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RESUMO

As lesdes do Sistema Nervoso Central (SNC) sdo enfermidades reconhecidas
por serem as maiores causadoras de incapacitagdo em seres humanos.
Recentes estudos tém demonstrado um grande potencial terapéutico das
células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CMMOSs) para o tratamento de
lesdo do SNC. Além disso, estudos tem sugerido um aumento da eficicia
terapéutica destas células quando cultivadas em matriz de coladgeno, um
ambiente em trés dimensdes (3D), quando comparado com o cultivo tradicional
em superficie de plastico, um ambiente bidimensional (2D). Utilizando o modelo
de lesado unilateral dos cértices cerebrais motor e somestésico por ablagéo, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito terapéutico das CMMOs,
usando os dois protocolos de cultivo (2D e 3D). Foram testadas também as
vias de administracdo intravenosa (iv) para as células cultivadas em 2D, e
intralesional, ou in situ (is), para os dois tipos de cultivo. A avaliacao terapéutica
foi feita por meio da quantificacdo da recuperacdo sensorimotora da pata
dianteira contralateral a lesdo. Ratos Wistar machos (2-3 meses, 240-380g,
N=6 por grupo experimental) foram submetidos a lesdo cerebral focal feita pela
remocao por succdo da maior parte do cortex motor primario e de parte do
cortex somestésico do hemisfério esquerdo. Apds 24 h os animais foram
tratados, sendo separados de acordo com o tratamento recebido nos seguintes
grupos experimentais: 2D CMMO iv - receberam CMMOs cultivadas em garrafa
(2D) pela via de administracdo iv (veia jugular); 2D PBS iv - receberam o
veiculo (PBS) iv; 3D CMMO is - receberam CMMOS cultivadas em matriz de
colageno por 24 h pela via de administracéo is; 3D colageno is - receberam
colageno is; 2D CMMO is - receberam CMMOs cultivadas em 2D pela via is;
2D PBS is - receberam veiculo (PBS) is. A verificacdo da viabilidade das
CMMOs na matriz de colageno foi feita pela marcacdo com o corante azul de
tripano. A visualizacdo das CMMOs administradas is foi feita pela marcacéo
das mesmas com o marcador fluorescente CellTrace Far Red. Testes
sensorimotores foram realizados antes da lesdo e nas semanas subsequentes
a inducado da lesdo e do tratamento. Todos os animais foram sacrificados 60
dias ap6s a inducdo da lesdo para quantificagdo do volume de lesdo. Os

resultados da avaliagdo sensorimotora mostraram que a via de administragdo iv



apresentou maior efeito geral de aumento da recuperagcdo sensorimotora
comparada aos demais grupos. Nao houve diferenca significativa no volume de
les@o entre os grupos. Além disso, a andlise de correlacéo linear mostrou ndo
haver correlagdo entre volume de lesdo e nivel de desempenho sensorimotor.
Animais adicionais dos grupos 2D CMMO iv e PBS iv (n=3 por grupo) foram
eutanasiados 24 h apdés no tratamento para dosagem de citocinas no sangue e
no tecido encefélico lesado. No plasma foi observado reducao significativa dos
niveis de IL-1B, IL-2, GM-CSF, IL-4, IL-6, e IL-10 no grupo 2D CMMO iv, e no
homogenato do tecido lesado ndo foi observada diferenca entre os grupos.
Nossos resultados sugerem que o cultivo em coldgeno (3D) nédo resulta em
aumento da capacidade terapéutica das CMMOs, quando comparado com o
protocolo de cultivo em 2D e administragéo sistémica. Entretanto, considerando
apenas a via de administracao is, o uso do cultivo em 3D demonstrou melhores
resultados. A andlise das citocinas sugere que a reducdo da expressao de
citocinas proé-inflamatorias pode ser um dos mecanismos de acdo das CMMOs.
Entretanto, foi observada também reducédo de citocinas consideradas anti-
inflamatorias. Isto mostra que o papel imunomodulador das CMMOs é
complexo, e o verdadeiro papel de citocinas consideradas anti-inflamatorias no
modelo usado precisam ser melhor investigados. Concluindo, nossos
resultados mostram que, ao contrario do que a literatura sugere, nem sempre 0
cultivo das CMMOs em 3D resulta em melhoria das suas propriedades
terapéuticas, sendo o protocolo de tratamento com cultivo tradicional (2D) e

administracao sistémica (iv) uma melhor alternativa.

Palavras-chave: cultivo tridimensional, terapia celular, lesdes encefalicas.
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ABSTRACT

Lesions of the central nervous system (CNS) diseases are recognized as being
the main cause of disability in humans. Recent studies have shown great
therapeutic potential of mesenchymal stem cells from bone marrow (BMMC) for
the treatment of CNS injury. In addition, studies have suggested an increased
therapeutic efficacy of these cells when cultured in collagen matrix, an
environment in three dimensions (3D) as compared with traditional surface
culture plastic environment (2D). Using the model of unilateral lesion of the
motor and somatosensory cortices brain ablation, this study aimed to evaluate
the therapeutic effect of BMMC, using both culture protocols (2D and 3D). Were
also tested routes of administration, intravenous (iv) for cells cultured in 2D, and
intralesional, or in situ (is) for the two types of culture. The therapeutic
evaluation was performed by the quantification of sensorimotor recovery from
forepaw contralateral to the lesion. Male Wistar rats (2-3 months, 240-380g, N =
6 per experimental group) were subjected to focal cerebral damage done by the
removal by suction of most of the primary motor cortex and the somatosensory
cortex in the left hemisphere. After 24 h, the animals were treated, separated
according to treatment received the following experimental groups: 2L iv BMMC
- received BMMC cultured in bottles (2D) for iv administration route (jugular
vein); 2L PBS iv - received the vehicle (PBS) iv; 3D BMMC is - received BMMC
cultured in collagen matrix for 24 h route of administration is, is 3D Collagen -
Collagen is received; 2D BMMC is - received BMMC grown in 2D is the path;
2D PBS is - receiving vehicle (PBS) is. Checking the viability of BMMC the
collagen matrix was made by staining with trypan blue dye. The preview of the
BMMC was administered is done by marking the same with the fluorescent
marker CellTrace Far Red sensorimotor tests were performed before the injury
and in the weeks after the induction of injury and treatment. All animals were
sacrificed 60 days after injury induction for quantification of lesion volume. The
evaluation results showed that the sensorimotor pathway iv administration
showed greater overall effect of increased sensorimotor recovery compared to
the other groups. There was no significant difference in lesion volume between
groups. In addition, the linear correlation analysis showed no correlation

between lesion volume and sensorimotor performance level. Additional groups
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of animals 2D BMMC and iv PBS iv (n = 3 per group) were euthanized 24 h
after treatment for measurement of cytokines in the blood and the damaged
brain tissue. In plasma it was observed a significant reduction in levels of IL-13,
IL-2, GM-CSF, IL-4, IL-6, and IL-10 in group IV BMMC 2D, and the injured
tissue homogenate there was no difference between groups. Our results
suggest that cultivation in collagen (3D) does not result in increased therapeutic
ability of BMMC compared with the cultivation protocol in 2D and systemic
administration. However, just considering the administration route is the use of
3D culture showed better results. Analysis of cytokines suggests that reduced
expression of proinflammatory cytokines may be one of the mechanisms of
action of BMMC. However, there was also a reduction of anti-inflammatory
cytokines considered. This shows that the immunomodulatory role of BMMC is
complex, and the role of cytokines considered true anti-inflammatory used in the
model needs to be better investigated. In conclusion, our results show that,
contrary to the literature suggests that not always the cultivation of BMMC 3D
results in improvement of their therapeutic properties, with the treatment
protocol traditional cultivation (2D) and systemic administration (iv) a better

alternative.

Keywords: three-dimensional culture, cell therapy, brain lesions.
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1. INTRODUCAO

1.1. Controle motor

O controle motor € dependente da interconexdo de varias estruturas. O
primeiro passo para a inicializagdo de um movimento voluntério é a ativacéo
cortical. O cortex cerebral, presente em todos o0s animais vertebrados, é
dividido em trés regifes: hipocampo, cortex olfativo e neocértex (ou
simplesmente cortex), sendo este Ultimo somente encontrado em mamiferos.
Dentre as caracteristicas comuns a estas trés regides, destaca-se a disposicdo
em camadas dos corpos celulares neuronais paralelas a superficie do encéfalo,
a escassez de neurdnios na camada | (mais proxima a pia-mater) e a presencga
de células piramidais que emitem dendritos apicais, em pelo menos uma
camada (KANDEL et al., 2003).

O planejamento de uma ag&do motora tem inicio no neocortex, com a
chegada da informacdo sensorial pela identificacdo do estimulo ambiental. A
ativacdo coordenada dessa rede neuronal possibilita o controle multi-articular
fino e independente, que é necessario para 0S movimentos complexos de
alcance e preenséo (KANDEL et al., 2003; ADKINS et al., 2006).

O neocortex possui seis camadas celulares e é o mais complexo dentre
os tipos de cortex, sendo importante no processamento das informacdes
visuais, auditivas e daquelas relacionadas as sensacdes somaticas e
movimentos voluntarios, dentre outras (BEAR et al., 2008; KANDEL et al.,
2003). Em humanos, o sistema motor esta arranjado em niveis hierarquicos de
controle, com o prosencéfalo no topo e a medula espinhal na base. O nivel
mais alto, representado pelas areas de associacdo do neocortex e pelos
nucleos basais do prosencéfalo, esta envolvido com a finalidade do movimento
e a estratégia que melhor alcanca essa finalidade. O nivel intermediario,
representado pelo cértex motor e pelo cerebelo, relaciona-se com a tatica, ou
seja, as sequéncias de contracbes musculares arranjadas no tempo e no
espaco, necessdrias para atingir, de forma suave e acurada, a meta
estratégica. O nivel mais baixo, formado pelo tronco encefélico e pela medula

espinhal, € responsavel pela execuc¢do, dada com a ativagdo do neurdnio motor



e do conjunto de interneurdnios, que geram o0 movimento e fazem os ajustes
posturais necessarios.

O cértex cerebral também é dividido através de uma organizacdo
citoarquitetbnica amplamente conhecida, chamada areas de Brodmann (Figura
1). Neste esquema, € observado que as areas 4 e 6 constituem o cortex motor
e cOrtex pré-motor e cértex motor suplementar, respectivamente (BEAR et al.,
2008). A area motora suplementar difere anatomicamente da pré-motora por
enviar axonios para unidades motoras distais, sendo que a pré motora envia
para unidades motoras proximais (BEAR et al.,, 2008). Essas areas estao
localizadas anteriormente ao giro pré-central e sdo responsaveis pelo
planejamento dos movimentos, apresentando diferengcas em termos funcionais
(KANDEL et al., 2003).

Figura 1: Superficie lateral encefalica. Demonstracdo das areas de
Brodmann em nimeros. A area 4 é também chamada de cortex motor primario (M1);
Area 5: cortex de associacdo somatossensorial e a 6 de cortex pré-motor e cortex
motor suplementar. Adaptado de BEAR, 2002.



O cortex motor priméario (M1) localiza-se no giro pré-central do lobo
frontal. Dele partem projecdes axonais que se dirigem para regioes
subcorticais, formando as vias descendentes. M1 é responsavel pela forga
muscular necesséaria na execucdo de um movimento que se inicia, bem como
pela variacdo dessa forca, a velocidade do movimento e sua direcdo (LENT,
2001). M1 recebe aferéncias das areas pré-motora e motora suplementar (area
6), do cortex de associacdo somatossensorial (area 5) e de regides subcorticais
(KANDEL et al., 2003).

Em ratos, o cértex motor € denominado de isocoértex frontal (Fr). Trata-se
de uma estrutura cuja marca caracteristica € a heterogeneidade celular. Deste
modo, Fr é dividido de acordo com suas caracteristicas morfolégicas,
neuroquimicas e de padrdes de conexao, em 3 areas: Frl ou M1, Fr2 ou M2 e
Fr3. M1 corresponde ao cortex motor primario de primatas (area 4). M2
corresponde a area 6 (pré-motora e a area motora suplementar), enquanto Fr3
seria uma sub-regido da representacdo somatotopica (Figuras 1 e 2). Essas
regides sdo estruturadas em camadas de células, o que lhes confere um
padrdao de organizacdo laminar (PAXINOS e WATSON, 1986; PAXINOS,
2004).

Motor

Somatossensorial

Sensorimotor /

\ -
? Nl
[

Visual

Bulbo i~
Olfatorio Auditivo

HUMANO RATO

Figura 2: Representacfes do sistema motor. Esquerda: representacédo das
regibes do sistema motor em humanos. Direita: representacdo da localizacdo do

cértex sensorimotor em ratos. Adaptado de BEAR et al., 2008.



