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“O homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas
apenas do encéfalo, vem a alegria, o prazer, o riso e a
diversdo, o pesar, o luto, o desalento e a lamentagdo. E
por isso, de uma maneira especial, nos adquirimos
sabedoria e conhecimento e enxergamos e ouvimos e
sabemos o que é justo e injusto, o que é bom e o que é
ruim, o que é doce e o que é insipido... E pelo mesmo
orgdo nos tornamos loucos e delirantes, e medos e
terrores nos assombram... Todas essas coisas temos que
suportar do encéfalo quando ndo esta sadio... Nesse
sentido, opino que é o encéfalo quem exerce o maior

poder sobre o homem.”

Hipocrates (460a.C — 377 a.C.), Sobre a Doeng¢a Sagrada



RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) ¢ caracterizada pela perda progressiva dos neuronios
dopaminérgicos da substancia negra, a qual leva a uma deficiéncia de dopamina no estriado.
Essa deficiéncia ¢ responsavel pelo desenvolvimento de sintomas motores como tremor em
repouso, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural. Novas alternativas para o tratamento da
DP tém sido estudadas e uma possibilidade promissora é o transplante de células-tronco. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial terapéutico do transplante intravenoso
e intracerebral de células mononucleares de medula 6ssea (CMMO) em um modelo lesional
da DP. Os animais foram submetidos a estereotaxia e 1ul de 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
foi injetado no feixe prosencefilico medial. Duas semanas apds, os camundongos foram
avaliados no teste de rotagdo induzida por apomorfina para confirmacdo da indugdo do
modelo. Na semana seguinte, os animais foram submetidos a avaliacao da fungdo motora, pré-
transplante, pelo teste de Rotarod. Em seguida, a inje¢do de CMMO ou salina foi realizada
através da veia da cauda ou diretamente no estriado dos animais. A funcdo motora pds-
transplante foi avaliada através do teste de Rotarod e do teste de rotacdo induzida por
apomorfina, 10 e 30 dias ap6s o transplante. Nosso estudo demonstrou que as CMMO,
transplantadas através da veia da cauda em camundongos parkinsonianos, ndo foram capazes
de melhorar a fungdo motora desses animais. Além disso, essa células foram encontradas no
tecido encefélico, apenas 24h apds o transplante. Por outro lado, o transplante intracerebral
das CMMO impediu a progressdo do déficit dopaminérgico induzido pela 6-OHDA, efeito
observado através do teste de rotacdo induzida por apomorfina, apenas 10 dias apods. Esse
efeito nao refletiu, entretanto, na melhora do desempenho dos animais no teste de Rotarod,
demonstrando uma dissocia¢do da resposta dopaminérgica e da fun¢do motora. Além disso,
foi realizado também um transplante duplo de CMMO no estriado de camundongos
parkinsoniano. Foi observado, porém, um aumento no nimero de rotagdes induzidas por
apomorfina, 30 dias ap6s o primeiro transplante, mesmo ap6s uma segunda injecdo de
CMMO aos 20 dias. Foi demonstrado, também, que as CMMO podem ser detectadas por pelo
menos 30 dias apds o transplante intraestriatal. Estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar os mecanismos envolvidos no efeito das CMMO observados no modelo animal da

DP.



ABSTRACT

Parkinson’s disease is characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons from
the substantia nigra, a process that leads to a dopamine deficiency in the striatum. This
deficiency is responsible for the development of motor symptoms, including resting tremor,
bradykinesia, rigidity and postural instability. New alternatives to Parkinson’s disease
treatment have been studied, including cell-based therapies. The present study aimed to assess
the therapeutic potential of intravenous and intrastriatal transplant of bone marrow
mononuclear cells in a mouse model of Parkinson’s disease. Animals underwent stereotaxic
surgery and 1ul of 6-hidroxidopamine (6-OHDA) was injected into their medial forebrain
bundle. Two weeks later, mice were evaluated in the apomorphine rotation test to confirm the
model induction. In the next week, animals’ pre-transplant motor function was assessed by
Rotarod test. Then, BMMC or saline injection was carried out through the tail vein or directly
into animals’ striatum. Motor function was also assessed using the Rotarod and apomorphine-
induced rotation tests, 10 and 30 days post-transplant. Our results showed that intravenous
BMMC did not restore the motor function in PD mice. In addition, transplanted cells were
found only 24h after transplant in the brain tissue. On the other hand, the BMMC
intracerebral transplant prevented the dopaminergic deficit progress, induced by 6-OHDA
injection, effect seen in apomorphine-induced rotation test, only 10 days post-transplant. This
potential was not seen on Rotarod test, showing dissociation between dopaminergic response
and motor function. In addition, it was carried out a BMMC double transplant into
parkinsonian mice’s striatum. It was shown, however, an increase in the apomorphine-
induced rotations number, 30 days after the first transplant, even after a second injection of
BMMC at 20 days. It was also shown, that, BMMC can be detected for at least 30 days after
the intrastriatal transplant. Further experiments are needed to elucidate the mechanisms

involved in these effects.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 DOENCA DE PARKINSON
1.1.1 Historico

James Parkinson descreveu pela primeira vez, em 1817, a doenga que posteriormente
levaria seu nome: a Paralisia Agitante (do inglés Shaking Palsy), em sua monografia
intitulada An Essay on Shaking Palsy (PARKINSON, 2002). Médico inglés, Parkinson era
membro do colégio real de cirurgides e teve contribui¢des em diversos campos, aquém da
medicina, como politica, reforma social, quimica e geologia. O estudo An Essay on Shaking
Palsy ¢ baseado em seis relatos de casos, dos quais metade dos pacientes ndo foi de fato
examinada por Parkinson, mas observada nas ruas. (PARKINSON, 2002; GOLDMAN e
GOETZ, 2005).

James Parkinson caracterizou a Paralisia Agitante como movimentos trémulos
involuntérios, com perda da for¢a muscular, propensdo a inclinar o tronco para frente, e
aceleragdo involuntdria da marcha (festinagdo), onde o senso e o intelecto estdo intactos
(TEIVE, 1998; PARKINSON, 2002). Anos depois, em reconhecimento ao trabalho de James
Parkinson, Jean Martin Charcot, prop6s que a enfermidade se chamasse Doenca de Parkinson
(do francés La maladie de Parkinson; DP), como ¢ conhecida até os dias de hoje. Charcot
também teve importantes contribuigdes para a descri¢do da doenca, definindo os quatro sinais
cardinais: tremor, lentidio de movimentos (bradicinesia), rigidez e dificuldades do equilibrio
(TEIVE, 1998; JANKOVIC, 2008).

No estudo de James Parkinson chegou a ser proposto que a doenca poderia ser causada
por complicacdes na regido cervical da medula espinhal e que, pela falta de prejuizo do
intelecto, a morbidade nao se estenderia ao encéfalo (PARKINSON, 2002). No entanto, em
1919, o pesquisador russo Konstantin Nikolaevich Tretiakoff defendeu sua tese na
Salpétriére, em Paris, introduzindo um novo conceito (LEES et al., 2008).

Ao final da Primeira Guerra Mundial, a encefalite letargica epidémica assolava o
mundo e Tretiakoff teve a oportunidade de examinar encéfalos com Parkinsonismo pos-
encefalitico. Em seis, dos nove casos de paralisia agitante que analisou, descreveu perda de
neurdnios pigmentados da substdncia negra (SN) e alteragdes neurofibrilares. Em alguns

neurdnios sobreviventes da SN observou corpos de inclusdo, os quais chamou de corpos de
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Lewy (LB, do inglés Lewy's Body) em reconhecimento a descricdo de Friedrich Lewy de
inclusdes semelhantes no nucleo dorsal do vago (TEIVE, 1998; LEES et al, 2008). O
conceito de Tretiakoff, porém, ndo foi bem aceito entre os neuropatologistas e apenas em
1956, poucos meses antes da sua morte, Godwin Greenfield, o primeiro neuropatologista do
National Hospital for Nervous Diseases Queen Square, finalmente reconheceu sua

contribui¢do para o entendimento da doenca de Parkinson (LEES et al., 2008).

1.1.2 Fisiopatologia

Atualmente, sabe-se que a DP caracteriza-se pela degeneragdo progressiva de
neurdnios dopaminérgicos da SN, que leva a deficiéncia de dopamina no estriado (FAHN e
SULZER, 2004; PARISH et al., 2008; BANDOPADHYAY e¢ DE BELLEROCHE, 2009).
Além da perda seletiva desses neurdénios que contém neuromelanina da substincia negra,
parte compacta (SNc), pode ocorrer morte celular no locus coeruleus, nucleo dorsal do vago,
nucleo da rafe, niicleo basal de Meynert e em outras estruturas catecolaminérgicas do tronco
encefalico, como a area tegmental ventral (VTA) (DAMIER et al., 1999; FAHN e SULZER,
2004; LEES et al., 2009). Essa perda neuronal ¢ acompanhada de um aumento das células
gliais além do aparecimento de inclusdes intracitoplasmaticas na SN e em outras regides do
cérebro, denominadas corpos de Lewy (FAHN e SULZER, 2004; LEES et al., 2009). Essas
estruturas apresentam um didmetro de 5-25 pum, um nucleo densamente eosinofilico
circundado por um halo mais claro e seu principal componente ¢ a proteina a-sinucleina
(SPILLANTINI et al., 1998). Ainda ndo se sabe, porém, se os LB estdo envolvidos na
patologia da DP ou se sdo uma consequéncia dela (FAHN e SULZER, 2004).

A causa dessa morte neuronal, assim como da seletividade a esses neurdnios ainda ndo
foi esclarecida. Inimeras hipdteses estdo sendo estudadas, como, a agregagdo proteica e
alteragdes na degradacdo dessas proteinas, além de disfungdes mitocondriais e estresse
oxidativo (FAHN ¢ SULZER, 2004; WANG ¢ TAKAHASHI, 2007). Em diversas doengas
neurodegenerativas ocorre a formagdo de proteinas anormais que, em geral, tendem a agregar.
Esse acumulo inapropriado de proteinas anormais pode causar dano ao sistema nervoso e para
evitar esse processo as cé¢lulas possuem mecanismos de defesa como, por exemplo, producao
de proteinas antioxidantes, respostas as proteinas mal estruturadas (mal enovelada) (UPR, do

inglés unfolded protein responses) e o sistema ubiquitina-proteassoma (UPS do inglés
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ubiquitin-proteasome  system), que ¢ responsavel pela degradacdo proteica
(BANDOPADHYAY e DE BELLEROCHE, 2009).

Para compreender o papel desses sistemas na patogenia da DP é necessario entender
seu funcionamento normal. A ubiquitina ¢ uma proteina responsavel pela marcacdo de
proteinas que serdo degradadas. Trés enzimas, El, E2 e E3, participam da reacdo de
conjugacdo da ubiquitina as proteinas. Inicialmente, E1 liga-se a ubiquitina, reacdo que
necessita de uma molécula de ATP (do inglés adenosine triphosphate), tornando-a ativa. A
ubiquitina ativada ¢ transferida, entdo, para E2. E3 reconhece a proteina-alvo, liga-se a ela e
catalisa, entdo, a transferéncia da ubiquitina de E2 para a proteina-alvo. Em geral, as
proteinas-alvo adquirem varias moléculas de ubiquitina, processo conhecido como
poliubiquitina¢do. Apos esse processo, a proteina poliubiquitinada ¢ levada até o proteassoma,
no citosol, onde serd degradada (HOCHSTRASSER, 1996; STRYER, 1996; WANG e
TAKAHASHI, 2007).

O reticulo endoplasmatico (RE) participa da sintese proteica ¢ do pregueamento de
proteinas, além de outras fungdes pos-traducionais. Em diversos casos, como por exemplo,
bloqueio do proteassoma ou mutagdes genéticas em que algumas proteinas ndo sdo
corretamente pregueadas, ocorre o acumulo dessas proteinas mal enoveladas no RE,
prejudicando sua fungdo. Esse acimulo pode induzir apoptose, se a fungdo normal do RE nao
for restabelecida. O principal papel das UPR ¢ remover esses substratos acumulados e
restaurar o RE, por meio de duas vias principais: aumento da capacidade de enovelamento
através da super-regulacdo de chaperonas do RE; e degradacdao de proteinas mal enoveladas
através do sistema ubiquitina-proteassoma. Ainda, se o estresse do RE for muito severo ou
prolongado pode ocorrer indugdo de apoptose (PLEMPER e WOLF, 1999a; b)

Na maioria dos casos de DP a neurodegeneracdo ¢ idiopatica e, sendo assim, a
etiologia da doenca ainda ndo ¢ conhecida. Porém, nos ultimos anos, a identificacdo de
mutagdes genéticas em casos familiares de DP contribuiu para o entendimento dos
mecanismos pelos quais pode ocorrer a degeneragdo celular (WANG e TAKAHASHI, 2007).
O envolvimento de alguns genes, como PARK?2 e UCHLI1 (do inglés Ubiquitin carboxyl-
terminal esterase LI), sugere associacdo do sistema ubiquitina-proteassoma na patologia da
DP. O gene PARK?2 codifica a proteina parkina, que possui fun¢do de ubiquitina ligase (E3)
(SHIMURA et al., 2000; WANG ¢ TAKAHASHI, 2007). Além disso, a identificagcdo da a-
sinucleina como principal componente dos LB e a posterior descoberta de que mutagdes no

gene dessa proteina podem causar DP, sugerem que a doenca pode ser causada pela agregagao
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anormal de a-sinucleina (POLYMEROPOULOS et al., 1996, POLYMEROPOULOS et al.,
1997; LEROY et al., 1998; SPILLANTINI et al., 1998). Outro gene que contribuiu para a
elucidagdo de causas da neurodegeneracdo foi o PARK®6, que codifica a proteina PINK1 (do
inglés PTEN-induced kinase 1) que, na forma wild-type, protege os neurdnios de disfungdes
mitocondriais e da apoptose induzida por estresse oxidativo, fornecendo suporte para o
envolvimento da mitocondria na perda neuronal da DP(VALENTE, ABOU-SLEIMAN, et al.,
2004). Da mesma forma, a DP causada por uma mutagdo no gene DJ-1, cuja proteina tem um
papel importante na resposta ao estresse oxidativo, atuando como um sensor de redox ou
como proteina antioxidante, demonstra o possivel envolvimento do estresse oxidativo na
patologia da DP (BONIFATI et al., 2003). Outros genes envolvidos na DP familiar, bem
como tipos de heranca e manifestacdes clinicas encontradas nessas mutagdes estdo descritas a

seguir (HEALY et al., 2004).

1.1.3 Genética

A grande maioria dos casos de parkinsonismo primario ¢ esporadica, mas observa-se
um histérico familiar positivo em mais de 10% dos casos (FAHN e SULZER, 2004). Nas
ultimas décadas, houve um avango muito grande no conhecimento sobre a genética da DP e
de outros disturbios parkinsonianos (HEALY et al., 2004). Tanto herangas autossomicas
dominantes quanto recessivas sdo descritas, sendo as dominantes mais comuns (MIZUNO et

al., 1999). Os principais genes envolvidos na DP familiar estdo descritos a seguir.

1.1.3.1 Heranca autossdmica dominante

1.1.3.1.1 a-sinucleina (PARK1)

Golbe ¢ colaboradores (1990, 1996) descreveram manifestagdes clinicas, muito
semelhantes a DP idiopatica, na familia grego-italiana Contursi (GOLBE et al., 1990;
GOLBE et al., 1996). Logo ap6s, Polymeropoulos e colegas (1996, 1997) mapearam o gene
responsdvel pela doenca e identificaram a mutacdo sem sentido AS53T na proteina o-
sinucleina(POLYMEROPOULOS et al., 1996; POLYMEROPOULOS et al., 1997). Os
membros afetados da familia respondiam bem a levodopa e diferiam dos pacientes com DP
idiopatica apenas pela idade de inicio da doenca, cuja média era de 45,6 anos (GOLBE et al.,

1990). Outras duas mutacdes pontuais foram descritas, posteriormente, em uma familia alema
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(A30P) (KRUGER et al., 1998) e espanhola (E46K) (ZARRANZ et al., 2004). Nessa, além
das manifestacdes motoras, os pacientes apresentavam alucina¢des e deméncia, além de um
grande niumero de LB corticais e subcorticais (ZARRANZ et al., 2004).

Além das mutacdes na a-sinucleina, foi descrito que a duplicagdo ou triplicacdo do
gene pode causar DP autossdmica dominante, demonstrando que além da o-sinucleina

anormal a proteina normal em excesso também ¢é prejudicial (SINGLETON et al., 2003;

HEALY et al., 2004).

1.1.3.1.2 LRRK2 (PARKS)

Em 2002, caracteristicas patoldgicas muito similares a dos pacientes com DP
idiopatica foram descritas em uma familia japonesa, forma familiar da DP que ficou
conhecida como PARKS (FUNAYAMA et al., 2002; SEOL, 2010). Posteriormente, em 2004,
identificou-se o gene responsavel por esse tipo de DP, o qual codifica a proteina conhecida
como LRRK2? (do inglés, Leucine-rich repeat kinase 2) ou dardarina (PAISAN-RUIZ et al.,
2004; ZIMPRICH et al., 2004). Essa ¢ uma das formas mais frequentes de heranga com
padrdo autossomico dominante, mas mutagdes nesse gene podem estar presentes também em

casos esporadicos de DP, além dos casos familiares (SEOL, 2010).

1.1.3.1.3 UCHLI (PARKS5)

Uma muta¢do sem sentido na enzima UCHLI, que estd envolvida no sistema de
degradagdo ubiquitina-proteassoma, foi descrita em uma familia alema. A mutagdo [le93Met
leva a uma perda parcial da atividade catalitica dessa enzima, que pode desencadear
agregacao de proteinas. Os familiares afetados pela mutacdo apresentam sintomas tipicos da

DP e respondem ao tratamento com levodopa (LEROY et al., 1998).

1.1.3.1.4 Nurrl (NR4A2)

Camundongos knockout para o gene NR4A2 ndo desenvolvem neurdnios
dopaminérgicos mesencefalicos, demonstrando que o receptor nuclear codificado por esse
gene, Nurrl, parece ter importante papel no desenvolvimento desses neurdnios

(ZETTERSTROM et al., 1997). Duas mutagdes no gene da NR4A2 foram identificadas em
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pacientes com DP familiar, que apresentam sintomas muito semelhantes a DP idiopética, bem
como a idade de inicio da doenga. Essas mutagdes resultam em uma diminui¢ao dos niveis de
mRNA (do inglés messenger ribonucleic acid) do NR4A2 (LE et al., 2003; HEALY et al.,
2004).

1.1.3.1.5  Sinfilina-1 (SNCAIP)

A sinfilina-1 ¢ uma proteina que interage com a o-sinucleina nos neurdnios e esta
presente nos LB de pacientes com DP, sugerindo que essa proteina poderia estar envolvida na
neurodegeneracdo da DP (ENGELENDER et al., 1999; WAKABAYASHI et al., 2000). Uma
muta¢do R61C na sinfilina-1 foi identificada em dois individuos alemaes com aparente DP
esporadica, mas que apresentavam ancestralidade comum. Os autores sugerem uma interagao
da sinfilina-1 mutada com o sistema ubiquitina-proteassoma, porém a exata relacdo dessa
mutacdo com a patogénese da DP ainda ndo foi esclarecida (MARX ef al., 2003; HEALY et
al., 2004).

