associado ao tratamento com as células do sangue 

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

Existem pelo menos três possíveis mecanismos que podem explicar esse 

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

1) um efeito parácrino no córtex, através da liberação de fatores por células 

que migraram para o parênquima, ou de fatores liberados no sangue, 

modulando diretamente as células microgliais; 
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2) um efeito parácrino indireto, causado pela regulação da expressão de 

sinais “On” ou “Off” pelos neurônios, por astrócitos ou mesmo por outras 

células inflamatórias que infiltraram o parênquima após a lesão; 

3) um efeito imunomodulador periférico, em órgãos linfóides secundários, por 

exemplo, modulando o processo inflamatório sistêmico. 

O efeito poderia também ocorrer de forma secundária, como consequência de 

um efeito neuroprotetor, pois um menor número de neurônios em degeneração 

levaria a uma menor ativação da microglia. No entanto, esse não foi o caso, já que 

na fase aguda da lesão não observamos um efeito neuroprotetor do transplante 

celular no córtex. 

Em relação às duas primeiras hipóteses, a produção de fatores tróficos e 

citocinas por células do sangue de cordão umbilical pode ter ocorrido diretamente no 

cérebro, ou na circulação. Como em nosso trabalho raras células foram encontradas 

no córtex e no estriado, é mais provável que a liberação desses fatores na 

circulação seja mais importante do que a produção no parênquima cerebral. O 

trabalho de Yasuhara e colaboradores (2009) também dá suporte a essa hipótese, 

ao verificar que apesar de poucas células transplantadas terem sido encontradas no 

córtex e no hipocampo, houve um aumento dos níveis dos fatores tróficos BDNF, 

NGF (fator de crescimento de nervos, do inglês nerve growth factor) e GDNF no 

cérebro dos animais tratados, 3 dias após o transplante. Além disso, tanto a melhora 

da função motora quanto os níveis dos fatores tróficos no cérebro, foram ainda 

maiores nos animais que receberam uma injeção de manitol, uma droga capaz de 

permeabilizar a barreira hematoencefálica, logo após o transplante. Como o manitol 
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não provocou um aumento do número de células no cérebro, foi sugerido que o essa 

droga poderia facilitar a entrada no SNC de fatores tróficos liberados na circulação 

(Yasuhara et al., 2009). 

Em relação à terceira hipótese, já foi demonstrado um efeito do transplante de 

células mononucleares do sangue de cordão umbilical no baço de animais adultos 

após a oclusão permanente da artéria cerebral média. Houve uma redução das 

alterações que ocorrem no baço após a isquemia cerebral (uma redução no peso 

deste órgão e no número de linfócitos T CD8+), acompanhada de um aumento nos 

níveis de IL-10 e IFN-γ e de uma redução nos níveis de TNF-α no baço dos animais 

tratados (Vendrame et al., 2006). 

 

 

Produção de Citocinas e Fatores Tróficos por Células Mononucleares do 

Sangue de Cordão Umbilical: 

Um efeito parácrino, através da liberação de fatores tróficos e citocinas pelas 

células mononucleares do sangue de cordão umbilical possivelmente está associado 

ao efeito neuroprotetor, ao efeito anti-inflamatório e, consequentemente, à melhora 

funcional que observamos nos animais hipóxico-isquêmicos após o transplante.  

O mRNA de diversos fatores tróficos neurais, como BDNF, GDNF, NGF, NT-3 

e NT-5, já foram identificados em células da fração mononuclear do sangue de 

cordão 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 já foi descrito como neuroprotetor no modelo de hipóxia-isquemia 

neonatal de Vannucci, bloqueando a ativação de caspase 3 em neurônios (Han et 

al., 2000). Além disso, a injeção intracerebroventricular de NGF, iniciada 

imediatamente antes da oclusão da carótida e mantida por 2 dias, também reduziu 

de maneira global a lesão cerebral induzida pela hipóxia-isquemia neonatal 

(Holtzman et al., 1996).  

Em um relato de caso, duas crianças de 8 e 13 meses de idade, admitidas em 

uma unidade de terapia intensiva neonatal após uma parada cardiorrespiratória 

prolongada, apresentavam um quadro neurológico severo que incluía tetraparesia 

flácida, ausência de respostas ao ambiente externo e coma. Após 4 meses, essas 

crianças receberam uma injeção de NGF por 10 dias consecutivos, através de um 

cateter intraventricular (que havia sido implantado para controle da pressão 

intracraniana). Após esse período, as crianças apresentaram redução da fraqueza 

dos membros, recuperaram progressivamente o nível de consciência e passaram a 

apresentar movimentos espontâneos. Foi também demonstrada uma melhora nos 

padrões eletroencefalográficos dessas crianças, bem como um aumento da perfusão 

em algumas regiões do cérebro (Chiaretti et al., 2007). No entanto, não se pode 

descartar a possibilidade de que essa recuperação ocorreria naturalmente, 

independente do tratamento. 