Por meio de experimentos eletrofisiolégicos, foi demonstrado que M1 de
ratos se sobrepde ao coértex somatosensorial primario nas regides
correspondentes a pata traseira e em parte da regido correspondente a pata
dianteira. O cortex sensorimotor primario de ratos pode entdo ser dividido em
trés partes: uma contendo exclusivamente M1, outra com o0 cortex
somatosensorial primario e uma terceira contendo a sobreposicdo dos dois
cortices (Figura 2). As regides onde h& sobreposicdo recebem aferéncias
cutaneas e emitem projecbes motoras. Danos no M1 levam a deficiéncias na
manipulacdo de objetos, na velocidade da contragdo muscular e na producéo
de forca (WISE e DONOGHUE, 1986).

Comumente, acidentes vasculares lesionam o cOrtex motor ou o trato
cortico-espinhal. Logo, o individuo poderd apresentar paralisia no lado
contralateral, mas uma recuperacao consideravel dos movimentos voluntarios
pode ocorrer com o0 passar do tempo (BEAR et al.,, 2008; MURPHY e
CORBETT, 2009). Devido a similaridade na organizacdo cortical entre
humanos e roedores, tem sido crescente 0 incentivo aos estudos de

mecanismos fisiopatoldgicos ocasionados por lesdes encefalicas em animais.
1.2. Lesdes no sistema nervoso central

Depois de ocorrida uma lesdo no Sistema Nervoso Central (SNC), em
poucos minutos o tecido encefalico sofre uma série de eventos fisiopatologicos
complexos denominados ‘cascata isquémica’. Decorrente da falha energética,
ocorre despolarizacdo neuronal, excessiva liberacdo e falha na recaptacdo do
neurotransmissor glutamato. Consequentemente, ha um aumento dos niveis
intracelulares de Ca*? e producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs), seqguido da deplecdo dos niveis de enzimas anti-oxidantes. Ocorre
ainda a producdo de acido araquidénico e mediadores inflamatorios, além da
ativacdo de mensageiros secundarios envolvidos na sinalizacdo da morte
celular programada e rompimento da barreira hematoencefalica (HARUKUNI e
BHARDWAJ, 2006; MEHTA et al., 2007).

O desenvolvimento do dano neural apés a lesdo envolve mecanismos, que
incluem uma reforcada resposta inflamatéria mediada pela liberagdo do fator

nuclear kappap (NF-kappap). Este fator se transloca ao nucleo celular e esta



associado a supra-regulacdo de genes envolvidos nos processos inflamatorios
e apoptoticos, incluindo interleucinalf (IL-18) e fatores necroticos tumorais
(TNF-a) (WAGNER et al., 1998). H4 ativacado microglial, participando de uma
variedade de respostas adaptativas, que incluem a fagocitose de células
necroticas e o recrutamento de leucdcitos (WANG et al., 2003) Ocorre também
a ativacdo do sistema complemento, que compde parte da resposta
imunolégica particularmente importante no edema pés-hemorragico (SAYAH et
al., 1999); e ativacdo de metaloproteinases de matriz — uma familia de
endopeptidases que degradam a matriz extracelular (ROSENBERG et al.,
2007). Por fim, ocorre apoptose, que inicia aproximadamente 24 h ap6s o
evento causador da lesdo (MAYNE et al., 2001).

Dado o carater degenerativo das lesdes, as enfermidades ocorridas no SNC
ocasionam um grande problema visto a incapacitacéo imposta ao individuo. E
observado forte impacto social, devido a sua prevaléncia, morbidade e
mortalidade na populacgéo. Isto acarreta gastos elevados com o tratamento e a
reabilitacdo do paciente, ocasionando 6nus a sociedade. (LESSA, 1999). Por
isso, constitui uma das maiores problematicas da saude publica mundial
(MINELLI et al., 2007), o que justifica o numero de investimentos realizados em

pesquisas na busca de terapias.

1.2.1 Modelos animais de lesdes no sistema nervoso central

A utilizacdo de roedores como modelos para lesdes encefalicas ja €
conhecida. Ratos possuem uma organizacdo cerebral anatomicamente
semelhante ao homem (GRAHAM et al., 2000; JIN et al., 2010). Estes modelos
constituem uma ferramenta valiosa para estudar os diferentes aspectos do
processo neurodegenerativo (HUNTER et al., 1995).

Ha véarios modelos de injaria cerebral em roedores, que s&o
classificados de acordo com o local e o0 meio de realizacdo da lesdo. Estes
modelos podem envolver a oclusdo de artérias cerebrais por meio da
coagulacado de vasos sanguineos por calor (isquemia por termocoagulacdo) ou

drogas vasoconstritoras, remocdo do tecido encefalico (ablagcdo), choques



mecanicos traumaticos, entre outros (NAPIERALSKI et al.,, 2008; LIPTON,
1999).

Em modelos de isquemia focal por termocoagulacéo, a reducéo do
fluxo sanguineo ocorre em uma regido especifica do cérebro. Esta pode ser
classificada em permanente, quando o bloqueio arterial é irreversivel, ou
temporaria, com vasos obstruidos por um determinado tempo e subsequlente
reperfusdo (HUNTER et al., 1995; LIPTON, 1999; GRAHAM et al., 2000). A
isquemia permanente resulta em uma regido densa de dano isquémico (centro
da isquemia), que apresenta alteracdes degenerativas. J4 no caso de isquemia
temporaria, tem sido reportado que a leséo pode ser em consequéncia tanto da
isquemia quanto da reperfusao.

Outro tipo de lesao induzida € a ablagcdo, onde o tecido encefalico é
removido por aspiragdo. Este procedimento induz leséo nas seis camadas do
cortex cerebral, sem acometimento da substancia branca nem do corpo caloso
(SCHALLERT et al., 2000; NAPIERALSKI et al., 1998). Se mostra interessante,
pois permite que se faca a lesdo em diferentes regides da por¢cao dorsal do
cortex. Pode-se também variar a extensdo do dano, abrangendo mais ou
menos areas corticais. Este modelo vem sendo utilizado em estudos sobre a
plasticidade axonal, em especial nas conexdes cortico-corticais e cortico-
estriatais (SZELE et al., 1995; URYU et al., 2001).

A neuroplasticidade promove a recuperacao parcial das funcdes apos a
injaria cerebral. As lesfes produzem mudancas na distribuicdo e lateralidades
das representacdes sensoriais, motoras e de linguagens no cérebro, que se
correlacionam com a recuperacdo funcional. Neste sentido, o evento de
neuroplasticidade vem sendo estudado por reorganizar o tecido cortical
adjacente, alterar os mapas corticais (NUDO et al., 1996) e modificar o perfil
de expresséao protéica e a morfologia dendritica (GONZALEZ e KOLB, 2003).

Anatomicamente, em lesfes isquémicas por termocoagulacédo, ocorre
inducao de projecfes axonais para o local lesionado, projecdes intra-corticais e
projecBes inter-hemisféricas de longa distancia. Estas projecdes axonais pos-
isquémicas estabelecem novos modelos de conexdes corticais (NAPIERALSKI
et al., 1998). Alteracdes no padrao de respostas comportamental e funcional
ocorrem devido aos diferentes tipos de lesbes no coértex motor. Com isso, 0

método utilizado para induzir a lesdo em um organismo modelo, pode induzir



diferencas evidentes na plasticidade cortical e subcortical, além de diversos
efeitos na perda funcional (GONZALEZ e KOLB, 2003).).

Na leséo cerebral induzida por ablacéo, h& variagées no corpo estriado
diferentes daquelas induzidas por termocoagulacdo em areas equivalentes do
cérebro. Lesdes isquémicas do coértex sensorimotor causadas por
termocoagulacdo provocam brotamento axonal e remodelacdo sinaptica no
cortex homotipico do hemisfério oposto a lesdo. Uma densa rede axonal é
observada no corpo estriado dorso ipsilateral a lesédo. Isto ndo é visto em
lesBes por ablacdo na mesma éarea cortical. Nenhum ou minimo brotamento
axonal é observado no corpo estriado dorsolateral denervado apos lesdes por
aspiracdo (NAPIERALSKI et al., 1996), levando a considerar que o processo de
brotamento axonal € distinto para cada leséo (Figura 3).
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Figura 3: Injecd@o do tragcador anterégrado Dextrana Amina Biotinilada. No
local indicado pela cabeca de seta em (A), pode-se visualizar os terminais axonais dos
neurdnios localizados no local da inje¢cdo. Em (B), o padrdo normal (controle) das
conexfes cortico-corticais no coOrtex motor primario contralateral, e das cortico-
estriatais no corpo estriado ipsolateral. No cortex de animais submetidos a isquemia

por termoregulacéo (C), houve um importante aumento em projecdes axonais no corpo




estriado contralateral (seta de baixo) e ainda na periferia da lesdo, no cortex
contralateral (seta de cima). Esta mesma plasticidade anatdémica néo foi induzida pela
lesdo por ablacdo (A) de mesma extensdo e localizagdo. Em (D), um esquema
ilustrativo do que ocorre em (C): o brotamento axonal que é induzido nos neurénios do
cortex motor do lado oposto a lesédo, apenas quando esta € induzida por isquemia
causada por termoregulacéo. Adaptado de CARMICHAEL, 2003.

1.2.2 Testes comportamentais para avaliagdo funcional em ratos

Danos unilaterais no coértex sensorimotor do cérebro do rato na regido
responsavel pela movimentacdo da pata dianteira causam déficits cronicos na
funcdo somatosensorial e consequentemente, no uso da pata contralateral
(SCHALLERT et al., 2000). Estas assimetrias podem ser facilmente
guantificadas através de testes comportamentais simples, sensiveis e
confiaveis, amplamente usados em estudos que envolvem lesfes no SNC
(SCHALLERT et al.,, 2000; SCHAAR et al.,, 2010). A avaliacdo da funcéo
neurolégica permite determinar o grau do dano ocorrido ao longo de um
periodo de tempo (SCHAAR et al., 2010). Para o sucesso da pesquisa com
lesdo neuroldgica, é fundamental considerar a capacidade dos testes de
selecdo, quanto a avaliacdo do grau de dano ocasionado pela estrutura
lesionada (SCHALLERT et al., 2000; SCHAAR et al., 2010).

Como sera apresentado adiante, no presente trabalho foi realizada a
lesdo por ablacdo do cértex sensorimotor de rato. As incapacidades
decorrentes deste tipo de lesdo estdo associadas a déficits sensoriais e
motores, incluindo a falta de coordenacéo e a paralisia ou paresia de membros
(SCHALLERT et al.,, 2000). Neste sentido, os métodos comportamentais
selecionados para avaliacdo funcional foram os testes de Recuperacdo de
Pilula e Alcance na Camara (RPAC), Cilindro e Adesivo, 0s quais sao descritos

abaixo em maiores detalhes.

1.2.2.1. Teste de recuperacao de pilula e alcance na camara

A literatura relata que a complexidade da execug¢do dos movimentos no



uso das patas dianteiras dos ratos € similar a dos primatas (ALAVERDASHVILI
e WHISHAW, 2008). Com isso, testes que possibilitam avaliar a utilizacdo das
patas dianteiras em movimentos mais finos, como segurar uma pilula de racéo
e leva-la até a boca, tém sido utilizados a fim de investigar déficits funcionais
motores apds lesdo encefélica unilateral em roedores (ALLRED et al, 2008;
SCHAAR et al., 2010).

O teste de RPAC analisa o padrao de movimentos sofisticados das
patas dianteiras do animal. E um teste para avaliacdo da funcdo sensorimotora
mais refinada (BIERNASKIE et al., 2005; BRYANT et al.; 2007; GHARBAWIE
et al., 2005). Durante o experimento, o animal é colocado numa caixa
transparente, que possui uma bandeja fixada a parede externa frontal. Esta
parede funciona como suporte para as pilulas de racdo, que séo alvos a serem
alcancados pela pata dianteira do animal. No interior da caixa € inserida uma
placa removivel, servindo como barreira e inibindo a utilizacdo da pata
ipsilateral para desempenhar a tarefa de segurar e levar até a boca a pilula de
racdo. (SCHAAR et al.,, 2010). O animal deve se aproximar da janela,
direcionar sua pata a bandeja externa frontal para atingir a pilula de racéo, que
se encontra contralateral ao seu membro, segura-la e leva-la até boca. Durante
este evento, tentativas, sucessos, fracassos e quedas sao registrados a fim de
determinar as deficiéncias estabelecidas em virtude dos danos no cortex motor.
Além disto, a pata de preferéncia do animal e os tempos distintos para
desempenhar a tarefa sado avaliados (GHARBAWIE et al. 2005, SCHAAR et al.,
2010).

