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RESUMO

Introducéo: A lesdo cerebral hipéxico-isquémica neonatal (HI) € uma das maiores
causas de mortalidade e morbidade neurolégica em criancas. O sangue do cordéo
umbilical humano, rico em células-tronco adultas, € uma fonte potencial para a
terapia celular em perinatologia. No entanto, apesar do efeito benéfico mostrado na
maioria dos estudos, ainda ndo ha consenso em relacdo a dose adequada de
células-tronco de corddo umbilical humano (CTCUH) no tratamento da Hl.

Objetivo: Comparar os efeitos comportamentais e morfolégicos da administracéo
intravenosa de trés diferentes doses de CTCUH 8 semanas ap0s a inducédo da Hil
em ratos recém-nascidos. Além disso, objetivou-se verificar a presenca das células
no cérebro dos animais em estudo 7 dias apés o transplante.

Métodos: Ratos Wistar de 7 dias de vida foram submetidos a oclusdo da artéria
carétida direita seguida por exposi¢cdo a ambiente hipéxico (8% O,) por 2 h. Apés 24
h, os ratos foram randomizados em 5 grupos experimentais: ratos cirurgia-simulada;
ratos HI que receberam veiculo (HI + veiculo); e ratos HI que receberam 1 x 10° (HI
+ dose baixa), 1 x 10’ (HI + dose média); or 1 x 108 (HI + dose alta) CTCUH na veia
jugular. A memodria de orientacdo espacial foi avaliada através do labirinto aquético
de Morris e, posteriormente, os ratos foram sacrificados para as avaliacdes
morfologicas quantitativas. Adicionalmente, a presenca das CTCUH no cérebro dos
animais tratados foi verificada através de técnicas de imunofluorescéncia e da
analise de PCR.

Resultados: Oito semanas apds o transplante, o teste do labirinto aquético de
Morris mostrou uma significativa recuperacdo da memoria de orientacao espacial
nos ratos do grupo HI + dose alta quando comparados aos animais nao tratados (P
< 0,05). Além disso, a atrofia cerebral foi significativamente menor nos grupos HI +
dose média e alta quando comparados aos animais HI + veiculo (P < 0,01; 0,001,
respectivamente). CTCUH foram localizadas no cérebro dos ratos que receberam o
transplante celular 7 dias apds a administracdo intravenosa.

Concluséo: Os resultados mostrados neste estudo revelaram que o transplante
intravenoso de CTCUH tem potencial dose-dependente para promover 0 reparo
neuro-tecidual e a estavel recuperacao cognitiva apos lesdes hipoxico-isquémicas.

Descritores: células-tronco, hipéxia-isquemia, asfixia, transplante de células-tronco,
cordao umbilical, estudo dose-reposta.




XV

ABSTRACT

Introduction: Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is an important cause of mortality and
morbidity in infants. Human umbilical cord blood cells (HUCBC) are a potential
source of cellular therapy in perinatology. However, despite the beneficial effects of
cell-based therapies shown in most studies, there has not been a consensus
regarding the optimal dose of HUCBC for HI.

Objective: In this study, we compared the long-term effects of intravenous
administration of HUCBC at three different doses on spatial memory and brain
morphological changes following HI in newborn Wistar rats. In addition, we tested
whether the transplanted HUCBC migrate to the injured brain after transplantation.

Methods: Seven-day-old animals underwent right carotid artery occlusion and were
exposed to 8% O, inhalation for 2 h. After 24 h, the animals were randomly assigned
into five experimental groups: sham-operated rats, HI rats administered with vehicle
(HI + vehicle), and HI rats treated with 1 x 10° (HI + low-dose), 1 x 10’ (HI + medium-
dose), or 1 x 10® (HI + high-dose) HUCBC into the jugular vein. After 8 weeks of
transplantation, spatial memory performance was assessed using the Morris water
maze (MWM), and subsequently, the animals were euthanized for brain
morphological analysis using stereological methods. In addition, we performed
immunofluorescence and polymerase chain reaction (PCR) analyses to identify
HUCBC in the rat brain 7 days after transplantation.

Results: The MWM test showed a significant spatial memory recovery at the highest
HUCBC dose compared to HI + vehicle rats (P < 0.05). Furthermore, the brain
atrophy was also significantly lower in the HI + medium- and high-dose groups
compared to the HI + vehicle animals (P < 0.01; 0.001, respectively). In addition,
HUCBC were localized in host brains by immunohistochemistry and PCR analyses 7
days after intravenous administration.

Conclusion: These results revealed that HUCBC transplantation has the dose-
dependent potential to promote robust tissue repair and stable cognitive
improvement after HI brain injury.

Key-words: stem cells, hypoxia-ischemia, asphyxia, cord blood stem cell
transplantation, dose response relationship.
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Capitulo I - Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 Encefalopatia hipéxico-isquémica neonatal

1.1.1 Conceitos

A encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal (HI) € a complicacdo imediata a
asfixia grave e pode causar graus variados de dano cerebral. A hipoxia corresponde
a falta de oxigénio completa ou parcial em um ou mais tecidos corporais, incluindo a
circulacao sanguinea (hipoxemia). Ja a isquemia é a reducéo ou cessacao do fluxo
sanguineo que leva a hipotensado sistémica, parada cardiaca ou doenca vascular

oclusiva.l

A causa mais frequente da HI é a severa asfixia intra-Gtero.? Segundo Volpe?®,
aproximadamente 90% das lesGes cerebrais perinatais tém origem no periodo intra-
uterino. A asfixia intra-Gtero, por sua vez, pode ser causada: 1) pela interrup¢édo do
fluxo sanguineo umbilical (ex.: compresséo de corddo umbilical); 2) pela insuficiente
troca gasosa pela placenta (ex.: descolamento prematuro de placenta); e 3) pela
perfusdo placentaria inadequada do lado materno (ex.: hipotensdo materna). Outras
situacdes patoldgicas que levem a hipoxia e a hipoperfusdo tecidual também sé&o

fatores etiolégicos da HI.?
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1.1.2 Dados epidemiolégicos

Dos 130 milhdes de recém-nascidos que nascem a cada ano no mundo,
aproximadamente 4 milhdes morrem no periodo neonatal. Estima-se que 23%
destes casos (quase 1 milhdo de mortes neonatais por ano) sejam diretamente
atribuidos a complicacdes da asfixia neonatal.*® Em paises desenvolvidos como os
Estados Unidos, a asfixia afeta de 1-3 por 1000 nascidos vivos.” Taxas mais
elevadas ocorrem em paises em desenvolvimento com recursos diagndsticos e

terapéuticos limitados.

De acordo com a classificacdo de Sarnat e Sarnat °, neonatos com leve Hl,
geralmente ndo apresentam desfechos desfavoraveis a longo-prazo. No entanto,
criancas no estagio moderado apresentam sequelas em 20-25% dos casos,
exibindo, na maioria das vezes, déficits motores especificos tais como a diplegia ou
a hemiplegia espastica, sem a presenca de transtornos cognitivos. Ja& no quadros
graves de HI, mais de 50% das criancas em estagio grave evoluem para Obito,
sendo que, dos sobreviventes, a maioria desenvolve severas alteracdes
neurolégicas, incluindo dificuldades motoras precoces, déficits cognitivos e
epilepsia.’® !

1.1.3 Fisiopatologia

O principal mecanismo patogénico atribuido a neuropatologia da HI € a
reducdo do fluxo sanguineo cerebral. Eventos téxicos interligados, tais como, a

faléncia energética, a liberacdo de aminoacidos excitatorios e a apoptose ocorrem
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simultaneamente e contribuem para a disfuncdo celular e a morte neuronal apés

12-14

insultos hipdxico-isquémicos (Figura 1).

Depolarization
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Figura 1 — Resumo da fisiopatologia celular da hipdxia-isquemia neonatal. A redugéo do fluxo

sanguineo cerebral inicia uma cascata de eventos bioquimicos deletérios que duram horas ou dias. A
deplecéo do oxigénio resulta na reducéo da sintese de ATP que altera o equilibrio ibnico através da
membrana celular. Consequentemente, a faléncia na bomba de ions transcelulares resulta no
acumulo de calcio (Caz+) extracelular enquanto que o sédio (Na") entra na célula carregando agua
(edema citotoxico). Posteriormente, ocorre a despolarizagdo da membrana e a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios, especificamente o glutamato. O resultante influxo de Na* e ca* para
dentro dos neurdnios poés-sinpticos induz a producao de radicais livres e a ativagcao de enzimas que

levam a morte celular (apoptose). Fonte Sanders et al., 2010."°

De acordo com observacgdes clinicas e experimentais, a HI ndo € um evento
unico, mas sim um processo evolutivo. Durante a fase primaria de lesédo celular ha

bY

rapida deplecdo de metabdlicos de alta energia, levando a progressiva
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despolarizacdo celular.'® Apés o retorno da circulagdo cerebral e/ou oxigenac&o, o
edema citotoxico inicial e o acimulo de aminoacidos excitatérios sdo resolvidos
dentro de aproximadamente 30-60 minutos com, pelo menos, parcial recuperacao do
metabolismo oxidativo. No entanto, o metabolismo cerebral oxidativo pode, entao,
deteriorar-se secundariamente horas mais tarde em uma fase que pode se estender
por dias. Esta fase secundaria de lesdo celular (Figura 2) é frequentemente marcada

pelo inicio das convulsdes no recém-nascido, edema citotoxico secundario, faléncia

da atividade mitocondrial cerebral, e consequentemente, morte celular.*? 1619
100+ -
Acute Therapeutic I Delayed Energy Failure ]
!'l&i'li_lﬂliﬁl‘ window
ISCNEemic
1404 insult B - >
1204
100 w/ W
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|:|_
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Figura 2 — Modelo de hipoxia-isquemia em ovinos, demonstrando a faléncia energética tardia.
Medidas continuas da atividade cerebral demonstram a presenca de um aumento tardio na
impedancia cortical e na atividade eletrocortical. Essas alteracdes refletem a queda tardia do

metabolismo energético cerebral juntamente com intensa atividade convulsiva que resulta em edema
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citotéxico e faléncia das bombas idnicas. Abordagens neuroprotetoras durante essa janela

terapéutica tém se mostrado mais efetivas. Fonte Marks et al., 2010.%°

1.1.4 Modelos animais

A maioria dos achados bioquimicos e fisiopatoldégicos sobre a HI séo
derivados de estudos em modelos experimentais em roedores.”* Atualmente, o
modelo experimental mais utilizado para a investigacdo da HI é o proposto por Rice
et al. (1991), baseado no procedimento de Levine (1960) em ratos adultos.?*?® Neste
modelo, o dano cerebral hipdéxico-isquémico € obtido pela associacdo da oclusao
unilateral da artéria carétida, com subsequente exposi¢cao a ambiente hipéxico em
ratos com 7 dias de idade. O cérebro de ratos de 7 dias tem sido histologicamente
comparado ao desenvolvimento cerebral de fetos humanos com 32-34 semanas de
idade, especialmente pelas similaridades relacionadas a proliferacdo celular e a
organizacao cortical.?*

As lesdes neuropatolégicas deste modelo podem ser encontradas no
hemisfério ipsilateral a oclusdo da artéria cardtida, principalmente nas regides do
cértex cerebral, substancia branca periventricular e subcortical, estriado (ganglios da
base) e hipocampo. A regido de CA3 (corno de Amon) no hipocampo é a regiao
mais suscetivel, seguida da camada de células granulares, CAl e hilo.?’

Cronicamente, infarto cistico do cortex cerebral semelhante a formacgdes

porencefalicas também tem sido evidente.?®
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Os parametros fisiolégicos deste modelo tém mostrado que, durante o insulto,
o filhote de rato torna-se hipdxico e hipocapnéico como resultado da hiperventilacéo.
A média da pressdo sanguinea cai aproximadamente 25% e ha uma reducdo no
fluxo sanguineo cerebral de 17 a 40%, especialmente nas areas mais vulneraveis ao
dano.” Do ponto de vista bioquimico, um dos principais mecanismos responsaveis
pela morte celular ap6s o modelo de HI relaciona-se com a ativacdo de caspases
(em particular a caspase-3), uma familia de enzimas envolvida na apoptose neuronal

(Figura 3).%°

Hours (after hypoxic ischaemia)

Figura 3 — Morte celular apoptética no modelo de hipdxia-isquemia neonatal proposto por

Rice. Pontos mostram a distribuicdo temporal e regional da imunorreatividade aumentada a caspase-

3 apoés a lesdo cerebral hipdxico-isquémica. Fonte Nakajima et al. 2000.%°

Aproximadamente 79% dos filhotes de ratos sobrevivem ao experimento e
cerca de 90% dos sobreviventes apresentam danos cerebrais. Infarto do cortex
cerebral ipsilateral e do hipocampo estdo presentes em 56% e, dependendo da
duracdo da sobrevivéncia poés-asfixia, achados adicionais também s&o vistos,

incluindo alteracées na funcédo neurolégica e comportamental.®
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1.1.5 Estudos dose-resposta em terapia celular