1.1.3.2 Herancas autossomicas recessivas

1.1.3.2.1 Parkina (PARK2)

Yamamura e colaboradores (1973) descreveram pela primeira vez as manifestagdes
clinicas dessa forma de DP familiar (YAMAMURA et al., 1973apud; MIZUNO et al., 1999).
A maioria das mutacdes na parkina ¢ de perda de funcdo e, portanto, a proteina perde a
capacidade de ubiquitinacdo, o que resulta no acimulo de substratos e consequente toxicidade
para as cé¢lulas (HEALY et al., 2004). Mutacdes homozigotas na parkina sdo responsaveis por
cerca de metade dos casos de DP autossdmica recessiva com inicio precoce (< 21 anos),
sendo essa doenca mais conhecida como parkinsonismo juvenil. As manifesta¢des clinicas
incluem apresentagdo simétrica, evolugdo lenta da doenca e sensibilidade a levodopa com

desenvolvimento, em geral, de dramatica discinesia (LUCKING et al., 2000).
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1.1.3.2.2 PINK1 (PARKSO6)

Mutagdes homozigotas no gene da PINKI induzem DP autossdmica recessiva com
inicio precoce (VALENTE, SALVI, et al., 2004). Essas mutagdes foram primeiramente
encontradas em trés familias de origem italiana e espanhola e, posteriormente, outras familias
na Europa e na Asia foram identificadas (HATANO et al., 2004). As manifestagdes clinicas
sdo semelhantes as associadas a parkina e incluem progressao lenta da doenca e

responsividade a levodopa (HEALY et al., 2004; VALENTE, SALV], et al., 2004).

1.1.3.2.3 DIJ-1 (PARK?)

Mutagdes autossdmicas recessivas no gene DJ-1 podem causar DP com inicio precoce
(BONIFATI et al., 2003). As manifestagdes clinicas incluem responsividade a levodopa,
progressdo lenta da doencga, sintomas psiquiatricos, e distonia focal, lembrando os sintomas
associados com mutagdes na parkina (ABOU-SLEIMAN et al., 2003).

Diferentes tipos de parkinsonismo também podem ser causados por alteracdes
genéticas, tais como: parkinsonismo associado a proteina fau, disturbios de repeti¢des de
trinucleotideos, parkinsonismo distonico ligado ao X e parkinsonismo distonico de inicio

rapido (ABOU-SLEIMAN et al., 2003).

1.1.4 Manifestacoes Clinicas

Parkinsonismo ¢ o nome dado a um conjunto de sintomas motores que inclui: tremor,
rigidez, bradicinesia e instabilidade postural. A DP ¢ o tipo mais comum de parkinsonismo,
podendo ser chamada também de parkinsonismo primario, ou idiopatico. Outros tipos
incluem parkinsonismo secundario (adquirido), parkinsonismo heredodegenerativo e
degeneracdo sistémica multipla (parkinsonismo associado a outras sindromes) (JANKOVIC,
2008). Duas principais escalas sdo utilizadas para avaliar a evolugdo do comprometimento
motor: a Escala Hoehn e Yahr, que varia do estdgio 0 (sem sinais da doenga) até o estagio 5
(cadeirantes ou acamados) e a Escala unificada de avaliacdo da doenga de Parkinson, UPDRS
(do inglés Unified Parkinson's Disease Rating Scale) (EBERSBACH et al., 2006).

A bradicinesia ¢ a principal manifestacdo clinica da DP e a marca dos distarbios dos

ganglios da base. Caracteriza-se pela lentiddo de movimentos e dificuldades para planejar,
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iniciar e executar o movimento (BERARDELLI et al., 2001). Outros sintomas caracteristicos
da bradicinesia incluem perda de movimentos espontaneos, comprometimento da degluticao,
perda de expressdo facial e diminui¢do do balango dos bragos ao caminhar (BAGHERI et al.,
1999; JANKOVIC, 2008). A bradicinesia ¢ o sintoma que mais se correlaciona com o grau de
deficiéncia de dopamina (VINGERHOETS et al., 1997). O tremor em repouso, por sua vez, ¢
o sintoma mais caracteristico e mais facil de ser reconhecido da DP. Em geral, os tremores
sdo unilaterais e proeminentes nas partes distais dos membros. Pode envolver também os
labios, 0 queixo e as pernas e, ao contrario do tremor essencial, raramente afeta o pescoco, a
cabega ou a voz. O tremor tende a desaparecer com uma a¢do ou durante o sono
(JANKOVIC, 2008; RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009).

Outro sintoma caracteristico da DP ¢ a rigidez que ocorre devido ao aumento do tonus
muscular, podendo acometer regides axiais, como pescogo, ombros e quadris, ou regides
apendiculares, tais como pulsos e tornozelos (JANKOVIC, 2008). Ja a instabilidade postural
geralmente ocorre nos estagios avangados da doenca e ¢ a causa mais comum de queda na DP.
A laténcia do inicio das quedas diferencia a DP de outras doencas como PSP (do inglés
progressive supranuclear palsy) e MSA (do inglés mutiple system atrophy) (WILLIAMS et
al., 2006) e a frequéncia das quedas esta correlacionada com a gravidade da doenga
(KOLLER et al, 1989 apud JANKOVIC, 2008).

Algumas manifestagdes clinicas ndo-motoras podem ser encontradas, tais como,
declinio cognitivo e deméncia. Um estudo demonstrou que pacientes com DP possuem cerca
de seis vezes mais chances de desenvolver quadros de deméncia. Além disso, pode-se
observar depressdo, ansiedade e alucinagdes. Alguns pacientes com DP também podem
apresentar comportamentos obsessivos compulsivos. Sabe-se, também, que disturbios no
sono, como o do sono REM (do inglés rapid eye movement) podem ser observados em
pacientes parkinsonianos. Anteriormente, pensava-se que esses distirbios ocorriam em
consequéncia aos tratamentos farmacoldgicos, porém, atualmente, acredita-se que o disturbio

do sono REM ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de DP (LEES et al., 2009).

1.1.5 Diagnostico da DP e diagndstico diferencial

O diagnoéstico da DP ¢ feito através da clinica, baseado na presenca de sintomas
cardinais motores e na resposta a levodopa (HUGHES et al., 2001; HUGHES et al., 2002;

RAO et al., 2003). Testes de movimentos de coordenacdo com os dedos podem ajudar no
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diagnostico. A bradicinesia precisa estar presente e pode ser confirmada pela observacio de
lentiddo e redugdo progressiva da velocidade e amplitude na realizagdo de tarefas motoras
sequenciais (LEES et al., 2009).

A doenga de Parkinson pode ser confundida com outros disturbios motores, como
MSA, PSP e tremor essencial (LEES et al., 2009). A MSA costuma aparecer na sexta década
de vida com quadros de incontinéncia urinaria e com disfun¢do erétil precoce em homens,
porém pode ser dificil de diferencid-la da DP quando os sintomas autondmicos ndo sao
proeminentes € os pacientes tém boa resposta a levodopa (QUINN, 2005). J4 a PSP,
geralmente, aparece na sétima ou oitava década de vida e ¢ muito semelhante a DP, visto que
ndo ha disfun¢des do sistema autondmico. Sintomas axiais e bulbares podem ser mais
proeminentes na PSP e alguns pacientes podem apresentar bradifrenia (lentidio mental)
(WILLIAMS et al., 2005). Tanto a MSA quanto a PSP tem uma progressao muito mais rapida
do que a DP (O'SULLIVAN et al., 2008). O tremor essencial, em geral, ocorre durante o
movimento € ndo se observa sintomas de bradicinesia. Pode ser facilmente confundido com a
DP quando de larga amplitude, tem inicio na velhice e esta presente no repouso (LEES et al.,

2009).

1.1.6 Tratamento

Atualmente, o medicamento mais utilizado e o mais eficaz para o tratamento da DP ¢ a
levodopa, sendo que os pacientes, em geral, podem ser mantidos com 300-600mg/dia de
levodopa durante os cinco primeiros anos, apds o diagndstico da doenga. Os sintomas de
fadiga, bradicinesia e rigidez costumam melhorar nos trés primeiros meses apos o tratamento
(FAHN et al., 2004). J& o tremor ¢ mais dificil de ser tratado e em alguns pacientes ele
desaparece apenas depois de anos de tratamento. Os distirbios da fala e degluticdo também
sdo menos responsivos a levodopa (HELY et al., 2008; KATZENSCHLAGER et al., 2008).
Efeitos adversos precoces incluem ndusea, anorexia e desmaio e¢ o uso prolongado da
levodopa pode desencadear o aparecimento de flutuacdes motoras e movimentos
involuntarios conhecidos como discinesia (LEES et al., 2009).

Agonistas dopaminérgicos nao-ergolinicos, como ropinirol e pramipexol, também sdo
eficazes e, ao contrario da levodopa, ndo provocam discinesia, porém, geralmente a levodopa
¢ necessaria dentro de trés anos de diagndstico. Essas sdo as drogas de escolha em pacientes

com menos de 55 anos (LEES et al., 2009). Além disso, inibidores seletivos da monoamina
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oxidase B (MAO-B), como selegilina e rasagilina, sio bem tolerados, mas menos eficazes que
a levodopa e os agonistas da dopamina (SHOULSON, 1998; LEES et al., 2009).

Além dos ajustes de doses, a combinacdo da levodopa com outras drogas como
catecol-O-metil-transferase (entacapone) ou inibidores da MAO-B podem melhorar os
movimentos involuntarios. Substituigdes parciais com agonistas dopaminérgicos também
podem ser uteis (RASCOL et al., 2002; MIY ASAKI, 2006).

Todos os tratamentos descritos acima apenas amenizam os sintomas da doenca e
melhoram a qualidade de vida dos pacientes, porém nao regridem a degeneracdo neuronal
nem impedem a progressdo da doenca. Em func¢do disso, novas alternativas estdo sendo

estudadas e uma possibilidade promissora € o transplante de células-tronco.

1.2 CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo células mais imaturas que possuem a habilidade de se auto-
renovar por um longo periodo e de se diferenciar, sob condigdes apropriadas, em células mais
especializadas (FUCHS e SEGRE, 2000; LI e DING, 2009). De acordo com a sua capacidade
de diferenciacdo essas células podem ser classificadas como pluripotentes e multipotentes. As
células-tronco pluripotentes podem expandir-se indefinidamente e sdo capazes de dar origem
a todos os tipos celulares do corpo. Testes de pluripoténcia incluem a formacdo de corpos
embriondrios in vitro que se diferenciam nas trés camadas germinativas, denominadas
ectoderme, mesoderme e endoderme, além do teste de formacdo de teratomas (LI e DING,
2009; BRIGNIER e GEWIRTZ, 2010; MASUI, 2010). Ja as células-tronco multipotentes,
geralmente, sobrevivem menos tempo em cultura e possuem uma capacidade de diferenciagao
mais restrita, podendo desenvolver, em sua maioria, apenas c¢lulas da mesma linhagem
celular (LI e DING, 2009; BRIGNIER ¢ GEWIRTZ, 2010). Quanto a origem, as células-
tronco podem ser divididas em dois grandes grupos: células-tronco embriondrias e células-

tronco adultas.

1.2.1 Células-tronco embrionarias

As ESCs (do inglés embryonic stem cells) foram primeiramente isoladas, em 1981, da
massa celular interna do blastocisto de camundongos apods 3,5 dias do coito (EVANS e

KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981). Mais de uma década depois, Thomson e colaboradores
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(1998) relataram o isolamento de células-tronco embrionarias humanas (hESCs, do inglés
human embryonic stem cells) de blastocistos e a criacdo da primeira linhagem de hESCs para
pesquisa (THOMSON et al., 1998).

As ESCs sdo caracterizadas pela auto-renovagdo, imortalidade e pluripoténcia, sendo,
entdo, capazes de diferenciar-se em células presentes nas trés camadas germinativas
embrionarias (BRIGNIER e GEWIRTZ, 2010). Normalmente, a diferenciacdo dessas células
in vitro necessita do crescimento das mesmas em suspensdo para a formagdo de agregados,
conhecidos como corpos embriondrios (do inglés embrionic bodies, EBs) que, posteriormente,
diferenciam-se em diversos tipos celulares, por indu¢do ou espontaneamente (LI e DING,
2009).

Pela sua grande capacidade de diferenciagdo as hESCs tém despertado grande
interesse entre os cientistas que desejam estudar o potencial terapéutico dessas células em
diversas doengas. Porém, o uso dessas células tem levantado discussdes nos campos éticos e
religiosos (LEIST et al., 2008), uma vez que sdo obtidas de embrides gerados por fertilizacao
in vitro que seriam descartados (BRIGNIER e GEWIRTZ, 2010). Dessa forma, opinides
contrarias sobre o uso das hESCs em pesquisa dificultam a realizacdo de estudos nessa area.
Em alguns paises foram criadas linhagens de hESC para pesquisa, propiciando o estudo

dessas células.

1.2.2 Células-tronco adultas

As células-tronco adultas sdo células multipotentes, conhecidas também como células-
tronco somaticas ou células-tronco ndo-embriondrias. Essas células sdo responsaveis pela
manuten¢do da homeostase de determinados tecidos, através da reposi¢do de células, mesmo
na auséncia de lesdo (BRIGNIER e GEWIRTZ, 2010). Dessa forma, essas células podem ser
encontradas em diversos tecidos, tais como cérebro, medula ossea, figado, pele, entre outros.
Anteriormente, acreditava-se que essas células-tronco diferenciavam-se apenas em células do
tecido que residiam, porém novas evidencias vém modificando esse pensamento
(KORBLING et al., 2003). As principais fontes de células-tronco adultas estdo descritas a

seguir.
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1.2.2.1 Células de corddao umbilical

Dentre as células existentes no sangue de corddo umbilical estdo: as células-tronco
hematopoiéticas (HSCs, do inglés hematopoietic stem cells) (BROXMEYER et al., 1989),
células-tronco mesenquimais (MSCs, do inglés mesenchymal stem cells), (ERICES et al.,
2000), células-tronco somaticas irrestritas (USSC, do inglés Unrestricted somatic stem cells)
(KOGLER et al., 2005), entre outras. Kogler e colaboradores (2006) demonstraram que as
USSC possuem caracteristicas pluripotentes e in vitro podem diferenciar-se em osteoblastos,
condroblastos, adipocitos e células neurais . As células-tronco do sangue de corddo umbilical
humano (hUCB, do inglés human umbilical cord blood) oferecem uma série de vantagens em
relacdo as outras fontes de células-tronco adultas: maior tolerancia a incompatibilidade de
HLA (do inglés human leukocyte antigen) (WELTE et al., 2010); maior disponibilidade
devido aos bancos de criopreservacdo; menor incidéncia de doenca do enxerto versus
hospedeiro (GVHD, do inglés graft-versus-host disease); menor risco de transmissdo de
infecgdes por virus latentes, entre outras (Revisado por ROCHA e GLUCKMAN, 2006).

Em 1989, foi descrito o primeiro transplante de sucesso com hUCB criopreservado de
doador relacionado em uma crianga com anemia de Fanconi (GLUCKMAN et al., 1989).
Anos depois, Rubinstein e colegas (1994) realizaram o primeiro transplante de hUBC de
doadores nao-relacionados em duas criangas com leucemia (RUBINSTEIN et al, 1994).
Atualmente, estuda-se o uso de células do UCB (do inglés umbilical cord blood) em outras
doencas que ndo as relacionados ao sistema hematopoiético, como erros inatos do
metabolismo, doengas cardiovasculares e neurologicas (BUCHHEISER et al., 2009; ZHONG
etal.,2010).

Estudos in vivo (KOGLER et al., 2004) e in vitro (NISHIYAMA et al., 2007)
demonstraram que as células do UCB podem diferenciar-se em cardiomidcitos. Além disso,
Kim e colaboradores (2005) demonstraram que células de corddo transplantadas em um
modelo animal de infarto do miocardio adotam fenétipo de célula cardiaca . J& em estudos de
aplicagcdo neurolodgica, Jang e colegas (2004) demonstraram que HSCs de UCB podem
diferenciar-se, frente exposicdo a acido retindico, em neurdnios e células gliais, que
expressam marcadores como NeuN (do inglés neuronal nuclei) e GFAP (do inglés glial
fibrilary acidic protein) . Além disso, as células ndo-hematopoiéticas de corddo também
apresentam capacidade de diferenciar-se em astrocitos e oligodendrécitos em cultura

(BUZANSKA et al., 2006). Estudos demonstram, ainda, que o transplante de células de UCB
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promove melhora comportamental em modelos animais de isquemia, esclerose lateral
amiotrofica, DP, paralisia cerebral e lesdo de medula espinhal (Revisado por HARRIS e

ROGERS, 2007).

1.2.2.2 Células-tronco neurais

A geragdo de novos neurdnios no cérebro adulto foi descrito pela primeira vez por
Altam e colaboradores (1965) no giro denteado do hipocampo de ratos. Atualmente, sabe-se
que em condi¢des normais, a neurogénese ocorre em duas regides do cérebro de mamiferos:
na zona subventricular (SVZ, do inglés subventricular zone) do ventriculo lateral e na zona
subgranular (SGZ, do inglés subgranular zone) do giro denteado do hipocampo (IMAYOSHI
et al., 2009). As células-tronco neurais (NSCs, do inglés neural stem cells) da SVZ, in vivo,
dividem-se lentamente e possuem caracteristicas de astrocitos da glia radial, incluindo a
expressdo de GFAP (MA et al., 2009).

As NSCs sdo auto-renovaveis e multipotentes e, dessa forma, despertam interesse
sobre seu potencial terapéutico, especialmente em doencas neurodegenerativas (MA et al.,
2009). Kelly e colaboradores (2004) demonstraram que as NSCs fetais humanas sobrevivem,
migram em dire¢do a regido lesada e expressam o marcador de neuroblasto, doblecortina,
quando transplantadas em ratos com isquemia cortical . Além disso, foi demonstrado que as
NSCs de ratos adultos tém a capacidade de reparar neurdnios dopaminérgicos do hospedeiro,
ap6s transplante em camundongos parkinsonianos, além de diferenciar-se em neurdnios TH"
(tirosina hidroxilase), contribuindo para a reconstrucdo nigroestriatal (OUREDNIK et al.,
2002). Outros estudos utilizando modelos animais de trauma raquimedular e hipdxia-isquemia
também sugerem recuperacdo parcial do tecido lesado, apds transplante de NSCs associadas a
scaffolds (PARK et al., 2002; TENG et al., 2002).

Os dados disponiveis na literatura sugerem que o transplante de NSCs facilite a auto-
reparacdo do tecido encefalico do hospedeiro, ao invés de contribuir para a reposicao celular
através de transdiferenciacdo das células transplantadas (EINSTEIN e BEN-HUR, 2008).
Apesar dos resultados otimistas das pesquisas experimentais, a obtengdo dessas células em

humanos dificulta a aplicagdo clinica desse tipo de terapia.
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1.2.2.3 Células-tronco de medula 6ssea

As células-tronco de medula 6ssea (CTMO) sdo classificadas em dois grandes grupos:
HSCs e MSCs. As HSCs caracterizam-se pela expressdo de marcadores de superficie, o que
permite seu isolamento. O fenotipo presente em células humanas incluem CD34", CD3$’,
CD133", entre outros (BRIGNIER ¢ GEWIRTZ, 2010). Essas células, originalmente, sdo
capazes de diferenciar-se na linhagem linféide, que d& origem aos linfécitos B e T, e na
linhagem mieldide, que origina basofilos, eosinodfilos, neutrofilos, macrofagos, plaquetas e
eritrocitos (FUCHS e SEGRE, 2000). Porém, estudos sugerem que as HSCs sao capazes de se
diferenciar em linhagens ndo-hematopoiéticas (BRIGNIER e GEWIRTZ, 2010).