Para que os animais sejam suficientemente motivados a buscar a pilula
de racéo, eles séo privados de alimentos, mantendo 85 a 95% do seu peso
corporal normal (BURY e JONES, 2002, GHARBAWIE et al., 2006; SCHAAR et
al.,, 2010). O RPAC exige treinamento prévio do animal para ele adquira
habilidade para executa-lo. Portanto, ha de se considerar que ratos treinados
para desempenhar uma tarefa de aprendizagem motora complexa podem
sofrer alteracbes anatbmicas e fisiologicas nas regibes cerebrais
sensorimotoras, a fim de se estudar a lesdo ocorrida (KLEIM et al., 1998,
ADKINS, et al., 2006).
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1.2.2.2. Teste do cilindro

O comportamento exploratdrio em ratos fornece uma possibilidade para
0 estudo da base neural do comportamento espacial e motor. Logo, testes com
esta estratégia sdo usados para investigacao da funcdo cerebral. Entre estes,
podemos citar o teste do cilindro (SCHALLERT et al., 2000; GHARBAWIE et
al., 2005; SCHAAR et al., 2010; VOLKOV et al, 2011).

O teste do cilindro analisa o0 uso das patas dianteiras do roedor durante
0 movimento exploratdrio, no momento em que o animal esta no interior de um
cilindro transparente de vidro. Ativamente, com as patas dianteiras e as
vibrissas, o animal explora verticalmente a parede do cilindro. Entdo, o numero
de apoios nesta parede executados com a pata dianteira ipsilateral, com a pata
dianteira contralateral e com ambas € contado durante um periodo de tempo
(SCHALLERT et al.,, 2000; HUA et al. 2002; GHARBAWIE et al., 2005;
SCHAAR et al., 2010; VOLKOV et al, 2011). Este comportamento é observado
e filmado para calculo da taxa de assimetria (% de uso com a ipsilateral - % de
uso com a contralateral).

Animais com danos cerebrais unilateral exibem assimetria no uso da
pata dianteira durante a exploracéo vertical (HUA et al., 2002; SCHAAR et al.,
2010). Isto permite concluir que quanto maior o valor da taxa de assimetria,

maior € a deficiéncia motora da pata contralateral.

1.2.2.3. Teste de remocéo de adesivo

A utilizacdo do teste de remocao de adesivo é descrito na literatura para
averiguar os prejuizos relacionados a extincdo tatii (FRERET et al., 2006;
SCHAAR et al., 2010). Trata-se de um teste sensorimotor comumente usado
para avaliar a funcédo das patas dianteiras em resposta a uma estimulacao tatil.
Durante a avaliacdo de assimetrias sensoriais devidas a lesdes experimentais,
o teste do adesivo tem sido empregado por ser altamente sensivel a pequenos
déficits, que envolvam danos encefalicos das areas sensorimotoras (SCHAAR
et al.,2010). Para tanto, coloca-se no animal um papel adesivo em ambos 0s

pulsos de suas patas dianteiras e se registra de qual membro (contralateral ou
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ipsilateral) o adesivo € extraido primeiro, podendo ser avaliado também os
tempos decorridos até o contato e a remocdo deste (MODO et al, 2000;
BOUET et al., 2007; SCHAAR et al., 2010).

Com os adesivos colocados em ambos o0s pulsos das patas dianteiras, 0
animal usa a boca para remové-los (SCHALLERT, 2006; SCHAAR et al.,
2010). No entanto, ap6s uma lesdo no cértex sensorimotor ou no striatum,
normalmente, ocorre uma tendéncia deste animal em contatar e remover

primeiro o adesivo da pata ipsilateral (SCHAAR et al., 2010).

1.3. Terapia celular

Terapia celular € o conjunto de métodos e abordagens tecnoldgicas com a
utilizagdo de células no tratamento de doengas como: diabetes melito, cancer,
pneumopatias, doencas genéticas, cardiacas e neurodegenerativas. A terapia
com células-tronco tem despertado maior interesse na comunidade cientifica
devido a capacidade que essas células indiferenciadas possuem de preservar
sua propria populacdo, diferenciar em células dos diversos tecidos e de
secretar fatores troficos (ZAGO, 2005).

Conceitualmente, células-tronco sdo células progenitoras indiferenciadas,
gue possuem a capacidade de se transformar em uma grande variedade de
células diferenciadas funcionais (LIECHTY et al., 2000), possuindo ainda a
capacidade de autorrenovacdo. As ceélulas-tronco e as células progenitoras
com um pequeno grau de diferenciacdo estdo presentes em quase todos 0s
tecidos humanos e sdo fundamentais para a manutencéo e resposta a lesdes
ou doencas. Estas células sdo a fonte de todos os tecidos novos formados
pelos sistemas de reparo e remodelacdo, sendo moduladas por sinais quimicos
e fisicos, que controlam sua ativacao, proliferacédo, migracéo, diferenciacao e
sobrevida (BIANCO et al., 2001). A célula-tronco é indiferenciada e permanece
neste estado até que receba um sinal para se transformar em uma célula
especializada (CAPLAN, 2005).

MINGRONI-NETTO e DESSEN (2006), propuseram uma descricdo das
células-tronco seguindo dois critérios de subdivisdes, a potencialidade e a

origem. Quanto a potencialidade, podem ser:
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e Totipotentes: células mestres do corpo, pois contém a informacao
genética necessaria para criar todas as demais células, incluindo tecidos
placentérios.

e Pluripotentes: capazes de diferenciar-se em todos os tecidos do corpo
humano, exceto tecidos placentarios.

e Multipotentes: também chamadas de células-tronco adultas, s&o
portadoras de um potencial de diferenciacdo mais restrito, limitado a
apenas alguns tipos celulares. Sdo encontradas em estagios posteriores
do desenvolvimento fetal e persistem apds o nascimento.

e Unipotentes: capazes de gerar s6 um tipo de célula. Responséaveis pela
regeneracao de tecidos particulares, por exemplo: células da camada
germinativa da epiderme, eritroblastos, espermatogbnias no testiculo,
entre outras.

E quanto a origem podem ser:

e Embrionarias: que sao células totipotentes presentes somente no
embrido, tendo seu emprego cercado por discussodes éticas e religiosas.

e Adultas: células pluripotentes cujo potencial de replicacdo é limitado,
diferentemente das células embrionarias. Podem ser encontradas no
sangue periférico, placenta e sangue do corddo umbilical, células
perivasculares e medula 0ssea, sendo esta € a que mais se destaca,
devido a disponibilidade imediata e reserva praticamente ilimitada. As
células-tronco adultas humanas s&o capazes de manter, gerar e
substituir células terminalmente diferenciadas em seus tecidos
especificos como consequéncia do turnover celular fisiolégico ou da
regeneracao tecidual devido a injuria.

Estudos referentes ao transplante de células-tronco hematopoiéticas foram
iniciados ap6s observar o efeito da radioatividade sobre a hematopoiese em
pessoas que foram expostas a radiacdo. Tais efeitos consistem em anemia
aplastica e faléncia medular (BONASSA e SANTANA, 2005). Observou-se que
o transplante de medula 6ssea poderia ser utilizado clinicamente para a
protecdo contra os efeitos mieloablativos da quimioterapia, radioterapia e
correcao de faléncias medulares. Atualmente, o transplante de células-tronco

7

hematopoiéticas é uma terapia consagrada no tratamento de doencas onco-
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hematoldgicas e tem se mostrado o tratamento de maior eficacia na recaida de
algumas delas, como o linfoma Hodgkin e ndo-Hodgkin (LANCET, et al., 1998).

O potencial de terapias com transplantes de células-tronco no tratamento de
doencas neurodegenerativas também tem sido comprovado. Trabalhos tém
demonstrado significativas melhoras funcionais em diversos modelos
experimentais (BJORKLUND E LINDVALL, 2000; SAVITZ et al., 2002;
DOEPPNER e HERMANN, 2010; DELCROIX et al., 2010; MAHMOOQOD et al.,
2013).

1.3.1.Terapia com células-tronco mesenquimais de medula 6ssea

Devido a restricdbes técnicas e ético-legais ao uso de células-tronco
embrionéarias, fontes alternativas de células-tronco adultas tém sido
amplamente exploradas. Isto & necessario para atender o estabelecimento de
uma terapia celular viavel em humanos (SAVITZ et al., 2002).

A medula 0ssea possui duas populacdes de células-tronco que co-existem
de maneira funcionalmente interdependente: as células-tronco hematopoiéticas
e as células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CMMOSs) (Figura 4). A
existéncia de células-tronco nado-hematopoiéticas na medula Ossea foi
inicialmente sugerida ha mais de 130 anos. No entanto, foi com os achados de
FRIEDENSTEIN et al., em meados de 1970, que essa teoria foi comprovada
pela descoberta das CMMOs. Eles encontraram em uma cultura de células da
medula éssea, uma populacdo de células aderidas ao plastico em forma de
fuso, semelhantes a fibroblastos. Observaram também que essas células
possuiam capacidade para se diferenciar em coldnias, que lembravam

peqguenos depadsitos de 0sso ou cartilagem (PROCKOP, 1997).
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Figura 4: Diferenciacdo das células-tronco estromais e hematopoiéticas.
Adaptado de Winslow e Caitlin Duckwall, 2006.

De maneira geral, as células da medula 6ssea sdo separadas por
centrifugacédo em gradiente de densidade descontinuo e plaqueadas em placas
aderentes. Com o tempo em cultura, as células hematopoiéticas, né&o
aderentes, sao lavadas e as células mesenquimais formam uma monocamada
com morfologia de fibroblastos (GREGORY et al., 2005). Como as CMMOs séo
facilmente expandidas em cultura e capazes de diferenciar em multiplas
linhagens, ha grande interesse na utilizacdo destas células em terapias
celulares.

As CMMOs tém demonstrado eficacia no resultado funcional apds leséo
cerebral traumatica (LU et al., 2001; MAHMOOD et al., 2002; MAHMOOD et
al.,, 2003; MAHMOOD et al.,, 2004) e por termocoagulacdo (GIRALDI-
GUIMARAES et al., 2009). Os efeitos benéficos das CMMOs foram
demonstrados apO6s a administracdo intracerebral direta, bem como pela
administracdo sistémica (LU et al. 2001). DE FREITAS et al., (2012) observou
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no modelo de ablacdo focal, que a administracdo de células mesenquimais
cultivadas em garrafas (bidimensional - 2D) apresentou significativa
recuperacdo de funcé&o sensorimotora no grupo tratado com as CMMOs. A
terapia se mostrou efetiva, principalmente, na recuperacéo da estimulacao tatil,
que € a principal funcdo sensorimotora perdida em lesdes por ablacgéo.
GIRALDI-GUIMARAES et al., (2009) também observou resultados
semelhantes, todavia com administracdo de células da fragdo mononuclear de
medula Gssea.

Para melhorar a definicho das CMMOSs, a Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISCT) designou como células multipotentes mesenquimais
estromais aquelas células aderentes ao plastico em condicbes padrdo de
cultivo in vitro. O fendtipo de superficie da cultura de CMMOs definidos pelo
ISCT é negativo para os marcadores CD14 ou CD11b, CD45, CD34, CD79 ou
CD19, e HLA-DR. E em geral, mas nédo de forma homogénea, positivo para
CD73, CD90 e CD105. No entanto, ndo ha um unico marcador que possa ser
utilizado para distinguir CMMOs a partir de todos os outros tipos celulares.
Outro critério para designacdo como CMMO ¢€ a capacidade de se diferenciar
em adipocitos, ostedcitos e cartilagem com a adicao de fatores de crescimento
exodgenos. (SHORT et al., 2003).

Embora as CMMOs possam se diferenciar em varias células maduras, a
capacidade intrinseca de secretar citocinas e fatores de crescimento nos locais
de lesdo e tecidos inflamados contribui de forma significativa para a sua
capacidade terapéutica. A producdo desses fatores troficos é definida pela sua
localizacdo, nicho e gravidade das lesées. CMMOs séo reservatorios para a
producéo de citocinas, quimiocinas e componentes da matriz extracelular, os
guais tém a capacidade de suportar a sobrevivéncia de células-tronco,

promoverem a proliferacdo celular e atuarem como imunomoduladores.

1.3.2. Propriedades imunoldgicas das células-tronco mesenquimais

CMMOs nado sO proporcionam apoio estromal para células-tronco
hematopoiéticas na medula 6ssea, mas também possuem potentes efeitos

imunossupressores e antiinflamatérios. Elas podem também suprimir a
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proliferacdo de células T induzida por aloantigenos ou mitdbgenos através do
aumento do numero de células T regulatérias (NADIG et al., 2010). Além disso,
as CMMOs podem inibir a funcéo das células B, células natural killer e células
dendriticas (CORCIONE et al., 2006; SPAGGIARI et al., 2008 ).