Também é interessante o papel que os fatores tróficos NGF, NT-3 e BDNF 

apresentam como sinais “Off” que podem atuar na microglia, reduzindo sua ativação 

(Biber et al., 2007). 
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Já em relação ao GDNF, foi demonstrado que o implante de uma cápsula 

contendo células renais de hamster transfectadas com esse fator, dois dias antes da 

indução da hipóxia-isquemia, reduziu o volume de lesão de maneira global. O 

tálamo, o córtex, o hipocampo e o estriado do hemisfério ipsilateral à isquemia, 

apresentaram lesões menos severas nos animais que receberam o implante com 

células transfectadas. Além disso, houve um aumento da concentração plasmática 

de GDNF, 7 dias após a lesão. Por fim, uma analise histológica revelou que as 

células transfectadas permaneciam vivas no momento em que o implante foi 

retirado, sugerindo que a liberação desse fator ocorreu de forma crônica (Katsuragi 

et al., 2005). 

A produção de citocinas por células da fração mononuclear do sangue de 

cordão também já foi avaliada. Após 10 dias em cultura, diversas citocinas foram 

encontradas no meio de cultura, entre elas a IL-8 (interleucina 8), uma α-quimocina. 

Outra quimiocina encontrada, a MCP-1, é um fator de atração de monócitos e possui 

também a capacidade de induzir a migração de células-tronco neurais de rato, in 

vitro (Newman et al., 2006).  

Foi também demonstrado a produção de VEGF, o fator de crescimento de 

endotélio vascular, por essas células. Além do seu papel clássico na indução da 

angiogênese, através da interação com receptores do tipo tirosina-cinase nas 

células endoteliais, vários trabalhos recentes têm atribuído um efeito neurotrófico e 

neuroprotetor a esse fator. Este fator possui a capacidade de estimular a 

neurogênese, 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 

lesão do SNC, como na morte de células ganglionares da retina após axotomia (Kilic 
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et al., 2006), e em modelos in vitro de hipóxia e privação de glicose utilizando células 

da linhagem HN33 (derivada da fusão de neurônios hipocampais de camundongo 

com células de neuroblastoma) e neurônios corticais (Kun et al., 2000). É capaz, 

ainda, de promover a extensão axonal e a sobrevivência de neurônios do gânglio 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 após a reoxigenação, em um modelo de hipóxia-isquemia 

neonatal (Feng et al., 2008). 

É possível que o próprio evento de hipóxia possa modular a produção de 

VEGF pelas células do sangue. Já foi observado um aumento dos níveis de VEGF 

no sangue de cordão umbilical de crianças que sofreram asfixia perinatal e esse 

aumento foi ainda maior nas crianças diagnosticadas com encefalopatia hipóxico-

isquêmica neonatal (Aly et al., 2009). No entanto, não foi avaliada a origem do VEGF 

circulante, que pode ter sido secretado pelas células sanguíneas ou pode ter sido 

produzido no cérebro ou algum outro órgão, sendo posteriormente liberado na 

circulação. 

 

Translação Clínica e Possível Associação com Outras Terapias: 

A intervenção que tem se mostrado mais eficaz até o momento é a hipotermia 

prolongada (24-72 h). Uma revisão recente avaliou os dados de 5 estudos clínicos 

que realizaram hipotermia como uma estratégia de neuroproteção, 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 prognóstico e a uma menor 



132 

 

mortalidade, reduzindo a incidência de sequelas neurológicas. Um dos estudos 

clínicos mostrou também que o subgrupo que mais se beneficiou desse tratamento 

foi aquele com alterações eletroencefalográficas menos severas (Schulzke et al., 

2007). No entanto, embora os resultados sejam animadores, os benefícios ainda são 

limitados e, no futuro, a associação de hipotermia com alguma outra terapia talvez 

seja uma opção para uma neuroproteção mais completa. Dessa forma, seria 

interessante testar de que forma a hipotermia influenciaria uma terapia celular com 

células do sangue de cordão umbilical em um estudo pré-clínico.  