Apesar dos avancos tecnoldgicos e cientificos nos cuidados perinatais, o
manejo clinico de recém-nascidos com HI tem sido limitado a medidas de suporte
em unidades de terapia intensiva neonatal. Neste contexto, a busca por terapias
neuroprotetoras que possam prevenir a progressao da cascata bioquimica originada
por eventos hipoxico-isquémicos constitui-se como um dos principais objetivos das
pesquisas neurocientificas atuais. Recentemente, algumas possibilidades
promissoras tém se revelado através de ensaios clinicos e experimentais.
Evidéncias demonstram que a hipotermia resulta em desfechos comportamentais
favoraveis quando iniciada dentro de 6 h apos o inicio da lesdo em recém-nascidos
com HI leve ou moderada. No entanto, observa-se resultados neuroldgicos limitados

nos casos mais graves.** %

Neste contexto, o uso potencial de células-tronco vem sendo testado em
diferentes lesdes do SNC. 3% Na area da neonatologia, a terapia celular utilizando
células-tronco de cordao umbilical humano (CTCUH) apresenta alguns aspectos
favoraveis em relagdo aos demais tipos celulares. A facilidade de coleta, sem riscos
para a gestante e o neonato, assim como o grande numero de células disponiveis
sdo as principais vantagens para a utilizacdo desta fonte celular. Além disso, o
sangue do corddo umbilical pode ser usado terapeuticamente no periodo perinatal

ou criopreservado para o uso tardio.*" 3®
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Em recente artigo de revisdo (Capitulo 1), nosso grupo de pesquisa
selecionou os principais estudos sobre terapia celular em modelos animais de HI.*
A maioria destas investigacOes pré-clinicas tem demonstrado efeitos terapéuticos
benéficos do transplante de células-tronco apds lesbes cerebrais neonatais. No
entanto, os estudos apresentam uma ampla variabilidade de metodologias e
concentracdes celulares (variando de 5 x 10* a 1 x 10’ células) dificultando assim,
andlises e comparacdes entre os desfechos encontrados. Além disso, embora esses
estudos tenham demonstrado achados promissores, uma publicacdo do nosso
laboratério mostrou que, apesar das evidéncias de migracdo celular, uma dose Unica
de 1 x 10" CTCUH transplantadas por via intravenosa em animais com severa Hl,
ndo resultou em melhores desfechos comportamentais e morfolégicos 3 semanas
ap6s o transplante. *° Nossos resultados sugerem que diversas variaveis sido

necessarias para a otimizacdo do uso clinico da terapia com células-tronco,

incluindo via de administrac&o, fonte celular e dosagem.**

Atualmente, tem-se preconizado que desenhos experimentais para o estudo
de abordagens regenerativas devam incluir dois aspectos principais: (1) a via de
administracdo mais adequada, considerando eficacia e seguranca; e (2) analises
dose-resposta para avaliar ndo apenas a dose terapéutica apropriada, mas também

a dosagem méaxima tolerada.*?

A avaliagdo dose-resposta das células-tronco em modelos animais tem sido

realizada em alguns estudos sobre lesées do SNC. Em uma recente meta-analise,
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Janowski et al.** demonstraram que ha uma associacdo dose-resposta entre o
namero de células injetadas e os efeitos funcionais da terapia celular na maioria dos

ensaios experimentais sobre neuropatologias.

Um dos pioneiros estudos sobre os efeitos dose-reposta das células-tronco
em modelos animais de isquemia foi a publicacéo de Saporta et al.**. Estes autores
demonstraram que um efeito dose-dependente da administracédo intracerebral de
neuronios humanos (linhagem NT2N) sobre a recuperacdo funcional de ratos

1% também

submetidos a um modelo de isquemia. Posteriormente, Vendrame et a
demonstraram que a recuperacdo funcional e histolégica de ratos adultos
submetidos a isquemia cerebral ocorreu na presenca de concentracdes celulares
elevadas, sugerindo assim, que os efeitos benéficos do transplante intravenoso de
CTCUH foi dependente da quantidade de células injetadas. Essas investigacfes

4
| 46

corroboram resultados mais recentes publicados por Stroemer et a que

demonstrou achados similares em animais isquémicos.

1.2  Justificativa

A hipOxia-isquemia neonatal é a causa mais importante de dano neurol6gico
no recém-nascido. Eventos hipoxicos-isquémicos no periodo de imaturidade do SNC
podem resultar em severas morbidades no neurodesenvolvimento. Estatisticas
sugerem uma incidéncia de asfixia em 1-3 por 1000 nascimentos a termo em paises

desenvolvidos como os Estados Unidos. ’ No Brasil, estima-se que a prevaléncia de
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asfixia neonatal seja de, aproximadamente, 2% dos nascidos-vivos. ® A taxa de
mortalidade dos recém-nascidos asfixiados no periodo neonatal é de 20 a 50%, e
mais de 25% dos sobreviventes irdo exibir incapacidades neuropsicomotoras
permanentes, incluindo retardo mental, paralisia cerebral, epilepsia e dificuldades de

aprendizagem. 4" %8

Apesar da significancia clinica da lesdo cerebral neonatal e dos avancos
cientificos na area da perinatologia, o manejo terapéutico dos recém-nascidos
asfixiados tem sido limitado a medidas de suporte e nao se dirige a restauracao do
processo de lesdo cerebral, visto que o SNC apresenta uma capacidade de

regeneracao auto-limitada em resposta a um insulto.

Nesse contexto, a terapia celular vem sendo explorada por ser um promissor
tratamento para doencas neuroldégicas graves. Esta inovadora abordagem
terapéutica tem sido utilizada na reparacéo de tecidos e 6rgdos lesados, através da
utilizacdo de células-tronco em alvos terapéuticos considerados incapazes de
desenvolver processos regenerativos, tais como 0 coragdo e o cérebro. Apesar da
ampla variabilidade de métodos e dosagens utilizados, a maioria dos resultados
experimentais recentes tem demonstrado efeitos neuroprotetores das células-tronco
em modelos de HI.*® No entanto, dados do nosso grupo de pesquisa mostraram que,
apesar das evidéncias de migracdo celular, uma dose Gnica de 1 x 10’ CTCUH
injetadas por via intravenosa em animais com severa Hl, n&o resultou em melhores

desfechos comportamentais e morfolégicos 3 semanas apés o transplante.*
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Diversos aspectos podem ter influenciado os resultados encontrados, dentre os

quais destacamos a concentracdo de células injetadas.

Assim, em decorréncia dos nossos achados prévios e da escassez de
estudos dose-resposta de CTCUH em modelos animais de HI, faz-se necessario
estudos experimentais que estabelecam concentracdes celulares eficazes e seguras

previamente ao uso clinico da terapia celular em les6es cerebrais neonatais.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral
O presente estudo objetiva comparar os efeitos comportamentais e
morfolégicos da administrac@o intravenosa de trés diferentes doses de CTCUH 8

semanas apos a inducdo da hipdxia-isquemia neonatal em ratos.

1.3.2 Objetivos especificos

1) Comparar a memaria de orientacdo espacial dos animais HI ndo-tratados
(HI + veiculo) com os animais HI que receberam 1 x 10° (HI + dose baixa),
1 x 10" (HI + dose média) ou 1 x 10° (HI + dose alta) CTCUH 8 semanas
pos-transplante, considerando duas variaveis do teste de memoria de
orientacdo espacial Morris water maze: laténcia para alcancar a plataforma

e tempo percentual no quadrante alvo.
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2) Comparar as alteragcbes morfolégicas dos animais HI ndo-tratados (HI +
veiculo) com os animais HI que receberam 1 x 10° (HI + dose baixa), 1 x
10" (HI + dose média) ou 1 x 108 (HI + dose alta) CTCUH 8 semanas p6s-
transplante, considerando duas variaveis estereoldgicas: volume absoluto

dos hemisférios cerebrais e percentual de perda tecidual.

3) Verificar a presenca das CTCUH no cérebro dos animais em estudo 7 dias

apos o transplante intravenoso.

1.4  Aspectos éticos

No presente estudo, os protocolos experimentais utilizados seguiram as
normas internacionais de experimentacdo com animais de laboratério. Todos os
procedimentos foram realizados tomando os cuidados necessérios para reduzir ao
maximo o numero de animais empregados. Ressalta-se também que 0s animais
receberam cuidados adequados e foram submetidos ao minimo possivel de
desconforto e “stress”. Durante os procedimentos foram instituidas sedacdo e

analgesia de acordo com a prética veterinaria aceita.

Poucos estudos com células-tronco tém usado animais isogénicos como fonte
de progenitores celulares. Em contrapartida, o uso de células-tronco de cordéo
umbilical humano em modelos animais tem sido amplamente estudado. Nessa
pesquisa, a coleta do sangue de corddo umbilical foi realizada apds assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice I) e ndo acarretou riscos
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para a doadora. Qualquer impedimento para este procedimento foi respeitado pela

pesquisadora.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUC-RS,

registro CEP 09/04761, em 02 de julho de 2009.
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Use of stem cells in perinatal asphyxia:
from bench to bedside

O uso de células-tronco na asfixia perinatal: do laboratdrio a pratica clinica

Simone de Paula!, Samuel Greggio?!, Jaderson Costa DaCosta2

Resumo

Objetivos: Apresentar evidéncias cientificas recentes sobre os
efeitos do transplante com células-tronco em modelos animais de lesdo
cerebral hipoxico-isquémica necnatal e abordar os aspectos translacionais
relevantes a aplicagdo clinica da terapia celular nesse contexto.

Fonte dos dados: Para a sele¢do dos artigos, utilizou-se a base de
dados PubMed e Scopus. O critério de selegdo de artigos foi a especifi-
cidade em relagdo ao tema estudado, preferencialmente a partir do ano
de 2000. Também foram revisados artigos classicos de anos anteriores
que se aplicavam ao proposito desta revisdo.

Sintese dos dados: Células-tronco de diferentes fontes exdgenas
podem exibir propriedades neurcprotetoras em modelos experimentais
de hipéxia-isquemia neonatal. Na maioria dos experimentos animais, os
beneficios morfoldgicos e funcionais observados foram independentes
da diferenciag@o neural, sugerindo mecanismos de agdo associados, tais
como a liberagéo de fatores troficos e a modulacgéo inflamatéria.

Conclusdes: Baseado nos estudos experimentais analisados, a
terapia celular pode tornar-se uma promissora abordagem terapéutica
no tratamento de criangas com encefalopatia hipdxico-isquémica. No
entanto, estudos adicionais necessitam ser realizados a fim de elucidar
0s possiveis mecanismos de acdo dessas células e definir estratégias
clinicas seguras e efetivas.

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(6):451-464: Encefalopatia hipéxico-is-
quémica, células-tronco, asfixia, terapia celular.

Introducgdo

A lesdo cerebral hipoxico-isquémica (HI) do recém-nas-
cido é uma das maiores causas de mortalidade e morbidade
neurolégica em criancas. Estatisticas sugerem uma incidén-
cia de asfixia em 2-4 por 1.000 nascimentos a termo. No
Brasil, estima-se que a prevaléncia de asfixia neonatal seja
de, aproximadamente, 2% dos nascidos vivos!. Além disso,
a taxa de mortalidade dos recém-nascidos asfixiados no

Abstract

Objectives: To present recent scientific evidence on the effects of
stem cell transplantation in animal models of neonatal hypoxic-ischemic
brain injury and address the translational relevance of cell therapy for
clinical application in this context.

Sources: The PubMed and Scopus databases were used to select
articles. The selection criterion was the specificity of articles regarding
the subject studied, preferably articles published from 2000 onward. We
also reviewed classic articles from previous years that were applicable
to this review.

Summary of the findings: Stem cells from different exogenous
sources may exhibit neuroprotective properties in experimental models
of neonatal hypoxia-ischemia. In most animal experiments, the
morphological and functional benefits observed were independent of
neural differentiation, suggesting associated mechanisms of action, such
as the release of trophic factors and inflammatory modulation.

Conclusions: Based on the experimental studies analyzed, cell
therapy may become a promising therapeutic approach in the treatment of
children with hypoxic-ischemic encephalopathy. However, further studies
are warranted to elucidate potential mechanisms of action of these cells
and to define safe and effective clinical strategies.

J Pediatr (Rio J). 2010,;86(6):451-464; Hypoxic-ischemic
encephalopathy, stem cells, asphyxia, cell therapy.

periodo neonatal é de 20-50%, sendo que mais de 25% dos
sobreviventes podem exibir incapacidades neuropsicolégicas
permanentes, tais como retardo mental, paralisia cerebral,
epilepsia e dificuldades de aprendizagem?.

A causa mais frequente da encefalopatia HI € a asfixia
intrautero severa, e o principal mecanismo patogénico atri-
buido & sua neuropatologia é a reducdo do fluxo sanguineo
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cerebral®. Eventos neurotdxicos associados, tais como fa-
|éncia energética, despolarizagdo da membrana, liberagdo
de aminodcidos excitatérios, acimulo de radicais livres e
apoptose ocorrem simultaneamente e contribuem para a
disfuncdo celular e para a morte neuronal apds insultos
hipoxico-isquémicos4.

Apesar dos avangos tecnoldgicos e cientificos nos cuidados
perinatais dos recém-nascidos de risco, o manejo clinico de
criangas asfixiadas tem sido limitado @ manutengdo da oxi-
genagao, ao controle da pressdo sanguinea e da homeostase,
ao tratamento das convulsdes e ao controle da hipertensao
intracraniana®.

Novas estratégias neuroprotetoras vém sendo investi-
gadas em estudos experimentais e em ensaios clinicos em
decorréncia da significancia clinica e do impacto socioeconé-
mico originados pelo dano cerebral neonatal. Bloqueadores
de célcio, inibidores de aminoéacidos excitatérios e de radicais
livres, o uso de dxido nitrico, de fatores de crescimento,
neuropeptideos e a hipotermia sdo algumas das abordagens
terapéuticas atuais que objetivam interromper a cascata de
eventos neuroquimicos iniciada pela HI4. Com excecdo da
hipotermia, que demonstra desfechos satisfatérios apenas
em criangas com lesdes HI moderadas, essas terapias apre-
sentam resultados limitados®.