Ha um consenso que a principal funcao imunossupressora das CMMOs é
realizada pela liberacao de fatores sollveis, incluindo Fator de Crescimento de
Transformacdo (TGF), fator de crescimento de hepatdcitos, Oxido nitrico,
Antigeno de histocompatibilidade G (HLA-G) e indoleamina 2,3-dioxigenase.
No entanto, estas células podem também exercer efeitos imunossupressores
diretamente por interacdo célula-célula (KIM et al.,, 2013). A capacidade
imunossupressora das CMMOs é aumentada em condi¢des inflamatérias na
presenca de citocinas pro-inflamatérias como interferon gama (IFNy), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-6. Sob condicbes quiescentes, as CMMOs
promovem a sobrevivéncia de células T e induzem a ativacao e proliferacdo de
células T CD4+. (BENVENUTO et al., 2007) Este papel imunomodulador
sugere que fatores ambientais podem ter um papel crucial na inducdo da
CMMOs.

Estudos recentes mostram que as CMMOs devem ser "licenciadas" para
exercer seus efeitos imunomoduladores. MARIGO e DAZZI (2011) mostraram
gue as CMMOs néo séao constitutivamente inibitérias, mas requerem um passo
de “licenciamento” para produzir determinadas citocinas. Se as CMMOs forem
transplantadas durante a inflamacdo aguda, o micro-ambiente contendo
“licencas” polariza as CMMOs para inibir células T efetoras, células B, natural
killer e células dendriticas. Em contraste, se as CMMOs sao licenciadas
durante a inflamacdo crbnica, o micro-ambiente recruta as CMMOs para o
processo de fibrose (KIM et al., 2013).

Em relacdo as células apresentadoras de antigenos, foi evidenciado que as
CMMOs interferem na diferenciacdo, maturacéo e ativacdo dessas células por
meio da producédo de IL-6 e de fator de crescimento estimulador de macrofago
(M-CSF). Além disso, a liberacéo de prostaglandinas PGE2 pelas CMMOs inibe
a producao e secrecao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de interferon
gama (INFy) e estimula a producdo de citocina anti-inflamatéria IL-10
(AGGARWAL e PITTENGER, 2005; NAUTA e FIBBE, 2007).

Também ja foi demonstrado que as CMMOs aumentam o0 processo de
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revascularizacdo (angiogénese), em parte devido a liberacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (ZHANG et al.,, 2002; CHEN et al.,
2003) e diminuem a morte neuronal por apoptose na regido periférica ao infarto
(CHOPP e LI, 2002). Existe um grande direcionamento das CMMOs para
regides de lesdo, sendo que estimativas sugerem que mais de 80% das
CMMOs injetadas por via intravenosa ap6s uma isquemia cerebral unilateral
sdo encontradas no hemisfério cerebral lesado, provavelmente devido ao
reconhecimento de fatores liberados pelo tecido lesionado (CHOPP e LI, 2002;
BARRY e MURPHY, 2004). Este mecanismo de quimioatracdo permite que as
CMMOs se integrem preferencialmente ao parénquima periférico a leséo e
possam liberar fatores tréficos e de crescimento diretamente na regido afetada.

Devido ao grande potencial terapéutico das CMMOs, a grande maioria dos
estudos em modelos animais de AVE utiliza este tipo de célula-tronco. Como
estas células representam apenas 0,001-0,01 % do total de células nucleadas
da medula o0ssea (PITTENGER et al.,, 1999), é necessario que elas sejam
cultivadas in vitro para conseguir separa-las dos demais tipos celulares da
medula e para que se obtenha quantidade suficiente para ter o efeito

terapéutico desejado.

1.3.3. Cultivo tridimensional

Muitas das descobertas realizadas na biologia celular e molecular
provém da utilizacdo de células cultivadas in vitro, em monocamada ou em
suspensdo, sendo esta uma maneira conveniente e menos custosa em
comparacao aos estudos in vivo. Porém, cada dia mais, as limitacbes deste
modelo de cultivo bidimensional tém sido discutidas. "Os cientistas estdo
comecando a perceber o quanto importa o contexto em que a célula se
encontra”, diz Mina Bissell, uma pioneira do cultivo de tridimensional (3D) do
Lawrence Berkeley National Laboratory, na Califérnia. Esta matriz circundante
contém proteinas, como colageno, elastina e laminina, que ddo aos tecidos
suas propriedades mecanicas e ajudam na organizacdo e comunicacao entre
as células incorporadas na matriz. Dada a mecanica complexa e o conjunto de

interacdes bioquimicas, é de grande interesse que ndo se perca nenhuma das
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sutilezas biolégicas destas células, que costumeiramente sdo cultivadas
apenas em camadas planas. (ABBOTT, 2003).

O cultivo de células em ambiente 3D apresenta claras diferencas em
relacdo ao ambiente 2D. Quando cultivadas em substratos plasticos planos, as
células ndo transformadas se organizam em monocamadas polarizadas. Nesta
condicao, as células interagem entre si apenas lateralmente, enquanto suas
superficies basal e apical se estruturam bioquimica e mecanicamente em
resposta a ambientes extremamente rigidos (plastico) ou maleaveis (meio de
cultura solavel). Nestas condi¢Bes as estruturas naturais dos tecidos humanos
ndo sdo bem representadas, mesmo os epitélios com apenas uma camada de
células (o intestinal, por exemplo) ndo interagem com um substrato de rigidez
comparavel aos plasticos e vidros utilizados em culturas de células.

Esta abordagem mais proxima do observado in vivo vem sendo utilizada
no campo da regeneracdo de tecidos. Um destaque € a fabricacdo de
andaimes 3D, que suportam as ceélulas, garantindo que nutrientes e metabdlitos
possam se infiltrar e permitir a sua difuséo livre. (LANGER e VACANTI., 1993;
FREED et al., 1994). Tais estruturas devem desempenhar o papel da matriz
extracelular (ECM), e apresentam como resultado varias propriedades
biologicas e fisicas, que influenciam as atividades do comportamento celular,
incluindo a fixacao inicial da célula, migracao e diferenciacdo (LEVENBERG et
al., 2003; HUTMACHER, 2001).

A terapia celular € uma estratégia promissora e células adultas podem
ser facilmente isoladas do corpo do paciente e cultivadas em monocamada. No
entanto, grandes problemas como a sobrevivéncia da célula e o controle da
diferenciacdo permanecem sem respostas. A superacdo destes problemas
pode ser obtida, utilizando estratégias da engenharia de tecidos como o0s
suportes 3D, que garantem maior sobrevivéncia destas células.
Desenvolvimentos recentes, tais como a abordagem biomimética que
combinam o uso de andaimes com as moléculas de matriz extracelular,
apresentam um melhor controle da proliferacdo celular, sobrevivéncia,
migracao e diferenciacéo das células. (DELCROIX et al., 2010)

Os principais componentes estruturais de muitos tecidos sao os
colagenos, que representam aproximadamente 25% da massa total de

proteinas em mamiferos, e em particular o colageno do tipo I, que representa
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90% da massa de colagenos no corpo (ALBERTS et al., 2002). Os colagenos
do tipo | utilizados na preparagdo de matrizes 3D para cultivo de células,
geralmente, sdo derivados dos tenddes de rabos de rato (ELSDALE e BARD,
1972) ou de cartilagens bovinas. A purificacdo € realizada por digestdo acida, e
o coladgeno gelifica sob pH neutro e temperatura de 37 °C, em densidade que
usualmente varia de 1,5 a 30 mg.mL™.Quando a solucéo de colageno gelifica,
0s mondmeros de coladgeno condensam e se associam lateralmente formando
fibras. Se comparados aos tecidos naturais, as matrizes coldgenas sdo menos
densas, mais hidratadas e mecanicamente mais frageis. Os géis de colageno
do tipo | sdo, portanto, mecanicamente frageis, mas biologicamente
compativeis e atuam como ambiente in vitro para estudos de curto prazo ou
como arcaboucos a serem remodelados por células em estudos mais longos
(YANNAS, 2001; SACHLOS et al., 2003; GLOWACKI e MIZUNO, 2008).

Para aumentar a eficacia funcional das CMMOs, andaimes de colageno
com as ceélulas tém sido utilizados para transplantes no nucleo da leséo (LU et
al., 2007; XIONG et al., 2009; ZENG et al., 2010; QU et al., 2011). Resultados
prévios mostraram que esta modalidade de entrega das CMMOs aumenta
significativamente os efeitos benéficos desta terapia celular. (GALINDO et al.,
2011; LU et al., 2007; QU et al., 2011; XIONG et al., 2009; ZENG et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial terapéutico do transplante das CMMOs cultivadas em
garrafas de cultivo (2D) e matrizes de colageno (3D) em ratos submetidos a um
modelo de ablac&o unilateral focal do cortex cerebral, na regido que abrange,
principalmente, os coértices motor e somestésico primarios. Avaliar também as
vias de administracdo intravenosa (iv) para as células cultivadas em 2D, e in

situ (is), para os dois tipos de cultivo.

2.2. Objetivos especificos

-Observar a integracédo das CMMOs 3D e 2D no parénquima encefalico,
guando transplantadas in situ.

-Avaliar o efeito dos diferentes tratamentos na recuperacao
sensorimotora;

-Avaliar o efeito dos diferentes tratamentos no volume de leséo;

-Avaliar se existe correlacdo entre a melhora funcional e o volume da
leséo ao final dos testes;

-Avaliar o efeito da CMMOs na dosagem de citocinas no plasma e no

tecido cortical lesado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar albino, com idade e
peso que variavam, do inicio ao término do experimento, entre 2 e 5 meses de
vida pos-natal, e 250 e 500 gramas, respectivamente. Os animais foram
obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro — UENF (Campos dos Goytacazes, RJ). Foram mantidos em
condi¢Bes-padrao de temperatura (22+ 2 °C) e iluminacéo (ciclo de 12 h de luz,
das 6-18 h / 12 h de escuro, das 18-6 h), com agua e alimentagéo disponiveis
ad libitum.

Para acompanhamento do estado geral dos animais ap0s os procedimentos
cirargicos descritos abaixo, observaram-se o0s critérios propostos pela
Federacdo de Associacdes Européias de Laboratorios de Ciéncia Animal para
medicdo do nivel de severidade do procedimento experimental (FELASA,
1994). Os procedimentos utilizados neste trabalho foram aprovados pela
Comisséo de Etica de Uso de Animais da presente Instituicio (CEUA — UENF),
sob o0 numero de protocolo n° 86 em 02/09/2010.

3.2. Ablacado no cortex motor e somestésico de ratos

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina (Xilazin®) (10
mg. kg?) e cloridrato de quetamina (Cetamin®) (70 mg.kg™) intraperitoneal
(i.p.). Foram acomodados em uma cama cirargica com controle da temperatura
corporal, utilizando-se luz quente e mantendo-os envolvidos em tecido. Cada
animal teve sua cabeca fixada em aparelho estereotaxico. Uma incisdo na pele
foi feita acima da sutura sagital expondo o cranio. A partir das medidas
estereotaxicas do encéfalo de rato (eixo antero-posterior, +2,0 mm a -6,0 mm
do bregma) (PAXINOS e WATSON, 1986), uma craniotomia foi realizada de
forma a expor o cortex motor e somestésico do lado oposto ao que o animal

apresentava preferéncia na utilizacdo da pata (tal preferéncia foi previamente
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observada com o teste comportamental RPAC, que serd descrito no topico
4.8.1). Entao, o tecido foi aspirado, transpassando-se a dura-mater com leves e
rapidos toques, utilizando-se uma bomba de vacuo. Apos a ablacdo, a abertura
craniana foi fechada e a pele suturada, mantendo-a recoberta com esponja
hemostatica Hemospon®. Os animais foram mantidos sob aquecimento
constante e devolvidos ao biotério somente ap0s a recuperacao da anestesia.

Os animais foram mantidos até o tempo de sobrevida desejado. Aqueles
animais que obtiveram o nivel de severidade substancial, ndo respondendo
bem aos testes comportamentais até o segundo dia pés-ablacdo (DPA), foram
descartados do experimento e submetidos a eutanasia em camara de CO..

Ao final de 60 dias apés a ablacdo, todos os animais foram sacrificados
em camara de CO,, foram perfundidos com 4% de formaldeido e tiveram seus
encéfalos removidos do cranio e colocados numa matriz para fatiamento de
enceéfalo de rato (Insight LTDA). As fatias foram feitas com 2 mm de espessura,
sendo imediatamente transferidas para uma placa de 24 pogos contendo 1 mL
de tampao fosfato — PBS. Imagens das quatro primeiras fatias foram captadas
por uma camara digital acoplada a um microscépio estereoscopico (Stemi
SV11- Axiovision Zeiss®) e a um computador. A area da lesdo em cada fatia foi
medida a partir das imagens, utilizando-se ferramentas especificas do
programa IMAGEJ (NIH). O volume foi obtido multiplicando-se a area da leséo
de cada fatia pela sua espessura (2 mm). Para cada animal, o volume total de
lesdo utilizado para a quantificacéo foi obtido pelo somatério dos volumes das

suas respectivas quatro fatias.