No momento, existe um estudo clínico fase I em andamento, analisando a 

segurança e a exequibilidade do tratamento com células do sangue de cordão 

umbilical para crianças com encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal, na 

Universidade de Duke (Carolina do Norte, EUA). Neste estudo será realizado um 

transplante autólogo em crianças com até 14 dias de vida, que serão acompanhadas 

através de exames neurológicos e de neuroimagem por 12 meses (ClinicalTrials.gov 

identificador número NCT00593242).  

Em relação à dose, serão feitas de 1 a 4 injeções de 2 x 107 células/kg, de 

acordo com o número de células disponíveis para cada paciente, ou seja, uma dose 

máxima de 8 x 104 células/g, que é praticamente metade da dose utilizada em nosso 

estudo (1,5 x 105 células/g). 

A dose que utilizamos poderia facilmente ser utilizada em um estudo clínico. 

Como o peso médio ao nascer é de cerca de 3200 g (Nascimento et al., 2001), 

seriam necessárias 4,8 x 108 células para o tratamento de uma criança. Esse 
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número pode ser obtido da maioria das amostras de sangue de cordão umbilical e 

não representaria um obstáculo 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 103 células/g). Dessa forma, novos estudos pré-clínicos são 

necessários para se determinar a dose que se associa a um melhor efeito 

terapêutico. 

 

Resposta das Células da Medula Óssea à Hipóxia-Isquemia Neonatal: 

O aumento no número de células CD34+ e CD133+ que observamos na 

medula óssea dos animais hipóxico-isquêmicos 2 dias após a lesão pode estar 

relacionado a mecanismos de reparo e regeneração. 

Em humanos, já foi demonstrado que ocorre um aumento no número de 

células CD34+ no sangue periférico, nas primeiras 24 horas e até 6 dias após o início 

dos sintomas de um acidente vascular cerebral isquêmico (Paczkowska et al., 2005). 

Também já foi relatado que os pacientes com um maior aumento no número de 

células CD34+ circulantes (˃ 15.000 células / mL nos primeiros 14 dias) 

apresentaram uma maior recuperação neurológica do que os pacientes que 

mobilizaram um número menor de células, quando avaliados 3 meses após o 

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

Um possível envolvimento dessas células na formação de novos vasos foi 

sugerido em dois estudos que quantificaram o número de células CD34+ circulantes 
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em pacientes com oclusão (ou estenose severa) da porção supraclinóide da artéria 

carótida interna ou da porção proximal da artéria cerebral média. Nesse grupo de 

pacientes, foi observada uma correlação direta entre o número de células CD34+ (e 

de células CD133+) no sangue periférico e o fluxo sanguíneo cerebral em áreas de 

hipoperfusão crônica (Taguchi, 2004). Posteriormente, foi verificado que apenas os 

pacientes com evidências angiográficas de neovascularização acelerada nas regiões 

próximas à oclusão apresentavam um número maior de células CD34+ circulantes 

(Yoshihara et al., 2008).  

O papel das células CD34+ na manutenção da função neurológica também já 

foi demonstrado em pacientes com histórico de acidente vascular cerebral. No 

momento em que foram incluídos no estudo, em média cerca de 4 anos após o 

último evento isquêmico, os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo 

com o número de CD34+ no sangue. Foi demonstrado que aqueles com um menor 

número de células CD34+ circulantes apresentaram um maior declínio da função 

neurológica ao serem avaliados 1 ano após a inclusão no estudo, quando 

comparados aos pacientes com um número maior de células CD34+ (Taguchi et al., 

2009). 

Já em pacientes com demência vascular, foi observada uma redução no 

número de células CD34+ circulantes, que não foi verificado em pacientes com 

déficits cognitivos associados a outras causas, como a doença de Alzheimer 

(Taguchi et al., 2008). 

Dessa forma, a mobilização de células CD34+ e CD133+ pode contribuir para 

a formação de novos vasos e para a manutenção da homeostase cerebrovascular 



135 

 

após um evento isquêmico agudo ou em situações de hipoperfusão crônica. Quando 

essa mobilização é comprometida, pode ocorre uma maior deterioração da função 

neurológica. 