Nesse contexto, a terapia celular vem sendo explorada por
ser uma atual e promissora abordagem de tratamento para
doengas neuroldgicas graves. As células-tronco representam
uma unidade natural do desenvolvimento embrionério e da
reparagao tecidual, sendo um subconjunto de células imatu-
ras, indiferenciadas e ndo especializadas que apresentam a
capacidade de autorrenovacao e diferenciagdo em linhagens
celulares especificas’. Tais células tém sido encontradas em
todos os 6rgdos e tecidos pos-natais, inclusive no sistema
nervoso central (SNC), previamente conhecido pela carén-
cia de progenitores celulares e de potencial regenerativo®.
Recentes descobertas revolucionaram a biologia das célu-
las-tronco e tém demonstrado o potencial clinico dessas
células em uma variedade de doengas humanas. Inicialmente
usado no tratamento de doengas hematoldgicas malignas e
disturbios autoimunes, o transplante de células imaturas e
indiferenciadas tem sido proposto atualmente como fonte
potencial de novas células e de fatores tréficos para minimizar
o dano celular e regenerar tecidos necréticos decorrentes de
lesGes no SNC®. Estudos experimentais demonstram que o
transplante de células-tronco tem melhorado a funcionalidade
em modelos experimentais de isquemia cerebral, doenga de
Parkinson, doenga de Huntington, epilepsia e traumatismo
raquimedulari0-14,

Basicamente, duas categorias de células-tronco tém
sido utilizadas em estudos experimentais de HI neonatal:
as células-tronco neurais, provenientes de tecido neuronal
embriondrio ou adulto; e as células-tronco sométicas de
origem ndo neuronal, nas quais se destacam as provenientes
do sangue da medula éssea e do corddo umbilical.

O objetivo desta revisdo é apresentar o estado da arte
dos estudos experimentais de terapia celular em modelo
animal de HI neonatal (Tabela 1), abordando os possiveis
mecanismos de agdo desse recurso terapéutico e os aspectos

Células-tronco na asfixia perinatal - de Paula S et al.

translacionais relevantes a aplicagdo clinica do transplante de
células-tronco na encefalopatia hipdxico-isquémica.

Transplante de tecido neocortical fetal

Em 1996, Elsayed et al.l5 realizaram o primeiro estu-
do sobre o uso de recursos celulares no tratamento da HI
experimental. Nessa investigagao, os autores avaliaram os
efeitos do transplante intracerebral de um bloco de tecido
neocortical fetal realizado 7 dias apds a indugdo da HI em
filhotes de ratos. Embora tenham demonstrado que os trans-
plantes obtiveram uma implantacdo satisfatéria em 63%
dos casos, o estudo ndo demonstrou efeitos terapéuticos
significativos sobre a atrofia cerebral. Adicionalmente, o
respectivo trabalho ndo realizou uma avaliagé@o funcional dos
animais transplantados. Outro grupo de pesquisa também
realizou transplante intracerebral de tecido neocortical fetal
3 dias apos a inducdo da HI6, Em vez de usar um bloco
tecidual, os autores utilizaram uma suspensdo celular a fim
de facilitar o procedimento de transplante. Os resultados
demonstraram uma melhora da coordenagdo e assimetria
motora nos animais tratados. No entanto, mesmo com a
identificacdo de 72% dos transplantes apds 10-12 semanas
pés-implantagdo, os autores observaram auséncia de res-
tabelecimento da citoarquitetura cortical.

Transplante de células-tronco neurais

As células-tronco neurais (CTN) sdo células com capaci-
dade de autorrenovagao e potencialidade restrita para gerar
células de linhagens neuronais e gliais. Tais células podem ser
isoladas de diferentes regides do sistema nervoso embrionério
ou extraidas de duas regides especificas do cérebro adulto:
a zona subventricular dos ventriculos laterais e a zona sub-
granular do giro denteado hipocampal’.°. Estudos mostram
que as CTN podem migrar e sobreviver em &reas cerebrais
lesadas, assim como podem ser induzidas a se diferenciar in
vivo e in vitro em neur6nios, oligodendrdcitos e astrécitos,
indicando uma possivel alternativa de reposicdo dos tipos
celulares afetados na HI®17,

Depois de isoladas, as CTN podem proliferar in vitro, em
resposta a presenca de fatores de crescimento especificos,
formando agrupamentos celulares denominados de neuroes-
feras. Basicamente, essas estruturas sdo formadas por CTN
multipotentes e progenitores neurais com desenvolvimento
mais comprometido®18.19, Alguns estudos tém demonstrado
que astrécitos da zona subventricular que expressam uma pro-
teina glial também podem ser considerados como CTN20,

Nesse contexto, Zheng et al.21 demonstraram que célu-
las-tronco astrociticas multipotentes provenientes da zona
subventricular de camundongos migram para a regiao cortical
e periventricular isquémica e expressam sinais de diferen-
ciagdo neuronal e astrocitica nos animais HI submetidos
ao transplante intracerebral. Em contrapartida, quando o
transplante foi efetuado em animais sadios, as células per-
maneceram no local em que foram injetadas e mantiveram
o seu perfil celular astrocitico. Esses dados indicam que o
tecido cerebral HI apresenta processos fisiolégicos capazes
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Tabela 1 - Revisdo das publicages sobre terapia celular em hipéxia-isquemia experimental no periodo neonatal

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplant: Resultad Resultad Migragao Diferenciagdo
(animal, idade ( tragao, fi is* morfoldgicos, celular celular
e duragao via, tempo e celulares e
da hipoxia) imunossupressao) moleculares*
Elsayed Ratos Long-Evans Tecido neocortical Bloco tecidual de NA Nenhum efeito Transplantes com NA
etal.l® black-hooded; fetal murino (13° 1-2 mm3; ic (TI); sobre a atrofia desenvolvimento
P7-8; 60, 120 dia embriondrio) 7 dias apds HI; cerebral. Presenca de satisfatorio (63%)
ou 120-150 min SI conectividade axonal e pobre (19%),
entre o transplante e localizados no
as areas adjacentes cortex ou em
corticais do tecido dreas adjacentes
receptor 6 semanas pT
Jansen Ratos Wistar; Tecido neocortical 5 x 104 células/pL; Melhora da Auséncia de Identificagdo NA
etall® P7; 150 min fetal murino (160 ic (T1); 3 dias apds coordenagdo restabelecimento de 72% dos
dia embriondrio) HI; SI (3-8 semanas da citoarquitetura transplantes
pT) e assimetria cortical; o transplante localizados em
motora expressou marcadores areas adjacentes
(9 semanas pT) neuroquimicos e ao corpo caloso do
auséncia de marcagdo cortex sensorio-
glial; presenca de motor 9-11
astrocitos circundantes semanas pT
ao transplante. (9-11
semanas pT)
Park Camundongos CTN murinas (clone 1 ou 2 complexos | rotagdo Redugdo do dano 0 transplante Células
etal.?’ CD-1; P7; C17.2) em scaffold CTN-PGA (1 x 107 unilateral cerebral; formagao apresentou transplantadas
120 min de PGA; CTN-PGA) células/mL; 100-200 de interconexdes uma implantagdo apresentaram
pL); ic (TI); 7 dias entre CTN/PGA e satisfatoria marcagdo de
apos HI; SI o tecido receptor; na cavidade neurdnio (5%)
neovascularizagao; infartada cerebral e oligodendraécito,
| infiltragdo de 2-6 semanas pT na penumbra
mondcitos e cortical da lesdo,
cicatriz astroglial; 2 semanas pT
restabelecimento de
projegdes neuronais
de longa distancia
Imitola Camundongos Cinco linhagens 5 x 105 células/mL; NA CTN expressam Correlagdo Células
etal.? C578Bl/6; P7; de CTN humanas ic (TC); 3 dias apés CXCR4; T expressdo positiva entre a transplantadas
120 min e murinas HI; ciclosporina de SDF-10 na regido presenca de células  com marcagdo
cerebral infartada transplantadas na neuronal na
(células astrociticas e regido isquémica penumbra
endoteliais); interagdo e a expressao de cortical da lesao
da via SDF-1¢/CXCR4 SDF-1a
Katsuragi Ratos Wistar; Células BHK-GDNF 1 cépsula (1 x 108 NA T GDNF sérico; Células BHK-GDNF ~ NA
etal.®2 P14; 120 min encapsuladas células/mL); ic (TI); L incidéncia e mantiveram-se
2 dias pré-HI; SI severidade do dano viaveis 7 dias pT
neuronal (7 dias pT)
Katsuragi Ratos Wistar; Células BHK-GDNF 1 cépsula (1 x 108 Melhora no Redugdo do dano NA NA
etal.® P9; 120 min encapsuladas células/mL); ic (T1); desempenho cerebral 17
2 dias pré-HI; SI cognitivo a partir semanas pT
da 62 semana pT
Zheng Ratos Células-tronco 5 x 104 células/pL; NA NA Detecgdo Células
etal.2! Sprague-Dawley; astrociticas ic (TI); 24 h apos das células transplantadas
P7; 120 min multipotentes da HI; SI transplantadas apresentaram
zona subventricular na regido cortical marcagdo de
murina e periventricular astrocito e neurdnio
isquémica em até  3-21 dias pT
21 dias pT
Meier Ratos Wistar; CTCUH 1 x 107 células/ Melhora no Nenhum efeito Presenga Auséncia de células
et al.3 P7; 80 min 500 pL; ip; 24 h desempenho sobre a atrofia das células transplantadas com
apos HI; SI locomotor 21 cerebral em transplantadas marcagdo para
dias pT 21 dias pT ao redor da lesdo astracito e neurénio

cerebral 21 dias pT

21 dias pT

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = nao avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pods-natal; PGA = acido poliglicélico; pT = pds-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pés-natal X; S| = sem imunossupressao;
TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.

T =aumen
| = reduca

to.
0.

Animais tratados versus animais controle.
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Tabela 1 - Revisdo das publicagGes sobre terapia celular em hipéxia-isquemia experimental no periodo neonatal (continuacdo)
Referéncia  Modelo de HI Tipo celular T plante Resultad Resultados Migragao Diferenciagao
(animal, idade (concentragio, funcionais* morfologicos, celular celular
e duragio via, tempo e celulares e
da hipéxia) imunossupressio) moleculares*
Yasuhara Ratos Sprague- CPAM de medula 2% 10° células/3 pL; Melhora da NA Detecgdo NA
et al.®® Dawley; P7; ossea murina ic (TI); 7 dias apos assimetria, das células
150 min HI; ciclosporina A mas nao da transplantadas
coordenacdo nas regides
motora, hipocampais de
14 dias pT CA2 e CA3
14 dias pT
Park Camundongos CTN murinas 0,4-1,6 x 10° NA NA TC: migragdo TI versus TC (3 dias
et al.2? CD-1; P7; (clone C17.2) células/4 pL; ic; celular através apos HI): células
138 min 1(TI), 3 (TTouTC), do corpo caloso e transplantadas
7 (TI), 14 (TI) ou outras comissuras apresentaram
35 (TI) dias inter-hemisféricas marcagao de
apds HI; SI para a drea neurdnio (~5 versus
infartada; TI: 0%), oligodendrécito
as células (~4 versus ~1%),
permaneceram astrocito (~23 versus
no local da lesdo, ~15%) e células
com melhor progenitores neurais
implantagéo (~18 versus ~6%)
quando no neocortex (1
transplantadas més pT)
entre 3e 7 dias
apos HI
Park Camundongos CTN murinas 3 x 10° células/8 pL NA Expressdo Presenga das Células
et al.2® CD-1; P7; (clone C17.2) com (ic, TI em 2 locais) aumentada células nos locais transplantadas com
120-180 min superexpresséo e 1,0 x 10° células/ de NT-3 de transplante 2-4 ~ marcacdo neuronal
de NT-3 (CTN-NT3) 2 pL (iev, TC); semanas pT (colinérgico,
3 dias apds HI; GABAérgico e
sl glutamatérgico) na
penumbra (81,4%)
e drea infartada
(10-20%), e para
oligodendrocito
(0,4%) e glia
(1%); células
transplantadas com
marcagao neuronal
no hemisfério
contralateral (~90%)
(2-4 semanas pT)
Ma Camundongos Células-tronco 1 x 104 células/pL; Melhora da T células neuranais na Detecgdo Células
etal C57BI/6; P7; embrionarias murinas  icv (TI); 2-3 dias memdria espacial 2 regido hipocampal de das células transplantadas
90 min apbs diferenciacdo apés HI; SI e 8 meses pT CA1 8 meses pT transplantadas apresentaram
neural in vitro no hipocampo e marcagdo de
cortex cerebral neurdnio, mas nio
2 e 8 meses pT de astrocito,
8 meses pT
Dayer Ratos Wistar; Células progenitoras 4 x 104 células/ NA Preservagdo do Deteccdo A grande maioria
et al.® P3; 30 min neurais murinas com 0,5 pL; ic (TI); estado de imaturidade das células das células
superexpressdo de 1 e 3 dias apds HI; e proliferagao celular transplantadas transplantadas
FGF-2 sl & inversamente no cortex apresentou marcagao
proporcional a isquémica de neurdnio imaturo;
expressividade de infragranular em menor nimero,
FGF-2 nas células € na margem houve marcagdo

transplantadas

entre cortex e
corpo caloso
2 semanas pT

para astrécito,
oligodendrocito e
neurdnio

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenguimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = nao avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pos-natal; PGA = acido poliglicélico; pT = pos-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pas-natal X; S| = sem imunossupressao;
TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.

1 = redugéo.