3.3. Obtencao e cultivo das células mesenquimais de medula éssea

Ratos entre 400-500 g, ndo integrantes dos grupos experimentais, foram
sacrificados em cémaras de CO,. O fémur e a tibia foram extraidos e
separados dos tecidos adjacentes (Figura 5). Os ossos foram cortados de
forma a permitir acesso a medula com uma seringa contendo 10 mL de meio
de cultura DMEM/F12 Gibco® sem soro. O conteudo da medula foi lavado e
coletado em tubos estéreis de 15 mL, dissociados mecanicamente e

centrifugados por 5 min (400 x g). Recolheu-se o precipitado e, novamente,
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este foi suspenso em meio de cultura (2 mL de DMEM/F12 sem soro) e
submetido & centrifugacédo em 2 mL de Histopaque (densidade 1,083 g.mL™ -
Sigma-Aldrich Inc.) durante 30 min a 400 x g. Para a extragdo da fracao de
células mononucleares, retirou-se as células que estavam entre o Histopaque e
o DMEM/F12 a fim de aplica-las no tubo com 3 mL de PBS para a primeira
lavagem, ressuspensao e centrifugacédo por 5 min (400 x g). Foram feitas trés
lavagens (trés ciclos de centrifugacdo por 5 min a 400 x g e ressuspensao),
sendo as duas primeiras ressuspensdes em 3 mL de PBS e a Ultima em 1 mL
de meio DMEM/F12 sem soro. Em seguida, foi realizada contagem das células
com o auxilio da camara de Neubauer, avaliando simultaneamente a
viabilidade celular pela coloragcdo do azul de tripan (4%). Esta coloragéo
permitiu que as células mortas, que ficam coradas, fossem desconsideradas na

contagem.
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Figura 5. Esquema da extrac&o de células. Obtencao da fracdo de células

mononucleares da medula 6ssea para posterior cultivo.

As células obtidas foram plaqueadas em garrafas de cultura estéreis de 75
cm? com 9 mL de meio DMEM/F12 suplementado com 1 mL de soro fetal

bovino, além do antibiético estreptomicina (10pg.mL™) e do antiflingico
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anfotericina B (fungizona; 25pug.mL™). A proporcéo de células por garrafa foi
padronizada da seguinte forma: o material de um animal (obtido de dois
fémures e duas tibias) para cada garrafa. As culturas foram mantidas em
incubacgédo a 37 °C e atmosfera umedecida contendo 5 % de CO,. O meio foi
trocado regularmente a cada 3-4 dias. Na primeira troca, houve a remocéo das
células ndo aderentes ao plastico. Quando as células aderentes atingiram 50-
60 % de confluéncia, em torno de uma semana apos plagueamento, foram
soltas da garrafa por tripsinizacdo (4 mL de 2500 mg/L de tripsina e 380 mg/L
de EDTA, Gibco®), lavadas e replaqueadas. Este processo foi repetido por 3-5
vezes, até que fossem obtidas culturas altamente enriquecidas em CMMOs. Ao
final do processo, as CMMOs foram soltas da placa por tripsinizacéo, lavadas e
suspensas em PBS, contadas em camara de Neubauer e utilizadas para

transplante em animais previamente submetidos a ablacéo.

3.4. Obtencao da matriz de colageno e cultivo celular

Para obtencédo da matriz de colageno, foram utilizadas 8 caudas de ratos
sacrificados em camaras de CO,. Apoés higienizacdo com etanol 70%, o
material foi levado ao fluxo laminar para a remocao das fibrilas de colageno,
gue se encontram ao redor das vértebras caudais. As fibrilas removidas foram
armazenadas em 200 mL de solucéo de acido acético 1 % pelo periodo de 4-7
dias para solubilizacdo e mantidas em refrigeracdo a 4 °C. Em seguida, a
solucdo contendo as fibrilas foi ultracentrifugada duas vezes a 30.000 g por 45
min, utilizando o sobrenadante e descartando o precipitado com as fibrilas nédo
solubilizadas. O conteudo centrifugado foi dialisado em 600 mL de cloroférmio
1% por 1 h. Feito isto, a solucdo de cloroférmio foi descartada e substituida por
600 mL de &cido acético estéril 0,02 M e mantido em fluxo laminar por 3 dias,
trocando a solucdo de acido acético a cada 24 h. Apoés dialise, o material foi
liofilizado durante 48 h (RAJAN et al., 2006) Assim, foi possivel fazer o calculo
do peso seco do colageno e ressolubilizd-lo na concentracdo desejada,
conforme descrito por RAJAN et al., (2006).

CMMOs em solugdo com DMEM/F12 foram suplementadas com

colageno tipo | na concentracéo final de 1,5 mg.mL™. A solucao foi neutralizada



25

com NaOH 1 N e distribuidas em aliquotas de 200 pL no fundo de placas de
poliestireno de 24 pogos. As amostras foram cuidadosamente transportadas
para estufa seca com temperatura constante de 37°C para gelificacdo
(polimerizagéao) da matriz por 1 h. Em seguida, DMEM/F12 suplementado com
10% de soro foi acrescido e foi mantido o cultivo por aproximadamente 24 h.
Para cada poco foram utilizadas 3 x 10° CMMOs (GRINNELL 1999). Para a
observacéao da viabilidade celular, foram utilizadas células marcadas com DAPI
(ver item 3.6.) para a preparacdo da matriz. Logo apos a gelificacdo, foi
acrescentado ao poc¢o o azul de tripano a 20% (3.600uL), mantido por 5 min e
em seguida a matriz foi observada ao microscopio de fluorescéncia e contraste

de fase.

3.5. Administracédo das células e da matriz

A administragcdo das CMMOs e da matriz de colageno foi realizada 24 h
apos a ablacdo. Os animais foram previamente anestesiados com cloridrato de
xilazina (10 mg.kg™, i.p.) e cloridrato de quetamina (70 mg.kg™, i.p.) para a
injecdo pela veia jugular esquerda ou transplante da matriz com células na
regido onde o tecido encefélico foi removido, conforme o grupo experimental
(Figura 6). Para injecao intravenosa (i.v.) foi feita uma inciséo cirdrgica, onde a
veia jugular foi exposta, e com o auxilio de uma pin¢a de ponta fina a veia foi
separada do tecido conjuntivo circundante.

No caso do transplante i.v., a agulha da seringa contendo 500 pL de
PBS com 3 x 10° células foi introduzida na luz da veia. A injecdo foi efetuada na
veia jugular situada no lado ipsilateral a lesdo isquémica, para que nao
ocorressem interferéncias nos resultados dos testes sensorimotores. Apos a
administracao, a incisao foi fechada com pontos cirdrgicos.

Foram utilizados seis grupos experimentais, que seguiram para as
analises de comportamento, visando avaliar a melhoria no dano causado pela
lesdo apods o tratamento com CMMOs e matriz de colageno. Como pode ser
observado na Figura 6, os grupos experimentais foram divididos em dois
subgrupos, tratados e controles, contendo seis animais cada. Nos grupos

tratados com CMMOs, em 1, os ratos receberam administragéo i.v. de 500 pL
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de PBS com 3.10° células de CMMOs cultivadas em garrafa (2D); em 2, os
animais receberam transplante no local da ablacéo, in situ (i.s.), da malha de
colageno (3D) contendo 3 x 10° células CMMOs; e em 3, os animais receberam
30 pL de PBS i.s. contendo 3 x 10° células de CMMOs cultivadas em garrafa
(2D). Nos controles, em 1, os ratos receberam administragéo i.v. de 500 pL de
PBS; em 2, receberam transplante i.s. da malha de colageno (3D) sem as
células; e em 3, receberam administracao i.s. de 30 pL de PBS apenas. Para
0s grupos i.s. foi necessaria a remoc¢ao da esponja hemostatica local da lesédo
para o transplante. Apés a administracdo, a incisdo foi fechada com pontos

cirdrgicos.

Testes sensorimotores pré-ablacéo

|

Ablacéao focal
unilateral

1 dia depois *

Grupo Tratado 1: CMMOs 2D i.v.
Grupo Tratado 2: CMMOs 3D i.s.
Grupo Tratado 3: CMMOs 2D i.s.
Grupo Controle 1: PBS i.v.
Grupo Controle 2: Colageno i.s.
Grupo Controle 3: PBS i.s.

\

Testes sensorimotores pés-ablacao

Figura 6: Esquema ilustrando o desenho experimental. CMMOs 2D i.v.:
animais que receberam administragdo intravenosa das CMMOs cultivadas em
garrafas. CMMOs 3D i.s.: animais que receberam transplante in situ da malha de
colageno contendo as CMMOs. CMMOs 2D i.s.: animais que receberam in situ as
CMMOs cultivadas em garrafas. PBS i.v.: animais que receberam administragdo

intravenosa de tampdo PBS (veiculo). Colageno i.s.: animais que receberam
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transplante da malha de colageno sem as células. PBS i.s.: animais que receberam
administracao in situ de tampéo PBS (veiculo). Cada grupo continha seis animais.

3.6. Marcacgdao celular para rastreamento

Com o intuito de marcar as células para posterior rastreamento, apés a
terceira passagem de cultivo, as CMMOs foram tratadas com tripsina (Gibco®)
por 3 min. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com 3 mL de PBS,
centrifugadas a 400 x g por 5 min e ressuspendidas na ultima lavagem com 1
mL de DMEM-F12 sem soro. Entdo, as células obtidas foram contadas e
incubadas com os marcadores abaixo:

DAPI: foram incubadas, com 50ug/mL de 4'.6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI; Molecular Probes, Invitrogen) a 37°C e 5% CO2 por 2h. Em seguida as
CMMOs lavadas 3 vezes com 3 mL PBS, ressuspendidas em 1 mL, contadas e
observadas ao microscopio de fluorescéncia.

CellTrace Far Red: foram incubadas 20 pM de CellTrace Far Red DDAO-SE
(Invitrogen®) a 37 °C em estufa com 5 % CO, durante 30 min. Posteriormente,
3 x 10° células com a marcacéo foram utilizadas para cada malha de colageno.

Os animais foram sacrificados em camara de CO, e posicionados em
decubito dorsal, passando por uma incisdo cirlrgica para expor 0 coracao.
Uma agulha conectada a céanula da bomba de perfusdo foi inserida no
ventriculo esquerdo iniciando-se a perfusdo com 200 mL de salina 0,9% por 15
minutos, seguida de 500 mL de paraformaldeido 4% por 30 minutos. No
término deste procedimento foi feita a craniotomia, os encéfalos foram
removidos da caixa craniana e mantidos em tampao fosfato com 20% de
sacarose com o objetivo de iniciar a crioprotecdo. Os encéfalos foram, entéo,
emblocados em resina OCT (Tissue-Tek-4583), cortados coronalmente em
criostato (Leica CM-1850) a 40 um em laminas gelatinizadas e mantidos a -
20°C até a posterior observagio ao microscopio de fluorescéncia.

Para investigar se houve infiltracdo no parénquima encefalico pelas CMMOs
nos grupos com administracao in situ, as CMMOs marcadas com o Cell Trace
Far Red, foram administradas 24 h apds a lesdo e observadas 24 h e 72 h apés

o tratamento.
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3.7. Testes comportamentais para avaliagéo funcional

Testes funcionais apropriados para estudos pré-clinicos de doencas
neuroldgicas foram utilizados para avaliar as funcdes sensorimotoras dos
animais (SCHALLERT et al., 2000; SCHALLERT, 2006). Todos os testes foram
realizados durante o periodo da tarde na Sala de Experimentacdes do Biotério
Central da UENF, em ambiente tranquilo e com pouco ruido, visando minimizar
qualquer interferéncia no comportamento dos animais. Ao término de cada
modalidade de teste, aguardou-se 10 min para que o proximo fosse iniciado.

Cada teste foi realizado uma vez ao dia em cada animal.

3.7.1 Teste de recuperacao de pilula e alcance na camara

Primeiramente, os animais foram condicionados a uma restricao
alimentar (aproximadamente 15 mg.dia™), tendo o peso controlado para que
mantivessem durante todo o experimento entre 90 e 95 % do seu peso inicial
(BURY e JONES, 2002, GHARBAWIE et al., 2006). Para execucéo do teste,
cada animal foi colocado numa caixa (26 cm de comprimento x 30 cm de altura
x 16 cm de largura) com uma janela frontal (1,9 cm de largura x 20 cm de
altura) e uma plataforma (16 cm de comprimento x 3 cm de largura) fixada no
exterior da caixa, em frente a janela, ao nivel de 4,5 cm da base (Figura 7).
Sobre esta plataforma havia cinco orificios (um central e dois para cada lado,
esquerdo e direito), que acomodavam as pilulas de racdo. Estas foram
rigorosamente padronizadas em forma, tamanho e peso (45 mg) (Dustless
Precision Pellets® / Rodent; Bio-Serve).

