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RESUMO

O Acidente Vascular Encefélico é a maior causa de incapacitacdo em seres humanos adultos, representando
atualmente um grande custo pessoal e social. Empregando modelos experimentais de lesdes cerebrais focais,
este projeto tem como objetivo geral avaliar o efeito benéfico de abordagens terapéuticas promissoras no
tratamento do AVE e de outras lesdes cerebrais. Em estudos concluidos, tivemos como objetivo principal
avaliar a capacidade de indugdo de recuperagdo funcional em testes sensorimotores pelas terapias com
células derivadas de medula 6ssea e com o flavonoide rutina. Foram utilizados o modelo de isquemia cortical
focal unilateral por termocoagulacdo dos vasos cortical superficiais, e o modelo da ablacdo cortical focal
unilateral por suc¢do, ambos causando lesdo de mesma localizacio e extensdo. Nossos resultados mostraram
que as células mononucleares de medula 6ssea (MNMOs) e as células-tronco mesenquimais (CTMs) foram
capazes de promover recuperagdo de funcdo sensorimotora em testes de movimentos menos sofisticados, em
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ambos os modelos de lesdo. Entretanto, as MNMOs ndo promoveram aumento da recuperagdo de
movimentos de destreza, que envolvem treinamento, como agarrar uma pilula de ragdo. No estudo com o
flavonoide rutina, demonstramos que houve promog¢do de recupera¢do sensorimotora apds a isquemia, € esta
se correlacionou com uma agdo neuroprotetora do flavonoide. Nossos resultados sugerem que tanto as
MNMOs e como a rutina podem ser utilizados como terapias eficazes para o tratamento de lesdes cerebrais,
quando administradas na fase aguda da doenca. Os estudos precisam ser aprofundados no sentido de ampliar
os conhecimentos sobre os seus respectivos mecanismos celulares e moleculares de ag@o.

Palavras-chaves: Células mononucleares, células-tronco mesenquimais, rutina, coértex sensorimotor,
recuperacgdo funcional.

1. INTRODUCAO

O Acidente Vascular Encefdlico (AVE) constitui atualmente um dos maiores problemas de satde
publica mundial, sendo atualmente a maior causa de incapacitacdo em adultos (BRASIL, 2007; LLOYD-
JONES et al., 2009; STRONG et al., 2007). Portanto, o AVE representa um grande custo pessoal e social
para a humanidade moderna, o que justifica o grande investimento feito em pesquisas na busca do
desenvolvimento de terapias para este mal. Dentre os possiveis focos de intervencdo terap€utica no
tratamento do AVE estdo a neuroplasticidade e a neuroprotecio (CARMICHAEL, 2003; MURPHY &
CORBETT, 2009). Apesar dos mecanismos celulares e moleculares responsdveis por estes eventos serem
ainda pouco conhecidos, eles j4 comecaram a ser descortinados por recentes trabalhos, tornando-se um
importante caminho na busca de novas terapias (MURPHY & CORBETT, 2009). Recentes estudos t€m
apontado para algumas novas propostas terapéuticas no tratamento de doencas neuroldgicas. Dentre elas estd
a terapia celular com células derivadas de medula dssea e o tratamento com flavondides de acdo antioxidante
e antiinflamatdria. Estudos com modelos animais de AVE mostram que o transplante de células derivadas de
medula dssea causa melhorias no desempenho em testes funcionais (DE VASCONCELOS DOS SANTOS et
al., 2010; GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009; MALTMAN et al., 2011). Os meios pelo qual estas agem
terapeuticamente ainda ndo sdo completamente conhecidos, mas certamente envolvem a liberacdo de uma
grande variedade de fatores tréficos e de crescimento que amplificam os mecanismos de reparagdo tecidual
que sdo normalmente ativados pela isquemia (MALTMAN et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2006). Dentre
estes mecanismos se encontram a prote¢do contra a morte de neurdnios afetados pela isquemia e a
reestruturacdo das conexdes sindpticas na periferia da lesdo (GIRALDI-GUIMARAES et al., 2009;
MALTMAN et al., 2011). Os flavondides fazem parte do grupo dos compostos polifendlicos e mais de 2000
flavondides ja foram identificados (RAMASSAMY, 2006). A utilizacdo de flavondides em modelos de
isquemia encefdlica também vem sendo estudada, apresentando resultados promissores (AHMAD et al.,
2011; KHAN et al., 2009; PANDEY et al., 2011). Empregando modelo experimental de isquemia cerebral
focal (termocoagulacdo da vascularizagdo superficial do cértex sensorimotor), este projeto tem como
objetivo geral avaliar o efeito benéfico de abordagens terapéuticas promissoras no tratamento do AVE.
Utilizamos também o modelo da ablagd@o cortical focal, que provoca a mesma extensiao de lesdo, mas por
succdo. Uma vez que estudos tém demonstrado que lesdes de mesma extensdo, mas provocadas por
diferentes mecanismos, causam diferentes resultados na inducdo de plasticidade estrutural e na recuperacio
funcional (CARMICHAEL, 2003), temos por objetivo comparar a eficicia das terapias em diferentes formas
de lesdo do cortex sensorimotor. Em estudos desenvolvidos ao longo dos dltimos quatro anos, no Laboratério
de Biologia Celular e Tecidual da UENF, tivemos como objetivo principal avaliar a capacidade de inducdo
de recuperagdo funcional em testes sensorimotores pelas terapias com células derivadas de medula dssea e
com o flavonoéide rutina.