Animais tratados versus animais controle.
T = aumento.
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experimental no periodo neonatal (continuagdo)

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplante Resultad Resultad Migragao Diferenciagdo
(animal, idade (concentragao, funcionais* morfoldgicos, celular celular
e duragdo via, tempo e celulares e
da hipoxia) imunossupressao) moleculares*
Yasuhara Ratos Sprague- ~ CPAM de medula 2 % 10° células/3 pL; Melhora da Redugdo da morte Detecgdo das células  Células
et al.s? Dawley; P7; Gssea murina ivouic (TI); 7 dias coordenacdo neuronal na regido transplantadas nas transplantadas
150 min apds HI; SI e assimetria hipocampal de CA3 regides hipocampais apresentaram
motora 14 dias 14 dias pT (iv e ic) isquémicas de CAZe  marcagdo neuronal
pT (iv eic) CA3 14 dias pT (ive 14 dias pT (iv e ic)
ic). Localizavam-se
também em vasos
sanguineos no
hipocampo (iv)
Sato Ratos Sprague- CTN murinas (14° 2,5 x 105 células/ NA 4 dano cerebral Presenca das células NA
etal.?® Dawley; P7; dia embrionario) 5 pL; icv (TI); (CTN+ChABC < CTN = transplantadas na
120 min ou CTN+ChABC 24 h apos HI; VEH); T peso cerebral lesdo isquémica e
(25 mU) SI (CTN+ChABC > CTN = dreas adjacentes
VEH) (7 dias pT) 7 dias pT
de Paula Ratos Wistar; CTCUH 1 x 107 células/ Nenhum efeito Nenhum efeito Deteccdo de poucas NA
etal.® P7; 120 min 100 pL; iv; 24 h sobre o déficit da sobre a atrofia cerebral células transplantadas
apos HI; SI meméria espacial 3 semanas pT 24h,1e3
3 semanas pT semanas pT
Yasuhara Ratos Sprague- CTCUH ou 1,5 x 104 células/ Melhora da 7T niveis cerebrais de GDNF, Presenca de poucas NA
etal ¥ Dawley; P7; CTCUH+M 200 uL; iv; 7 dias coordenagdo e BDNF e NGF 3 dias pT células transplantadas
150 min (manitol 1.1 apds HI; SI assimetria motora  (CTCUH < CTCUH+M); no hipocampo
mol/L) 7 e 14 dias pT 7T densidade dendritica isquémico 14 dias pT
(CTCUH na regido hipocampal
< CTCUH+M) de CA1 14 dias pT
Pimentel- Ratos Lister- CTCUH 2 x 10° células/ Melhora no | morte neuronal e Presenca de poucas NA
Coelho Hooded; P7; 200 uL; ip; desenvolvimento expressao de caspase 3no  células transplantadas
etal.¥’ 90 min 3 h apés HI; SI dos reflexos estriado isquémice 2 dias no cortex e estriado
sensdrio-motores pT; | ativacdo microglial isquémico 2 dias pT
4 dias pT no cortex 7 dias pT
Jenny Ratos Wistar; Células 2-5 x 10% células/ NA Formacdo de agrupamentos  Presenca das células  Células
et al.t P3; 30 min progenitoras 1L ic (TI); celulares com transplantadas em transplantadas
neurais 4 dias apos HI; SI superexpressao de FGF-2 dreas de lesdo apresentaram
murinas com em areas perivasculares cortical e proximas marcagdo de
superexpressao & vasos sanguineos neurdnio imaturo
de FGF-2 7 dias pT 7 dias pT
van Camundongos CTM de medula 1 x 10° células/2 pL; Melhora da T-P12: | lesdo cerebral Menos de 1% NA
Velthoven C578I/6; P9; dssea murina ic (TI); 3 dias (T-P12)  assimetria motora (18 dias pT); T neuro- & das células em
et al.® 45 min ou 10 dias (T-P19) em 7 e 18 diaspT  oligodendrogénese, e | proliferagdo no
apds HI; SI (T-P12),0uem 11 proliferagdo microglial hemisfério
e 18 pT (T-P19) no hipocampo e cortex isquémico
isquémico (7 e 18 dias pT);  originaram-se
7 proliferago de astrécitos  daquelas
no hipocampo, e | no transplantadas
cortex isquémico (7 dias
pT). T-P19: | lesdo cerebral
(18 dias pT)
Lee Ratos Sprague- ~ CTM de medula 1 % 108 células/pL; Apesar de Nenhum efeito sobre a Deteccdo Células
et al.®s Dawley; P7; Gssea humana ica; 3 dias apos nenhum efeito atrofia cerebral das células transplantadas
210 min HI; SI sobre o déficit 6 semanas pT transplantadas apresentaram
na coordenagdo igualmente marcagdo de
motora, houve | distribuidas astrocito e microglia
assimetria motora em ambos (> n®), neurdnio
20 dias pT os hemisférios e oligodendrdcito
cerebrais & (< n?), igualmente
semanas pT distribuidas em

ambaos os hemis-
férios cerebrais
6 semanas pT

BDNF = fator neurotrdfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tranco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = ndo avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pos-natal; PGA = acido poliglicdlico; pT = pos-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pos-natal X; S| = sem imunossupressao;

TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.
Animais tratados versus animais controle.

T = aumento.
1 = redugéo.
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Tabela 1 - Revisdo das publicacdes sobre terapia celular em hipdxia-isquemia experimental no periodo neonatal (continuagdo)

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplante Resultad Resultados Migragao Diferenciagao
(animal, idade (concentragao, funcionais* morfolagicos, celular celular
e duragao via, tempo e celulares e
da hipoxia) imunossupressio) moleculares*
Xia Ratos Sprague- CTM de sangue 5 x 104 células/pL; Melhora da fungdo  Atenuagdo Presenca das células Células
et al.®t Dawley; de cordao ic (TI); 3 dias neuroldgica 14, do dano cerebral transplantadas no transplantadas
P7; 150 min umbilical humano  apés HI; 21 e 28 dias pT 28 dias pT cortex e dispersédo apresentaram
ciclosporina para hipacampo marcagao de
7 dias pT astrécito,
mas ndo de
neurdnio,
7 dias pT
Daadi Ratos Sprague- ~ CTN humana de 5% 10% células/pL; Melhora da Nenhum efeito sobre Permanéncia Células
et al.?® Dawley; P7; células-tronco ic (T em 3 locais); coordenagao e a atrofia cerebral; das células transplantadas
90 min embriondrias 24 hapos HI; SI assimetria motora  superexpressdo de genes transplantadas, apresentaram
28-30 dias pT envolvidos na neuro- com disperséo marcagao de
/gliogénese e suporte para o estriato CTN,
neurotréfico no hemisfério isquémico, neurdnio
isquémico; em 1 més pT e astrocito
7 brotamento axonal para 1 més pT

o hemisfério ipsilateral;

T terminais axonais no
cortex sensdrio-mator,
corpo caloso, estriato e
talamo ipsilateral; T células
microgliais no estriado
isquémico, mas ndo no
cortex (1 més pT)

BDNF = fator neurotrdfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotrofico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotrdfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipéxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = nao avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pos-natal; PGA = &cido poliglicolico; pT = pos-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pés-natal X; S| =sem imunessupressao;
TC = transplante contralateral; T| = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.

* Animais tratados versus animais controle.
T = aumento.
1 = reducéo.

de atrair células-tronco astrociticas para o local de lesdo,
assim como de induzir a neurodiferenciacao.

Em um elegante trabalho, Park et al.22 apresentaram
interessantes observacdes do comportamento de CTN quando
transplantadas no cérebro de camundongos neonatos subme-
tidos a HI. Quandotransplantadas no hemisfério contralateral
a lesdo HI, as CTN migraram através do corpo caloso e de
outras comissuras inter-hemisféricas para a area infartada.
Ja quando o transplante foi feito no hemisfério ipsilateral, as
células permaneceram no local da lesdo. Em ambos os casos,
as CTN diferenciaram-se no sitio isquémico, apresentando
marcagao para neurdnio, oligodendracitos, astrocitos e célu-
las progenitoras neurais. Além disso, esse mesmo grupo de
pesquisa elucidou os mecanismos inflamatérios envolvidos
na migracdo da CTN frente a lesdo HIZ3,

Células-tronco embriondrias da camada interna do blas-
tocisto de embrides também apresentam a capacidade de
diferenciar-se em neurdnios através de protocolos de cultura
especificos, podendo ser consideradas fontes celulares alter-
nativas para o tratamento de lesdes cerebrais. Dois estudos
utilizaram células-tronco embrionarias neurodiferenciadas em
modelo de HI. No primeiro deles, demonstrou-se que o trans-

plante de células-tronco embrionarias neurodiferenciadas in
vitro resultou na melhora da meméria espacial em ratos HI24,
No entanto, embora tenha ocorrido aumento de células neu-
ronais no hipocampo isquémico, ndo ha evidéncias claras de
gue o sucesso nos desfechos encontrados esteja relacionado
a repopulagdo neuronal, a diferenciacdo ou a liberagdo de
fatorestréficos pelas células administradas. Em outro trabalho
recentemente publicado, verificou-se o restabelecimento da
coordenagdo e simetria motora de ratos HI apos transplante
de células-tronco embrionarias humanas neurodiferenciadas.
No entanto, os autores constataram auséncia de efeito re-
parador sobre o dano estrutural do cérebro?s.

O ambiente isquémico remanescente pode influenciar
na restauracdo tecidual em decorréncia da agressividade
do processo HI. As lesdes HI podem se associar a volumosa
necrose tecidual, resultando em um cisto porencefalico.
Tal situacao oferece um microambiente prejudicade para
o abrigo de células transplantadas devido a caréncia de
aporte sanguineo e matriz extracelular adequada. Através
de estudos na area da engenharia tecidual, uma nova
abordagem de tratamento tem sido proposta com o uso
de matrizes (scaffolds) biodegraddveis dentro da cavidade
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infartada, a fim de intensificar a formac&@o de conexdes entre o
enxerto e o tecido hospedeiro® 2%, Utilizando essa abordagem
terapéutica, Park et al.2? demonstraram uma implantacdo
satisfatéria dos scaffolds associada a redugdo da cavidade
cerebral infartada e ao déficit motor em ratos submetidos
a HI. Surpreendentemente, constatou-se a formagdo de
interconexdes entre o implante e o tecido receptor, além do
restabelecimento de projegées neuronais de longa distancia
anteriormente prejudicadas pelo processo HI.

Outros compostos também podem ser associados aterapia
celular com o objetivo de prover suporte ao desenvolvimento
de CTN em modelo de HI. Um exemplo disso é a utilizacao
de condroitinase ABC (ChABC) associada ao transplante in-
tracerebroventricular de CTN em ratos neonatos submetidos
a HI que resultou na reducdo acentuada do dano cerebral?8,
Devido a capacidade de promover plasticidade cerebral, os
autores sugerem que a ChABC teria facilitado a adesdo e
migragdo de CTN para areas isquémicas.

Considerando CTN como possiveis vetores de fatores trd-
ficos, algunstrabalhos utilizam células-tronco geneticamente
modificadas para expressar niveis aumentados dessas subs-
tancias. Utilizando CTN que superexpressam neurotrofina-3
(CTN/NT-3) no cérebro de ratos HI, os pesquisadores obser-
varam aumento da porcentagem de diferenciagdo neuronal
de 5 para 10-20% na area infartada e > 80% na penumbra,
quando comparado a linhagem de CTN ndo geneticamente
modificada. Os autores sugerem que a producdo da NT3
pelas CTN possa ter atuado de maneira autdcrina e paracri-
na, ligando-se as células adjacentes do tecido hospedeiro e
estimulando a neurogénese enddgena??.2%, Outros estudos
também tém demonstrado que CTN que superexpressam
fatores troficos especificos migram para a regido lesada e
formam nichos de células imaturas e proliferativas disponiveis
para o reparo celularapds HI3°, Adicionalmente, identificou-se
que o ambiente perivascular é fundamental para a manu-
tencdo dessas células em um estado ativo de imaturidade e
proliferagdo3!, Estudos também mostram que a utilizagdo de
um vetor celular para liberar determinados fatores troficos
reduz a incidéncia e extensdo do dano cerebral e cognitivo
em estudos experimentais de HI32:33,

Transplante de células-tronco de cordao umbilical

Células-tronco de corddo umbilical humano (CTCUH)
tém sido usadas em alguns estudos experimentais de lesao
HI em decorréncia de sua capacidade de diferenciagdo em
neurdnios e células gliais in vitro e in vivo. No entanto, ha
poucos estudos usando células de sangue de corddo umbilical
ndo humano em modelos animais de doengas neurologicas,
havendo divergéncias do uso concomitante de imunossu-
pressores34.35,

O primeiro estudo a testar o efeito do transplante de CT-
CUH em ratos HI foi realizado por Meier et al.3¢. Os autores
demonstraram que a injegdo intraperitoneal de CTCUH 24 h
apoés a lesdo HI em roedores neonatos resultou em melhora
do padrdo de marcha dos animais. Pode-se também cons-
tatar que as células-tronco migraram para a regido da les@o
cerebral, porém nédo se observou redugdo da atrofia cerebral
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e transdiferenciacdo das células transplantadas. Utilizando
a mesma via de administracdo dessas células, um grupo de
pesquisadores demonstrou que a injecdo intraperitoneal de
CTCUH, 3 h apos a lesdo HI, tem a capacidade de melhorar os
reflexos primitivos desses animais®’. Além disso, os autores
demonstraram reducdo da morte celular no estriado e um
efeito anti-inflamatorio no coértex. No entanto, foi possivel
verificar a presenga de poucas células transplantadas no
estriado e cortex isquémicos dos animais tratados.