Krause e colaboradores (2001) demonstraram que o transplante de HSC promove,
além da restauracdo do tecido hematopoiético, a geracdo de células epiteliais no figado,
pulmdes, trato gastrointestinal e pele (KRAUSE et al, 2001). Além disso, estudos
demonstram que as células da medula 6ssea podem diferenciar-se em células neurais in vivo e
in vitro (BRAZELTON et al., 2000; TERADA et al., 2002; COGLE et al., 2004).
Pesquisadores da Universidade de Stanford (EUA) encontraram células pertencentes ao
animal doador no encéfalo de camundongos, que receberam células derivadas da MO, através
da veia da cauda. Essas células expressavam marcadores neurais, como NeuN e NF-H, e ndo
mais possuiam os marcadores de superficie, CD45 e CD11b, presentes em células sanguineas
(BRAZELTON et al, 2000). Além disso, um estudo post-mortem com pacientes que
receberam transplante de medula dssea por via sistémica demonstrou a presenga de células do
enxerto expressando marcadores neurais e gliais no tecido encefilico desses pacientes
(COGLE et al., 2004). Terada et al (2002) sugeriu, ainda, que as CMMO sdo capazes de
assumir gendtipo de pluripoténcia e diferenciar-se em neurdnios, € outros tipos celulares,
quando colocadas em cultura juntamente com células-tronco embriondrias.

As MSCs expressam, em geral, os marcadores de superficie CD29, CD44, CD49a-f,
CD51, CD73, CD90, CD105, CD106 e CD166 (PHINNEY ¢ PROCKOP, 2007). Porém, para
ser considerada MSCs a célula precisa ser aderente e diferenciar-se em osteoblasto, adipocitos
e condroblastos in vitro (DOMINICI et al., 2006). As MSCs, por meio da secre¢do de fatores
soluveis, tém efeitos troficos, anti-inflamatérios e imunomodulatérios, podendo suprimir as
células T e células natural killer (NK) in vitro (SELMANI et al., 2008; BRIGNIER ¢
GEWIRTZ, 2010).
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Atualmente, estuda-se a possibilidade dessas células se diferenciarem em outros tipos
celulares, que ndo os pertencentes a linhagem mesoderma. Kopen e colaboradores (1999)
foram os primeiros a demonstrar que MSCs injetadas do sistema nervoso central (SNC) de
camundongos neonatos podem adotar caracteristicas fenotipicas e morfologicas de astrocitos
e neurdnios. Além disso, foi demonstrado in vitro que MSCs humanas e de ratos podem
diferenciar-se em neurdénios (WOODBURY et al., 2000). Bahat-Stroomza e colaboradores
(2009) demonstraram, ainda, que as MSCs, em cultura, podem diferenciar-se em astrocitos
que, quando transplantados no estriado de animais com DP, promovem recuperagdo da fungao
motora (BAHAT-STROOMZA et al., 2009).

Além disso, o potencial terapéutico da fragdo mononuclear da medula 6ssea (MO)
também tem sido estudado (COSTA-FERRO et al., 2012). Essa fragdo ¢ formada por
progenitores hematopoiéticos e endoteliais (WEISSMAN et al., 2001), além de células-tronco
hematopoiéticas e mesenquimais, presentes nas concentragdes de 1% e 1:10.000 a 1:100.000,
respectivamente (JONES e MCGONAGLE, 2008) (ORKIN, 2000; WEISSMAN et al., 2001).
As CMMO sao pouco estudadas na doenca de Parkinson. Capitelli e colaboradoes (2014)
demonstraram que o transplante intravenoso de CMMO ndo melhora, nem previne, a lesdo
causada pela administragdo de MPTP em ratos. O presente estudo foi o primeiro a investigar o

potencial terapéutico das CMMO no modelo da 6-OHDA da doenga de Parkinson.

1.3 DOENCA DE PARKINSON E CELULAS-TRONCO

Em decorréncia das limitagdes dos tratamentos disponiveis até 0 momento para a DP,
novas opg¢Oes terapéuticas estdo sendo estudadas. Primeiramente, estudo com animais
demonstraram que células-tronco fetais poderiam restaurar a via nigroestriatal lesada por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Em 1979, Bjorklund e Steveni mostraram que o transplante de
mesencéfalo ventral fetal no neocdrtex ou ventriculo de ratos lesionados com 6-OHDA
promove crescimento neuronal e integragdo funcional, avaliados pela reducdo da rotacao
induzida por drogas (BJORKLUND e STENEVI, 1979). Em 1980, a técnica de
neurotransplante experimental foi padronizada, estabelecendo protocolos para coleta e
separacdo das células do mesencéfalo (BJORKLUND et al., 1980). Alguns anos depois,
Madrazo e colaboradores (1988) realizaram o primeiro transplante com células fetais humanas
em pacientes com DP (MADRAZO et al., 1988). Os pacientes que receberam transplante de

mesencéfalo ventral fetal no ntcleo caudado apresentaram melhora significativa dos sintomas
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de bradicinesia, rigidez, instabilidade postural, expressao facial e disturbio da marcha. Ja os
pacientes que foram transplantados com tecido adrenal fetal na mesma regido tiveram
melhora apenas da rigidez e bradicinesia (MADRAZO et al., 1988; MADRAZO et al., 1990).

A partir destes estudos realizados no México, inimeras pesquisas comegaram a ser
realizadas, ao redor do mundo, sobre o potencial terapéutico das células fetais. Estudos
realizados com pacientes parkinsonianos que receberam neurdénios dopaminérgicos
mesencefalicos fetais no estriado demonstraram que o transplante foi capaz de diminuir a
flutuacdo motora e os sintomas de rigidez e bradicinesia, bem como restaurar a sintese € a
liberagdo de dopamina no estriado (LINDVALL et al, 1990; SPENCER et al., 1992;
PICCINI et al., 1999). Além disso, observou-se a diminuicao da dose de levodopa necessaria
para controlar os sintomas motores em comparagdo ao grupo controle (FREED et al., 1992,
SPENCER et al., 1992). Demonstrou-se, também, melhora desses pacientes nas escalas de
avaliacdo da funcdo motora, UPDRS, Hoehn-Yahr e Activities of Daily Living Scale e
diminui¢do da duragdo e severidade de periodos “off” e dos episddios de discinesia (FREED
et al., 1992; HAUSER et al., 1999). Freed e colaboradores (2001) demonstraram ainda, em
um estudo duplo-cego controlado, que o transplante de tecido mesenceféalico fetal no estriado
de pacientes com DP na fase avangada melhorou o score na UPDRS em pacientes com 60
anos ou menos, mas nao foi efetivo em pacientes mais velhos, indicando influéncia da idade e
da fase da doenga na terapia celular .

Embora os estudos com células fetais tenham fornecido resultados otimistas para o
tratamento da doenga de Parkinson, a aplicagdo dessa terapia na pratica clinica ndo ocorreu.
Além das inimeras questdes éticas levantadas pelo uso terapéutico das células fetais, eram
necessarios varios fetos humanos para que se conseguisse um volume celular adequado para o
transplante (4 — 8 fetos por paciente) (LINDVALL et al., 1990; HAGELL et al., 1999;
HAUSER et al., 1999; PICCINI et al., 1999) o que acabou inviabilizando esse tipo de terapia.
Dessa forma, outras fontes de células-tronco passaram a ser estudadas em modelos
experimentais da DP.

Em funcdo de sua pluripoténcia, as células-tronco embrionarias passaram a ser
estudadas por diversos grupos. Barberi e colaboradores (2003) cultivaram e diferenciaram
ESCs de camundongos em neurdnios dopaminérgicos que apresentavam, além dos
marcadores caracteristicos, como TH, atividade eletrofisiologica e formagdo de sinapses in
vitro . Eles demonstraram também, que o transplante dessas células diferenciadas no estriado

de camundongos parkinsonianos promove importante diminui¢do da assimetria rotacional
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induzida por apomorfina e anfetamina. Resultados semelhantes foram encontrados por Kim e
colegas (2002), que observaram que neurdnios TH' derivados de ESCs de camundongos
apresentam atividade eletrofisioldgica in vitro e in vivo, apds transplante em ratos lesionados
com 6-OHDA. Além disso, a andlise histolégica demonstrou que ndo houve formagdo de
teratomas no tecido transplantado. Os animais transplantados apresentaram também
diminui¢do da rotag¢do induzida pelas drogas, bem como melhora no desempenho nos testes
do cilindro, adjusting step e paw-reaching.

Apesar dos resultados serem favoraveis ao uso de ESCs para tratamento da DP, a
obtencdo dessas células para uso terapéutico ainda gera diversos questionamentos éticos e
religiosos. Dessa forma, o potencial terapéutico de células-tronco adultas também esta sendo
investigado. Dados da literatura indicam que, o transplante intraestriatal de neuroesferas
derivadas de camundongos melhora o comportamento rotacional de roedores parkinsonianos.
Estudos sugerem, também, que essas células sobrevivem e integram o estriado do hospedeiro,
além de expressarem marcadores de neuronios dopaminérgicos, como TH (MEISSNER et al.,
2007; WEI et al., 2007).

Dentre as células adultas, as MSCs derivadas da MO também vém sendo pesquisadas.
Hellmann et al. (2006) descreveram pela primeira vez que MSCs transplantadas no estriado
de camundongos com DP sobrevivem e migram para a regido lesada no lado contralateral ao
transplante. Além disso, dados da literatura demonstram que o transplante de MSCs humanas
no estriado de ratos parkinsonianos nao ¢ capaz de restaurar a fungdo motora desses animais.
No entanto, quando essas células foram transplantadas em combinacdo com microesferas
liberadoras de neurotrofina-3, que estimula neurodiferencia¢do, ocorreu uma diminui¢do
acentuada do comportamento rotacional dos animais, além de um aumento de fibras e
neurénios dopaminérgicos no estriado e SN (DELCROIX et al., 2011). Pesquisadores
demonstraram também que o transplante de MSCs expressando TH e GDNF no estriado de
ratos com DP promoveu melhora significativa da fungcdo motora desses animais (SHI et al.,
2011). Danielyan e colaboradores (2011) observaram ainda que o transplante intranasal de
MSC:s ¢ capaz de aumentar os niveis de TH no estriado e na SN de ratos parkinsonianos, além
de melhorar a fun¢do motora desses animais.

Outra fonte de células-tronco adultas ¢ o corddo umbilical humano. Estudos
demonstram que essas células podem ser diferenciadas em neurdnios dopaminérgicos in vitro

que quando transplantados, em associagdo ao NGF (do inglés, nerve growth factor) ou
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isoladamente, em ratos lesionados com 6-OHDA, induzem melhora da rotacdo lateral
induzida por apomorfina e anfetamina (FU et al., 2006; LI et al., 2010).

Diversas outras fontes de células-tronco estdo sendo pesquisadas, como por exemplo,
c€lulas-tronco da polpa dentdria (NESTI et al, 2010) e células-tronco de pluripoténcia
induzida (iPSC, do inglés induced plutipotent stem cells) derivadas, geralmente, de
fibroblastos reprogramados (WERNIG et al., 2008; CAl et al., 2010; HARGUS et al., 2010).
Deleidi e colaboradores (2011) demonstraram que o transplante de iPSC no estriado de ratos
parkinsonianos promove melhora da fungdo motora desses animais. Da mesma forma essa
melhora funcional foi demonstrada por Rhee ef al. (2011), que em contra partida
demonstraram também que o transplante de grandes volumes celulares podem promover
formagao de tumores . Outras células que estdo sendo estudadas sdo as MSCs derivadas do
tecido endometrial. O transplante de MSCs endometriais no estriado de camundongos
parkinsonianos promoveu melhora dos niveis de dopamina no estriado (WOLFF et al., 2011).

Apesar dos resultados otimistas disponiveis na literatura, o potencial terapéutico das
células adultas ainda ¢ pouco estudado (DE PAULA et al., 2005; CARRION et al., 2009).
Dentre essas células, as células mononucleares de medula 6ssea (CMMO) oferecem grandes
vantagens devido a facil obten¢do e por ndo necessitarem de cultura. Logo, faz-se necessaria
uma maior investiga¢ao dos efeitos do transplante de células mononucleares de medula 6ssea

(CMMO) no tratamento da DP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial terapéutico das células mononucleares da medula 6ssea em modelo

lesional da doenca de Parkinson.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Analisar o efeito do transplante intravenoso de CMMO sobre a fungdo motora dos

animais parkinsonianos;

Verificar a sobrevivéncia e migracdo das CMMO transplantadas em camundongos

parkinsonianos por via intravenosa até a regiao encefalica lesada;

Avaliar a fun¢do motora de animais parkinsonianos transplantados com CMMO

intracerebral;

Determinar o efeito do transplante duplo intracerebral de CMMO na manutengdo da

funcdo motora em camundongos parkinsonianos e,

Analisar a sobrevivéncia das CMMO apoés transplante intracerebral em modelo

lesional da doenga de Parkinson;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6 (60 dias) que sofreram lesdo do feixe
prosencefalico medial (MFB) pela 6 — hidroxidopamina através de cirurgia estereotaxica.
Além disso, seis camundongos C57BL/6 (60 dias) sadios foram utilizados como grupo
controle.

Todos os animais tiveram livre acesso a comida e a dgua. A temperatura ambiente do
biotério foi mantida em torno de 22°C e o ciclo claro/escuro foi de 12 horas. Todos os
procedimentos a seguir obedeceram as normas de conduta ética para experimentacao animal.

Os animais foram divididos em trés grupos e subdivididos de acordo com cada
experimento (Quadro 1): Experimento (1) — Animais transplantados com CMMO por via
intravenosa (i.v.; Grupo CMMO-IV) e animais transplantados com salina IV (Grupo Salina-
IV); Experimento (2) — Animais transplantados com CMMO intracerebral (IC; Grupo
CMMO-IC) e animais transplantados com salina IC (Grupo Salina-IC) e Experimento (3) —
Animais submetidos a transplante duplo de CMMO IC (Grupo CMMO + CMMO) e animais

transplantados com salina + salina IC (Grupo Salina + Salina).

Quadro 1- Divisao dos grupos de acordo com cada experimento.

EXPERIMENTO 1

CMMO-1V Transplante intravenoso de CMMO

Salina-1V Transplante intravenoso de salina
EXPERIMENTO 2

CMMO-IC Transplante intracerebral de CMMO

Salina-IC Transplante intracerebral de salina
EXPERIMENTO 3

CMMO + CMMO Transplante intracerebral duplo de CMMO

Salina+ Salina Transplante intracerebral duplo de salina
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3.1.1 Lesao com 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

Para produzir a lesdo unilateral do feixe prosencefalico medial, cada camundongo foi
anestesiado com uma combinagdo de Xilazina (Syntec, Brasil; 16mg/kg), e cetamina
(Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Brasil; 80mg/kg) intraperitoneal (i.p.).
Apos a fixagdo dos animais no aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, EUA), foi
feita uma incis@o mediana no escalpo e a fascia que cobre o cranio foi afastada, expondo as
suturas cranianas. Apos limpeza com dgua oxigenada e a identificacdo do bregma, infundiu-se
unilateralmente no nucleo prosencefalico medial direito 1pL de 6-OHDA (Sigma-Aldrich,
EUA; 3ug/uLl). As coordenadas utilizadas, em relagdo ao bregma foram: antero-posterior
(AP) -1,2mm, médio-lateral (ML) -1,1 mm e dorsoventral (DV) -4,80 mm, de acordo com o
atlas de Paxinos e Franklin (2001). Para a infusdo, utilizou-se uma microseringa Hamilton de
10 pL acoplada por um tubo de polietileno a uma agulha de infusdo (25G) fixada ao
estereotaxico. A agulha foi posicionada no ponto de cada infusdo, e no local foi feita uma
pequena trepanacao utilizando-se uma broca odontoldgica. A agulha foi baixada até o ponto
alvo e a 6-OHDA infundida a uma velocidade constante de 0,5 pL/min com o auxilio de uma
bomba de infusdo (Insight, Brasil). Apos o término de cada infusdo, a agulha foi mantida no
local por 5 minutos, a fim de evitar refluxo da droga e permitir sua total dispersdo pela area.

Apbs, a ferida operatoria foi limpa e suturada com fio de seda 4.0 (Figura 1).

Figura 1- Inducio do modelo de DP. A) Feixe Prosencefalico Medial - local da injecdo de
6-OHDA (Paxinos, 2003). B) Cirurgia de estereotaxia para lesio do MFB com 6-OHDA. C)
Microseringa Hamilton, acoplada a tubo de polietileno, utilizada para infusao.
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3.1.2 Aspectos éticos

Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pela Comissio de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da PUCRS, conforme registros CEUA 09/00121 e CEUA 12/00280
(ANEXO A), e seguiram as normas internacionais de experimentacdo com animais de
laboratorio. Todos os procedimentos foram realizados tomando os cuidados necessarios para

reduzir a0 méximo o nimero de animais empregados e seu sofrimento.

3.2 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA

Para a obtencdo das células mononucleares de MO foram utilizados camundongos
transgénicos da linhagem CS57BL/6-EGFP. Esses animais expressam uma proteina verde
fluorescente (GFP, do inglés green fluorescent protein) e todos os tecidos e as células desses
animais sdo verdes sob excita¢do da luz, exceto eritrocitos e pelos (OKABE et al., 1997). Essa
caracteristica permite o rastreamento dessas células apds o transplante, tanto por
imunofluorescéncia, como pela identificacdo do gene que codifica essa proteina, através de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction). Os animais
foram anestesiados, com cetamina e xilazina, e dissecados para o isolamento dos ossos longos
(4mero, fémur e tibia). As epifises foram cortadas, permitindo a lavagem das cavidades dsseas
e a obtencdo do aspirado de MO. Esse material foi processado entre etapas de suspensio,
centrifugacdo e lavagem. A camada de células mononucleares foi separada por gradiente de
ficoll-paque 1.083 g/mL (Sigma Aldrich, EUA) e as células foram contadas em camara de
Neubauer. Por fim, separaram-se aliquotas de 200 uL contendo 10’ CMMO-EGFP, para o
transplante intravenoso e 1 uL contendo 10° células para o transplante intracerebral (Figura
2). As concentracdes celulares para o transplante foram determinadas em estudos prévios do

grupo (DE PAULA et al., 2012).
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Figura 2 - Obtencio de CMMO de camundongos C57Bl/6-EGFP. Animais sdo
anestesiados e dissecados, isolam-se os ossos longos, e procede-se a lavagem das
cavidades Osseas. O material coletado ¢ processado em centrifugacdes e
ressuspensdes. Por fim, a camada de células mononucleares é obtida por gradiente de
ficoll, e as células sdo contadas em cadmara de Neubauer e aliquotadas.