Além do efeito na manutenção do fluxo sanguíneo cerebral, é possível que os 

mecanismos de angiogênese e neovascularização influenciem outros processos 

regenerativos do cérebro, como a neurogênese. As células-tronco/progenitoras 

neurais residem em uma área altamente vascularizada e se encontram bem 

próximas ou mesmo em contato com os vasos sanguíneos (Shen et al., 2008). Além 

disso, as células endoteliais liberam fatores solúveis que regulam a proliferação e 

diferenciação de células-tronco/progenitoras neurais in vitro (Shen et al., 2004). O 

fator derivado de epitélio pigmentado (PEDF, do inglês pigment epithelium-derived 

factor), secretado por células ependimárias e por células endoteliais, é um dos 

fatores envolvidos nessa interação entre o endotélio vascular e as células-

tronco/progenitoras neurais, estimulando mecanismos de auto-renovação e 

mantendo as células B indiferenciadas (Ramírez-Castillejo et al., 2006). Assim, é 

possível que, indiretamente, as células CD34+ contribuam para mecanismos de 

neurogênese após eventos isquêmicos. 

Nesse sentido, já foi relatado que o transplante de células CD34+ do sangue 

de cordão umbilical humano aumentou o número de células endoteliais em 

proliferação, assim como o número de novos vasos no hemisfério ipsilateral à 

oclusão da artéria cerebral média de camundongos. Os animais tratados também 

apresentaram um menor número de células em apoptose no córtex, assim como um 

número maior de neuroblastos migrando da SVZ para a área de lesão. Além disso, 

caso os animais fossem tratados com a droga anti-angiogênica endostatina após o 
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transplante celular, havia uma redução de cerca de 20% na proliferação de células 

endoteliais, acompanhada de uma redução na migração de neuroblastos, sugerindo 

que o efeito das células CD34+ na neurogênese estava relacionado à angiogênese. 

No entanto, não podemos descartar um possível efeito da endostatina diretamente 

nas células-tronco/progenitoras neurais ou nos neuroblastos (Taguchi et al., 2004). 

Ainda em relação a esse trabalho, é possível que a formação de novos vasos tenha 

ocorrido diretamente, pela diferenciação de células progenitoras endoteliais (que 

expressam CD34), em um processo de vasculogênese, ou tenha sido estimulada 

pela liberação de fatores angiogênicos pelas células CD34+ (como o VEGF).  Em 

relação a essa última hipótese, já foi relatado que células CD34+ obtidas do sangue 

periférico e da medula óssea humana possuem um papel importante na regulação 

da hematopoiese de forma parácrina, através da liberação de diversos fatores, como 

a trombopoietina e o IGF-1. Também foi observado que os fatores angiogênicos 

VEGF, FGF-2, HGF e IL-8 estavam presentes no meio condicionado obtido a partir 

da cultura dessas células, o qual aumentou a proliferação de células endoteliais in 

vitro (Majka et al., 2001). 

Além disso, células derivadas da medula óssea apresentam um efeito 

neuroprotetor quando injetadas em diversos modelos de acidente vascular cerebral 

em animais adultos (Mendez-Otero et al., 2007). Nosso grupo já demonstrou que a 

injeção intra-arterial de células da fração mononuclear da medula óssea é capaz de 

promover uma redução da assimetria na utilização das patas anteriores no teste do 

cilindro em um modelo de isquemia focal em ratos adultos (Giraldi-Guimarães et al., 

2009). Também já foi demonstrado que células da fração mononuclear da medula 

óssea 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 regiões isquêmicas (Barbosa da Fonseca et al., 2009). 

Uma linhagem de células multipotentes progenitoras adultas da medula óssea 

já foi transplantada em um modelo de hipóxia-isquemia neonatal. Foi demonstrado 

que tanto a injeção intrahipocampal como a intravenosa, 7 dias após a lesão, foram 

capazes de promover uma redução equivalente da morte neuronal na região CA3 do 

hipocampo, bem como uma melhora na performance motora dos animais tratados. A 

substituição de células perdidas não parece ter sido o principal mecanismo 

responsável pelos efeitos observados, uma vez que apenas um pequeno número 

das células injetadas foi encontrado no hipocampo expressando o marcador 

neuronal NeuN (Yasuhara et al., 2008). 

Células da medula óssea podem também ser mobilizadas para o sangue 

periférico através da injeção sistêmica de G-CSF (fator de estimulação de colônias 

de granulócitos, do inglês granulocyte colony-stimulating factor), resultando em uma 

redução da lesão em modelos de isquemia em animais adultos. Esta droga, 

atualmente, está sendo testada em estudos clínicos fase I/II de acidente vascular 

cerebral. No entanto, já foi demonstrado que neurônios apresentam o receptor para 

o G-CSF, de forma que é possível que exista um efeito neuroprotetor direto, não 

mediado pelas células mobilizadas da medula óssea (England et al., 2009). Em um 

modelo de hipóxia-isquemia neonatal, a administração 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 número de células 

CD34+ e CD133+ na medula óssea na fase aguda da hipóxia-isquemia neonatal, 

levanta várias questões. No futuro, pretendemos verificar quais são os mecanismos 

envolvidos nesse efeito e se essas células são capazes de migrar para as áreas 

isquêmicas do cérebro. Também pretendemos analisar o potencial neuroprotetor e 

angiogênico dessas células. É possível que a mobilização dessas células seja uma 

tentativa endógena de neuroproteção e regeneração, de forma que estratégias de 

manipulação dessa migração podem apresentar um grande potencial terapêutico. 