No mesmo ano, nosso grupo de pesquisa publicou um
estudo sobre os efeitos da administracdo intravenosa de
CTCUH em HI experimental?8. No entanto, nossos resultados
demonstraram apenas uma tendéncia para a reducdo dos
déficits comportamentais e morfolégicos nos ratos tratados
30 dias apds o transplante. Além disso, poucas células
transplantadas foram identificadas no cérebro dos animais
tratados. Aspectos como dose, tempo de seguimento para
a avaliagdo e via de administracdo podem ter influenciado
nos desfechos do estudo.

Paralelamente, também desenvolvemos um modelo
experimental de hipdxia-isquemia em suinos neonatos para
o estudo da terapia celular em animais de médio porte3°,
Os suinos recém-nascidos que receberam CTCUH através
da artéria carotida comum apresentaram melhores escores
neurolégicos quando comparados aos animais apenas subme-
tidos ao modelo de HI ou ao grupo transplantado via artéria
umbilical. Adicionalmente, foi possivel identificar a presenca
das células transplantadas apenas em alguns animais do
grupo transplantado por via artéria carotida.

Um interessante estudo demonstrou que a injecao
intravenosa de CTCUH, 7 dias apds a lesdo HI, melhorou
a coordenacdo e assimetria motora dos ratos tratados4?.
Além disso, foram detectados niveis aumentados de fatores
de crescimento no hemisférico cerebral ipsilateral a lesao
3 dias poés-transplante. Nesse estudo, os autores também
incluiram um grupo de animais HI que receberam a mesma
dose de CTCUH associado ao uso de manitol, substéncia que
aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefélica. Os
resultados desse grupo experimental demonstraram que o
manitol potencializou ainda mais os efeitos funcionais e a
expressdo dos fatores troficos, em comparacdo ao grupo
apenas transplantado com CTCUH.

A viabilidade terapéutica de células-tronco mesenqui-
mais, provenientes de cordao umbilical humano em modelo
experimental de HI, também foi recentemente analisada“®!.
O transplante foi efetuado 3 dias apés HI através da via in-
tracerebral. Os animais tratados apresentaram uma melhora
progressiva da funcdo neuroldgica, associada a atenuagdo
do dano cerebral. Além disso, verificou-se a presenca das
células transplantadas no cértex, com dispersdo em diregdo
ao hipocampo, 7 dias pés-transplante, apresentando dife-
renciagdo astrocitica, mas ndo neuronal.

Em contexto clinico, pesquisadores da Universidade Duke
iniciaram estudo fase I com transplante autélogo de células-
tronco de corddo umbilical em recém-nascido a termo com
encefalopatia HI de grau moderadoa severo (NCT00593242).
As criancas serdo acompanhadas para avaliacdo de neurode-
senvolvimento e submetidas a exames de ressondncia mag-
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nética. Até o presente momento, o ensaio clinico encontra-se
na fase de recrutamento de pacientes compativeis com os
critérios de selegdo do estudo.

Transplante de células-tronco de medula éssea

Estudos utilizando células-tronco da medula 6ssea tam-
bém tém sido amplamente utilizados em modelos animais
de lesdo isquémica cerebral, como em ratos adultos42-45
e, mais recentemente, em ensaios clinicos, demonstrando
resultados promissores?6.47,

O sangue da medula 6ssea contém, pelo menos, duas
populagdes celulares com um grande potencial para o uso
clinico: as células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco
mesenquimais (CTM)34. A descoberta de que células-tron-
co hematopoiéticas também possuiam a capacidade de se
transdiferenciar em linhagem neuronal ampliou o espectro de
utilizagdo dessa fonte de célulasimaturas*8.49. Especificamen-
te, as CTM sdo derivadas do estroma medular e sdo definidas
conforme a presenca de marcadores de superficie especificos,
comportamento in vitro e potencial de diferenciagdo>°. Esse
tipo celular apresenta uma elevada capacidade de expressar
fenoétipos neuronais in vitro51,52 e in vivo53.54,

Recentemente, dois grupos de pesquisa apresentaram
seus resultados utilizando CTM de medula 6ssea em modelo
de HI experimental. Lee et al.55 utilizaram a via intracardiaca
para o transplante 72 h apds a lesdo. Os autores observaram
apresenca dos implantes celulares igualmente distribuidos em
ambos os hemisférios cerebrais 6 semanas apds o transplante.
Tais células expressaram mais frequentemente marcadores
de astrdcito e microglia, além de marcadores de neurénio
e oligodendrécitos, em menor numero. Adicionalmente,
observou-se melhora da assimetria motora nos ratos HI 40
dias apos o transplante, embora ndo tenha sido constatada
a reparagao do dano isquémico tecidual.

Ja em outro estudo, demonstrou-se que a injegédo intra-
cerebral de CTM, 72 h apds lesdo, aumentou a proliferagdo
e a diferenciacdo neuronal no hemisfério isquémico%s. Os
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desfechos histoldgicos e motores também foram favoraveis 10
e 21 dias ap6s o tratamento. No entanto, menos de 1% dos
novos neurdnios eram derivados das células transplantadas.
O estudo sugere que as CTM tenham favorecido a formagao
enddgena de novas células neuronais a partir da reducdo da
atividade inflamatoria microglial.

Utilizando uma fragao purificada das CTM, denominada de
células progenitoras adultas multipotentes (CPAM), Yasuhara
et al.57 demonstraram que a administragdo intracerebral ou
intravenosa de CPAM de medula 6ssea de camundongo, 7
dias ap6s HI, resultou em melhora motora dos animais trans-
plantados. Curiosamente, houve equivaléncia na recuperagao
do déficit motor entre os animais que receberam transplante
alogénico (entre animais geneticamente diferentes, porém
da mesma espécie) e aqueles que receberam transplante
singénico (entre animais geneticamente idénticos). Associada
a perda neuronal diminuida, detectou-se também a presenca
de CPAM nas regides hipocampais isquémicas e a marcagao
neuronal 14 dias pds-transplante>7.58,

Mecanismos de acao envolvidos na terapia celular
em hipéxia-isquemia experimental

Compreender os mecanismos de agdo envolvidos no pro-
cesso de neuroregeneracao pelas células-tronco é fundamental
para otimizar os beneficios clinicos da terapia celular. Diversos
fatores (resumidos na Tabela 2) podem ser responsdveis pelos
resultados positivos apresentados em estudos recentes de HI
experimental. No entanto, apesar dos beneficios significativos
demonstrados nesses trabalhos, as varidveis responsaveis
pelo sucesso do transplante de células-tronco em HI ainda
nao foram estabelecidas.

Transdiferenciagdo celular

A primeira hipétese estudada para justificar os efeitos
benéficos da terapia celular em doengas neuroldgicas foi a da
transformacdo direta de células-tronco em neurdnios madu-
ros, processo denominado de transdiferenciagdao. No entanto,

Tabela 2 - Principais mecanismos de acdo das células-tronco na asfixia perinatal

Mecanismo de agao Descrigdo

Transdiferenciagdo celular

Liberagao de fatores tréficos

Estimulagcdo da neurogénese endégena

Modulagdo do processo inflamatdrio

Transformacdo direta de células-tronco (diversas fontes) em neurdnios maduros

Células-tronco podem funcionar como vetores para a produgdo e/ou liberagdo
de fatores neurotréficos

E possivel que as células-tronco transplantadas possam potencializar esses mecanismos
intrinsecos de reparagao

Células-tronco podem inibir a ativacdo de diversas células imunes e, consequentemente,

aumentar a neurogénese e a produgdo de fatores tréficos

Estimulacdo da angiogénese

Inducgdo da neuroplasticidade

Tem-se observado a transdiferenciagdo das células-tronco em novos vasos (angiogénese),
o aumento da vascularizagdo nas dreas de penumbra e a formagao indireta de novos vasos
através da liberacdo de fatores de crescimento

Aumento nas conexdes aferentes e eferentes entre o local da lesdo e as regiGes cerebrais,
restaurando as atividades sinapticas locais através da sinaptogénese
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os estudos com HItém mostrado que a recuperagao funcional
dos animais tratados tem ocorrido independente da presenga
de células-tronco com expressdo de marcadores neuronais
nas areas isquémicas. A transdiferenciagado de células-tron-
co adultas de origem mesodérmica em células derivadas
da camada ectodérmica ainda permanece em debate. Em
estudos in vitro, a transdiferenciagdo € detectada através
da positividade de marcadores especificos de neurénios e
células gliais. No entanto, a caracterizacdo de propriedades
eletrofisiologicas dessas células transdiferenciadas ainda esta
pouco documentadas®-61, Em decorréncia desses achados,
outros mecanismos tém sido propostos®2,

Liberacdo de fatores tréficos

Os fatores tréficos constituem uma familia de polipep-
tideos essenciais para a sobrevivéncia e a diferenciacdo de
neurénios normais em desenvolvimento, além de terem um
papel importante na neuroprotecdo de neurénios maduros sob
condigdes patoldgicas®3. As células-tronco podem servir como
veiculos de moléculas especificas, funcionando como vetores
para a producdo e/ou liberagdo de fatores neurotroéficos29.64,
Interagindo com seus receptores, € possivel que as células-
tronco possam liberar fatores de crescimento e citocinas,
inibindo processo de apoptose, aumentando a angiogénese
e/ou estimulando a diferenciagdo de células precursoras
enddgenas!24%, Dados obtidos no estudo de Borlongan et
al.55 reportaram um aumento de 15% na produgdo de fatores
tréficos no sangue circulante de ratos adultos submetidos a
isquemia cerebral apds transplante de CTCUH. Recentemen-
te, o mesmo grupo demonstrou resultados similares apds o
transplante de células-tronco em um modelo de HI neonatal
em ratos*%. Embora exista a liberacdo endégena de fatores
tréficos pelo tecido neuronal frente a lesdes isquémicas, esse
mecanismo compensatoério € insuficiente para promover a
regeneracgao tecidual e/ou recuperagao funcional. Portanto,
os autores desses estudos sugerem que o aumento de fatores
tréficos especificos seja, provavelmente, em decorréncia do
transplante de células-tronco.

Estimulagdo da neurogénese endégena

Diversos estudos demonstraram aumento da neurogénese
enddgena frente as lesdes HI neonatais®®.67, No entanto, é
possivel que as células-tronco transplantadas possam poten-
cializar esses mecanismos intrinsecos de reparagdo. No estudo
de van Velthoven et al.58, verificou-se que o transplante de
células-tronco em animais HI reduziu a proliferagdo micro-
glial e aumentou a neurogénese. Os autores sugerem que
as células transplantadas tiveram a capacidade de modular
a resposta inflamatdria pos-HI, favorecendo o processo de
neurogénese endégena.

Modulagdo do processo inflamatério

Apesar de benéfico para o recrutamento e migragdo de
células-tronco até o local da lesdo, o processo inflamatério
determinado por lesdes cerebrais parece ser restritivo para
a diferenciagdo celular?3. Nesse contexto, estudos atuais
tém demonstrado que diferentes fontes de células-tronco
podem inibir a ativagdo de diversas células imunes. Pluchino
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et al.®® mostraram que células-tronco neurais promoveram
a neuroprotecgdo através de citocinas anti-inflamatérias e de
moléculas imunomodulatérias. Em outro estudo, a injegdo
intravenosa de CTCUH aumentou a sobrevivéncia do tecido
neuronal e reduziu a infiltragdo de leucdcitos e a expressdo
de proteinas pré-inflamatorias no cérebro isquémico®.

No SNC, as células microgliais constituem a primeira linha
de defesa imunolégica e compreendem um dos principais
processos inflamatdrios que contribuem ao dano cerebral.
Essa populagdo celular libera uma variedade de citocinas
e fatores de crescimento e reagem rapidamente no tecido
cerebral lesado para promover a fagocitose e apresentar
antigenos para as células T. No entanto, a ativagdo micro-
glial estd comumente associada a diminuigdo da produgdo
de fatores troéficos e com reducdo da neurogénese?®63.70,
Pode-se observar que, em dois estudos de terapia celular
em HI experimental, o transplante de células-tronco reduziu
a expressao de microglia no cértex e hipocampo isquémico
e, consequentemente, melhorou os desfechos funcionais
nos animais tratados37.5¢, Em contrapartida, Daadi et al.2®
verificaram aumento de proliferagdo de células microgliais no
estriato de animais HI transplantados com CTN. Esses dados
sustentam aideia de que as células microgliais desempenham
um papel pré- e anti-inflamatoério, dependendo do seu estado
de ativagdo e fenoétipo funcional’!.

Estimula¢do da angiogénese

Alguns estudos com lesGes isquémicas em ratos adultos
tém mostrado que ha um aumento da vascularizagdo nas
areasde penumbra poucos dias apés o transplante de células-
tronco’2.73, Alémdisso, tem-se observado a transdiferenciagdo
das células-tronco transplantadas em novos vasos (angiogé-
nese)34.74, E provével que também ocorra um evento indireto
das células na formagdo dos vasos sanguineos. Chen et al.”s
mostraram que células-tronco do estroma da medula 6ssea
promoveram angiogénese na regido isquémica através de
um aumento dos niveis enddgenos de fator de crescimento
endotelial vascular. Até o presente momento, existe apenas
um estudo indicando neovascularizagdo no tecido cerebral de
animais HI transplantados com CTN27. Os autores sugerem
que tenha ocorrido a elaboragéo de sinais angiogénicos pds-
transplante, propiciando a formagdo de um parénquima novo
e vascularizado no local do cisto porencefélico.