3.2.1 Citometria de fluxo e fenotipagem

Uma das aliquotas foi avaliada com os seguintes anticorpos: CD8a, CD19, CD34,
CD45, CD117, Sca-1, diluidos na concentracdo de um 1:10 em PBS. Apo6s incubacdo a 5° C
no escuro por pelo menos 15 minutos, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas a
400 x g por 5 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspensas com 1 ml
de paraformaldeido 4% (em PBS), para andlise. As amostras foram analisadas em um
citometro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences, EUA). Os dados obtidos correspondem a

pelo menos 50.000 eventos.

3.3 TRANSPLANTE

3.3.1 Transplante intravenoso

Os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina para facilitar a infusdo das
células. A cauda dos camundongos era fixada na mesa com micropore e limpa com solu¢do de
alcool 70%. Apos visualizagdo macroscopica de uma das veias da cauda, foi injetado um

volume de 200p/ L contendo 10’ CMMO-EGFP ou solugio salina (200pL), com uma seringa
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(BD Ultra-Fine 0,5 mL). Logo apods o transplante, os animais eram devolvidos para sua

gaiolas e mantidos em observagdo até o término da sedacdo (Figura 3).
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Figura 3 - Infusio das células mononucleares de medula 0ssea através da veia da
cauda.

3.3.2 Transplante intracerebral

Um novo grupo de animais foi anestesiado com Xilazina (16mg/kg) e cetamina
(80mg/kg) intraperitoneal (IP), fixado no aparelho estereotdxico e, entdo, um microlitro de
CMMO ou salina foi infundido unilateralmente no estriado direito usando as seguintes
coordenadas em relacdo ao bregma: antero-posterior (AP) -0,1 mm, médio-lateral (ML) -2,4
mm e dorsoventral (DV) -3,6 mm (PAXINOS e FRANLKLING, 2003). Para a infusdo das
células no estriado foi utilizada uma bomba de infusdo na velocidade constante de 0,5uL/min,

assim como na injecao de 6-OHDA.

3.4 TESTES DE AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA
3.4.1 Teste de desempenho no Rotarod em aceleracio

Foi utilizado um aparelho de Rotarod automatizado (EFF 412, Insight, Brasil),
instalado em uma sala fechada e mantida a temperatura de aproximadamente 24° C. O
aparelho consiste em uma caixa de acrilico com um cilindro que ¢ mantido em rotagdo. A
caixa ¢ dividida em 4 baias, permitindo a andlise de 4 animais simultaneamente (Figura 4).
Para o teste, cada animal foi colocado sobre o cilindro ja em movimento, e media-se o tempo
que o mesmo conseguia se equilibrar até cair (laténcia de queda), sendo que quanto maior a
laténcia de queda, melhor a fungdo motora do animal. Na queda, o crondmetro que verificava
o tempo de equilibrio era automaticamente parado, j4 que o equipamento possui um sistema
instalado no chdo de cada baia que detecta o impacto da queda. A velocidade de rotacdo do

cilindro era ajustada conforme cada protocolo empregado:
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3.4.1.1 Protocolo com velocidade constante (habituacido)

Os animais foram colocados sobre o cilindro mantido a uma velocidade constante de
16 RPM pelo tempo méaximo de 7 minutos. Este protocolo foi realizado para habituagdo dos

animais ao equipamento, um dia antes do teste com o protocolo acelerado.

3.4.1.2 Protocolo Acelerado

No dia seguinte a habituagdo, os animais foram submetidos ao protocolo acelerado em
que a velocidade do cilindro aumentava gradativamente, variando de 16 a 37 RPM. O
aparelho possui um indicador luminoso que mostra a evolugdo das fases (velocidade) e a
transi¢do entre todas levava 6 minutos. O tempo maximo de permanéncia do animal no
cilindro era de 7 minutos por ensaio. Cada sessdo de teste consistia em 3 ensaios, separados
por intervalos de cerca de 10 minutos entre eles. Em cada sessdo, calculou-se a média da
laténcia de queda nos 3 ensaios. Sempre que o animal agarrava-se ao cilindro sem caminhar
por duas voltas completas consecutivas, era considerada queda do animal.

O protocolo acelerado foi realizado ap6s a lesdo com a 6-OHDA (pré-transplante) e 10
e 30 dias apds o(s) transplante (s), sendo que a habituacdo ao aparelho foi realizada apenas na

primeira vez em que o animal foi submetido teste.

Figura 4 - Teste de Rotarod. Animais sdo colocados no cilindro em movimento e a
laténcia de queda do animal ¢ avaliada.
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3.4.2 Teste de rotagdo induzida por apomorfina

Duas semanas ap06s a lesdo unilateral com 6-OHDA, os camundongos foram avaliados
no teste de rotagdo induzida por apomorfina (Sigma-Aldrich, EUA). A droga foi diluida no
dia do experimento em agua destilada para injecdo (Img/ml) e protegida da luz durante os
testes. Os animais receberam uma injecao i.p. da droga e, ap6s dez minutos de habituacdo, o
numero de rotacdes contralaterais a lesdo passou a ser avaliado, durante 30 minutos. Devido a
alta variabilidade da lesdo induzida por esse modelo (IANCU et al., 2005), apenas os animais
que rotaram entre 50-500 vezes/30 min foram incluidos no estudo. O teste de rotagdo induzida
por apomorfina foi realizado novamente 10 e 30 dias apds o(s) transplante(s) para comparacao
da funcdo motora dos animais entre os grupos, ao longo do tempo (ZHANG, X. et al., 2008;

NILSSON et al., 2009)

3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para identificar se as células transplantadas migram em dire¢do a regido lesada e
sobrevivem ap0s o transplante intravenoso, foi realizada a infusio de CMMO-EGFP, através
da veia da cauda, e os camundongos foram eutanasiados, por deslocamento cervical, em
diferentes tempos pos-transplante, de acordo com cada experimento. Esses animais tiveram
seus encéfalos dissecados e coletados para posterior andlise pela técnica de PCR. A presenca
do gene da GFP serve de indicativo de que as células encontradas no tecido sdo derivadas da
medula 6ssea do animal doador.

Apb6s a extragdo de DNA (do inglés deoxyribonucleic acid) dos encéfalos, a
amplificagdo foi realizada em termociclador (PTC-200/MJ Research) utilizando
oligonucleotideos iniciadores (primers) direto 5'-TTGAATCGCCACCATGGTGAGC-3'e
reverso 5'- TTGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTC-3" complementares a sequéncia de
DNA correspondente a uma sequéncia especifica do gene que codifica a proteina GFP,
gerando um produto de PCR de 1000 pb, e uma nova amplificagdo utilizando o primer direto
5'-GGGCACAAGCTGGAGTACA-3' e reverso 5'-ATGTTGTGGCGGATCTTGA-3' gerando
um produto de PCR de 100 pb, caracterizando a técnica de Nested-PCR.

Para controlar o funcionamento da reacdo, foram ensaiados, juntamente com cada
bateria de DNA de amostras de animais transplantados, um controle positivo de reacdo que

consistira de DNA extraido de camundongo C57BL/6-EGFP, e um controle negativo de
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reacdo, com omissao de qualquer DNA, além de amostras de animais que nido receberam
CMMO.

Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose 2% em
tampao TBE 1x, contendo brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. As condi¢des
da corrida eletroforética foram de 100 V, com corrente de 400 mA por 30 minutos. O
resultado foi considerado positivo para a presenga de DNA de células EGFP quando

visualizada a banda correspondente.

3.6 IMUNOFLUORESCENCIA (IF)

A migracdo e sobrevivéncia das CMMO foi confirmada através do método de
imunofluorescéncia direta, 24h e 7 dias apds o transplante intravenoso, além de 10 e 30 dias
apos o transplante intracerebral. Os animais foram profundamente anestesiados com
pentobarbital sodico (240mg/kg i.p.) (IANCU et al., 2005; GREALISH et al., 2010) e
perfundidos transcardiacamente com solugdo salina seguido de paraformaldeido 4% (PFA)
em 0,1M de tampao fosfato (PBS, pH 7,4). Os cérebros foram removidos do cranio, pos-
fixados, criopreservados em sacarose (30%) e congelados em nitrogénio liquido (-196°C).
Sec¢des coronais (8 um) foram obtidas usando um criostato (Leica Biosystems) a — 20°C. A
ligagdo de proteinas nao-especificas foi bloqueada com 0,3% de albumina por 30 minutos.
Para a detecgao das células EGFP, as sec¢des foram incubadas a 4°C com anticorpo anti-GFP
conjugado com Alexa Fluor 488" produzido em coelho (Life Technologies, EUA; dilui¢o
1:400) na auséncia da luz por 24h. As secgdes foram entdo, lavadas com PBS 0,1 M e
montadas com laminulas de vidro usando meio de montagem ProLong® Gold com DAPI
(Life Technologies, EUA) para visualizar o nicleo das células. A reatividade do anticorpo foi
confirmada em secc¢des de controle positivo e negativo.

Da mesma forma, para confirmar a eficicia da inje¢do de 6-OHDA na indugdo da
doenca de Parkinson em camundongos uma imunofluorescéncia indireta para tirosina
hidroxilase (TH) foi realizada. Brevemente, um animal parkinsoniano (ndo tratado) foi
anestesiados e perfundido transcardiacamente, como descrito acima. Apoés, seu encéfalo foi
dissecado e congelado em nitrogénio liquido e, sec¢des coronais (20 um) foram obtidas
usando um criostato (Leica Biosystems) a — 20°C. Apos o bloqueio de proteinas inespecificas,
as secgoes foram incubadas com o anticorpo anti-TH produzido em coelho (Millipore, EUA;

dilui¢do 1:500), overnight a 4°C. Em seguida, as sec¢des foram lavadas em PBS ¢ incubadas
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com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 568 anti-coelho produzido em cabra (Life
Technologies, EUA; dilui¢dao 1:400) por 2h em temperatura ambiente e protegidas da luz. As
laminas foram montadas com laminulas de vidro usando meio de montagem ProLong® Gold
com DAPI (Life Technologies, EUA).

A co-localizagdo do DAPI com o marcador especifico de GFP/TH foi detectada,
analisada e fotografada, qualitativamente, usando um microscopio confocal laser (LSM 5
Exciter, Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma camera de alta performance Pro-Series CCD e

ao software Zen 5.0 (Carl Zeiss, Alemanha).
3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi feita através do programa IBM SPSS Statistics (versdo 22.0) e
foi utilizado um intervalo de confianca de 95% e significancia a = 0,05. Os dados foram
apresentados na forma de média =+ erro padrao da média. Foi utilizado o teste de Equagdes de
Estimativas Generalizadas (GEE) com ajuste de post hoc de Sidak para comparacdo dos

grupos nos diferentes tempos analisados.
3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
3.8.1 Experimento 1

A barreira hematoencefalica (BBB, do inglés Blood Brain Barrier) é formada por
células endoteliais responsaveis pelo fornecimento de nutrientes ao encéfalo, bem como pela
sua protecdo, constituindo um obstaculo para diversas toxinas (WOLBURG e LIPPOLDT,
2002; PERSIDSKY et al., 2006). A mudanga na permeabilidade da barreira hematoencefalica
pode ser observada em muitas desordem inflamatdrias e em doengas neurodegenerativas,
como na doenga de Parkinson (WOLBURG e LIPPOLDT, 2002). Embora a quebra da BBB
em pacientes com doen¢a de Parkinson ainda seja questionavel (KORTEKAAS et al., 2005;
BARTELS ef al., 2008) essa alteracao esta presente nos modelos animais para a doenga, que
utilizam as toxinas MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) e 6-OHDA
(CARVEY et al., 2005; CHAO et al., 2009). Logo, a via intravenosa parece ser uma opgao
promissora para entrega de agentes terapéuticos que naturalmente ndo conseguiriam
atravessar a BBB. Além disso, as células-tronco de medula 6ssea tém demonstrado um

elevado potencial terapéutico em diversas doencas, mesmo sem origem hematologica
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(BAHAT-STROOMZA et al., 2009; BLANDINI et al., 2010; BRIGNIER ¢ GEWIRTZ,
2010; DELCROIX et al., 2011). Sendo assim, o experimento 1 teve por objetivo avaliar o
potencial terapéutico do transplante intravenoso de CMMO em camundongos parkinsonianos.

Para isso 17 camundongos C57BL/6 foram submetidos a lesdo com 6-OHDA para

inducdo do modelo animal da doenga de Parkinson. Duas semanas apds a lesdo os animais

foram submetidos ao teste de rotagdo induzida por apomorfina para confirmar o

desenvolvimento da DP. Os animais considerados parkinsonianos foram, entdo, submetidos
ao teste de desempenho no Rotarod em aceleracdo e, em seguida, ao transplante intravenoso

de CMMO (Grupo CMMO-IV; n = 10) ou solugdo salina (Grupo Salina-IV; n = 7) pela veia

da cauda. Ambos os grupos foram reavaliados nos testes de rotacdo induzida por apomorfina
e de Rotarod em aceleragdo, 10 e 30 dias ap0s o transplante.

Um subgrupo (n=8) de animais foi submetido a lesdo com 6-OHDA e transplantado
com CMMO 1V para avaliagdo da migragdo e sobrevivéncia das células transplantadas. Esses
animais foram eutanasiados lh, 24h, 7, 15 e 30 dias apods o transplante, por deslocamento
cervical, e seus encafalos dissecados para avaliar a presenga do gene que codifica a GFP pela
técnica de PCR. Além disso, para confirmacao dos resultados do PCR, outro subgrupo (n=2)
de camundongos parkinsonianos foram transplantados com CMMO, anestesiados e
submetidos a perfusdo transcardiaca, 24h e 7 dias pds-transplante. A presenca das CMMO-

EGFP no encéfalos desses animais foi identificada através da imunofluorescéncia para GFP.

Um esquema do delineamento experimental esta ilustrado na Figura 5.

Rotarod
6-OHDA Transplante IV PCR PCR
-21 -7 0 1 7 10 15 30 [ ias
Apomorfina PCR Rotarod Rotarod

IF Apomorfina Apomorfina

Figura 5 - Delineamento do experimento 1.
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3.8.2 Experimento 2

Atualmente, os estudos que visam a terapia celular na doenga de Parkinson sdo
focados, principalmente, no uso de hESC ou MSC de diversas fontes. No entanto, essas
células exigem expansdo e/ou diferenciacdo em cultura, o que dificulta a sua aplicagdo clinica.
As CMMO por sua vez, sao de facil obtengdo e possibilitam o transplante autélogo. Logo, o
experimento 2 avaliou a eficidcia do transplante intraestriatal das CMMO em animais
parkinsonianos.

Camundongos C57BL/6 (n=15) foram submetidos a lesdo com 6-OHDA do MFB e,

apos duas semanas, foi realizado o teste de rotagdo induzida por Apomorfina. Somente os

animais que realizaram entre 50 - 600 rotacdes durante o periodo avaliado foram incluidos no

estudo. Posteriormente, os animais foram avaliados no teste de desempenho no Rotarod

acelerado e, entdo, receberam transplante intracerebral de CMMO (grupo CMMO-IC; n = 9)

ou solugdo salina (grupo Salina-IC; n = 6). Tanto o teste de rotagcdo induzida por apomorfina
quanto o protocolo acelerado do teste de rotarod foram repetidos 10 e 30 dias pos-transplante
para monitoramento da fun¢do motora desses animais.

30 dias apoés o transplante, os animais foram anestesiados, perfundidos e seus

encéfalos dissecados para posterior avaliagdo por imunofluorescéncia para GFP. Além disso,

um subgrupo (n=2) foi realizado para avaliar a presenca das CMMO-EGFP no encéfalo dos
animais, 10 dias ap6s o transplante. Um subgrupo de camundongos parkinsonianos também
foi realizado para avaliacdo da sobrevivéncia das CMMO-EGFP. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical 10 e 30 dias apds o transplante (n=4). Os encéfalos
foram dissecados e a presenca do gene que codifica a GFP foi avaliada pela técnica de PCR.

(Figura 6).

Rotarod PCR PCR
6-OHDA Transplante IC IF IF
-21 -7 0 10 30| gias
Apomorfina Rotarod Rotarod

Apomorfina  Apomorfina

Figura 6 - Delineamento do experimento 2.
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3.8.3 Experimento 3

Um dos desafios encontrados na terapia com células-tronco em diversas doengas
refere-se a sobrevivéncia das células transplantadas e manutencdo de seu efeito terapéutico.
Kefalopoulou e colaboradores (2014) demonstraram que o transplante duplo de neur6nios
dopaminérgicos derivados de hESC proporciona melhora significativa e continua da escala
motora UPDRS em pacientes com DP. A partir desses resultados, postulou-se a possibilidade
de manutengdo do efeito das CMMO transplantadas no estriado de camundongos
parkinsonianos, através de um segundo transplante.

Da mesma forma que nos experimentos anteriores, o modelo lesional da DP foi

induzido em camundongos C57BL/6 e validado, posteriormente, através do teste de rotagdo

induzida por apomorfina. Os animais foram, entdo, transplantados com CMMO (grupo

CMMO + CMMO; n = 7) ou solucdo salina (grupo Salina + Salina; n = 5) diretamente no
estriado direito. O primeiro transplante ocorreu no dia zero e o segundo no dia 20. Os
camundongos foram avaliados nos testes comportamentais 10 e 30 dias apds o primeiro
transplante e 10 dias apds o segundo transplante.

Ao final do estudo, alguns animais foram anestesiados e perfundidos
transcardiacamente e seus encéfalos dissecados para avaliaciao da presenca das CMMO-EGFP

por imunofluorescéncia para GFP. Os demais animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical e seus encéfalos coletados para pesquisa do gene que codifica a GFP, por PCR.

(Figura 7).

Rotarod PCR
6-OHDA 1° Transplante IC 2° Transplante IC IF
-21 -7 0 10 20 30 50 dias
Apomorfina Rotarod Rotarod
Apomorfina Apomorfina

Figura 7 - Delineamento do experimento 3.
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4 RESULTADOS
4.1 COMPROVACAO DA EFICACIA DA LESAO UNILATERAL COM 6-OHDA

Para demonstrar a destrui¢do dos neuroénios dopaminércos da SN, decorrente da lesdao
do MFB pela 6-OHDA, foi realizada a imunofluorescéncia para TH. Na figura 8 oberva-se
deplecdo dos neurdnios dopaminérgicos da SN no hemisfério direito (HD), enquanto que o
hemisfério esquerdo (HE) apresenta-se normal, demonstrando a eficdcia do modelo de DP.
Além disso, podemos observar também que a VTA permanece intacta, em ambos o0s

hemisférios, indicando a precisdo da injecao.

Figura 8 — Imunofluorescéncia para TH. Eficicia da lesdo unilateral com 6-OHDA
demonstrada pela deple¢do neurdnios dopaminérgicos na SN do hemisfério direito
(HD). O hemisfério esquerdo permanece intacto (HE).

4.2 CITOMETRIA DE FLUXO E FENOTIPAGEM DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA
PARA TRANSPLANTE

A fracdo mononuclear isolada para o transplante apresentou positividade para os

marcadores CD8a, CD19, CD34, CD45, CD117 e Scal (Figura 9).

4.3 EXPERIMENTO 1

4.3.1 Testes de avaliacdo da funcdo motora

4.3.1.1 Teste de desempenho do Rotarod em aceleracdo

Para avaliar a fungdo motora dos animais, utilizamos o teste do Rotarod em

aceleracdo. O teste GEE nao revelou interagdo significativa entre os grupos e os tempos, na
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laténcia de queda (P = 0,29; Figura 10) . Também ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos Salina-IV e CMMO-IV (P= 0,22), nem entre os tempos
analisados (P= 0,50), indicando que as CMMO, quando transplantadas por via intravenosa,

ndo restauram a fun¢do motora dos animais parkinsonianos.