O teste foi dividido em trés fases. Na primeira, avaliou-se diariamente a
pata de preferéncia, colocando a racdo no orificio central da plataforma. O
animal deveria fazer uso de uma das patas dianteiras para ter acesso ao
alimento, com tentativas que podiam ser em numero de 20 ou até que se
completasse 20 min. Quando se alcancou 0 minimo de 70 % de uso com a
mesma pata, durante 3 dias consecutivos, a pata de preferéncia foi
estabelecida.

Na segunda fase, foi realizado o treinamento, onde se inseriu no interior
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da caixa uma placa do mesmo lado da pata dianteira, estabelecida como
preferencial e, simultaneamente, a racdo foi posicionada no orificio mais
distante da plataforma, do lado contralateral a pata utilizada para alcancar o
alimento. O posicionamento da placa e da ragdo condicionou o animal a utilizar
a pata dianteira de preferéncia para executar a tarefa esperada. Isto deveria
ser realizado durante 20 min ou até que se completassem 20 eventos,
respeitando-se 0s seguintes critérios: foram permitidas cinco tentativas para
recuperar uma racao, desde que o animal ndo se deslocasse de sua posicao
inicial; os ratos foram induzidos a se afastar da plataforma antes de iniciar cada
nova tentativa; o desempenho do animal baseou-se na porcentagem de
sucessos por tentativa de “pegada” da ragdo; um sucesso ocorreu quando o
animal alcancou a racdo, segurou-a e levou-a a boca sem deixa-la cair; o
insucesso incluiu as vezes em que a racdo nao foi alcancada, foi arrastada e
deixada cair.

Apds 3 dias consecutivos de treinamento, com no minimo 70 % de
sucesso no uso da pata de preferéncia, realizou-se a ablacdo no cortex
contralateral a pata de preferéncia. Assim, deu-se inicio a terceira fase do
teste, na qual se avaliou o desempenho da pata de preferéncia do animal apés
ocorréncia da lesdo, igualmente a fase anterior. O percentual de sucessos no
teste foi avaliado em intervalos regulares de 3 em 3 dias, do 2° ao 50° dias poés-
ablacdo (DPASs).

Figura 7: Teste RPAC. Animal coletando rac&o na plataforma.
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3.7.2 Teste do cilindro

Este teste analisou 0 uso das patas dianteiras no apoio durante a
exploracéo vertical espontanea (SCHALLERT et al., 2000). Todos os animais
tiveram seu desempenho avaliado 1 dia antes da ablag&o, sendo estes valores
considerados para o estado normal. Apés a ablacédo, os testes foram realizados
nos DPAs 2, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49.

Neste teste, o animal foi colocado no interior de um cilindro de vidro
transparente (20 cm x 30 cm), sendo filmado com uma camera digital durante
no minimo 5 min, até o tempo suficiente para que ocorressem pelo menos 10
eventos de apoio (Figura 8). Os videos foram analisados através do programa
Media Player Classic para que fosse contado o numero de vezes que o0 animal,
durante a exploracao vertical, se apoiou usando a pata dianteira contralateral a
lesdo, a pata dianteira ipsilateral e o apoio com ambas as patas (neste caso,
considerou-se quando o animal apoiou as duas patas a0 mesmo tempo ou
guando ele fez exploracdo vertical, apoiando uma pata de cada vez
rapidamente). Cada apoio somente foi considerado e contado como um evento
independente se ocorresse por no minimo 1 s.

Foi calculada a taxa de assimetria (% de uso com a pata dianteira
ipsilateral - % de uso com a contralateral). Estas porcentagens foram em
relacdo ao numero total de apoios na parede do cilindro (nUmero de apoio com
a pata contralateral + com a pata ipsilateral + com ambas). Sendo o valor da
taxa de assimetria representada por X, onde: X = 0 — uso simétrico; 0 < X <
100 — uso maior da ipsilateral; -100 < X < 0 — uso maior da contralateral.
Estes calculos permitiram concluir que a deficiéncia motora da pata
contralateral estava relacionada diretamente com a taxa de assimetria, ou seja,
guanto maior o valor da taxa de assimetria maior a deficiéncia motora da pata
contralateral.

Nao foram encontrados estudos que facam uma relacdo direta entre o
nivel (extensdo) da lesdo e o nivel de perda funcional da pata afetada,
utilizando o teste do cilindro. Entéo, buscou-se ter um controle maior sobre a
padronizagdo do nivel da lesdo entre os animais, e se estabeleceu que a taxa

de assimetria no DPA 2 devia ser de no minimo 30. Animais que apresentaram
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taxa de assimetria menor que 30 n&o foram considerados neste teste, uma vez
que poderiam apresentar lesdo de menor extensdo, fruto de erro no
procedimento cirurgico. Além disso, foram descartados animais com possiveis
déficits prévios a ablacdo. Consequentemente, somente animais com taxa de
assimetria de no maximo 15 no teste pré-ablacdo (feito 1-2 dias antes da

cirurgia) foram usados neste estudo.

Figura 8: Teste do Cilindro. Animal realizando explorac¢é&o vertical

3.7.3 Teste de remocéao do adesivo

Teste sensorimotor que avaliou a funcdo das patas dianteiras em
resposta a uma estimulacéo tatil. Colocou-se no animal um pedaco de papel
adesivo (12 mm de diametro) em ambos o0s pulsos de suas patas
dianteiras.(figura 9) Num total de quatro sessfes, com intervalo de 5 min entre
as mesmas, registrou-se qual membro do animal (contralateral ou ipsilateral) foi
extraido o adesivo primeiramente. Todos 0s animais tiveram seu desempenho
avaliado 2 e 1 dias antes da ablag&o, sendo estes valores considerados para o
estado normal. Apés a ablacéo os testes foram realizados nos DPAs 2, 7, 14,
21, 28, 35, 42 e 49.

A porcentagem de preferéncia contralateral foi calculada (niumero de
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remocgdes primeiramente efetuada na pata contralateral / nimero de remocdes
primeiramente efetuadas na pata contralateral + numero de remocoes
primeiramente efetuadas na pata ipsilateral). Foi considerado que porcentagem
igual a 50 — sem preferéncia; > 50 % — preferéncia pelo lado contralateral; <
50 % — preferéncia pelo lado ipsilateral.

Também nao foram encontrados estudos que fagam uma relacdo direta
entre o nivel (extensé@o) da lesé@o e o nivel de perda funcional da pata afetada
para o teste do adesivo. Portanto, para ter um controle maior sobre a
padronizagdo do nivel da lesdo entre os animais, se estabeleceu que o
percentual de preferéncia no DPA 2 devia ser entre 0 % e 25 %. Animais que
apresentaram preferéncia maior que 25 % foram desconsiderados neste teste,
uma vez que poderiam apresentar lesdo de menor extensédo, causada por um
erro no procedimento cirdrgico. Aléem disso, para descartar animais com
possiveis déficits prévios a ablagéo, s6 foram usados animais com preferéncia

de no minimo 25 % no teste pré-ablacao (feito 1-2 dias antes da cirurgia).

Figura 9: Teste do Adesivo. Adesivo colado na pata do animal

3.8 Deteccdao de citocinas

Seis animais foram submetidos a ablagcédo e 24 h apos, trés animais foram

tratados com CMMOs 2D i.v. e 0s outros trés animais controle receberam PBS
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i.v. (veiculo). Apds 24 h dos tratamentos, os animais foram sacrificados. Foi
feita a coleta de tecido encefalico circundante a lesédo e também da mesma
regido no cortex contralateral ao dano. Posteriormente, os tecidos foram
macerados em 500 pL de tampéo de lise (Tris-HClI 20 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 2 mM e triton 0,2%) e 3,4 pL de inibidores de protease (10ug/mi
leupeptina, 10pg/ml  inibidor tripsina/soybean e 2ug/ml  aprotinina),
centrifugados a 3.000 G a 4°C por 10 min e a concentracdo de proteinas foi
dosada por meio do ensaio com &acido bicinconinico (BCA). Para isto foi
utilizado o Kit “BCA - Protein assay kit®” (PIERCE) segundo as instrugdes do
fabricante para microensaio, que detecta de 20 a 2.000 ug.mL™ de proteina
total. Foram pipetados 25 pyL da amostra em teste ou do padrao (solugao de
proteina soro albumina bovina - BSA) nos respectivos pogos. A seguir, foi
adicionado 200 uL da mistura do reagente A e B, sendo 50 partes do reagente
A com 1 parte do reagente B. A leitura foi feita a 562 nm, utilizando um leitor de
placas. As concentragbes das amostras foram obtidas com base na curva
padrdo de BSA (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 ug.mL™).

Foram feitas diluicbes nas amostras para se obter a concentracao
proteica de 900 pg.mL*. Em seguida, o material foi congelado a -70 °C e
mantido até o momento de uso. Foram coletados 2 mL de sangue. Apos
centrifugacdo a 1.000 x g a 4°C, os plasmas coletados para analise no
Bioplex® também foram congelados a -70 °C e mantidos até o uso.

O painel usado foi o de citocinas de rato (Bio Rad, cat# M80005MJU3),
analisando IL-1qa, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-gama, GM-CSF e TNF-a.
Brevemente, o filtro da placa de 96 pocos foi lavado com Bioplex® Assay Buffer
(Bio Rad). Em seguida, foram adicionadas as particulas conjugadas com
anticorpos anti-citocinas, lavados com Bioplex® Wash Buffer, sendo
posteriormente adicionadas as amostras diluidas, conforme o protocolo do
fabricante. Seguida de uma incubacédo de 1 h, a placa foi novamente lavada
com Bioplex® Wash Buffer, sendo entédo adicionado a cada po¢o o anticorpo
biotinilado de detec¢édo para um epitopo diferente da citocina, formando um
sanduiche de anticorpos, incubado por 1 h. Apds esse periodo, estreptavidina
conjugada com ficoeritrinaPE, que se liga ao anticorpo biotinilado, foi incubada
por 30 min. Novas lavagens foram realizadas com Bioplex® Wash Buffer, e as

particulas foram ressuspensas com Bioplex® Assay Buffer e analisados no
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Bioplex® 200 Suspension Array system/Luminex (Bio Rad, Hercules, CA)
através do programa Bioplex® Manager, versdo 4.1 (Bio Had, Hercules, CA).
Os dados observados séo referentes a no minimo 200 particulas por citocina.

BIOMOLECULA
DE INTERESSE

ESTREPTOAVIDINA

©= 3¢

PARTICULA FICOERITRINA
CAPTURA DETECGAO
BIOTINILADO

Figura 10: Imunoensaio sanduiche BioPlex. Extraido do manual do Kkit

Bioplex®.

3.9 Andlise estatistica

Para as analises funcionais foi feita a ANOVA de dois fatores com medidas
repetidas (tratamento vs tempo, tempo como o fator de medidas repetidas)
para cada grupo de via de administracdo. Quando a interacdo nao foi
significativa, para cada tratamento foram agrupados os valores dos tempos, e a
comparacao entre os tratamentos foi feita com o teste t. Quando a interagao foi
significativa, foi feito o ajuste de modelo de regressdo nédo-linear para cada
tratamento. Para a andlise de volume de lesédo foi feita a ANOVA de dois
fatores (via de administracdo vs tratamento). Para a andlise de correlagéo
entre volume de lesdo com a recuperacao funcional, foi calculado o Coeficiente
de correlacdo de Pearson para cada teste funcional. Em todos os casos, o nivel
de significancia foi de p<0,05. Para todas as analises estatisticas foi utilizado o

software GraphPad Prism 4.
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4. RESULTADOS

4.1. Leséo cortical unilateral por ablacéo

A lesdo induzida por ablacdo unilateralmente no cértex motor e
somestésico dos ratos se constituiu na remocao das seis camadas corticais,
atingindo parcialmente a substancia branca subjacente. Como pode ser
observado (Figura 11) em cada imagem verifica-se a extensao medio-lateral da
lesdo ap6s 60 dias, o que confirma a eficiéncia do procedimento cirargico

realizado nos animais.
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Figura 11: Imagens sequenciais de cortes coronais: Encéfalos de animais representativos de cada grupo experimental 60 dias apos
ablacdo. Em cada grupo, as imagens foram posicionadas de cima para baixo, da regido mais anterior & mais posterior. Barra de cal. = 2 mm.



37

4.2. Viabilidade e marcacgao das células mesenquimais de medula 6sseas

A marcagdo com o azul de tripano demonstrou alta viabilidade das
CMMOs cultivadas dentro da matriz de colageno, uma vez que virtualmente

nenhuma célula foi marcada com o corante (Figura 12).

Figura 12: Viabilidade das CMMOs 3D. Imagens do mesmo campo, mostrando as
CMMOs na matriz de colageno. A esquerda, marcacdo com azul de tripano e
visualizacdo em contraste de fase, e a direita, a marcacdo com DAPI visualizada no
seu filtro.