Indugdo da neuroplasticidade

Eventos neuroplasticos incluem um aumento nas co-
nexdes aferentes e eferentes entre o local da lesdao e as
regides cerebrais, restaurando as atividades sinapticas locais
através da sinaptogénese34. Recentemente, tem-se obser-
vado a expressdo de proteinas sindpticas em ratos adultos
com lesdo cerebral isquémica que receberam transplante
de células-tronco, indicando a formagdo de contatos sindp-
ticos’6:77, Confirmando tal possibilidade, um estudo recente
demonstrou que células-tronco neurais, transplantadas via
intracerebral de ratos HI, aumentou o nimero de terminais
axonais no cértex sensério-motor, corpo caloso, estriato e
talamoipsilaterais, assim como brotamento axonal acentuado
em direcdo ao hemisfério lesado?5.
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Aspectos translacionais da terapia celular em
asfixia perinatal

A pesquisa translacional pode ser definida como um
processo que parte da medicina baseada em evidéncias em
diregéo a solugdes sustentdveis para problemas de salide da
comunidade’s, Os estudos pré-clinicos constituem o primeiro
passo no desenvolvimento de novas terapias. No entanto,
a transferéncia dos conhecimentos adquiridos através de
estudos in vitro e em modelos animais de HI para o uso
clinico da terapia celular requer atengdo para as diferencas
entre as espécies e a andlise critica dos resultados experi-
mentais. Além disso, aspectos ainda pouco elucidados (Tabela
3), tais como, a via de administragdo, o nimero de células
transplantadas, o tipo de célula utilizada e o momento de
intervencdo pds-lesdo sdo variaveisimportantes que poderdo
influenciar significativamente a resposta clinica. Portanto,
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apos o esclarecimento de questdes fundamentais para a
seguranca do tratamento, & possivel que estudos clinicos
de fase I possam ser iniciados para avaliar essa abordagem
terapéutica inovadora.

A escolha da via de administracdo pode ser um fator
crucial para o sucesso da terapia celular quando se consi-
dera que o beneficio do tratamento dependa da migracdo
e localizacdo das células transplantadas na regido cerebral
comprometida. Atualmente, a melhor rota de transplante de
células-tronco para o tratamento de neuropatologias ainda
ndo estd definida. No entanto, concorda-se que a rota ideal
seria aquela que apresentasse alta eficiéncia e especificida-
de, com o minimo de efeitos adversos. Estudos em modelos
animais de HI tém utilizado uma variedade de métodos de
administracado, incluindo a via intraperitoneal, intravenosa
e intracerebral.

Tabela 3 - Aspectos relevantes para o uso clinico da terapia celular em asfixia perinatal

Aspecto Vantagens Desvantagens
Via de administracéo
Venosa Menos invasiva e mais segura Necessidade de sinais quimiotaticos
Células podem migrar para outros érgdos
Necessidade de avaliar efeitos adversos
Arterial Maior direcionamento das Risco de microembolismos e isquemias

células-tronco para os locais lesados

Técnica de rotina

Intracraniana

Intraperitoneal

Fonte e tipo celular

Embrido ou feto

Corddo umbilical (mononucleares)

Medula dssea (mononucleares)

Células-tronce neurais

Tempo pés-transplante

Agudo

Crbnico

Facilita migragdo das células-tronco
no sitio da lesdo isquémica

Técnica prética, simples e
menos invasiva

Elevado poder de diferenciacdo
e proliferagéo

Facilidade de obtencdo
Elevada quantidade de células
Possibilidade de transplante autélogo

Elevada quantidade de células
Possibilidade de transplante autélogo

Células da mesma origem embrionéria
Amplamente estudadas

Padrdoc-ouro para o tratamento

de lesdes cerebrais

Atua de forma neuroprotetora
Presenca de sinais quimiotéticos e
permeabilidade vascular

Resultados pré-clinicos consistentes

Possibilidade do uso em pacientes
com sequelas estabelecidas

Mais invasiva, risco de lesoes

Células necessitam viajar longas distancias
Poucos estudos

Entraves ético-religiosos
Dificuldade de obtengao
Invidvel para o uso em fase aguda de lesdo

Pouca caracterizacao das células-transplantadas

Pouca caracterizacao das células-transplantadas
Técnica dolorosa e invidvel para recém-nascidos

Migracao restrita
Morte celular
Dificuldade de obtengdo e uso imediato

Limita ao uso de tipos celulares pouco
processados (cultura)
Invidvel para casos j& estabelecidos

Auséncia de sinais guimiotaticos apropriados
Auséncia de permeabilidade vascular
Escassez de estudos
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Através do transplante intracerebral, € possivel atingir
diretamente uma area cerebral especifica. Apesar da precisdo
da técnica, o procedimento é invasivo e diversas aplicagbes
seriam necessarias para abranger uma lesdo isquémica, re-
sultando em um comprometimento cerebral ainda maior”®,
InjegBes intracerebroventriculares também constituem uma
abordagem intracraniana de administragdo das células-tron-
co. No entanto, apesar de permitir uma distribuicdo celular
difusa, essa via ndo é capaz de atingir lesGes afastadas dos
ventriculos e esbarra nas mesmas questdes que o transplante
intracerebral. Além disso, as células transplantadas podem
permanecer aderidas nas paredes dos ventriculos e causar
hidrocefalia obstrutiva’?.80, Embora a maioria dos estudos
experimentais de terapia celular em HI neonatal utilize o
transplante intracerebral, é mais provavel que outras vias
de administracdo menos invasivas sejam estabelecidas para
a pratica clinica. Em contexto experimental demonstrou-
se equivaléncia na recuperacdo motora e morfoldgica do
transplante intravenoso e intracerebral de células-tronco em
modelo animal de HI neonatal®’.

Uma recente metanadlise demonstrou que transplante
celular pela via intravenosa é capaz de melhorar os desfechos
de modelos animais de neuropatologias, sendo que a inibicdo
do processo apoptdtico € a principal modificagdo molecular
cerebral pds-transplante®!, O procedimento de administragdo
intravenosa é menos invasivo, simples e seguro, possibilitan-
do ampla distribuicdo das células transplantadas para areas
cerebrais HI3840,57, Além disso, permite que estas entrem
em contato com sinais quimiotdticos provenientes da lesdo
cerebral e sejam seletivamente acumuladas no tecido alvo’9:82,
No entanto, apenas um numero reduzido de células-tronco
atinge o local de lesdo cerebral por permanecerem retidas
nos pulmaes, rins, figado e bago. Em decorréncia disso, toxi-
cidade e crescimento ectépico em outros 6rgdos necessitam
ser avaliados antes do uso clinico®?.

Uma maneira de evitar a circulagdo corporal sistémica
seria optar pelo transplante das células-tronco por um acesso
intra-arterial. Dados recentes mostram migragao igualmente
distribuida e desfechos neuroldgicos favordveis através do
uso dessa abordagem terapéutica em modelo de HI em ra-
tossS, Essa rota desvia a captagdo pelos drgdos sistémicos,
permitindo que uma concentragdo maior de células-tronco
atinja o sitio isquémico, uma vez que 0s vasos tenham re-
perfusdo. Caso os vasos estejam permanentemente ocluidos,
as células transplantadas permanecerao distribuidas apenas
na regido da penumbra’®. Entretanto, estudos recentes re-
portam alta taxa de mortalidade de animais transplantados
pela via intra-arterial, sugerindo a formacdo de oclusdes
microvasculares e isquemias’®.8%.83, Na pratica médica, o
método de acesso intra-arterial € comumente utilizado em
técnicas intervencionistas de cateterismo vascular. Em um
ensaio clinico brasileiro de terapia celular em pacientes com
isquemia crénica (NCT00473057), foram observados resulta-
dos promissores pos-transplante autélogo de células-tronco
da medula 6ssea utilizando a via intra-arterial“s.

Aviaintraperitoneal também foi utilizada para transplante
celular em HI neonatal, demonstrando migracdo celular da
cavidade peritoneal até as regides de dano cerebral3%.37,
Os resultados do estudo sugerem a presenca de sinais qui-
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miotaticos precisos e a necessidade de quebra da barreira
hematoenceléfica para que ocorra migragdo celular em dis-
tancias tdo longas. Apesar da praticidade do procedimento,
necessita-se um numero maior de estudos que déem suporte
para esta via de transplante alternativa.

Aescolhadointervalo detempo entre o estabelecimento da
lesdo HI e a intervencdo também é importante, pois ao longo
dotempo, o ambiente cerebral adapta-se drasticamente frente
a uma lesdo HI. Em decorréncia disso, a maioria dos estudos
utilizando a administragao sistémica de células-tronco em HI
utiliza estdgios agudos de lesdo. Células-tronco injetadas pre-
cocemente podem auxiliar na preservacao e na sobrevivéncia
do tecido neuronal. Adicionalmente, van Velthoven et al.5¢
sugerem gue o transplante celular seja realizado entre 2 e
3 dias pos-HI, momento em que o cérebro apresenta maior
capacidade de proliferacdo celular e ativagdo de mecanismos
de reparo enddgeno. No trabalho de Park et al.22, a janela
terapéutica para transplante celular eficaz abrangeu 3-7 dias
pbs-HI, devido a elevada atividade metabdlica, bioquimica e
molecular deste periodo que poderia facilitar a migragdo das
células transplantadas?22. J4 no caso de transplantes tardios,
é possivel que as células-tronco possam estimular a liberacédo
de fatores troficos para restaurar as fungtes perdidas®®, No
entanto, apesar da melhora funcional observada em ratos
adultos que receberam células-tronco um més apos isque-
mia cerebral®4, ndo h& estudos que demonstram beneficios
terapéuticos em modelos animais de HI crénica, limitando a
aplicabilidade clinica em lesdes hipdxico-isquémicas estabe-
lecidas em decorréncia da auséncia de sinais quimiotaticos
e permeabilidade vascular apropriados.

A permeabilizacdo da barreira hematoencefalica também
pode facilitar a entrada de células-tronco ou de fatores neu-
rotréficos no SNC, especialmente quando forem utilizadas
vias periféricas de transplante. Entretanto, recentemente,
demonstrou-se que o nimero de células-tronco no hipocampo
isquémico dos animais HI transplantados pela via intravenosa,
ndo diferiu significativamente quando comparados os animais
que receberam apenas células-tronco com aqueles em que foi
associado 0 manitol*?. Em contrapartida, os animais trans-
plantados e administrados com manitol apresentaram maior
concentragdo cerebral de alguns fatores tréficos. Também se
verificou melhora acentuada dos desfechos comportamentais
e histolégicos com o uso de células-tronco e manitol, possi-
velmente através do efeito paracrino dessas células. Essas
evidéncias indicam a importancia da permeabilizagdo da
barreira hematoencefélica em terapia celular, mas também
questionam se a neuroprotecdo é realmente dependente da
migracdo e diferenciagdo celular.

O tipo e fonte celular mais adequados para o tratamento
das lesdes HI neonatais ainda necessitam ser definidos34. O
uso de CTN é considerado padrdo-ouro para o tratamento de
doencas neuroldgicas. No entanto, os resultados de muitos
estudos demonstram que morte celular, migracdo restrita e
répida diferenciagdo em células gliais limitam a aplicabilidade
das CTN no reparo neuronal, Além disso, um dos maiores
obstéculos para o uso clinico desse tipo celular em lesdes
cerebrais neonatais é a sua dificuldade de obtenc&o. E provével
que tecidos de bidépsia ou de material extraido de tecido post-
mortem sejam insuficientes para a producado de quantidades
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significativas dessas células®®. As questdes ético-religiosas
envolvidas na extracdo de material embriondrio e fetal e as
preocupagdes com os riscos de resposta imunoldgica ou de
formacgdo de tumores malignos também inibem a aplicabi-
lidade clinica dessas células. A neurodiferenciagdo in vitro
para futura utilizagdo dessas células em recém-nascidos
com HI adiciona preocupagdo com 0s potenciais riscos de
contaminagdo, reagdo imunoldgica aos fatores adicionados ao
meio de cultivo celular e dificuldade de uso em transplantes
agudos. Desvantagens similares relacionadas a seguranca e
dificuldade de uso imediato também s&o apresentadas pelas
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea e corddo um-
bilical, amplamente usadas em HI experimental.

Em contrapartida, o processamento de células-tronco
mononucleares provenientes do sangue de corddo umbilical
e da medula 6ssea é relativamente simples e rapido. No
contexto da drea neonatal, as células-tronco mononucleares
derivadas de sangue de corddo umbilical apresentam algu-
mas vantagens em relacdo a aspiracdo da medula dssea. A
obtencdo de células-tronco de sangue de corddo umbilical
ndo oferece nenhum risco e desconforto para o recém-
nascido, podendo ser transplantadas apds coleta autdloga.
Além disso, o sangue do corddo umbilical pode ser usado
terapeuticamente no periodo perinatal ou criopreservado para
0 uso tardio®2:86, No entanto, estudos adicionais necessitam
ser realizados para caracterizar as populagdes celulares e
avaliar efetividade e seguranga80.87,

Avaliacdo da dose-resposta das células-tronco em modelos
animais também necessita ser realizada para embasar o seu
uso clinico. Segundo Janowski et al.8!, ha uma associagdo
dose-resposta entre o nimero de células injetadas e os efeitos
do tratamento de neuropatologias em estudos experimen-
tais. No entanto, a dose ideal de células-tronco &, em parte,
dependente da via de administragdo, assim como do tipo
celular usado, do momento de intervencdo e a quantidade
de células transplantadas que atingem a lesdo cerebral. Do
ponto de vista clinico, desfechos relacionados a segurancga do
transplante celular, tais como a formacao tecidual ectépica
e anormalidades comportamentais, devem ser incorpora-
dos na metodologia das investigagdes e no seguimento dos
pacientes. Também é importante considerar metodologias
seguras e efetivas para o monitoramento ndo invasivo da
migracdo das células transplantadas e, consequentemente,
estabelecer uma compreensdo adequada das respostas do
paciente ao tratamento proposto.