2. METODOLOGIA

Foram usados ratos machos da linhagem Wistar com idade entre 2-3 meses no inicio dos
experimentos. O modelo de isquemia unilateral focal utilizado foi o da termocoagulagcdo da vascularizagio
superficial dos cdrtices motor e somestésico primdrios, que causa uma lesdo isquémica que afeta apenas as
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seis camadas do cortex cerebral, ndo afetando a substdncia branca subjacente nem o corpo estriado. Foi
realizado também o modelo da ablacdo cortical, através da remog¢do por suc¢do da maior parte do cortex
motor primdrio e de parte do cértex somestésico primdrio, causando uma lesdo de mesma localizacdo e
extensdo que a causada pela termocoagulagdo. Para avaliagdo da funcdo sensorimotora, foram utilizados os
testes do cilindro e do adesivo, ambos testes que avaliam movimentos menos sofisticados e sem necessidade
de treinamento prévio. A destreza foi avaliada pelo teste da “recuperacdo de pilula e alcance na camara”
(RPAC), que envolve treinamento para agarrar e levar até a boca uma pilula de racdo. A avaliagdo da
reducdo do volume da lesdo foi feita pela coloragdo de cortes do encéfalo com o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazdlio (TTC), que marca apenas o tecido vidvel, deixando o tecido degenerado ndo marcado e
possibilitando a visualiza¢do da lesdo. Para quantificar os neurdnios em neurodegeneragcdo na borda da lesdo
isquémica, foi feita a reacdo de cortes finos do encéfalo com o marcador fluorescente Fluoro-Jade® C.
Foram realizados trés experimentos: - (1) para avaliar o efeito da terapia com células mononucleares de
medula 6ssea (MNMOs) no modelo da isquemia, os animais foram divididos em quatro grupos: tratado com
MNMOs e submetido ao RPAC (MNMOs+RPAC), tratado com veiculo e submetido ao RPAC
(salina+RPAC), tratado com MNMOs (MNMOs) e tratado com veiculo (salina). Todos os animais foram
submetidos a isquemia unilateral focal por termocoagulacdo da vascularizagdo superficial dos cértices motor
e somestésico primdrios, sempre no hemisfério contralateral ao da pata de preferéncia no RPAC. 24h depois,
os animais foram injetados pela veia jugular com 3 x 10” MNMOs (obtidas de ratos machos normais
doadores) ou apenas com o veiculo (salina). Nas semanas seguintes, os animais foram avaliados pelos trés
testes funcionais. Foi avaliado também se o tratamento resultou numa possivel reducdo do volume da lesdo
72 h apds a isquemia. - (2) para avaliar o efeito das MNMOs e das células-tronco mesenquimais derivadas de
medula dssea (CTMs) no modelo de ablagdo, os animais foram submetidos a ablagdo e, 24h depois, injetados
pela veia jugular com 3 x 10" MNMOs, 3 x 10° CTMs (ambas obtidas de ratos machos normais doadores) ou
apenas com o veiculo (salina). Nas semanas seguintes, os animais foram avaliados pelos testes do cilindro e
do adesivo. - (3) para avaliar o efeito do tratamento com o flavonoide rutina no modelo da isquemia, foram
testadas duas doses, 50 mg/kg ou 100 mg/kg de peso corporal. O protocolo de tratamento consistiu de uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) didria, durante cinco dias, comecando imediatamente apds a indugdo da
isquemia. Foram utilizados os testes do cilindro e do adesivo. A verificacdo da disponibilidade plasmadtica e
encefdlica da rutina foi feita através de andlise cromatogrifica (HPLC). Foi avaliado também se o tratamento
resultou numa possivel redu¢do do volume da lesdo 48 h apds a isquemia, assim como da neurodegeneracao
na periferio da lesdo 72 h apds a isquemia.