Dados de nosso laboratório, em colaboração com o Instituto Fernandes 

Figueira da Fundação Oswaldo Cruz, indicam que a mobilização de células CD34+, 

expressando o receptor CXCR4+ para o sangue periférico, também ocorre em 

recém-nascidos após a asfixia perinatal (Magalhães et al., em preparação). Dessa 

forma, torna-se interessante analisar se essa mobilização se correlaciona com o 

prognóstico dessas crianças, uma vez que existe um amplo espectro de possíveis 

sequelas neurológicas relacionadas à encefalopatia hipóxico-isquêmica neonatal, 

que podem variar em gravidade. Podem ocorrer, por exemplo, déficits auditivos, 

desordens de aprendizado, alterações na coordenação motora, atraso global no 

desenvolvimento neurológico, retardo mental, convulsões, e déficits motores, sendo 

paralisia cerebral a sequela motora mais grave.  

Este amplo espectro de possíveis sequelas reflete possíveis variações no 

momento em que ocorre o evento hipóxico-isquêmico, em sua intensidade e 

duração, bem como em características individuais que podem resultar em uma maior 

ou menor susceptibilidade à lesão ou em diferenças na capacidade de adaptação, 

plasticidade e regeneração.  
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Um marcador biológico ideal deve ser facilmente medido logo após o 

nascimento, se correlacionando com a extensão da lesão, além de identificar o 

prognóstico mais provável para cada criança, selecionando aquelas que necessitam 

de alguma intervenção. Assim, a identificação das crianças com risco de 

desenvolver sequelas contribuiria para um melhor aconselhamento, bem como para 

a indicação da terapia mais adequada para cada criança. 
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6 CONCLUSÕES: 

 

 O modelo de hipóxia-isquemia neonatal de Rice-Vannucci resultou em uma 

lesão extensa no hemisfério ipsilateral à isquemia, incluindo o córtex, o 

hipocampo, o estriado e a cápsula externa. 

 No estriado e no córtex a morte celular ocorreu principalmente através da 

ativação da enzima caspase-3. Axônios expressando a enzima caspase-3 

ativada também foram encontrados na substância branca do estriado e na 

cápsula externa. 

 O transplante intraperitoneal das células do sangue de cordão umbilical 

humano resultou na migração de raras células para o córtex e para o estriado 

do hemisfério ipsilateral à isquemia e a quimiocina SDF-1 possivelmente está 

envolvida na migração dessas células. 

 Os animais hipóxico-isquêmicos apresentaram uma redução do peso corporal 

em P9, em comparação aos animais falso-operados, e o tratamento com as 

células mononucleares do sangue de cordão umbilical não alterou essa perda 

ponderal. 

 A hipóxia-isquemia neonatal levou a um atraso no desenvolvimento dos 

reflexos neonatais de geotaxia negativa e de aversão ao precipício. 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 cordão umbilical levou a um efeito 

neuroprotetor no estriado dos animais hipóxico-isquêmicos, embora não 

tenha alterado a morte neuronal no córtex e no hipocampo. 

 Esse efeito neuroprotetor foi acompanhado de uma menor ativação da enzima 

caspase-3 no estriado dos animais tratados. 

 A hipóxia-isquemia neonatal resultou em uma ativação de astrócitos no 

córtex, no estriado e na cápsula externa do hemisfério ipsilateral à isquemia e 

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

 A resposta das células gliais à lesão hipóxico-isquêmica também incluiu a 

ativação da microglia na zona subventricular, no córtex, no estriado e na 

cápsula externa. A terapia celular levou a uma redução da ativação das 

células microgliais no córtex ipsilateral à isquemia, em comparação aos 

animais não tratados. 

 Por fim, ocorreu uma resposta da medula óssea à hipóxia-isquemia neonatal, 

caracterizada por um aumento do número de células CD34+ e CD133+ na fase 

aguda da lesão. Um possível envolvimento dessas células em mecanismos 

de reparo ou regeneração ainda permanece desconhecido. 
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Artigos relacionados ao trabalho desenvolvido durante esta Tese de Doutorado e 
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