Conclusdes

A pesquisa basica vem apresentando resultados promis-
sores na area da lesdo cerebral neonatal. Apesar da varia-
bilidade dos métodos empregados, a maioria dos estudos
citados nessa revisdo indica que as células-tronco podem
apresentar propriedades neuroprotetoras, resultando em
melhores desfechos funcionais nos animais tratados. Certa-
mente, o sucesso da terapia celular em roedores pode ser
considerado o primeiro passo no desenvolvimento de uma
abordagem terapéutica para um futuro uso clinico. No entanto,
cabe ressaltar que as doengas cerebrais humanas apresen-
tam mecanismos mais complexos de dano e regeneracao
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do que em animais de experimentagdo. Portanto, questdes
relacionadas a dose e ao tipo celular, a via de administragdo
e ao momento adequado de intervengdo necessitam ser
definidas. Embora ndo determinante para a aplicagdo clinica,
investigagdes adicionais sobre os mecanismos de agdo das
células-tronco em HI também constituem uma ferramenta
importante na determinacdo da seguranca e efetividade do
transplante.
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Highlights:

1. A high dose of HUCBC attenuates spatial memory impairments in hypoxic-

ischemic rats.

2. HUCBC dose-dependently hinders brain lesions in hypoxic-ischemic rats.

3. HUCBC are detected in host rat brains 7 days after cell transplantation.

4. HUCBC are a promising treatment for neonatal hypoxia-ischemia.

5. Dosage is an important factor for the clinical use of HUCBC for neonatal

hypoxia-ischemia.
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Abstract

Despite the beneficial effects of cell-based therapies on brain repair shown in most studies,
there has not been a consensus regarding the optimal dose of human umbilical cord blood
cells (HUCBC) for neonatal hypoxia-ischemia (HI). In this study, we compared the long-term
effects of intravenous administration of HUCBC at three different doses on spatial memory
and brain morphological changes following HI in newborn Wistar rats. In addition, we tested
whether the transplanted HUCBC migrate to the injured brain after transplantation. Seven-
day-old animals underwent right carotid artery occlusion and were exposed to 8% O,
inhalation for 2 h. After 24 h, the animals were randomly assigned into five experimental
groups: sham-operated rats, HI rats administered with vehicle (HI + vehicle), and HI rats
treated with 1 x 10° (HI + low-dose), 1 x 10" (HI + medium-dose), or 1 x 10 (HI + high-dose)
HUCBC into the jugular vein. After 8 weeks of transplantation, spatial memory performance
was assessed using the Morris water maze (MWM), and subsequently, the animals were
euthanized for brain morphological analysis using stereological methods. In addition, we
performed immunofluorescence and polymerase chain reaction (PCR) analyses to identify
HUCBC in the rat brain 7 days after transplantation. The MWM test showed a significant
spatial memory recovery at the highest HUCBC dose compared to HI + vehicle rats (P <
0.05). Furthermore, the brain atrophy was also significantly lower in the HI + medium- and
high-dose groups compared to the HI + vehicle animals (P < 0.01; 0.001, respectively). In
addition, HUCBC were localized in host brains by immunohistochemistry and PCR analyses
7 days after intravenous administration. These results revealed that HUCBC transplantation
has the dose-dependent potential to promote robust tissue repair and stable cognitive

improvement after HI brain injury.

Keywords: stem cells, hypoxia-ischemia, asphyxia, cord blood stem cell transplantation, dose

response relationship.
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Introduction

The hypoxia—ischemia (HI) that occurs during the neonatal period is an important cause of
mortality and severe neurologic morbidity in children, affecting approximately 1 to 3 cases
per 1000 full-term live births in developed countries (Wyatt, et al., 2007). Approximately
50% of infants with severe HI die, and up to 25% of survivors have long-term disabilities,
such as epilepsy, cerebral palsy and cognitive impairments (Ferriero, 2004). Despite
technological and scientific advances in the perinatal care of at-risk newborns, until
recently, the management of newborn infants with HI has been limited to supportive care
in the neonatal intensive care unit. Consequently, new neuroprotective strategies have been
investigated in experimental studies and clinical trials due to the clinical relevance and
socioeconomic impact generated by neonatal brain damage. However, with the exception
of hypothermia, which shows satisfactory outcomes in infants with mild or moderate HI
injury, these therapies have limited results (Johnston, et al., 2011, Sahni and Sanocka,
2008). As a result, cell based-therapy has been proposed as a novel treatment approach for
severe neurological diseases, including HI. In the neonatal context, obtaining stem cells
from umbilical cord blood offers low risk or discomfort to the newborn, and the cells can
be transplanted after autologous collection. In addition, umbilical cord blood can be used
therapeutically during the perinatal period or can be cryopreserved for later use (Harris,
2008, Liao, et al., 2011, Santner-Nanan, et al., 2005).

Current investigations using different cell dosages, delivery routes and types of human
umbilical cord blood stem cells (HUCBC) have reported that this therapy is
neuroprotective in most animal models of neonatal brain injury (Meier, et al., 2006,

Pimentel-Coelho, et al., 2009, Rosenkranz, et al., 2010, Xia, et al., 2010, Yasuhara, et al.,
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2009). Although these preclinical studies have demonstrated promising results for brain
damage, we have recently shown in a rat model of severe neonatal HI that a single dose of
1 x 10’ transplanted HUCBC can migrate to the brain after intravenous injection but does
not improve the cognitive and morphological outcomes 3 weeks post-transplantation (de
Paula, et al., 2009). These previous data demonstrated that several variables will need to be
explored to optimize the use of cell therapy in children with HI brain damage, including
aspects such as timing, route of transplantation, cellular type and dosage (Bliss, et al.,
2007, Janowski, et al., 2010).

One of the most important questions in terms of efficacy and tolerance for the clinical
approach of stem cell treatment is the number of administered cells (Wechsler, et al.,
2009). Some reports have assessed the dose-response association between cell
concentration and the functional effects of the treatment on animal models of heart damage
(lwasaki, et al., 2006, Wolf, et al., 2009). However, there are insufficient data showing the
relationship between cell dose and long-term neurological outcomes (Garbuzova-Davis, et
al., 2008, Omori, et al., 2008, Stroemer, et al., 2009, Vendrame, et al., 2004, Yang, et al.,
2011), and there are no dose-ranging studies in neonatal HI. Hence, we conducted a
pioneer investigation to compare the effect of intravenous administration of HUCBC at
three different doses on spatial memory and brain morphological changes in 60-day-old
rats previously subjected to neonatal HI. In addition, we tested whether the transplanted

HUCBC migrate to the injured brain 7 days after intravenous administration.
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Materials and methods

Animals

All experimental procedures were performed in accordance with the NIH Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals and were approved by the Animal Care and Ethics
Committee of Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, RS, Brazil (CEP
09/04761). A total of 50 male Wistar rats were kept under a constant 12:12 h light-dark
cycle at room temperature (23 £ 1 °C) with free access to food and water. After each
normal delivery, the litter sizes were adjusted to 8 pups per litter. Pups were kept with their

dams until weaning at postnatal day (PND) 21.

Experimental Groups

The animals were randomly assigned to five experimental groups (n = 10 each): sham-
operated rats, rats administered with vehicle (HI + vehicle), and rats with 1 x 10° (HI +
low-dose), 1 x 10" (HI + medium-dose), or 1 x 10® (HI + high-dose) HUCBC transplanted
into the jugular vein 24 h post-HI. An additional cohort of HI animals was injected with
HUCBC as described above but was euthanized 7 days after transplantation. In these
animals, brain samples were collected for immunofluorescence staining and PCR analyses.

All experiments were performed by blinded investigators.

Hypoxic-Ischemic Model
In this study, we used the Levine rat model, modified by Rice et al. (Rice, et al., 1981),
1981), for neonatal rats. On PND 7 (weights ranging from 12 to 15 g), each animal was

briefly anesthetized with halothane delivered by a face mask. The right common carotid




44

Capitulo 111 — Artigo original

artery was identified through a midline longitudinal neck incision, isolated from the vagus
nerve and permanently double-ligated with a 7.0 surgical silk suture. The entire surgical
procedure was completed within 15 min. After the wounds were sutured, the animals were
put back into their cages and allowed to recover for 2-4 h in the company of their dams.
The rats were then placed in a hypoxia chamber for 2 h, with a constant flow of humidified
8% oxygen balanced with nitrogen. The hypoxia chamber was kept in a water bath to
maintain the ambient temperature inside the chamber at a normal range (37-38 °C).
Following hypoxic exposure, the pups were returned to their dams for recovery. The sham-

operated animals underwent anesthesia and incision only.

HUCBC Preparation and Intravenous Administration

After obtaining informed consent, HUCBC were collected ex-utero from healthy
volunteers using sterile syringes containing 5,000 Ul of heparin, immediately after full-
term delivery. Blood samples were kept at a temperature of 4 °C during the transport and
storage procedures, and all units were processed within 24 h after collection. For the
separation of mononuclear cells, the obtained material was diluted in RPMI-1640 medium
(1:1) (Gibco®, USA). The cells were resuspended and fractionated on a density gradient
generated by centrifugation, over Ficoll-Paque solution with a density of 1.077 g/L
(Histopaque 1077, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), at 400 x g for 30 min at 25 °C. The
mononuclear fraction over the Ficoll-Paque layer was collected and washed twice with
Dubelcco’s phosphate-buffered saline (DPBS) (Gibco®, USA). The cell density was
determined with a Neubauer-counting chamber, and the number of viable cells was

determined using the Trypan Blue 0.4% exclusion method. For the detection of surface
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antigens, HUCBC were incubated with conjugated antibodies against CD45, CD105,
CD34 and CD117. The labeled cells were collected and analyzed using a cytometer.
CD34" cells represented, on average, 2.4% of cord blood mononuclear cells after flow
cytomeric analysis. Twenty-four hours after HI, randomly selected animals received
HUCBC (1 x 10°% 1 x 10 or 1 x 10° cells) or vehicle delivered intravenously into the left

jugular vein using an ultra-fine insulin syringe with a 31-gauge needle in a volume of 100

pL.

Spatial Version of the Morris Water Maze Task

Spatial memory performance was evaluated 8 weeks after HI exposure or sham operation
using the Morris water maze (MWM) as previously described (Da Silva, et al., 2008). The
water maze consisted of a black circular pool (200 cm in diameter) conceptually divided
into four equal imaginary quadrants. The water temperature was maintained at 21-24 °C.
Two centimeters beneath the surface of the water and hidden from the rat’s view was a
black circular platform (15 cm in diameter). The water maze was located in a well-lit white
room, and cues were placed on the walls around the pool, which could be used by the rats
for spatial orientation. Training on the spatial version of the MWM was performed over
five consecutive days. On each day, the rats received 8 training trials during which the
hidden platform was kept at a constant location. The movements of the animals were
monitored during the sessions with a video camera fixed to the ceiling over the center of
the maze. A different starting location was used in each trial, which consisted of a swim
followed by a 30-s platform sit. The rats that did not find the platform within 60 s were

guided to it by the experimenter. To assess long-term memory, 24 h after the final trial, the
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platform was removed from the maze and the parameters measured were (1) the percentage
of time spent in the target quadrant and (2) the latency to reach the original platform

position.

Brain Morphological Study

After completing behavioral tests, the animals were deeply anesthetized with a ketamine
and xylazine mixture (90:10 mg/ml; i.p.) and perfused transcardially with saline followed
by 4% paraformaldehyde, pH 7.4. The brains were removed from the skull and stored in
the same solution for 24 h. Coronal sections of the brains (50 um) were cut using a cryostat
(Shandon, United Kingdom), collected at equidistant intervals and stained with cresyl
violet using the Nissl method. The cerebellum was excluded from the study. Digitized
images of the coronal sections overlaid on a point counting grid were obtained with a high-
performance CCD camera installed on an stereoscopic light microscope (DF Vasconcellos
MU-M19, Brazil), interfaced with Image Pro-Plus software (Version 6.1, Media
Cybernetics, USA), and run on a personal computer. Images of the hemispheres were
displayed on a high-resolution video monitor, and the boundaries were defined in
accordance with the Paxinos and Watson atlas (Paxinos and Watson, 1986). The Cavalieri
method was used to estimate the hemispheric volume by the summation of points
multiplied by the distance between sections. With the coronal sections displayed on the
point counting grid, we counted the number of points hitting the hemisphere. Volume
estimation was performed in 10 equally spaced sections for each rat brain in the affected
and control hemispheres. The number of points counted was used for the estimation of

hemispheric volume using the following equation: V=T.a/p.ZP, where V = volume
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estimation; T = distance between the analyzed sections; a/p = point area (1 mm?) and 3P =
the sum of points overlaid in the image (Alles, et al., 2010, Galvin and Oorschot, 2003).
The hemispheric volume size was presented in (1) absolute terms (mm?), and (2) to
evaluate the extent of brain injury, we calculated the percentage of brain tissue loss in the
ipsilateral hemisphere (left hemisphere - residual ipsilateral hemisphere divided by left

hemisphere x 100%), as previously described (You, et al., 2007).