3. DISCUSSOES

No experimento (1), o resultado da avaliacdo do efeito das MNMOs no RPAC, com a comparagdo
entre os grupos MNMOs+RPAC e salina+RPAC, n3o mostrou efeito significativo do tratamento na
recuperacdo. Nos testes do cilindro e do adesivo, a comparagdo entre 0s quatro grupos mostrou que as
MNMOs induziram recuperacdo funcional significativa. Apenas no Adesivo foi observado um aumento da
recuperagdo no grupo MNMOs+RPAC no primeiro més, mas nos tempos subsequentes nao houve diferenca
entre os grupos MNMOs+RPAC e MNMOs. Nenhuma reducdo significativa de volume de lesdo foi
observada com o tratamento. No experimento (2), nossos resultados mostraram significativo aumento da
recuperacdo de fungdo sensorimotora a partir do segundo més pds-isquemia, tanto no grupo tratado com
MNMOs como no tratado com CTMs, e nenhuma diferenca significativa foi observada entre esses grupos.
No experimento (3), observamos significativa recuperacdo sensorimotora induzida pela rutina, sendo este
efeito mais expressivo na menor dose utilizada (50 mg/kg). A disponibilidade plasmética da rutina apds a
administracdo de 50 mg/kg apresentou um pico aprox. 4 horas apds a isquemia. Entretanto, ndo detectamos a
rutina no tecido encefalico. O tratamento ndo promoveu reducdo no volume da lesdo isquémica, mas reduziu
significativamente o nimero de neuronios em degeneracio na periferia da lesdo.

4. CONSIDERA COES FINAIS

Nossos resultados sugerem que as MNMOs sdo capazes de induzir recuperacio de movimentos
menos refinados das patas dianteiras, mas nido dos mais refinados. Portanto, as MNMOs podem ter
limitacdes quanto ao nivel de recuperacdo promovido aos pacientes, podendo agir sobre certas vias
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sensorimotoras, mas ndo em outras. Entretanto, nossos resultados ndo encerram a questdo, e os estudos
precisam ser aprofundados para analisar se em outros modelos de isquemia, com variagdes no local e na
extensdo da lesdo, a terapia com as MNMOs ou outros tipos celulares pode ser efetiva em recuperar
movimentos de destreza.

Como demonstrados em estudo anterior no modelo de isquemia por termocoagulagdo, as MNMOs e
as CTMs também foram capazes de induzir recuperagdo sensorimotora no modelo da ablacdo, e com a
mesma eficiéncia. Esses resultados sugerem que ambos os protocolos sdo eficazes, o que reforca a vantagem
de utilizacdo das MNMOs, uma vez que sdo de mais rdpida obtencdo e com menor custo. Além disso, nossos
resultados mostram que a terapia com células de medula éssea apresenta efeito terapéutico em um modelo de
lesdo cerebral que se caracteriza por nao induzir significativa plasticidade de conexdes relacionadas com o
controle motor. Isso sugere que a terapia celular pode ser ttil em diferentes tipos de lesdo cerebral.

No estudo com a rutina, nossos resultados mostram que a rutina tem capacidade de promover
aumento de recuperacdo sensorimotora e de salvar neurdnios da morte. Isto sugere que o efeito neuroprotetor
da rutina possa resultar tanto em menor perda funcional, pela diminui¢do da perda de neurd6nios, como em
manutencdo de substrato neural para reorganizagdo de conexdes, resultando no recrutamento de neur6nios
sobreviventes para exercer a funcdo dos quem morreram, resultando em recuperacdo funcional. Ndo
detectamos a presenca de rutina no tecido encefdlico, sugerindo ou que a quantidade que entra no
parénquima encefilico é muito baixa para o nivel de sensibilidade da técnica utilizada, ou que sua acdo
terapéutica pode ser independente de entrada no parénquima. Futuros estudos sdo necessarios para verificar
que mecanismos moleculares estdo envolvidos na neuroprotecdo e na redugcdo das perdas funcionais
promovidos pela rutina.

Estes resultados iniciais do nosso projeto nos deixam otimistas para aprofundar ainda mais os
estudos no sentido de identificar mecanismos celulares e moleculares subjacentes ao efeito terapéutico tanto
das células de medula 6ssea como do flavonoide rutina. Nossos proximos estudos, ja em andamento, visam
relacionar a recuperacido promovida com o possivel efeito sobre a reestrutural das conexdes tanto na regio
periférica a lesdo, como no cértex sensorimotor contralateral ao hemisfério lesado. Outros mecanismos
investigados sdo os efeitos das terapias na protecdo a quebra da barreira hematoencefélica e na resposta
inflamatoria tecidual, via investigacdo da ativag@o de microglia e de astrécitos e da infiltragdo de neutréfilos
durante a resposta aguda a lesdo cortical.
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