X 3 % em 50.000 eventos

¢ CD8a 1,12

0 40 w0 800 1000 0 X0 W0 0 w0 K €019 4,28
cD34 9,78

A CD4s 4,12
" 8 €D117 5,32
.\-\ ) J Scal 6,49

Figura 9 — Citometria de fluxo para imunofenotipagem das CMMO. As células
extraidas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6-EGFP apresentaram os
seguintes marcadores CD8a, CD19, CD34, CD45, CD117 e Scal.
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Figura 10 — Comparacao do desempenho no teste de Rotarod entre os grupos ao
longo do tempo. Laténcia de queda (segundos) observada no tempo zero (pré-
transplante), 10 e 30 dias pds-transplante. Dados expressos em média = SEM
(GEE).Grupo CMMO - IV (N=10); grupo Salina — IV (N=7).

4.3.1.2 Teste de Rotacdo Induzida por apomorfina

Outro teste utilizado para comparar a fungdo motora dos animais entre os grupos, foi o
teste de rotacdo induzida por apomorfina. No entanto, ndo se verificou interagdo significativa
entre os grupos ¢ o tempo (P = 0,90 em GEE; Figura 11). Também ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos CMMO-IV e Salina-IV (P = 0,51), nem no

desempenho dos animais nos diferentes tempos analisados (P = 0,88).

4.3.2 Reaciao em Cadeia da Polimerase

Para avaliar a migracdo das CMMO-EGFP, transplantadas através da veia da cauda,
para o encéfalo dos camundongos, rastreou-se o gene da GFP através da técnica de PCR.
Observou-se, entdo, a presenga desse gene no encéfalo dos animais parkinsonianos lh (Figura
12A), 24h (Figura 12B) e 7 dias (Figura 12C) ap6s o transplante. A andlise feita 15 e 30 dias
pos-transplante foi negativa para a presenca do gene EGFP no encéfalo dos animais (dados

nao mostrados).
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Figura 11 — Comparacio do n° de rotacdes contralaterais no teste da apomorfina entre
grupos ao longo do tempo. Numero de rotagdes observado antes do transplante (-7 dias), 10
e 30 dias pds-transplante, sendo que o transplante foi realizado no dia zero. Dados expressos
em média + SEM (GEE). Grupo CMMO - IV (N=10); grupo Salina — IV (N=7).

Figura 12 — PCR pés-transplante intravenoso. Gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio. A) 1h pos infusdo de CMMO. B) 24h pos infusdo de CMMO e C) 7 dias pds infusdo
de CMMO. Canaleta A: amostras de encéfalo. Canaleta Mark.: marcador de peso molecular
(100 pb); Canaleta C+: controle EGFP+; Canaleta Mix: controle negativo.

4.3.3 Imunofluorescéncia

Para avaliar a sobrevivéncia e migracao das células transplantadas por via sistémica,
para o encéfalo dos animais, também foi realizada analise por imunofluorescéncia 24h e 7

dias pos-transplante. Apenas duas CMMO-EGFP foram encontradas no encéfalo de animais
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parkinsonianos 24h poés-transplante, confirmando os achados da técnica de PCR. Porém,

nenhuma célula foi encontrada 7 dias apos (Figura 13).

DAPI/GFP
r

i DAPI/GFP
|

DAPI/GFP

Figura 13 - Imunofluorescéncia anti-GFP 24h pés-transplante. Controle positivo
1 (A — C): CMMO-EGFP transplantadas diretamente no encéfalo de um camundongo.
Controle positivo 2 (D — E): encéfalo de animal transgénico que expressa GFP
(animal doador das CMMO). Amostra (G — I): encéfalo de animal parkinsoniano
transplantado pela veia da cauda. As setas apontam células EGFP co-localizadas
com DAPI (marcador de nucleo celular).

4.4 EXPERIMENTO 2

Tendo em vista que o transplante intravenoso de CMMO ndo teve efeito sobre a

funcdo motora dos camundongos parkinsonianos, avaliou-se os efeitos do transplante das
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CMMO no estriado direito de camundongos induzidos ao modelo lesional da DP com 6-

OHDA.

4.4.1 Testes de avaliacao da funcio motora

4.4.1.1 Teste de desempenho do Rotarod em aceleracio

A figura 14 mostra a comparacao da laténcia de queda entre os grupos, antes, 10 dias e
30 dias ap6s o transplante. Nao se observou interagdo significativa entre os grupos e o tempo
(P=0,33 em GEE). O teste GEE demonstrou, porém, efeito significativo do tempo (p = 0,04)
quando analisado separadamente. Quando aplicado o post hoc Sidak, no entanto, ndo foi

observada diferenca significativa no desempenho dos animais entre os tempos testados.
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Figura 14 - Comparacio do desempenho no teste de Rotarod entre os grupos. Laténcia
de queda (segundos) dos animais observada antes (tempo zero), 10 e 30 dias depois do
transplante. Dados expressos em média = SEM (GEE). CMMO-IC (N=9); Salina-IC (N=6).

4.4.1.2 Teste de Rotacdo Induzida por Apomorfina

Outra forma de avaliar o déficit causado pela inje¢do de 6-OHDA no MFB de
camundongos C57BL/6 ¢ através da andlise indireta da resposta dopaminérgica do animal,
utilizando um analogo da dopamina, a apomorfina. Através do teste GEE verificou-se um
efeito significativo do tempo (P= 0,001) no nimero de rotagdes contralaterais realizadas pelos
animais. O post hoc Sidak revelou que o grupo Salina — IC realizou um maior nimero de

rotagdes contralaterais 10 (172,57 + 15,09 rotagdes; P = 0,027) e 30 dias apds o transplante
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(170,43 + 10,54 rotagdes; P = 0,035) quando comparado ao teste realizado antes do
transplante (115,86 + 15,7 rotacdes). Esses dados demonstram uma piora do grupo Salina-IC,
em 10 dias apds o transplante, que se mantem aos 30 dias. J& o grupo CMMO — IC apresentou
desempenho semelhante antes (150,33 £+ 17,202 rotagdes) e 10 dias apds o transplante (142,56
+ 20,16; P>0,99). No teste realizado 30 dias pos-transplante, houve um aumento, embora nao
significativo, no nimero de rotagdes (198 + 24,08 rotagdes) em comparacdo ao periodo pré
(P=0,22) e 10 dias pods-transplante (P=0,062). Esses resultados sugerem que as CMMO
impedem, mesmo que temporariamente, a progressdo da morte neuronal induzida pela 6-
OHDA, avaliada indiretamente pelo teste da apomorfina. Nao se observou, no entanto, uma
interacdo significativa entre os fatores grupo e tempo (P=0,081 em GEE; Figura 15), nem

uma diferenca significativa entre os grupos (P=0,56 em GEE).
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Figura 15 - Comparacio do numero de rotacdes no teste da apomorfina entre os
grupos. Numero de rotagdes observado antes do transplante (-7 dias), 10 e 30 dias
apos o transplante, sendo que o transplante foi realizado no dia zero. Dados
expressos em média + SEM. *P=0,027 vs. Salina — IC pré-transplante; "P=0,035 vs.
Salina — IC pré-transplante, no post hoc Sidak, apés GEE. CMMO-IC (N=9); Salina-IC
(N=6).

4.4.2 Reaciao em Cadeia da Polimerase

Para avaliar a sobrevivéncia das CMMO-EGFP, transplantadas no estriado direito de
camundongos com DP, rastreou-se o gene da GFP através da técnica de PCR. Observou-se,
entdo, a presenca desse gene no encéfalo dos animais parkinsonianos 10 e 30 dias apds o

transplante (Figura 16).
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Figura 16 — PCR pés-transplante intracerebral. Gel de agarose 2% corado com brometo
de etidio. Canaleta A: 10 dias po6s infusdo de CMMO. Canaleta B: 30 dias pds infusdo de
CMMO. Canaleta Marc.: marcador de peso molecular (100 pb);; Canaleta C+: controle
EGFP+; Canaleta Mix: controle negativo.

4.4.3 Imunofluorescéncia

Para confirmacdo dos resultados do PCR e verificacao da presenca das CMMO-EGFP
no encéfalo dos animais, também foi realizada andlise por imunofluorescéncia 10 e 30 dias
apos o transplante. Diversas células EGFP foram encontradas no estriado desses animais, em

ambos os tempos analisados (Figura 17).

4.5 EXPERIMENTO 3:

O transplante intraestriatal de CMMO em camundongos submetidos ao modelo
lesional da DP parece ter um efeito benéfico, embora fraco, sobre a resposta dopaminérgica
desses animais, visualizada através do teste de rotacdo induzida por apomorfina. Esse efeito,
no entanto, parece nao refletir na melhora da fungdo motora como um todo, avaliada pelo
teste de Rotarod em aceleragdo. Kefalopoulou e colaboradores (2014) demonstraram que o
duplo transplante de neurdnios dopaminérgicos derivados de hESC em pacientes com DP
melhora a escala motora UPDRS, por até 18 anos em que foram acompanhados. Sendo assim,
hipotetizou-se que seria possivel potencializar o efeito das CMMO, realizando um segundo
transplante no estriado dos camundongos parkinsonianos. Para tanto, um grupo de animais
parkinsonianos foi submetido a um segundo transplante de CMMO ou solugao salina, 20 dias

apods o primeiro, e avaliados quanto a fun¢do motora.
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GFP/DAPI

GFP/DAPI

Figura 17 - Imunofluorescéncia anti-GFP. 10 dias pds-transplante IC (A — C); 30 dias pos-
transplante IC (D — E). C e D representam as CMMO — EGFP co-localizadas com DAPI
(marcador de ntcleo celular).

4.5.1 Testes de avaliacdo da funcdo motora

4.5.1.1 Teste de desempenho do Rotarod em aceleracio

O teste GEE n3o mostrou interacdo significativa entre os fatores grupo e tempo
(P=0,35; Figura 18). Também ndo foi evidenciada diferenga significativa entre os grupos
(P=0,80), nem no desempenho dos animais nos diferente tempos analisados (P=0,15). O
duplo transplante de CMMO nao foi capaz de melhorar a fungdo motora dos animais, avaliada

pelo teste de Rotarod em aceleragao.
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Figura 18 - Comparaciao do desempenho no teste de Rotarod entre os grupos.
Laténcia de queda dos animais observada antes (tempo zero), 10 e 30 dias depois do
1° transplante, sendo que o primeiro transplante foi realizado no dia zero e 0 2° no
dia 20. Dados expressos em média £ SEM (GEE). CMMO-IC (N=7); Salina-IC (N=5).

4.5.1.2 Teste de Rotacdo Induzida por Apomorfina

A fim de verificar se um segundo transplante poderia potencializar o efeito das
CMMO sobre a resposta dopaminérgica dos camundongos parkinsonianos, esses animais
receberam novamente uma inje¢do de CMMO no estriado direito, 20 dias apds o primeiro
transplante. Foi observada uma intera¢do significativa entre os fatores grupo e tempo
(P=0,006 em GEE; Figura 19), embora ndo tenha sido verificada diferenca significativa entre
os grupos (P=0,29). O teste GEE revelou, ainda, diferenca significativa do desempenho dos
animais nos diferentes tempos estudados (P=0,004). O post hoc Sidak apontou uma piora do
grupo Salina + Salina em 10 dias pos-transplante (371,2 + 41,82 rotagdes), verificada pelo
aumento no nimero de rotagdes, em comparagdo ao periodo pré-transplante (244,2 + 26,86
rotagdes; P=0,001) e comparado ao grupo CMMO + CMMO pré-transplante (203 + 27,37
rotagdes; P=0,011). Ja o grupo CMMO + CMMO manteve constante o niimero de rotagdes
em 10 dias pods-transplante (235,62 + 47,22 rotagdes) em comparagdo ao periodo pré-
transplante (203 + 27,37 rotagdes; P>0.99). Foi verificado, no entanto, um aumento
significativo no numero de rotagdes, 30 dias apds o transplante (346,78 + 33,08 rotacdes;
P<0,001) em comparagdo ao teste realizado pré-transplante. Esses dados confirmam o
resultado obtido anteriormente, com a inje¢do intracerebral Unica, demonstrando que as

CMMO protegem temporariamente o animal da morte neuronal induzida pela 6-OHDA,
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avaliada indiretamente pelo teste da apomorfina. No entanto, o segundo transplante de

CMMO nao foi eficaz na manutengao desse efeito.
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Figura 19 - Comparacio do numero de rotacdes no teste da apomorfina entre os
grupos. Numero de rotagdes observado antes do transplante (-7 dias), 10 e 30 dias
apos o primeiro transplante, sendo que o 10 transplante foi realizado no dia zero e o
segundo no dia 20. Dados expressos em média = SEM. *P= 0,011 vs. CMMO +
CMMO pré-transplante; ***P= 0,001 vs. Salina + Salina pré-transplante; ** *P<0,001
vs. CMMO + CMMO pré-transplante, no post hoc Sidak, apos GEE. CMMO-IC (N=7);
Salina-IC (N=5).

4.5.2 Reaciao em Cadeia da Polimerase

Para avaliar a sobrevivéncia das CMMO-EGFP, transplantadas no estriado direito de
camundongos com DP, rastreou-se o gene da GFP através da técnica de PCR. Observou-se,
entdo, a presenca desse gene no encéfalo dos animais parkinsonianos 30 dia ap6s o segundo

transplante (Figura 20).

4.5.3 Imunofluorescéncia

Para confirmagao dos resultados do PCR e verificagao da presengca das CMMO-EGFP
no encéfalo dos animais, também foi realizada analise por imunofluorescéncia 30 dias apds o

segundo transplante. Diversas células EGFP foram encontradas nesse periodo (Figura 21).



Resultados 58

Figura 20 — PCR pos-transplante duplo. Gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio. Canaleta A: 30 dias apds segunda infusio de CMMO. Canaleta Marc.: marcador de
peso molecular (100 pb); Canaleta C+: controle EGFP+; Canaleta Mix: controle negativo.

i ' GFP DAPI f&m GFP/DAPI

Figura 21 - Imunofluorescéncia anti-GFP. 30 dias ap6s o segundo transplante IC
(A — C); C representa as CMMO — EGFP co-localizadas com DAPI (marcador de
nucleo celular).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito do transplante intravenoso de CMMO sobre a
funcdo motora de animais com DP, analisada através dos testes de Rotarod e rotagdo induzida
por apomorfina. A maioria dos estudos pré-clinicos envolvendo células-tronco na DP realiza
transplante diretamente no encéfalo dos animais estudados (CAPITELLI et al., 2014). Tendo
em vista que alteragdes na BBB foram descritas em pacientes com DP (KORTEKAAS et al.,
2005; PERSIDSKY et al., 2006), a via intravenosa para a terapia celular passou a ser de
grande interesse, devido a sua facilidade de aplicacdo clinica. Kortekaas et al (2006)
observaram dano da BBB causado pela disfun¢do da glicoproteina-P (P-gp), em pacientes
com DP. O transportador de P-gp, encontrado em altas concentracdes na BBB (DEMEULE et
al., 2001), impede a entrada de substincias exdgenas no tecido encefalico (BARTELS et al.,
2008). Porém, quando se trata da DP em estagio inicial, o aumento na permeabilidade da
BBB ndo ¢ observado (BARTELS et al., 2008). J& em modelos animais da DP, foram
descritas alteracdes na BBB tanto apos o tratamento de roedores com MPTP, quanto em ratos
lesionados pela 6-OHDA (CARVEY et al., 2005; CHAO et al., 2009; CAPITELLI et al.,
2014).

A laténcia de queda de camundongos parkinsonianos, no teste de Rotarod, foi
avaliada, por nosso grupo, antes e, 10 e 30 dias ap6s o transplante intravenoso de CMMO.
Nao houve, porém, diferenga significativa no desempenho do animal tratado (CMMO-IV) em
comparag¢do ao grupo Salina-IV (SILVA, 2011). Bahat-Stroomza e colaboradores (2009)
demonstraram que o transplante de células que expressam marcadores de astrocitos, derivados
de MSCs humanas, no estriado de ratos parkinsonianos promove aumento da laténcia de
queda desses animais . Entretanto, além do tipo celular utilizado, o protocolo do teste de
Rotarod aplicado foi diferente nos dois estudos. Bahat-Stroomza e colaboradores (2009)
utilizaram um protocolo constante, na velocidade de 16 RPM, enquanto que em nosso estudo
a velocidade de rotagao varia de 16 — 37 RPM. Foi demonstrada, também, melhora da fungao
motora avaliada pelo teste de Rotarod, apds o transplante intracerebral de MSCs em
camundongos submetidos ao modelo da DP com MPTP. O teste foi realizado em duas
frequéncias diferentes, 16 ¢ 20 RPM (LI et al, 2001). Diferencas no delineamento dos
estudos, como quantidade/tipo de células-tronco transplantadas e vias de administragdo,
podem justificar os resultados contrarios encontrados por nosso grupo no teste de Rotarod,

além da discrepancia entre os protocolos empregados nessa avaliacdo.
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Outra tarefa utilizada, no presente estudo, para avaliar a fungdo motora dos animais foi
o numero de rotacdes contralaterais induzidas por apomorfina. As CMMO, entretanto, nao
foram capazes de modificar a assimetria rotacional em comparacdo ao grupo Salina-1V.
Poucos dados estao disponiveis na literatura a respeito do transplante intravenoso de células-
tronco para o tratamento da DP. Wang e colaboradores (2010), por sua vez, demonstraram
que o transplante de MSCs na veia femoral de ratos parkinsonianos, 2h apos lesdo com 6-
OHDA, promove diminui¢do do nimero de rotacdes induzidas por anfetamina, até 4 semanas
pos-transplante . Além do tipo celular utilizado, nosso estudo se difere quanto ao tempo pds-
lesdo em que a injecdo das células foi realizada, o qual parece crucial para o efeito terapéutico
das células-tronco. Nesse sentido, o transplante agudo dessas células parece ser mais eficaz.

Para avaliar a sobrevivéncia e a migracdo das CMMO transplantadas pela veia da
cauda em camundongos parkinsonianos, a presenca do gene da GFP no encéfalo dos animais
foi investigada por PCR, 1h, 24h, 7, 15 e 30 dias apo6s o transplante. Foi demonstrado, entdo,
que as CMMO-EGFP, transplantadas 3 semanas apds a lesdo com 6-OHDA, sdo detectadas
até 7 dias pos-transplante. No entanto, apenas uma quantidade minima das células alcanca o
tecido encefalico e pode ser observada, apenas 24h pos-transplante, através da marcagdo por
imunofluoréscencia para GFP. A diferenca nos achados das duas técnicas justifica-se pois o
PCR, além de ser um teste mais sensivel, utiliza o tecido a fresco, possibilitando encontrar
material genético tanto no tecido encefalico quanto na circulagdo sanguinea, diferente da
imunofluorescéncia em que o encéfalo ¢ perfundido. Esses resultados sugerem que as CMMO
sobrevivem por mais tempo na circulagdo do que no cérebro dos animais parkinsonianos.
Além disso, podem refletir uma maior concentracao sist€émica de células, tendo em vista a sua
via de administra¢do. Dados na literatura mostram que o transplante de MSCs que expressam
marcadores neuronais, no estriado de ratos parkinsonianos, sobrevivem por até 3 semanas
apds o transplante (SUON et al., 2006; GLAVASKI-JOKSIMOVIC et al., 2009). No
entanto, a inje¢do intraestriatal pode facilitar a integragdo e a sobrevivéncia dessas células.