Para investigar se houve infiltracdo no parénquima encefalico pelas
CMMOs nos grupos com administracdo in situ, as CMMOs foram marcadas
com Cell Tracer Far Red (Figura 13). A observacdo com a utilizacdo do filtro
para rodamina (o correto, seguindo as especificacdes do fabricante) revelou
células marcadas nas regifes de borda da lesdo, sendo em maior nimero 72 h
ap6s a administracdo (Figura 14). Entretanto, a mesma marcacao foi
observada também com o filtro para a fluoresceina, o que ndo era esperado
(Figura 14). Nao foram encontradas células marcadas que aparecessem

apenas no filtro da rodamina.
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Figura 13: Marcagdo com CellTracer. Imagem representativa de CMMOs marcadas
com o Cell Tracer Far Red, em lamina, logo ap6s a lavagem do marcador. Como
recomendado pelo fabricante, o marcador deve ser observado com o filtro para
rodamina, com o qual foi observada forte marcacdo das CMMOs (em vermelho, a
esquerda). Como esperado, nao foi observada marcacao significativa das células com
o filtro da fluoresceina (em verde, a direita).
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CMMOs 2D is 24h CMMOs 2D is 72h
CMMOs 3D is 24h CMMOs 3D is 72h

Figura 14: Rastreamento das Células Mesenquimais de Medula Ossea utilizadas ap0s ablagdo. Imagens representativas do tecido
encefalico dos grupos que receberam administracéo in situ das CMMOs marcadas com CellTracer, mostrando a borda da lesédo. Todas
as células apresentaram observagdo de marcagéo tanto com o filtro para a rodamina (em vermelho, a esquerda) como com o filtro para a
fluoresceina (em verde, a direita). CMMOs 2D 24 h: barra corresponde a 100 um; CMMOs 2D 72 h e as 3D: barra de cal. = 200 um.
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4.3. AvaliagOes funcionais

4.3.1. Teste darecuperacdo de pilula e alcance na camara

O desempenho de recuperacdo dos grupos tratados e controles antes
da lesdo e ao longo das semanas pés-ablacdo segundo o teste RPAC foi
observado (Figura 15). A "% de sucesso" avalia a performance dos animais
durante a realizacdo da tarefa de buscar a capsula de racdo. Os testes de
RPAC executados antes da ablacdo demonstraram que ambos 0s grupos
apresentaram desempenho similar e atingiram mais de 70% de sucesso na
realizacdo da tarefa. Entretanto, no dia pos-ablacdo (DPA) 2, a performance
dos mesmos foi muito reduzida, demonstrando a perda funcional ocasionada
pela ablacao.

Os grupos de tratamento CMMO 2D is e CMMO 3D is néo
apresentaram sobreposicdo dos intervalos de confiangca, sendo assim
considerados estatisticamente diferentes. O grupo CMMO 2D iv apresentou
sobreposicao dos intervalos de confianca ao longo do tempo e por isso foi feito
0 agrupamento de todos os dados deste grupo de tratamento e por meio da
analise por teste t foi observada diferenca significativa entre os grupos do
tratamento 2D iv. Estes resultados indicam que o tratamento com as CMMO 2D
is e CMMO 3D is induziram recuperacao funcional significativa no teste do
RPAC nos animais tratados com as mesmas. Porém quando comparamos 0S
trés tratamentos, nenhum deles se destaca como melhor e, além disto, o grupo
gue recebeu somente Colageno is apresentou um resultado inferior a todos os

outros grupos.
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Figura 15: Teste RPAC: Acompanhamento da porcentagem de sucessos por até
50 dias de todos os grupos experimentais. Graficos acima apresentam as
regressdes ndo lineares para cara grupo de tratamento. O grafico em barras ao
lado apresenta os dados agrupados do grupo de tratamento 2D iv. As barras no
gréafico representam médiatzSEM.
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4.3.2. Teste do adesivo

A recuperacgédo de todos 0s grupos tratados e controles antes da ablacéo
e ao longo das semanas pos-isquemia segundo o teste do adesivo (Figura 16).
Na avaliacdo pré-ablacdo (DPA 0), € possivel visualizar que nao
ocorreu diferenca significativa entre os grupos tratados e controles. No 2° DPA,
ambos os grupos removeram primeiramente o adesivo da pata ipsilateral, o que
resultou em 0% de remoc&o em primeiro lugar no lado contralateral, sugerindo
uma perda tatil em consequéncia da ablacdo. A "preferéncia contralateral”
avalia a preferéncia para remocéo do adesivo da pata lesada.

Neste teste, os grupos de tratamento CMMO 2D is e CMMO 3D is nao
apresentaram sobreposi¢do dos intervalos de confianca, sendo considerados
estatisticamente distintos. O grupo CMMO 2D iv apresentou sobreposicao dos
intervalos de confianca ao logo do tempo e por isso foi feito o agrupamento de
todos os dados deste grupo de tratamento. Por meio da analise por teste t foi
observada diferenca significativa entre os grupos do tratamento 2D iv. Estes
resultados indicam que o tratamento com as CMMO 2D is e CMMO 3D is
induziram recuperacao funcional significativa no teste do adesivo nos animais
tratados com as mesmas. Porém quando comparamos os trés tratamentos,
nenhum deles se destaca como melhor que o grupo intravenoso ainda que este

ultimo tenha apresentado sobreposicao dos intervalos de confianca.
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4.3.3. Teste do cilindro

As analises dos videos realizados no dia pré-ablacdo (DPA 0),
demonstraram que nao ocorreu diferenca significativa entre 0S grupos
experimentais (Figura 17). No 2° DPA, todos 0s grupos apresentaram alta taxa
de assimetria, demonstrando perda funcional, em consequéncia da ablacao.

Os gréficos ilustram o desempenho de recuperagdo dos grupos tratados
e controles antes da lesdo e ao longo das semanas poés-ablacdo segundo o
teste do cilindro. A "Taxa de assimetria" avalia a preferéncia dos animais no
uso das patas durante a exploracao vertical no cilindro.

Como no teste do cilindro, todos os grupos apresentaram sobreposi¢cao
dos intervalos de confianca. Entdo foi feito o agrupamento de todos os dados
em cada grupo experimental e por meio da analise por teste t foi observada
diferenca significativa entre os grupos do tratamento 2D iv. Estes resultados
indicam que o tratamento com as CMMOs 2D iv induziu recuperacao funcional
significativa no teste do cilindro nos animais tratados com as mesmas. Deste

modo obtiveram-se os gréaficos a seguir.
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Figura 17: Teste do cilindro. Graficos acima apresentam as regressdes nao lineares para cara grupo de tratamento. Os graficos em barras abaixo
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4.4. Avaliagéo do volume da leséo

ApoOs a quantificagdo do volume de leséo, realizado 50 dias apos a
lesédo, a ANOVA de dois fatores revelou que ndo houve interagdo significativa
entre os fatores (tratamento versus via de administragéo; p = 0,18). N&o houve
efeito significativo do tratamento (p = 0,37), mas houve da via de administragéo
(p < 0,05). Entretanto, no desdobramento com o agrupamento dos valores por
via de administracdo, o ANOVA nao revelou diferenca significativa entre elas (p
= 0,05). Portanto, ndo houve diferenca significativa no volume de leséo entre os
grupos experimentais (Figura 18). Isto sugere que qualquer efeito observado,
seja do tratamento, da via de administracdo ou do tempo, ndo pode ser
atribuido a diferencas significativas no volume de lesdo, ao menos ao nivel

macroscopico.
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Figura 18: Quantificacdo do volume de lesdo. As barras no grafico representam
média+SEM.
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4.5. Correlagdo do volume de lesdo com arecuperacéao funcional

A anadlise de correlagdo demonstrou que em nenhum teste funcional

houve correlacao linear entre o volume da les@o e o nivel funcional do animal

(Figura 19).
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Figura  19: Correlagdes. Graficos
mostrando a curva de correlagdo linear
entre volume de lesdo e nivel funcional,
para cada um dos trés testes funcionais
utilizados no estudo. Nos graficos, cada
ponto representa o valor de um animal
usado no estudo.

Uma vez que os resultados da andlise funcional sugeriram que a

administracdo i.v. € a mais eficiente, foi feita uma a andlise para verificar se as

CMMOs administradas desta forma apresentaram efeito sobre a expressao de
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citocinas no tecido lesado e no sangue, 24 h apds o tratamento da leséo. A
guantificagdo no plasma demonstrou que as CMMOs reduziram
significativamente a expresséo das citocinas IL-1b, IL-2, GM-CSF, IL-4, IL-6 e
IL-10 (Figura 20).

Plasma — CMMOs
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Figura 20: Quantificacdo de citocinas no plasma. O grafico apresentado em barras
ilustra os valores de média+SEM dos grupos PBS (N=3) e CMMOs 2D i.v. (N=3). * =p
< 0,05; teste t.

Na quantificacdo dos homogenatos do tecido cortical lesado (ipsolateral),
nao foi observado efeito significativo das CMMOs na expresséo das citocinas
detectadas (figura 21).
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Figura 21: Quantificacdo de citocinas nos homogenatos de tecido lesado
(ipsolateral). O grafico apresentado em barras ilustra os valores de média+SEM dos
grupos PBS (N=3) e CMMOs 2D i.v. (N=3).

5. DISCUSSAO

Nos ultimos 10 anos, as células-tronco mesenquimais tém emergido
como uma abordagem terapéutica para medicina regenerativa, cancer,
doencas autoimunes, entre outras. Isto se deve ao potencial das CMMOs para
se diferenciar e reparar tecidos e oOrgdos danificados, além das suas
propriedades imunomoduladoras. A estratégia de cultivo tridimensional €
considerada promissora, pois garante sobrevivéncia prolongada as células
guando enxertadas, podendo assim ampliar o seu efeito terapéutico (QU et al.,
2011; SCHEIBE et al., 2012).

No presente estudo investigamos a acao das CMMOSs na recuperagao

sensorimotora de ratos submetidos a ablacdo focal no cértex. Para o
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tratamento, foram utilizadas duas vias de transplante, intravenosa e in situ, e
dois tipos de cultivo celular, bidimensional e tridimensional. SCHALLERT,
(2006) descreveu algumas propostas de testes que avaliam a condicao
sensorimotora de animais que comumente estdo presentes na literatura.
Destes, utilizamos o teste do cilindro, que permitiu quantificar o uso das patas
dianteiras durante o movimento exploratério do animal (SCHALLERT et al.,
2000; SCHAAR et al.,, 2010; VOLKOV et al.,, 2011). Também, o teste de
remocdo do adesivo que permitiu averiguar os prejuizos relacionados a
estimulacdo tatil (MODO et al., 2000; SCHAAR et al., 2010). E o RPAC, que
avaliou a motricidade fina das patas dianteiras, baseando-se na similaridade de
movimentos entre 0os humanos e o0s roedores quando manipulam certos
alimentos com suas patas. (WHISHAW e COLES 1996; ALLRED e JONES,
2004; GHARBAWIE et al., 2006; BRYANT et al., 2007; ALLRED et al., 2008).

Os resultados dos testes funcionais evidenciaram que o cultivo em
colageno (3D) néo resultou em aumento da capacidade terapéutica das
CMMOs, quando comparado com o protocolo de cultivo em 2D e administracao
intravenosa. Entretanto, considerando apenas a via de administracao is, 0 uso
do cultivo em 3D demonstrou melhores resultados. A via intravenosa é mais
simplificada e segura, se utilizada em terapias. Com isto, foram feitas as
avaliacbes dos niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias, no plasma e
encéfalo lesado, apo6s o tratamento com a inje¢cdo das CMMOs por via
intravenosa. Foi observada uma reducdo geral nos niveis de citocinas no
plasma dos animais tratados.

A eficacia da terapia com células de medula éssea no tratamento de
animais com lesBes no cortex sensorimotor ja foi descrita na literatura.
GIRALDI-GUIMARAES et al., (2009), utilizando modelos animais de lesdo do
cortex sensorimotor por termocoagulacdo. Neste trabalho também realizado
pelo nosso grupo, foi observada a recuperacao funcional dos animais tratados
com células mononucleares de medula 6ssea pelos testes sensorimotores do
cilindro e do adesivo até 28 dias ap0s a isquemia.

DE FREITAS et al., (2012), também com o mesmo modelo de lesdo por
ablacdo utilizado no presente trabalho, realizou andlises da recuperacéo

funcional pelos testes sensorimotores do cilindro e do adesivo, a fim de avaliar
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os efeitos do transplante intravenoso das CMMOs 2D e das células
mononucleares de medula 6ssea. Foi demonstrada a capacidade das CMMOs
na promocgdo de recuperacdo sensorimotora em ratos, assim como foi
observado nos resultados deste estudo, que induziram uma resposta funcional
significativa, incluindo a avaliagdo com teste de RPAC nos modelos animais
ablados.