Além disso, pesquisadores encontraram CMMO e/ou MSCs até 7 dias apds o
transplante i.v. no encéfalo de ratos parkinsonianos (WANG et al., 2010; CAPITELLI et al.,
2014). Essa diferenca pode ser justificada pelo periodo em que as células-tronco foram
administradas. Embora a quebra na BBB possa ser observada até, pelo menos, 34 dias, apos a
injecdo de 6-OHDA no MFB (CARVEY et al., 2005), as nossas CMMO, transplantadas 3
semanas apods a lesdo, falharam em migrar até o encéfalo em grandes quantidades. J& Wang

(2010) e Capitelli (2014) e colaboradores injetaram as células no maximo 24h apds a indugdo
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do modelo. Uma vez que a lesdo ¢ considerada aguda nesse periodo, a mesma pode ter
atraido um maior nimero de células para si, promovendo maior aderéncia e sobrevivéncia
dessas células.

A migragdo das células transplantadas para a regido lesada pode ocorrer devido a um
processo inflamatdério desencadeado pela inje¢do de 6-OHDA ou MPTP, que promove a
proliferacdo de micrédglia ativada na substancia negra, parte compacta (SNc) (GRUNBLATT
et al., 2000). Essa microglia, por sua vez, libera fatores quimiotaticos, como o SDF-1 (do
inglés, stromal cell-derived fator I) que estimula a migragdo de progenitores hematopoiéticos
e neuronais durante o desenvolvimento embrionario (HELLMANN et al., 2006) Esses dados
sugerem que a inflamagdo induzida pela lesdo funciona como estimulo para o recrutamento
das células transplantadas (HELLMANN et al., 2006).

O fato das CMMO terem sido detectadas no encéfalo de camundongos com DP apenas
em pequena quantidade, até 24h apos o transplante intravenoso, talvez explique porque nao
foi observado efeito dessas células sobre a fungdo motora dos animais. Nao conseguimos,
portanto, avaliar o efeito terapéutico das CMMO na DP. A grande maioria dos estudos nessa
area utilizam hESC ou MSC de diversas fontes, as quais necessitam de expansdo e/ou
diferenciagdo em cultura. J& as CMMO sdo de facil obtengdo e permitem o transplante
autélogo. Apenas um estudo a respeito do uso de CMMO no modelo animal do MPTP esta
disponivel na literatura (CAPITELLI et al, 2014). Sendo assim, os experimentos 2 e 3
avaliaram a eficécia do transplante intraestriatal das CMMO em camundongos submetidos ao
modelo da 6-OHDA de DP.

O presente estudo demonstrou importantes diferencas ao longo do tempo no teste de
apomorfina, sendo que os grupos tratados com salina apresentaram um comportamento
rotacional diverso daquele verificado nos grupos transplantados com CMMO, nos diferentes
tempos avaliados. Nao houve, no entanto, diferenca significativa quando comparado o grupo
CMMO-IC com o Salina-IC, ou 0 CMMO + CMMO com o Salina + Salina, em cada um dos
tempos analisados. Esses achados podem ser justificados pela variabilidade da lesdo
dopaminérgica induzida pela 6-OHDA. Estudos demonstram que esse modelo de DP pode
promover uma reducdo entre 12 € 97% dos neurdnios dopaminérgicos (IANCU et al., 2005).
Nesse sentido, a avaliagdo intragrupo ao longo do tempo, parece ser mais eficaz para
demonstrar os efeitos das diferentes intervengdes terapéuticas utilizadas.

No experimento 2, camundongos parkinsonianos foram submetidos, 3 semanas apos

da lesdo do MFB com 6-OHDA, a infusao intraestriatal de CMMO ou solucao salina. Nao foi
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observada diferenca entre os grupos na fun¢ao motora avaliada através do teste de Rotarod, 10
e 30 dias ap6s o transplante, nem diferenca significativa intragrupo nos tempos analisados. Ja
no teste da apomorfina, o grupo Salina-IC apresentou, nas avaliagdes 10 e 30 dias pos-
transplante, um aumento significativo da assimetria rotacional em comparacao ao periodo pré-
transplante. Por outro lado, o grupo CMMO-IC manteve constante o numero de rotagdes
contralaterais, 10 dias pos-transplante, quando comparado ao periodo pré-transplante,
demonstrando um aumento, ndo significativo, dessas rota¢des apenas 30 dias apos o
transplante.

Esses dados sugerem uma interessante dissocia¢do entre a resposta dopaminérgica e a
funcdo motora do animal, demonstrando que o efeito observado 10 dias apds o transplante de
CMMO, no teste da apomorfina, ndo reflete na melhoria da fungdo motora como um todo. A
apomorfina ¢ um agonista da dopamina que atua sobre os receptores dopaminérgicos que
encontram-se hipersensibilizados ap6s destruicdo da via nigroestriatal (UNGERSTEDT,
1971; HEFTI et al., 1980) A injecdo de apomorfina promove rotagdes contralaterais a lesao e
esse numero esta relacionado com o grau de lesdo do circuito nigroestriatal (BOVE e
PERIER, 2012). J& o Rotarod, segundo Iauncu e colaboradores (2005), ¢ o teste motor
espontaneo que melhor reflete a perda neuronal da SN. No entanto, esse teste avalia a
coordenacao motora do animal (BAHAT-STROOMZA et al., 2009), e ndo depende apenas do
controle dopaminérgico. Logo, outras vias motoras podem ser ativadas durante a execugao
desse teste e mascarar a disfungdo e/ou recuperacdo dos nucleos da base. Sendo assim, as
CMMO transplantadas diretamente no estriado de camundongos parkinsonianos parecem
atuar sobre a resposta dopaminérgica nesses animais, efeito que ndo se traduz na melhora da
funcdo motora no teste de Rotarod.

Para elucidar os mecanismos envolvidos nesse efeito dissociado das CMMO, novos
estudos precisam ser realizados. Um efeito semelhante foi observado quando comparada a
diminuicdo dos niveis de dopamina, apds a inje¢do de 6-OHDA no estriado de ratos, e o
desempenho desses animais no lateral stepping test. Na e colaboradores (2010) demonstraram
que a 6-OHDA induz a redu¢do de mais de 80% nos niveis de dopamina no estriado, nos trés
primeiros dias pos-lesdo e, essa diminui¢do permanece estavel até 4 semanas apds a indugao
do modelo. Por outro lado, embora o desempenho no stepping test esteja prejudicado logo
apods a lesdo do estriado, uma melhora nesse teste pode ser evidenciada a partir de 7 dias,

continuando por pelo menos 4 semanas (maior tempo avaliado) (NA et al., 2010).
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Nosso estudo demonstrou ainda que o aumento da assimetria rotacional observado nos
grupos tratados com salina, em 10 dias apds o transplante, ocorre apenas em 30 dias nos
grupos tratados com CMMO. Esses resultados sugerem que as CMMO impedem a progressao
da morte neuronal e/ou da redugdo nos niveis de dopamina causados pela 6-OHDA, avaliadas
indiretamente pelo teste da apomorfina, porém esse efeito parece ser de curta duragdo.
Acreditamos que a microglia e o processo inflamatorio possam estar envolvidos no
mecanismo de agao das CMMO.

Estudos demonstram que a microglia parece estar envolvida na patogenia de doengas
neurodegenerativas, como a doen¢a de Alzheimer (CAGNIN et al., 2001) e a DP (MCGEER
et al., 1988; KIM et al., 2009apud ). A microglia corresponde a célula de defesa do cérebro
(CICCHETTTI et al., 2002) e expressa diversas citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1, TNF-a
e IFN-y (Revisado por GEHRMANN et al, 1995). Essas células, quando ativas, sdo
responsaveis pela remoc¢do de restos celulares do tecido encefalico, mas também podem
promover morte neuronal (CICCHETTI et al., 2002). Marinova-Mutafchieva e colaboradores
(2009) demonstraram que a microglia ativada participa da morte celular causada pela injecao
de 6-OHDA no MFB . Pesquisadores descrevem, ainda, que a ativagdo da microglia ocorre
antes da morte dos neurdnios dopaminérgicos € que, uma vez ativada, promove
continuamente essa neurodegeneracao (GAO et al., 2002; CHO et al., 2006). Além disso,
Kim e colaboradores (2009) comprovaram que o transplante de MSCs reduz a morte de
neuronios TH+ através da diminui¢do da micréglia ativada e TNF-a. Sendo assim, podemos
postular que o efeito protetor das CMMO observado, 10 dias ap6s o transplante, no teste da
apomorfina, ocorre devido ao atraso na ativacdo na microglia, que consequentemente impede
a progressdo da neurodegeneragdo. O transplante dessas células, no entanto, parece apenas
protelar, mas nao bloquear em definitivo a ativagao da microglia, o que explicaria o déficit na
resposta dopaminérgica observado 30 dias apds o transplante, através do aumento da
assimetria rotacional.

Baseado em um estudo clinico que, demonstrou que o transplante duplo de neurénios
dopaminérgicos derivados de hESC em pacientes com DP melhora a escala motora UPDRS,
por até 18 anos, nesses pacientes (KEFALOPOULOU et al., 2014) , delineamos o
experimento 3. Na tentativa de potencializar o efeito das CMMO no estriado de camundongos
parkinsonianos, realizamos o transplante duplo dessas células. O primeiro transplante foi
realizado no tempo zero e o segundo no dia 20. Como nos experimentos anteriores, 0s

animais foram avaliados nos testes de Rotarod e rotacdo induzida por apomorfina, 10 e 30
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dias ap0s o primeiro transplante. O segundo transplante, entretanto, falhou em manter o efeito
observado 10 dias pods-transplante, no teste de apomorfina, ndo impedindo o aumento
rotacional observado no grupo tratado com CMMO, 30 dias apds o transplante. O
desempenho no teste de Rotarod, continuou ndo demonstrando diferenga significativa entre os
grupos, nem ao longo do tempo.

Novamente, a resposta imuno-inflamatéria, mediada pela microglia, parece estar
envolvida no efeito do transplante intraestriatal de CMMO em camundongos parkinsonianos.
Dados da literatura descreveram que o pico da inflamagdo causada pela inje¢do de 6-OHDA
no estriado, ocorre trés semanas ap6s a inducdo do modelo (CICCHETTI et al., 2002). Dessa
forma, o primeiro transplante foi realizado exatamente nesse periodo, o que garantiu o
funcionamento, mesmo que temporario, dessas células. O segundo transplante, entretanto, foi
realizado em torno de 40 dias apds a lesdo com 6-OHDA. Sugerimos, entdo, que o transplante
tardio de CMMO ndo ¢ capaz de impedir a ativa¢do da micrdglia induzida pela 6-OHDA.

Além disso, de Vasconcelos dos Santos e colaboradores (2010) avaliaram a janela
terapéutica para o tratamento da isquemia em ratos . Foi observado que o transplante
intravenoso de CMMO promove melhora do desempenho animal no teste do cilindro, apenas
quando realizado 1 e 7 dias apds a isquemia, mas ndo aos 14 ou 30 dias. Esses dados estdo de
acordo com os nossos achados, confirmando que o transplante tardio de CMMO ndo possui
efeito terapéutico, a0 menos para as patologias e testes comportamentais em questdo. Isso nos
leva a crer que o periodo em que o transplante ¢ realizado, ¢ fundamental para que as CMMO
possam ter um efeito terapéutico na DP. Esses dados vem ao encontro da hipdtese de que as
CMMO restauram ou impedem o déficit da resposta dopaminérgica causada pela 6-OHDA,
funcionando como um obstaculo para ativagdo da microglia. Uma vez ativa, as CMMO
parecem nao ser capazes de restaurar a morte neuronal induzida pela micrdoglia. Estudos mais
aprofundados envolvendo a avaliacdo da dopamina, neurdnios TH+ e micréglia devem ser
realizados para comprovagao dessas hipdteses.

Nosso estudo avaliou, também, a sobrevivéncia das CMMO injetadas diretamente no
estriado de camundongos parkinsonianos. As células transplantadas foram detectadas, tanto
por PCR quanto por IF, até, pelo menos, 30 dias apds o primeiro e o segundo transplante.
Esses dados sugerem que, mesmo presentes no tecido encefalico, essas células possuem um
limiar de funcionamento e parecem ndo conseguir deter definitivamente a ativacdo da
microglia e a consequente morte neuronal. Achados semelhantes foram publicados por

Webber e colaboradores (2007) a respeito do transplante de progenitores neurais para
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recuperagdo da lesdo medular em ratos. Os pesquisadores demonstraram que essas células
sobrevivem por 6 semanas, embora a melhora comportamental tenha sido evidenciada apenas
até 35 dias pos-transplante. Esses resultados reforcam, também, que a presenca das CMMO
no tecido lesado ndo ¢ suficiente para induzir a recuperagdo do tecido e que o microambiente
em que essas células se encontram ¢ fundamental para o seu efeito terapéutico. Além disso,
nossos resultados indicam que a resposta inflamatoria pode ser crucial para o tratamento dos
animais com DP, mas ndo para a sobrevivéncia das células transplantadas no tecido

encefélico, a0 menos quando injetadas diretamente na regido de interesse.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo avaliou o efeito do transplante de CMMO, por diferentes vias de

administracdo e diferentes tempos, no modelo lesional da doenca de Parkinson e, permitiu as

seguintes conclusoes:

1.

O transplante intravenoso de CMMO nao foi capaz de melhorar a fun¢do motora de
camundongos parkinsonianos, avaliada pelos testes de Rotarod e rotacdo induzida por
apomorfina;

Demonstramos que as células injetadas migram em pequena quantidade para o
encéfalo e sdo detectadas por apenas 24h pos-transplante, no tecido;

Quando as CMMO foram transplantadas diretamente no estriado desses animais,
observamos que o niimero de rotagdes contralaterais a lesdo se manteve constante no
grupo CMMO-IC, 10 dias ap6s o transplante, quando comparado ao periodo pré-
transplante. Ao contrério, o grupo Salina-IC apresentou um aumento no numero de
rotacdes nesse periodo;

No entanto, um aumento, ndo significativo, no nimero de rotagdes induzidas por
apomorfina foi observado no grupo transplantado com CMMO, 30 dias apos o
transplante.

No teste de Rotarod, ndo foi observada diferenca entre os grupos com DP, nem entre
os tempos avaliados;

O transplante duplo de CMMO néo foi capaz de potencializar o efeito dessas células
observado no teste de rotacdo induzida por apomorfina, nem induzir melhora do
desempenho do animal no teste de Rotarod.

O presente estudo demonstrou, também, que tanto apos o transplante simples quanto o
duplo de CMMO diretamente no estriado de camundongos parkinsonianos, as células

podem ser detectadas por pelo menos até 30 dias pos-transplante.

Com essa pesquisa, podemos concluir que as CMMO, quando transplantadas no estriado

de camundongos parkinsonianos, possuem um efeito terapéutico de curta duracdo, sobre a

resposta dopaminérgica avaliada através do teste de apomorfina. Esses resultados sdo de

grande relevancia e podem, no futuro, contribuir para a terapia celular na doenca de

Parkinson, na pratica clinica. No entanto, experimentos adicionais sdo necessarios a fim de

elucidar os mecanismos envolvidos nesses efeitos.
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7 PERSPECTIVAS

Para avaliar os mecanismos por tras dos efeitos das CMMO transplantadas
diretamente no estriado de animais parkinsonianos, experimentos adicionais serdo realizados.

Serd avaliada a presenca de microglia ativada, diversos tempos apds a lesdo com a 6-
OHDA e ap0os o transplante de CMMO em camundongos parkinsonianos, através Micro-PET-
CT, utilizando a marcacio do PK11195 com carbono 11 (''C-PK11195). Além disso, a
expressao do mRNA para os receptores dopaminérgicos e transportador da dopamina (DAT)
sera avaliada, quantitativamente, por PCR em tempo real. A expressao desses receptores e do
DAT sera analisada por ELISA.

Considerando a hipotese do envolvimento da micrdglia e da resposta imune no efeito
das CMMO sobre a resposta dopaminérgica, sugerimos, ainda, que um segundo transplante
seja realizado antes de 20 dias ap6s o primeiro, na tentativa de manter o efeito das CMMO
por um periodo mais longo. Além disso, considerando que a diminui¢cdo nos niveis de
dopamina observada no estriado, apos a injecdo de 6-OHDA, ocorre como consequéncia da
morte neuronal induzida na SN, seria interessante realizar um transplante de CMMO
diretamente na SN dos animais parkinsonianos, para comparar com os resultados encontrados

no transplante intraestriatal.
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Highlights:

Intravenous BMMC did not restore parkinsonian mice’s motor function.

Intrastriatal BMMC improved dopaminergic response, 10 days post-transplant.

BMMC did not improve motor function evaluated by rotarod test.

- BMMC survived for up to 30 days after intrastrital transplant.
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Abstract

Parkinson’s disease is characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons from
the substantia nigra, a process that leads to a dopamine deficiency in the striatum. This
deficiency is responsible for the development of motor symptoms, including resting tremor,
bradykinesia, rigidity and postural instability. Based on the observation of substantial
neuronal death, alternatives to Parkinson’s disease treatment have been studied, including
cell-based therapies. The present study aimed to assess the therapeutic potential of
intravenous and intrastriatal transplant of bone marrow mononuclear cells in a mouse model
of Parkinson’s disease. Animals underwent stereotaxic surgery and received an injection of 6-
hydroxydopamine into their medial forebrain bundle. Three weeks later, mice were injected
with bone marrow mononuclear cells or saline through the caudal vein or directly into their
striatum. In addition, some animals received a double intrastriatal transplant. Motor function
was assessed using the rotarod and apomorphine-induced rotation tests. Our results show that
intrastriatal bone marrow mononuclear cells, but not intravenous, have a short-term
therapeutic effect on dopaminergic response of parkinsonian mice assessed by the
apomorphine-induced rotation test. This potential is not seen on rotarod test, showing
dissociation between dopaminergic response and motor function. Further experiments are
needed to elucidate the mechanisms involved in these effects.

Key words

Parkinson’s disease; mouse; stem cell; intravenous; intrastriatal; motor function.

ABBREVIATION LIST:
AP: ateroposterior

ML: mediolateral

DV: dorsal-ventral

IS: intrastriatal

IF: immunofluorescence
LH: Left hemisphere
RH: Right hemisphere
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is one of the most common neurodegenerative diseases and is
characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra (SN),
leading to a dopamine deficiency in the striatum (FAHN e SULZER, 2004; PARISH et al.,
2008; BANDOPADHYAY e DE BELLEROCHE, 2009). This neuronal loss is accompanied
by an increased number of glial cells and the appearance of Lewy’s body (FAHN e SULZER,
2004; LEES et al., 2009). The dopamine deficiency in Parkinson’s disease is responsible for
the development of motor symptoms, such as resting tremor, bradykinesia, rigidity and
postural instability (FAHN e SULZER, 2004; PARISH et al., 2008; BANDOPADHYAY e
DE BELLEROCHE, 2009). The cause of the neuronal death, as well as the selectively to
dopaminergic neurons, is not completely clear. Many hypotheses have being studied, as
protein aggregation and changes in their degradation, besides mitochondrial dysfunction and
oxidative stress (FAHN ¢ SULZER, 2004; WANG ¢ TAKAHASHI, 2007). In addition,
microglia seems to be involved in the pathogenesis of neurodegenerative diseases, as PD
(apud MCGEER et al., 1988; KIM et al., 2009). Marinova-Mutafchieva et al. (2009) have
also shown that activated microglia participates of the neuronal loss induced by the injection
of the 6-OHDA on the medial forebrain bundle (MFB), a broadly used rodent PD model.
Pharmacological therapies, such as monoamine oxidase-B inhibitors and levodopa are widely
used, the latter being the most effective for controlling motor symptoms (LEES ef al., 2009).
Surgical interventions, including deep brain stimulation (LIMOUSIN e MARTINEZ-
TORRES, 2008), can also be used. However, these approaches do not prevent disease
progression or neuronal degeneration. Furthermore, the continued use of levodopa may have
side effects, including motor fluctuations (“ON/OFF” periods), with sudden episodes of
rigidity and involuntary movements (dyskinesia) (ISACSON, 2004). Thus, other alternatives
have been studied, and one promising possibility is stem cell transplant.

Many pre-clinical and clinical studies have used fetal (MADRAZO et al., 1988; LINDVALL
et al., 1990; MADRAZO et al., 1990; FREED et al., 1992; SPENCER et al., 1992; HAUSER
et al., 1999; PICCINI et al., 1999; KEFALOPOULOU et al., 2014), neural (MEISSNER et
al., 2007; WEI et al., 2007) or embryonic (KIM et al., 2002; BARBERI et al., 2003) cells as
possible treatments for PD and have shown optimistic results. Ethical and religious concerns,
however, make the use of these cellular sources inappropriate in clinical practice (LEIST et

al., 2008). Conversely, bone marrow-derived stem cells are easy to obtain in substantial
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quantity and allow for autologous transplant (MINGUELL et al., 2000; ZHANG, Z. et al.,
2008). Some studies have successfully treated parkinsonian rodents with intracerebral
mesenchymal stem cells (MSCs) transplant (BAHAT-STROOMZA et al., 2009; BLANDINI
et al., 2010; DANIELYAN et al., 2011; DELCROIX et al., 2011). The potential of bone
marrow mononuclear cells (BMMCs), however, is poorly investigated in the field of PD.
Unlike MSCs, BMMCs do not require expansion and/or differentiation in culture (Capitelli,
2014). Whereas that the blood brain barrier (BBB) seems to be disrupted in PD (WOLBURG
e LIPPOLDT, 2002; KORTEKAAS et al., 2005; BARTELS ef al., 2008), as well as in PD
animals’ models using 6-OHDA and MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)
(CARVEY et al., 2005; CHAO et al., 2009), the intravenous pathway could also be useful to
the delivery of therapeutic agents that, naturally, could not cross the BBB. The present study
aimed to assess the therapeutic potential of BMMC intravenous and intrastriatal transplant in

a mouse model of PD.
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Material and methods

Animals:

Sixty male C57BL/6 mice (60-90 days of age) were housed four-five to a cage, were given
food and water ad libitum, and kept at 22-24°C under a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00
a.m.). BMMCs were extracted from 16 male C57BL/6-EGFP adult mice. Animals were
randomly assigned in groups, depending on the experiment (as follow).

All procedures were performed in accordance with the NIH Guide for the Care and use of
Laboratory Animals and with EU Directive 2010/63/EU. The study was approved by the

Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul Experimental Animal Commission.

Stereotaxic Surgery:

Animals were deeply anesthetized with an intraperitoneal (i.p.) injection of ketamine
(Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brazil; 80 mg/kg) and xylazine (Syntec,
Brazil; 16 mg/kg) and were held fixed in a stereotaxic alignment system (David Kopf
Instruments, USA) The scalp was opened through a midline incision, the skull was exposed
and a small burr hole was drilled. One microliter of 6-hydroxydopamine (H4381- Sigma
Aldrich, USA; 6-OHDA) was unilaterally infused into the right medial forebrain bundle
(MFB). Coordinates from bregma were the following: AP =-1.2 mm, ML = -1.2 mm and DV
=-5.00 mm (PAXINOS e FRANLKLING, 2003). Infusions were performed with a 25-gauge
(G) needle linked by a polyethylene tube to a 10-uL Hamilton syringe. The infusion was
performed at a flow rate of 0.5 pL/min with the aid of a pump (Insight, Brazil). Following 6-
OHDA injection, the needle was kept in place for five minutes and then removed slowly to
avoid reflux and to optimize toxin diffusion. Finally, the surgical wound was cleaned, and the

skin closed with silk sutures.

Obtaining bone marrow mononuclear cells:

BMMCs were obtained from C57BL/6 mice expressing a green fluorescent protein (GFP),

which was used as a reporter of transplanted cells (OKABE et al., 1997). Fresh bone marrow

was extracted from humeri, femora and tibiae with a 26G needle containing heparin (10,000
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U in 50 ml of DPBS). Material was centrifuged at 400 x g for 10 minutes. The cell pellet was
resuspended with Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) medium and fractionated on
a density gradient generated by centrifugation at 400 x g over a Ficoll-Paque solution
(Histopaque 1083, Sigma Aldrich, USA). The mononuclear fraction above the Ficoll-Paque
layer was collected and washed twice with DPBS. Cell concentrations were determined with a
Neubauer-counting chamber, and the number of viable cells was determined by Trypan Blue
exclusion. Extracted cells were distributed in 200pL aliquots, which contained 10’ BMMCs
for the systemic transplant, and in 1uL aliquots with 10° cells for the intrastriatal injection.
Cell concentrations to the transplant were determined in our previous studies {de Paula, 2012
#356}. For the detection of surface antigen, BMMCs were analyzed using a FACSCalibur
cytometer (BD Bioscience) and were positive for CD8a, CD19, CD34, CD45 and CD117 and

Scal expression (data not shown).

Intravenous Transplant:

Three weeks following 6-OHDA injection, some animals with MFB lesions were randomly
assigned to receive an intravenous (i.v.) infusion of 200 pL of a solution containing 10’
BMMCs (BMMC-IV group, n = 12) or saline (Saline-IV group, n = 11). Prior to the i.v.
infusion, animals were anesthetized with ketamine and xylazine. The solution was infused

through one of the caudal veins using a syringe (BD Ultra-Fine 0.5 mL).

Intrastriatal (1IS) Transplant:

Other group of animals was deeply anesthetized with ketamine and xylazine, were held fixed
in a stereotaxic alignment system and, then, one microliter of BMMC or saline were infused
unilaterally into the right striatum. Coordinates from bregma were the following: AP = -0,1
mm, ML = -2,4 mm and DV = -3,6 mm (PAXINOS ¢ FRANLKLING, 2003). The infusion
was performed at a flow rate of 0.5 pL/min with the aid of a pump (Insight, Brazil).

Rotarod test:

Motor function was analyzed using a rotarod apparatus (EFF 411, Insight, Brazil), three

weeks after PD model induction (pre-transplant), as well as 10 and 30 days post-transplant.
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Following an adaptation trial on the previous day, mice were tested three weeks post-lesion as
well as 10 and 30 days post-transplant. Adaptation consisted of placing the mouse on the
cylinder for 420 s at a constant rotation rate of 16 RPM. If the animal fell, it was placed back
onto the rod. The test was performed on an accelerating rotarod with an initial speed of 16
RPM, which was gradually increased to 37 rpm over ten phases. Each animal underwent three
trials of 420 s each at 30-minute intervals. For each session, the mean drop latency for the

three trials were calculated.

Apomorphine-induced rotation test:

Apomorphine-induced rotation was measured two weeks post-lesion as well as 10 and 30
days post-transplant. Mice received 1 mg/kg of apomorphine (i.p.; A4393 - Sigma Aldrich,
USA) and were placed in individual acrylic bowls with a diameter of 20 cm. Mice were
allowed to adapt to their environment for 10 min before the 30 min period during which turns
contralateral to the lesion were counted. Ipsilateral turns, if present, were deducted from the
total number of contralateral turns (ZHANG, X. et al., 2008; NILSSON et al., 2009). Because
of the lesion variability induced by this PD model (Iauncu, 2005), only animals with proven

rotational behavior between 50 — 500 rotation/30 min were kept in the study.

Nested polymerase chain reaction analysis

DNA was obtained from the brains of transplanted animals, at different times after BMMC
administration, depending on each experiment. To evaluate BMMC migration, we used the
forward primer 5'- TTGAATCGCCACCATGGTGAGC -3"and the reverse primer 5'-
TTGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTC -3’ complimentary to the EGFP DNA sequence,
and reamplified with the forward primer 5’- GGGCACAAGCTGGAGTACA -3’ and the
reverse primer 5°- ATGTTGTGGCGGATCTTGA -3° using a nested PCR technique.
Amplified products were detected using gel electrophoresis (2% agarose containing ethidium

bromide) and visualized under ultraviolet light (OKABE et al., 1997).
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Immunofluorescence (IF)

To assess the presence of the BMMC in mice brain, animals were deeply anesthetized with
ketamine and xylazin and perfused transcardially with saline followed by 4%
paraformaldehyde at 4 °C, at different times post-transplant. The brains were removed from
the skulls, post-fixed in the same solution for 24 h and cryoprotected by immersion in a 30%
sucrose solution in phosphate buffer at 4 °C until they sank. The brains were then quickly
frozen in isopentane that was cooled in liquid nitrogen (— 70 °C). Coronal sections of the
brain (8 um) were cut using a cryostat (Leica, USA). To identify grafted BMMC-EGFP
section were incubated with rabbit anti-GFP Alexa 488-conjugated antibody (A21311 — Life
Technologies; dilution 1:400) overnight at 4°C. To specifically stein the nuclei, 4,”6-diamino-
2-phenylindole (ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI, P-36931 — Life
Technologies, USA) was used. To detect grafted cells in mouse brain, double-stained sections
were examined to identify those GFP positive cells that colabeled with DAPI. Similarly, to
confirm the efficacy of PD model induction, mice brains were obtained by transcardiac
perfusion and frozen in isopentane that was cooled in liquid nitrogen (— 70 °C). Coronal
sections were obtained (20 pm) using a cryostat (Leica Biosystems) and incubated with rabbit
anti-TH antibody (AB152 — Millipore, USA; dillution 1:500) overnight at 4°C. After washing
in 0.1 M PBS, Alexa Fluor 568 (A11011 — Life Technologies; dilution 1:400) was added and
incubated at room temperature in the absence of light for 2 h. The nuclei were stained with
DAPI (Prolong” Gold Antifade Mountant with DAPI, P-36931 - Life Technologies, USA).
Reactivity of these antibodies had been confirmed in positive and negative control sections.
Slides were examined qualitatively in a confocal microscope (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss,
Germany) coupled to a Pro-Series High Performance CCD camera and Zen 5.0 Software

(Carl Zeiss, Germany).

Statistical analysis

Data are presented as mean =+ standard error of the mean (SEM), as indicated in the figure
legends. A Generalized Estimating Equation (GEE) followed by the Sidak post hoc test was
used to analyze the effect of BMMC transplant on the rotarod and apomorphine tests.
Analyses were performed using IBM SPSS Statistics software (22.0 version). A statistical

significance level of a = 0.05 and p<0.05 was applied to all tests.
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Experimental design

Experiment 1
To assess the therapeutic potential of the intravenous transplant of BMMC, 17 C57BL/6 mice

underwent stereotaxic surgery to induce PD. Two weeks following surgery, animals were
tested in the apomorphine-induced rotation to confirm the model efficacy. In the next week,
parkinsonian mice were tested in rotarod and, then, received intravenous transplant of BMMC
(BMMC-IV group, n= 10) or saline (Saline-IV group, n = 7). Groups were assessed again on
rotarod and apomorphine-induced rotation tests, 10 and 30 days post-transplant. Migration
and survival of BMMC was evaluated, in a subgroup, (n=10) 1h, 24h, 7, 15 and 30 days after
transplantation by PCR, as well as 24h and 7 day post-transplant by IF.

Experiment 2

This experiment aimed to evaluate the effect of BMMC intrastriatal transplant on the motor
function of parkinsonian mice. After model induction, apomorphine-induced rotation and
rotarod tests assay, animals underwent intrastriatal transplant of BMMC (BMMC-IS group; n
= 9) or saline (Saline-IS group, n= 6), as described above. Animal’s performance on rotarod
and apomorphine-induced rotation test was assessed again, 10 and 30 days after
transplantation. The presence of BMMC-EGFP cells into mice brain was assessed by IF, 10
(n=2) and 30 (n=2) days after transplantation. Furthermore, the survival of the transplanted

cells was also verified by PCR, 10 (n=2) and 30 days post-transplant.

Experiment 3

We also aimed to verify the effect of BMMC double transplant in parkinsonian animals’
motor function. PD-induced mice were evaluated in apomorphine-induced rotation and
rotarod tests, and then, transplanted with BMMC (BMMC + BMMC group; n = 7) or saline
(Saline + Saline group; n = 5), directly in the striatum. The first transplant was done at day
zero and the second at day 20. Mice were assessed in the motor function tests 10 and 30 days
after the first transplant. At the end of the study, some animals were deeply anesthetized,
perfused and BMMC-EGFP identified in their brains, by IF. The other animals were
sacrificed by cervical dislocation and their brains collected to verify the presence of GFP
gene, by PCR. The time line of the experimental design for each experiment was showed in

Figure 1.
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Figure 1 — time line of each experimental design: A) Experiment 1 — intravenous BMMC
transplant; B) Experiment 2 — intrastriatal BMMC transplant and C) Experiment 3 — double
intrastriatal BMMC transplant.
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Results

6-OHDA injection into MF'B promoted dopaminergic neurons’ degeneration in mice SN

The efficacy of the unilateral 6-OHDA injection, into mice MFB, degenerating dopaminergic
neurons from SNc was assessed by TH-IF. Figure 2 shows the neuronal loss in the right

hemisphere’s (RH) SNc, while the left hemisphere (LH) is intact.

Figure 2 — Immunofluorescence to TH: Efficacy of the unilateral lesion with 6-OHDA
showed by the loss of dopaminergic neurons in SNc of the right hemisphere (RH). SNc -
Substantia Nigra pars compacta; VTA — Ventral Tegmental Area; LH — left hemisphere.

Experiment 1

Intravenous BMMC did not restore the motor impairment induced by PD model, assessed by

rotarod test

To evaluate animals’ motor function the rotarod test was performed three weeks after 6-
OHDA injection (pre-transplant; day zero), as well as 10 and 30 days post-transplant. The
mean drop latency was used to measure motor changes. GEE test did not reveal a significant
interaction between groups and time (P = 0.29; Figure 3). In addition, it was not found
significant difference between groups Saline-IV and CMMO-IV (P = 0.22) nor among times
assessed (P = 0.50), indicating these cells, when transplanted by intravenous pathway, did not

restore animals’ motor function.
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Figure 3 — Rotarod test performance over time. Drop latency (seconds) observed at day
zero (pre-transplant) and at 10 and 30 days post-transplant. BMMC-IV (N=10) and Saline-IV

(N=7) groups received intravenous injection of BMMC or saline, respectively. Data are
presented as mean + SEM (GEE).

Intravenous BMMC didn’t decrease the apomorphine-induced rotation caused by 6-OHDA
MFB injection

We used the measure of contralateral rotations over time to evaluate whether BMMC 1i.v.
transplant improved animals motor function. It was not verified significant interaction
between groups and time (P = 0.90 in GEE; Figure 4). Furthermore, it was not shown
significant difference between groups CMMO-IV and Saline- IV (P = 0.51) nor in animals’

performance in the different times assessed (P = 0.88).

EGFP gene was detected in samples obtained from the brains of i.v. BMMC-transplanted

animals

We employed a nested PCR analysis to determine whether EGFP gene from BMMC,
transplanted systemically, could be detected in the brains of transplanted animals. Amplified
EGFP gene was found in the brain of parkinsonian mice 1 h (Figure 5A), 24 h (Figure 5B)
and 7 days (Figure 5C) following transplant. Analyses performed 15 and 30 days post-

transplant were negative for the GFP gene (data not shown).
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Figure 4 — Rotation number in apomorphine test over time. Number of contralateral
rotations observed before (day -7) and 10 and 30 days after transplant. The transplant was
carry out at day zero. BMMC-IV (N=10) and SAL-IV (N=7) groups received
intravenous injection of BMMC or saline, respectively. Data are presented as mean +
SEM (GEE).

Figure 5 — PCR analysis after intravenous transplant. Two percent agarose gel with
ethidium bromide staining. Mark.: molecular weight marker; A: brain samples; C+: positive
control, DNA extracted from C57BL/6-EGFP mouse; Mix: negative control. A) lh post-
transplant; B) 24h post-transplant; C) 7 days post-transplant.
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Very few cells were found in brain tissue after intravenous BMMC transplant

We also verified the survival and migration of BMMC to the mice brain, by IF, 24h and 7
days after intravenous transplant. Only a small amount of BMMC was found in the animals’
brain, 24h post-transplant, confirming the findings from PCR. However, no cells were found

at 7 days after BMMC injection (Figure 6).

5

= DAPI/GFP
|

DAPI/GFP

Figure 6 — Immunofluorescence to GFP 24h after intravenous transplant. Positive control
1 (A — C): BMMC-EGFP transplanted directly into mice brain. Positive control 2 (D — E):
brain from a C57BL/6-EGFP mouse (cells donor). Samples (G — I): brain tissue of
parkinsonian mice transplanted trough the tail vein. Arrows indicate EGFP cells co-localized
with DAPL.
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Experiment 2

As the intravenous transplant of BMMC didn’t have effects on parkinsonian mice’s motor
function, we assessed the therapeutic potential of the intrastriatal transplant of BMMC in DP

induced mice.

Intrastriatal BMMC did not prevent or restore the impairment caused by 6-OHDA injection

on rotarod test performance

Figure 7 shows the comparison of the mean of drop latency between groups, after lesion (pre-
transplant) and 10 and 30 days after transplant. No significant interaction between groups and
time was found (P = 0.33 in GEE). The GEE test showed, indeed, a significant effect of time
(P = 0.04) in the animals performance. When the Sidak post hoc was applied, however, no

differences were seen among times assessed.
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Figura 7: Rotarod test performance over time. Drop latency (seconds) observed at
day zero (pre-transplant) and at 10 and 30 days post-transplant. BMMC-IS (N=9) and
Saline-IS (N=6) groups received intrastriatal injection of BMMC or saline,
respectively. Data are presented as mean £+ SEM (GEE).

The transplant of BMMC into parkinsonian mice’s striatum seems to prevent the

dopaminergic deficit, assessed by apomorphine-induced rotation test.