Neste trabalho foi utilizado o modelo de abla¢ao unilateral por suc¢éo ja
descrito por NAPIERALSKI et al., (1998). Este tipo de lesdo é similar a um
estado clinico de remocao imediata do tecido do cérebro, por exemplo, a
remocdo cirargica de tumores cerebrais. Embora menos recorrente que
acidentes encefélicos, vasculares ou traumaticos, a possivel eficacia de
terapias celular nesta condicdo deve ser verificada. A ablacdo é diferente
guanto ao processo inflamatorio natural de resposta apos a leséo do tecido que
ocorre apos isquemia ou lesbes encefalicas traumaticas. Trabalhos anteriores
sugerem que a inflamacao induz plasticidade estrutural induzida pela leséo,
gue nao € observado apos a ablacdo (VOORHIES e JONES, 2002). Como
esperado, os resultados mostram que a ablacdo causou dano encefalico na
mesma extensdo que aquela observada em modelos de isquemia por
termocoagulacdo (GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2013 SAMPAIO et al., 2013), tanto no eixo antero-posterior como no medio-
lateral.

CARMICHAEL, (2003) descreveu que por injecdes de BDA no cortex
contralateral de animais isquémicos por termocoagulacdo, observou-se
marcacdo de numerosas fibras no tecido estriado ipsilateral a lesdo, o que nao
foi notado apds lesdo por aspiracdo. Além de diferencas na plasticidade,
diferencas nas perdas sensorimotoras também foram observadas entre lesGes
do cortex causadas por ablacdo e por isquemia. Na ablacdo foi observada
maior perda de funcdo sensorimotora da pata dianteira induzida por
estimulacéo tatil.

Apds uma isquemia cerebral em humanos e animais ja € conhecido que
estes desenvolvem uma dependéncia compensatoéria no lado do corpo menos
afetado, ou seja, ipsilateral a lesdo (SCHALLERT, 2006; ALLRED et al., 2008).

Porém, o desenvolvimento de comportamentos compensatérios permite que
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atividades habituais sejam executadas (ALLRED et al., 2008). Considerando
estas informacdes, em nossa avaliagdo ao longo do tempo, os resultados
mostraram que o grupo de animais transplantados com as CMMOs in situ, teve
seu comportamento significativamente diferente do grupo salina apés a
ablagcdo. O grupo intravenoso nédo apresentou diferengca entre tratados e
controles, porém, os seus resultados foram tdo satisfatérios quanto aos dos
tratados com células in situ.

Para uma sugestdo mais clara de que as CMMOs 2D iv, seriam capazes
de produzir uma recuperacdo na motricidade fina nos modelos isquémicos,
outros experimentos sdo necessarios. Para isto, seria conveniente analisar a
neuroplasticidade anatémica com a utilizacdo de tracadores como o BDA
utilizado por CARMICHAEL, (2006), uma vez que lesdes cerebrais podem levar
a reorganizacdes neuroplasticas.

O teste de remocao do adesivo mostrou uma evidente perda de funcao
da pata contralateral dianteira, logo dois dias apés isquemia, indicando ser um
efeito da lesdo isquémica induzida, como visto na literatura (ADKINS, 2004;
GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; SAMPAIO et al., 2013).Com o
acompanhamento realizado ao longo do tempo, além da inducdo de
recuperacao funcional pelos tratamentos, foi observada uma influéncia do teste
RPAC no teste do adesivo. Quando comparamos os resultados do presente
trabalho com DE FREITAS et al., (2012), utilizando o mesmo modelo e tratando
com as CMMOs sem realizar o RPAC, observamos que pelo fato dos animais
terem sido submetidos ao treinamento de aprendizagem e de destreza, o
mesmo possibilitou uma melhora terapéutica iniciada de forma precoce.
Possivelmente, trata-se de uma acdo benéfica resultante da associacdo das
CMMOs somado o efeito do treino de aprendizado e destreza (teste de RPAC).

No teste do cilindro, nossos resultados mostraram que o grupo tratado
CMMOs 2D i.v. apresentou melhora funcional significativa, quando comparado
ao grupo salina. Estes achados foram condizentes com os estudos anteriores
(DE VASCONCELOS dos SANTOS et al.,, 2010; DE FREITAS et al., 2013;
SAMPAIO et al., 2013). Nossos resultados mostraram que no 2° dia apés a
ablacdo houve uma grande perda de funcdo da pata dianteira contralateral,

assim como demonstrado em outros estudos (NAPIERALSKI et al., 1998).
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A lesao por ablacéo trata-se de um modelo que apresenta vantagens
como o fato de permitir que se faca a lesdo em diferentes regides da porcéo
dorsal do cortex, podendo também variar a extensdo da lesdo, abrangendo
mais ou menos &reas corticais. A reagdo com o TTC (cloreto de trifenil
tetrazélio) e as observacdes dos cortes coronais realizados post mortem
mostraram que a lesdo acometeu as seis camadas do coértex cerebral,
localizadas imediatamente abaixo dos vasos coagulados, sem acometimento
da substancia branca nem do corpo caloso. Com isso, nossos achados
relacionaram-se com os de SZELE et al., (1995).

Em nossos estudos, ao correlacionar os resultados da extenséo do dano
nos animais dos grupos tratados e nao tratados ao final dos experimentos,
observou-se que as CMMOs, em todas as condi¢cdes, ndo produziu efeitos
significativos na reducédo da lesdo, quando comparada ao grupo salina. Tal
resultado néo foi observado por LU et al., (2007) que demonstrou que matrizes
de colageno | impregnadas com CMMOs humanas, além de melhorar a
aprendizagem espacial e a funcdo sensorimotora, reduziu o volume da leséo,
e promoveu a migracdo das células transplantadas para a zona de fronteira
lesdo apdés uma injuria traumatica em ratos, os mesmos dados foram
observados por QU et al., (2009). J& SAMPAIO et al., (2013) em um modelo de
isquemia por termocoagulacdo, também nao observou esta correlacdo entre
volume de lesé@o e melhora funcional.

A discussdo desses dados se limita por que os estudos descritos na
literatura apresentam os resultados de reducédo de volume em outros modelos
de lesdo, como na oclusdo da artéria cerebral média e injaria traumatica, além
de outras vias de administracdo, dose e tempo de sobrevida dos animais que
nao coincidem com os procedimentos que realizamos. Entretanto, o fato dos
resultados ndo mostrar o efeito do tratamento na reducao do volume da lesao,
nao exclui a possibilidade de que isto poderia ser visualizado em outro
momento apos o tratamento.

Atualmente, tem sido atribuido a diversas citocinas inflamatorias
classicamente descritas no sistema imune um proeminente papel no
desenvolvimento e na resposta a lesdo do sistema nervoso (BOULANGER,
2009, DEVERMAN e PATTERSON, 2009; SCHROETER e JANDER, 2005).
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BRENNEMAN et al., (2010) demonstraram, em modelo experimental de
acidente vascular encefalico isquémico, que o tratamento com CMMOs reduz a
expressao de IL-1B entre outras citocinas pro-inflamatérias (IL-1a, IL-2, TNF-q,
e IL-6). Ainda neste modelo, foi demonstrado um aumento da expresséo de IL-
10 apds transplante com células-tronco mesenquimais, reduzindo a atividade
inflamatoria nas células da astroglia, permitindo um regresso da funcionalidade
dos tecidos isquémicos. Estudos anteriores tiveram resultados variaveis em
demonstrar como ocorre 0 mecanismo de imunossupressao pelas CMMOs
(NAUTA et al., 2006; SUDRES et al., 2006). REN et al., (2008) mostrou que a
capacidade imunossupressora das CMMOs ndo é inata, mas sim induzida
pelas citocinas pré-inflamatérias IFN-y em combinagdo com o TNF-a, IL-1a ou
IL-1B8. Assim, citocinas pré-inflamatérias podem levar a imunossupressao em
circunstancias especificas. Estas citocinas induzem uma regulagéao positiva na
INOS e também induzem quimiocinas dos leucocitos que podem recrutar as
células imunitarias, incluindo células T, células B e células apresentadoras de
antigeno para as proximidades da localizacdo da CMMO, onde os altos niveis
de NO podem suprimir a funcdo de células imunitarias. Portanto, a acao
concertada de citocinas induzidas quimiocinas e NO sao fundamentais para a
imunossupressdo CMMO mediada (REN et al., 2008).

Apesar das suas fungbes imunossupressoras conhecidas, no presente
trabalho, o comparativo entre os analitos, plasma e homogenato ipsilateral,
demonstrou uma clara distincdo entre os valores de citocinas. Ndo foram
observados efeitos da administracdo das CMMOS no tecido encefalico
lesionado, nestes os parametros imunolégicos como niveis de citocinas pro-
inflamatorias permaneceu inalterado depois da administracdo intravenosa das
CMMOs apés a ablacdo. Ja no plasma, observamos uma reducao geral dos
niveis de citocinas dos animais tratados com as CMMOs, sugerimos com isso,
gue o tempo de avaliacdo dos efeitos terapéuticos no encéfalo seja superior a
24 h.

O TNFa e a IL-1B sao considerados os principais mediadores das mais
graves doencas neurodegenerativas (TONELLI e POSTOLACHE, 2005). Estas
citocinas funcionam como cofatores essenciais a sustentacdo da inflamacao

cerebral em diversas desordens neuroldgicas como Parkinson, Alzheimer,
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deméncia e doenca de Huntington. Neste estudo, (TONELLI e POSTOLACHE,
2005) observamos a forte presenca da citocina IL-1 § no homogenato do lado
lesionado, o que era esperado. O lado contralateral também foi avaliado e
apresentou baixissimos niveis desta citocina. No plasma, observamos uma
reducéo significativa de IL-1 3 nos animais tratados, podendo ser um indicio da
acao imunossupressora sistémica.

A citocina IL-10, no homogenato, ndo apresentou alteracfes, porém, no
plasma foi uma das que apresentou forte reducdo apos o tratamento. Dado o
seu marcante carater anti-inflamatério, contemplado ndo somente por doencas
do sistema nervoso central como de outras doengas importantes, acreditamos
gue este resultado deve ser melhor investigado. A sua importante acgao
inibitéria sobre a resposta imune, previne as ativacdes celulares e
apresentacdes de antigenos e promove ag¢ao supressora sobre as citocinas IL-
1B, IL-6 e TNFa (ABBAS et al., 2005).

A interleucina 6 também apresentou uma significativa redugdo no
plasma. Ela € comumente produzida por fagocitos mononucleados e outras
células em resposta a infeccdo por microorganismos e por citocinas pro-
inflamatorias como IL-1 e TNFa, atuando também sobre células da imunidade
adaptativa, como linfocitos B, induzindo sua diferenciacdo em células
produtoras de anticorpos (ABBAS et al., 2005)

A IL-2 é uma das citocinas pro-inflamatorias que ja foi identificada em
diversas populacdes neuronais e gliais durante todo o desenvolvimento do
SNC. A sua deteccéo é facilitada apds inflamacéo e trauma, porém em nossos
resultados, s6 foram detectados niveis de IL-2 no plasma, que apresentaram
uma reducao significativa nos animais tratados. Estes resultados corroboram
com STEMBERGER et al., (2011).

Apesar das mudancas estruturais no cortex cerebral representarem uma
limitacdo do recurso disponivel para uma reorganizacdo neural eficiente,
estudos recentes demonstram que a plasticidade € uma propriedade do tecido
nervoso que se estende ao longo do curso da vida. O presente trabalho
demonstrou que além deste conhecido potencial, as células devem ser
investigadas com relacdo a sua capacidade de possivel inducdo de

neuroplasticidade, de auxiliar uma reorganizacdo neural apos lesdes corticais



56

possivelmente através de imunomodulacdo da inflamagdo, o que traz
implicacBes diretas para a reabilitacdo do controle motor, que é o foco de

interesse para terapias em humanos.
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6. CONCLUSOES

A avaliacdo sensorimotora mostrou que a via de administracdo iv
apresentou maior efeito geral de aumento da recuperagdo sensorimotora

comparada aos demais grupos.

» O cultivo em colageno (3D) ndo resultou em aumento da capacidade
terapéutica das CMMOs, quando comparado com o protocolo de cultivo em
2D e administragdo intravenosa. Entretanto, considerando apenas a via de

administracao is, o uso do cultivo em 3D demonstrou melhores resultados.

+ O efeito da terapia ndo pode ser atribuido a reducédo do tamanho da

lesdo, a0 menos ao nivel macroscopico.

* A andlise das citocinas sugere que a reducéo da expressao de citocinas
pré-inflamatérias pode ser um dos mecanismos de acdo das CMMOs.
Entretanto, foi observada também reducéo de citocinas consideradas anti-
inflamatodrias. Isto mostra que o papel imunomodulador das CMMOs é
complexo, e o verdadeiro papel de citocinas consideradas anti-inflamatorias

no modelo usado precisam ser melhor investigados.

Ao contrario do que a literatura sugere, nem sempre o cultivo das
CMMOs em 3D resulta em melhoria das suas propriedades terapéuticas,
sendo o protocolo de tratamento com cultivo tradicional (2D) e

administracao intra (iv) uma melhor alternativa.
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