We used the apomorphine-induced rotation test as an indirect measure of the mice

dopaminergic response. The GEE test showed a significant effect of time (P=0.001) in
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animals’ contralateral rotations number. The post hoc Sidak reveled that Saline-IS group
performed a greater number of contralateral rotation 10 (172 £ 15.09 rotations; P=0.027) and
30 days post-transplant (170.43 £ 10.54 rotations; P= 0.035) in comparison to the test
performed prior to the transplantation (115.86 + 15.7 rotations). These data show a worsening
of Saline-IS group, in 10 days post-transplant, that lasts till 30 days. The group CMMO-IS,
however, presented a similar performance before (150.33 £ 17.02 rotations) and 10 days post-
transplant (142.56 £ 20.16; P >0.99). On the test carried out 30 days after transplantation,
there was an increase, but no statistic significant, of the rotations number (198 + 24.08
rotations) compared to the period pre (P=0.22) and 10 days post-transplant (P = 0.062). These
results suggest that BMMC prevent, even temporarily, the progression of neuronal death
induced by 6-OHDA, assessed indirectly by the apomorphine test. It was not shown, however,
a significant interaction between the factors group and time (P= 0.081 in GEE; Figure 8), nor

a significant difference between groups (P = 0.56 in GEE).
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Figure 8: Rotation number in apomorphine test over time. Number of contralateral
rotations observed before (day -7) and 10 and 30 days after transplant. The transplant was
carry out at day zero. BMMC-IS (N=9) and Saline-IS (N=6) groups received intrastriatal
injection of BMMC or saline, respectively. Data are presented as mean + SEM. *P = 0.027 vs.
Saline-IS pre-transplant; “P=0.035 vs. Saline-IS pre-transplant, in Sidak post hoc, after GEE.

PCR analysis of mice brain showed the presence of GFP gene till 30 days after BMMC
intrastriatal transplant

To evaluate the survival of BMMC, transplanted into the striatum of mice with PD, we
tracked the GFP gene in the mice brains, by PCR. The presence of this gene was identified in

the parkinsonian animals’ brains 10 and 30 days post-transplant (Figure 9).
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Figure 9 — PCR analysis after intrastriatal transplant. Two percent agarose gel with
ethidium bromide staining. Mark.: molecular weight marker; A: 10 days post-
transplant; B: 30 days post-transplant; C+: positive control, DNA extracted from
C57BL/6-EGFP mouse; Mix: negative control.

BMMC transplanted into the striatum of parkinsonian mice were found 30 days post-

transplant

To confirm the PCR results and to verify the presence of BMMC in the animals’ brain, the
immunofluorescence was done 10 and 30 days after transplant. Many EGFP cells were found

into mice striatum, in both times assessed (Figure 10).
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GFP/DAPI

GFP/DAPI

Figura 10 — Immunofluorescence to GFP after intrastriatal transplant. 10 days post-
transplant (A — C); 30 days post-transplant (D — E). C and D represent BMMC-EGFP co-
localized with DAPI.

Experiment 3
In an attempt to potentialize the effect of intrastriatal BMMC transplant, and perhaps,

contribute to a motor function improvement, assessed by the rotarod test, we performed a
second transplant of BMMC into the striatum of parkinsonian mice, 20 days after the first

transplant.

Double intrastriatal transplant do not improve the parkinsonian mice motor function assessed
by the rotarod test

The GEE test did not showed significant interaction between the factors group and time
(P=0.35; Figure 11). Moreover, it was not verified significant difference between groups
(P=0.80) or in the animals’ performance on different times evaluated (P=0.15). Double
transplantation of BMMC was not able to improve animals’ motor function, assessed by

rotarod test.
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Figure 11: Rotarod test performance over time. Drop latency (seconds) observed at day
zero (before) and at 10 and 30 days after the first transplant. BMMC + BMMC (N = 7) and
Saline + Saline (N=5) groups received double intrastriatal injection of BMMC or saline,
respectively. The first transplant was carry out at day zero and the second at day 20. Data are
presented as mean + SEM (GEE).

A second intrastriatal BMMC transplant did not extend the effect seen 10 days post-

transplant, in the apomorphine-induced rotation test

To elucidate if a second intrastriatal transplant could potentialize the dopaminergic response
induced by BMMC in parkinsonian mice, these animals received again an injection of BMMC
into the right striatum, 20 days after the first transplant. It was demonstrated a significant
interaction between the factors group and time (P=0.006 in GEE; Figure 12), although it has
not been verified a statistic significant difference between groups (P=0.29). The test GEE also
reveled a significant difference in the animals’ performance on the various times studied
(P=0.004). Sidak post hoc indicated a worsening of Saline + Saline group 10 days post-
transplant (371.2 + 41.82 rotations), verified by the increase of rotations’ number in
comparison to the time pre-transplant (244.2 + 26.86 rotations; P = 0.001) and compared to
BMMC + BMMC group pre-transplant (203 + 27.37 rotations; P = 0.011). BMMC + BMMC
group, however, kept constant the rotations number 10 days post-transplant (235.62 + 47.22
roatations) in comparison to the test performed before transplantation (203 + 27.37 rotations;
P>0.99). It was verified, indeed, a significant increase in rotations number, 30 days post-

transplant (346.78 + 33.08 rotations; P<0.001) compared to the test pre-transplant. These data
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confirm the result obtained previously, with the single injection, demonstrating that BMMC
protect, temporarily, the animal from neuronal death induced by 6-OHDA, evaluated
indirectly by apomorphine test. However, the second injection of BMMC was not able to keep

this effect.
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Figure 12 - Rotation number in apomorphine test over time. Number of contralateral
rotations observed before (day -7) and 10 and 30 days after the first transplant. BMMC +
BMMC (N=7) and Saline + Saline (N=5) groups received double intrastriatal injection of
BMMC or saline, respectively. The first transplant was carry out at day zero and the second at
day 20. Data are presented as mean = SEM. *P = 0.011 vs. BMMC + BMMC pre-transplant;
#*%p = (0,001 vs. Saline + Saline pre-transplant; “*P<0.001 vs. BMMC + BMMC pre-
transplant, in Sidak post hoc, after GEE.

GFP gene is found in mice brain 30 days after the second BMMC intrastriatal transplant

To assess the survival of BMMC, transplanted into mice striatum, we performed PCR
analyses in the brain tissue. The presence of the GFP gene was found at 30 days after the

second transplant (Figure 13).
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Figure 13 — PCR analysis after double intrastriatal transplant. Two percent agarose
gel with ethidium bromide staining. Mark.: molecular weight marker; A:30 days after
the second transplant; C+: positive control, DNA extracted from C57BL/6-EGFP
mouse; Mix: negative control.

BMMC were identified in mice brain 30 days after the second transplant

We also assessed the presence of BMMC in the mice brain, by immunofluorescence to GFP,

30 days after the second transplant. Many EGFP cells were seen at this time (Figure 14).

GFP o DAPI fowm GFP/DAPI

Figure 14 — Immunofluorescence to GFP after double intrastriatal transplant. 30 days
after the second transplant (A — C); C representes BMMC-EGFP co-localized with DAPI.
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Discussion

The present study evaluated the effect of intravenous BMMC transplant on the motor
function of animals with PD, assessed by the rotarod and apomorphine-induced rotation tests.
Most pre-clinical studies involving stem cells in PD carry out the transplant, directly into the
animals’ brains (CAPITELLI et al., 2014). Given that changes in the BBB were described in
patients with PD (KORTEKAAS et al., 2005; PERSIDSKY et al., 2006) and in animals’
model of the disease (CARVEY et al., 2005; CHAO et al., 2009; CAPITELLI et al., 2014),
the intravenous pathway to the cellular therapy seems a promising alternative, due to its easy
clinical application.

The drop latency of parkinsonian mice, on rotarod test, was assessed, in our study,
before (day zero), 10 and 30 days after BMMC intravenous transplant. It was not found,
however, significant difference in the performance of BMMC-IV group compared to Saline-
IV group. Some studies have demonstrated that transplant of MSCs, differentiated in culture
or not, into striatum of parkinsonian rodents, increases drop latency in the rotarod test (LI et
al., 2001; BAHAT-STROOMZA et al., 2009). Differences in study designs, including the
concentrations and/or types of transplanted stem cells and route of infusion, could explain the
opposite motor task results found by our group, besides the differences in the test protocols
used in this evaluation.

Our study also evaluated the motor function by the apomorphine-induced rotation test.
BMMC treatment did not significantly modify apomorphine-induced rotational asymmetry
compared to the Saline-IV group. Wang and colleagues (2010) demonstrated that MSCs
transplanted through the femoral vein, 2h after 6-OHDA infusion, decreased the
apomorphine-induced rotational rate. Besides the cellular type used, our study differs by the
time post-lesion that the cell injection was carried out, which appears crucial to the
therapeutic effect of the stem cells. Accordingly, acute transplantation of these cells seems to
be more effective.

Our results, obtained by PCR and immunofluorescence to GFP, can help to understand
why no BMMC effect on animals’ motor function was seen. PCR demonstrated that the gene
of BMMC-EGFP, transplanted 3 weeks post-lesion with 6-OHDA, was present up to 7 days
post-transplant. However, only a small amount of cells reached the brain tissue and could be
found, only 24h post-transplant, stained with GFP in immunofluorescence. The difference in

the findings of the two technics is justified because PCR, besides being a more sensitive test,
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uses fresh tissue, enabling to find DNA from BMMC both in the brain tissue and blood
circulation, different from immunofluorescence where the brain was perfused. These results
suggest that the BMMC survive longer, systemically, than in the brain of PD animals. In
addition, these data can reflect a greater systemic cells’ concentration, considering its rout of
administration.

Studies identified the presence of BMMC and/or MSCs for up to 7 days after i.v.
transplant in parkinsonian rat brains (WANG et al., 2010; CAPITELLI et al., 2014). The
difference in our results can be explained by the time when the cells were injected. Although
the BBB disruption can be observed for up to, at least, 34 days after MFB lesion with 6-
OHDA (CARVEY et al., 2005), our BMMC, transplanted 3 weeks post-lesion, failed to
migrate till the mice brain in large amounts. Wang (2010) and Capitelli (2014) et al.,
however, injected the cells at most 24h post-model induction. Since lesion is considered acute
at this time, it may have attracted a greater number of cells, promoting greater adherence and
survival of these cells. Migration of transplanted cells to the lesioned area may have occurred
due to an inflammatory process triggered by 6-OHDA injection (GRUNBLATT et al., 2000;
HELLMANN et al., 2006).

In addition, we also assessed the efficacy of the BMMC intrastriatal transplant in mice
submitted to the 6-OHDA PD model (experiment 2 and 3). The present study demonstrated
relevant differences over time in the apomorphine test, whereas the groups treated with saline
presented a rotational behavior different from that verified in the groups transplanted with
BMMC, in the different times evaluated. There was no significant difference, however, when
compared the groups BMMC-IS with Saline-IS or BMMC + BMMC with Saline + Saline, in
each time assessed. These findings may be explained by the variability of the dopaminergic
lesion induced by 6-OHDA. Studies demonstrate that this model of PD can promote a
decrease between 12 and 97% of the dopaminergic neurons (IANCU et al., 2005). Thus, the
intragroup evaluation over the time seems to be more effective to demonstrate the effects of
the different therapeutic interventions used.

In experiment 2, three weeks after MFB lesion by 6-OHDA, parkinsonian mice
received an intrastriatal injection of BMMC or saline. No difference was found in the motor
function analyzed by the rotarod test 10 and 30 days post-transplant, between groups, nor
intragroups on the different times assessed. In the apomorphine test, however, Saline-IS group
presented, in the evaluations at 10 and 30 days after transplantation, a significant increase in

the rotational asymmetry, compared to rotations number pre-transplant. On the other hand, the
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BMMC-IS group maintained constant the number of contralateral rotations, 10 days post-
transplant compared to the test performed pre-transplant, demonstrating an increase of these
rotations, no statistic significant, only 30 days after transplantation.

These data suggest dissociation between the dopaminergic response and the animal’s
motor function, demonstrating that the improvement seen 10 days after BMMC-IS transplant,
in the apomorphine test, doesn’t reflect in the improvement of the motor function in general.
Apomorphine is a dopamine agonist that acts stimulating dopamine receptors that are
supersensitive after nigrostriatal pathway degeneration (UNGERSTEDT, 1971; HEFTI et al.,
1980). Apomorphine injection promotes contralateral rotations (from lesioned side) and this
number is related to the degree of nigrostriatal circuit lesion (BOVE e PERIER, 2012).
Rotarod test, however, according to lancu and colleagues (2005), is the motor spontaneous
test that better reflects the neuronal loss at the SN. However, this test evaluates animals’
motor coordination (BAHAT-STROOMZA et al., 2009), and does not depend on
dopaminergic control, alone. Thus, other motor pathways can be activated, when running this
test, and hide a basal ganglia dysfunction and/or recovery. Hence, BMMC transplanted
directly into the mice striatum seems to act on the dopaminergic response, effect that does not
result in improvement of the motor function on the rotarod test.

To elucidate the mechanisms involved in this dissociated effect of BMMC, new
studies need to be carrying out. A similar result was seen when compared the decrease in
dopamine levels, after 6-OHDA injection into rats’ striatum, and the animals’ performance on
lateral stepping test. Na and colleagues (2010) showed that 6-OHDA induces a reduction of
over 80% on dopamine levels in the striatum, the three first days post-lesion and, this
decrease persists for 4 weeks after model induction. On the other hand, although the
performance on the stepping test was impaired immediately after the striatum lesion, an
improvement can be demonstrated in this test, starting from 7 days, and continuing for at least
4 weeks (greatest estimated time).

Our study also demonstrated that the increase of rotational asymmetry seen on the
groups treated with saline, in 10 days after transplant, occurs only in 30 days on the groups
treated with BMMC. These results suggest that these cells prevent the progression of the
neuronal loss and/or the decrease of dopamine levels caused by the 6-OHDA, however this
effect seems to be short-term. We believe that the microglia and the inflammatory process

may be involved in the BMMC mechanism of action.
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Studies have shown that microglia seems to be involved in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases, as Alzheimer’s disease (CAGNIN et al., 2001) and PD (apud
MCGEER et al., 1988; KIM et al., 2009). Marinova-Mutafchieva and colleagues (2009)
demonstrated that activated microglia participates in the cellular death caused by 6-OHDA
injection into the MFB. Researchers describe, also, that the activation of microglia occurs
before the neuronal loss and that, once activated, promotes continuously, this
neurodegeneration (GAO et al., 2002; CHO et al., 2006). Furthermore, Kim and colleagues
(2009) confirmed that the MSCs transplant reduces the loss of TH+ neurons trough decrease
of the activated microglia and TNF-a. Thus, we can postulate that the protector effect of
BMMC seen, 10 days post-transplant, in the apomorphine test, occurs due to the delay in the
microglia activation, that, thereafter, prevent the neurodegeneration progress. The transplant
of these cells, however, seems to postpone, but not permanently block the microglia
activation, what explains the deficit on dopaminergic response seen 30 days after transplant,
through the increase of rotational asymmetry.

Based on a clinical study that demonstrate that double transplant of hESC-derived
dopaminergic neurons in patients with PD improves the motor score UPDRS, for 18 years
(KEFALOPOULOU et al., 2014), we designed the experiment 3. In an attempt to potentialize
the BMMC effects we performed a double transplant into the parkinsonian mice striatum. The
first transplant was carry out at day zero and the second one at day 20. As describe before,
animas were assessed on rotarod and apomorphine-induced rotation tests, before and 10 and
30 days after the first transplant. The second cells injection, however, was unable to maintain
the effect seen 10 days after transplant, in the apomorphine test, not preventing the rotational
increase seen on the group treated with BMMC, 30 days after transplantation. The animals’
performance on rotarod test continued showing no difference between groups, or over the
time.

Again, the immunoinflamatory response, mediated by microglia, seems to be involved
in the effect of intrastriatal transplant of BMMC in parkinsonian mice. Studies showed that
the inflammation peak caused, by 6-OHDA injection into the striatum, occurs 3 weeks after
the model induction (CICCHETTTI et al., 2002). Thus, the first transplant was carried out
exactly at this point, what guaranteed the therapeutic effect of these cells, even if transitory.
The second transplant, however, was performed around 40 days after 6-OHDA lesion. We
suggest, then, that the late transplant of BMMC is unable to prevent the microglia activation

induced by 6-OHDA.
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Moreover, de Vasconcelos dos Santos and colleagues (2010) assessed the therapeutic
window to the treatment of ischemia in rats. It was showed that the intravenous transplant of
BMMC promotes the improvement of animals’ performance on cylinder test; only when carry
out 1 and 7 days post-ischemia, but not 14 or 30 days. These data are in accordance with our
results, confirming that the late transplant of BMMC don’t show therapeutic effect. This leads
us to believe that the time, in which the transplant is performed, it is essential for BBMC to
have a therapeutic effect in PD. These data are in accordance to our hypothesis that BMMC
restore or prevent the deficit of the dopaminergic response caused by 6-ODA, acting as a
barrier to the microglia activation. Further studies involving the assessment of dopamine,
TH+ neurons and microglia should be conducted to prove these hypotheses.

Our study also evaluated the survival of BMMC injected directly into parkinsonian
mice striatum. The transplanted cells were detected, either by PCR and immunofluorescence,
for up to 30 days after the first and the second transplantation. These data suggest that, even if
present in brain tissue, these cells have a function threshold and seem to not definitely hold
the microglia activation and the consequent neuronal death. Similar findings were published
by Webber and colleagues (2007) regarding to the transplant of neural progenitors to spinal
cord injury recovery, in rats. Researchers showed that these cells survive up to 6 weeks,
although the behavioral improvement has being seen only up to 35 days post-transplant.
These results also reinforce that the presence of BMMC in the injured tissue is not enough to
recover it and that the microenvironment where the cells are, is essential to its therapeutic
effects. In addition, our results indicated that the inflammatory response can be crucial to the
treatment of PD animals, but not for the survival of transplanted cells, at least when injected

directly into the interested area.

Conclusion

With this study we can conclude that, intrastriatal BMMC, but not intravenous, have a
short-term therapeutic effect on dopaminergic response of parkinsonian mice assessed by the
apomorphine-induced rotation test. This potential is not seen on rotarod test, showing
dissociation between dopaminergic response and motor function. These results are of great
importance and may, in the future, contribute to cell therapy in Parkinson's disease in the
clinical practice. However, further experiments are needed to elucidate the mechanisms

involved in these effects.
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ANEXO A — Cartas de aprovagdo da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
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\@ ,‘5- {f’,%-'f .r?‘._-,j Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul
\ W b T PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
\ PUC COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS
Oficio 014/10 - CEUA Porto Alegre, 02 de marco de 2010.

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou e aprovou seu
protocolo de pesquisa, registro CEUA 09/00121, intitulado: “Transplante
de células-tronco em modelos genético e lesional da doenca de
Parkinson”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

Prof. Dr. ‘Paulo MérLio C. Pitrez
Coordenador-adjunto do CEUA - PUCRS

Ilmo. Sr.
Dr. Jaderson Costa da Costa
N/Universidade
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. Oficio 055/12 - CEUA Porto Alegre, 12 de abril de 2012.

Senhor Pesquisador:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e
aprovou seu prolocolo de pesquisa, registo CEUA 12/00280 intitulado:
“Transplante de células mononucleares de medula éssea em modelo lesional
da Doenca de Parkinson”.

Sua investigagao esta autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

- M-L«_A_C\A.%‘d;\ :
eijo

Profa. Dra. Anamaria Gongalves
Coordenadora da CEUA/PUCR

limo. Sr.

Prof. Jaderson Costa da Costa
Inscer

Nesta Universidade

Campus Central
PLICP\ g Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
=~ | cep: 20610-000
FonejFax: (51) 3320-3345

E-mall: ceua@pucrs.br
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