Immunofluorescent Staining and Confocal Laser Scanning

Migration of HUCBC was performed using the indirect immunofluorescence method.
Seven days after intravenous HUCBC transplantation, a subgroup of HI animals (n = 6)
was anesthetized with a ketamine and xylazine mixture (90:10 mg/ml; i.p.) and perfused
transcardially first with a saline solution containing heparin, followed by 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. The brains were
removed, post-fixed in 4% paraformaldehyde and then processed for paraffin sectioning. A
series of four 15-um thick coronal sections containing the cortex and hippocampus were
cut with a microtome. After being deparaffinized, the sections were placed in boiling
Target Unmasking Fluid® (TUF, PanPath, Amsterdam, NL) in a microwave oven for 10
min. After cooling at room temperature, nonspecific protein binding was blocked with
2.5% albumine serum bovine for 1 h. For the detection of the grafted human stem cells, the
coronal slices were incubated overnight at 4 °C with a primary mouse anti-human nuclear
antigen monoclonal antibody (HuNu) (dilution 1:100; Chemicon, Mab-1281). The sections
were then washed with 0.1 M PBS and incubated with Alexa Fluor 488 goat anti-mouse

IgG (H+L) secondary antibody (1:1.000; Invitrogen, USA) at 37 °C in the absence of light
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for 1 h. Glass coverslips were mounted using ProLong Gold antifade mounting medium
with DAPI (Invitrogen, USA) to visualize cell nuclei. Reactivity of the antibody was
confirmed in positive samples and negative control sections. Colocalization of DAPI with
the human-specific marker HuNu was detected, analyzed, and photographed qualitatively
using a confocal laser scanning microscope (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss, Germany) coupled
to a Pro-Series High Performance CCD camera and Zen 5.0 software (Carl Zeiss,
Germany). Blue (DAPI) and green (Alexa 488 for HuNu) fluorochromes in the slices were
excited by a laser beam at 405 nm (Diode) and 488 nm (Argon), and the emissions were
sequentially acquired with 2 separate photomultiplier tubes through LP 420 and BP505-
530 nm emission filters, respectively. The areas of interest were scanned with a pinhole
under each laser, set to a value of 1.0 Airy unit for the x 63 oil immersion objective lens
(Plan-Neofluar, NA = 1.4). The scanning dimensions were 1024 x 1024 pixels, and the
specimens were scanned an average of 4 times with a 12-bit pixel depth. The Z-stacks (=
15 optical slices) were obtained at a thickness of 1 um, and colocalization was evaluated in
single optical planestaken through the entire z-axis of each cell. Only HuNu® cells

contained entirely within the three dimensions of a stack were included in the analysis.

Polymerase Chain Reaction (PCR) Analysis

An additional group of HI rats (n = 7) was euthanized, and samples were collected 7 days
after HUCBC cell intravenous injection. DNA was obtained from the rat brains using the
phenol/chloroform method described by Isola et al. (Isola, et al., 1994). PCR analysis was
performed to identify the presence of administrated HUCBC in the brains of transplanted

animals using complementary primers to the human B-actin gene sequence. We used the
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forward primer 5’-tccctgtacgcctctggecata-3°  and  the  reverse  primer  5’-
ccttctgeatectgttggtgatgceta-3° complimentary to the human B-globin DNA sequence and
reamplified with the forward primer 5’-tgactggccggaacctgact-3° and the reverse primer 5°-
ggtgatgacctggccattggg-3’ using the nested PCR technique, resulting in fragments of 535
and 209 bp, respectively. The positive control (DNA from human peripheral blood) and
negative control (without any DNA) samples were assayed along with experimental
samples in every reaction. Amplified products were detected by gel electrophoresis (2%
agarose containing ethidium bromide) for 30 min, at a voltage of 100 V and an amperage
of 400 mA. The gels were visualized under an ultraviolet transilluminator (3UV™), and
the images were captured using photodocumentation equipment connected to Quantity One

software (Bio-Rad, CA, USA).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the PrismGraph 5.0 program (GraphPad Software,
San Diego, CA). The variables are presented as the means + standard error of the mean
(SEM). Behavioral and morphological outcomes were compared between the groups using
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post-hoc Dunnett’s (for comparisons
with the vehicle control) or Bonferroni’s tests, as appropriate. Data were considered

significantly different if P < 0.05.
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Results

A high dose of HUCBC transplanted intravenously rescues long-term spatial memory
impairments in hypoxic-ischemic rats

To assess the effects of three different doses of HUCBC on long-term spatial memory
deficits, we employed the MWM task. At 8 weeks post-injury, the probe test in the absence
of the escape platform revealed that HI + vehicle rats exhibited significant spatial memory
deficits (Fig. 1). One-way ANOVA followed by Dunnett’s test indicated that the escape
latency to swim over the previous position of the escape platform was longer in the HI +
vehicle group (37.66 * 6.99 s) than in the sham group (7.89 + 1.19 s) (P < 0.01) (Fig. 1A).
Among treatment groups, only the HI + high-dose of HUCBC had a markedly shorter time
required to reach the platform location (16.86 + 3.48 s) (P < 0.05 versus HI + vehicle). For
the second analyzed variable, the HI + vehicle group spent less time swimming in the
target quadrant that previously contained the escape platform (32.97 + 3.91%) compared to
either the sham-operated (62.52 + 4.17%) (P < 0.001) or HI + high-dose groups (48.17
2.93%) (P < 0.05) (Fig. 1B). No significant differences were observed for either variable
when HI + low- and medium-dose animals were compared to HI + vehicle animals,

suggesting that only a high dose of HUCBC rescues the learning and memory impairments.
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Fig. 1. A high-dose of HUCBC transplantation demonstrated a significant attenuation of injury-induced
spatial memory impairment in hypoxic-ischemic rats. (A) The sham-operated and HI + high-dose (1 x 10®
cells) groups showed a significantly faster latency of swimming over the previous platform location when
compared to HI + vehicle animals. (B) The sham-operated and HI + high-dose groups spent a greater
percentage of time searching the quadrant in which the platform had been submerged during training
compared to HI + vehicle rats. No significant differences were observed when low- or medium-dose groups
were compared to the HI + vehicle group for either variable. The values were presented as the mean + SEM;
n = 10 per group. Differences between groups were analyzed by one-way ANOVA followed by the Dunnett

post hoc test; * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001 versus HI + vehicle.

Intravenously transplanted HUCBC dose-dependently prevent brain lesions after neonatal
hypoxia-ischemia in rats

To determine the brain morphological changes with different doses of HUCBC in a model
of neonatal HI, we estimated the volume of each brain hemisphere 8 weeks after lesion
induction using the Cavalieri principle (Fig. 2). Absolute hemispheric volume analysis

showed significant atrophy of the hemisphere ipsilateral to the carotid occlusion (right
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side) in the HI + vehicle group when compared to the contralateral hemisphere (296.76 *
74.23 versus 605.28 + 47.39 mm®; P < 0.001) (Fig. 2A). Similarly, the HI + low-dose
group also had a significantly reduced volume of the right hemisphere compared to the left
one (451.92 + 64.82 versus 639.12 + 17.14 mm?®; P < 0.05). No difference was observed
between the right and left hemispheres in sham animals (641.40 + 7.49 versus 658.92 +
6.23 mm®) or in the HI groups that received only medium (560.16 + 63.65 versus 664.56 +
16.74 mm®) or high doses (658.20 + 22.32 versus 658.56 + 18.75 mm®) of HUCBC. As
shown in Fig. 2B, we also examined cerebral atrophy in terms of the percentage of brain
tissue loss, which was calculated using the contralateral (left, non-ischemic) hemisphere as
a control. One-way ANOVA followed by Dunnett’s test indicated that the percentage of
damage in the HI + vehicle group (54.90 + 9.16%) was markedly higher than in the sham-
operated group (3.09 £ 0.60%; P < 0.001). However, the right hemispheric volume loss
caused by HI was significantly lower in rats of the medium-dose (18.29 + 8.79%; P < 0.01)
and high-dose (3.21 £+ 0.84%; P < 0.001) groups when compared to vehicle-treated
animals, suggesting a protective dose-dependent effect. There was no statistically
significant difference between the HI + vehicle and low-dose groups (29.70 + 9.89%).
Representative samples of Nissl staining from the brain hemispheres of rats after HI insult
are shown in Fig. 2C. Examination of brain tissues showed vast ischemic damage with
extensive atrophy and the formation of porencephalic cysts in the ipsilateral hemisphere of

the HI + vehicle rats.
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Fig. 2. HUCBC dose-dependently protect against brain atrophy in rats subjected to neonatal hypoxia-
ischemia. (A) Absolute volumes of brain hemispheres are shown. The rats in the HI + vehicle and HI + low-
dose of HUCBC groups showed a significant decrease in the right hemispheric volume compared to the left.
There was no difference between the hemispheric volumes in the medium- and high-dose HI animals. The
values were presented as the mean + SEM; n = 10 per group. Differences were analyzed by one-way
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test; *P < 0.05; ***P < 0.001 versus the left hemisphere. (B)
Percentage of brain tissue loss is shown in a graph. When compared to sham-operated rats, the HI + vehicle
group showed marked brain atrophy that was significantly lower in the medium- and high-dose HUCBC
groups, suggesting a relationship between cell dosage and brain damage rescue. There was no statistically
significant difference between the HI + vehicle and the HI + low-dose group. All values represent the mean +

SEM; n = 10 per group. * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001 versus the HI + vehicle group using
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Dunnett's multiple comparison post hoc test after one-way ANOVA. (C) Digitized images of coronal sections
of the rat brains were stained using the Nissl procedure. The first column shows schematic drawings obtained
from Paxinos and Watson's atlas. The slices show visible ipsilateral cortical atrophy (right hemisphere) in the

HI + vehicle group that was attenuated at the highest doses of HUCBC. Calibration bars = 1 mm.

HUCBC are detected in the rat brain 7 days post-transplantation as determined by PCR
analysis and immunofluorescence staining

Additional groups of HI rats were euthanized 7 days after HUCBC transplantation for
human cell detection in host rat brains using an anti-human nuclear antibody. Double-
stained sections were examined using a confocal laser scanning microscope to identify
human nuclei positive cells (HuNu) that colabeled with DAPI. Most of the surviving
human cells were located in the cortex and the hippocampus of both hemispheres (Fig. 3A
and B). Confocal photomicrographs with orthogonal reconstruction of grafted cells (Fig.
3C) revealed merged images of HUNu™ cells and DAPI in brain parenchyma of all analyzed
animals 7 days after transplantation. To confirm the migration of the delivered cells, we
performed nested PCR analysis in 7 animals using complementary primers to the human (-
globin sequence 7 days after HUCBC transplantation. The expression of the band
corresponding to the human gene was detected in the ipsilateral and contralateral
hemispheres of 6 rats that received HUCBC via the jugular vein (Fig. 3D). The
observations made from immunofluorescence staining and PCR analysis were consistent

for all doses.
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Fig. 3. Evidence of surviving HUCBC in a rat brain 7 days after intravenous transplantation. Laser scanning
fluorescent imaging of double-labeled cells and three-dimensional image reconstruction revealed that HuNu*
cells (Alexa 488, green) were colocalized with DAPI (blue). (A) The individual channels and their merged
image clearly demonstrate the colocalization of DAPI and HuNu in the HI rat brain. (B) HuNu™ cells in the
graft are shown at higher magnification. The co-labeling of DAPI and HuNu® cells was highly cell-type

specific. (C) Representative orthogonal images showing the colocalization of HuNu® cells and DAPI are
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presented. Red and green lines indicate corresponding points in the orthogonal planes, confirming the
localization of the labeling within the cell after the summation of serial optical sections. (D) PCR analysis
was performed to identify human cells in the rat brain. An agarose gel shows the presence of a band
corresponding to the human B-globin gene sequence in the ipsilateral and contralateral hemispheres. Positive
control (PC); negative control (NC); ipsilateral hemisphere (IH); contralateral hemisphere (CH). Calibration

bars = 10 pm.

Discussion

The neonatal HI rodent model produces long-term cognitive deficits and severe brain
atrophy. We found that after a high-dose of HUCBC (1 x 10% cells) transplanted
intravenously, the rats demonstrated a significant attenuation of HI-induced spatial
memory impairment 8 weeks after the treatment. Furthermore, medium (1 x 107 cells) and
high-dose of cell transplantation hindered the brain lesions caused by HI, which was not
observed in low-dose (1 x 10° cells) treated animals. In addition, HUCBC were identified
in host rat brains 7 days after intravenous administration using immunofluorescence and
PCR analysis.

To investigate cognitive function after HUCBC transplantation, we performed the MWM
test, which is an important measure of hippocampal-dependent spatial learning and
memory after brain injuries, such as neonatal HI (Golan and Huleihel, 2006). Using this
tool, our study revealed that injured animals treated with low and medium doses of
HUCBC did not have a reduction of behavioral deficits. These results support our previous
investigation that failed to show significant benefits in behavior performance 3 weeks after
administration of 1 x 10’ HUCBC (medium-dose) in HI rats (de Paula, et al., 2009).

However, in the current report, the spatial learning and memory of HI animals treated with
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a high dose of HUCBC was significantly rescued compared to HI + vehicle animals 8
weeks after treatment. Only a few studies have addressed the effects of HUCBC
transplantation on the cognitive consequences after neonatal brain damage (Katsuragi, et
al., 2005, Ma, et al., 2007). Consistent with our data, Ma et al. (2007) reported that stem
cells were effective in reducing behavioral impairments caused by HI, 2 and 8 months after
cell transplantation. In addition to functional restoration in the MWM test, the authors also
observed a neuropathological recovery in stem cell-treated animals (Ma, et al., 2007).

In the current investigation, we observed that both medium and high-doses of HUCBC
provided significant brain damage repair after HI, in contrast to our previous data (de
Paula, et al., 2009). This discrepancy might be due to the length of time that was chosen to
assess neuronal injury changes. As previously shown in adult rats with ischemic lesions, no
beneficial tissue effect of mesenchymal stem cell treatment was observed 29 days after the
treatment. However, the authors found a statistically significant decrease in the lesion size
in treated animals when evaluated 60 days post-transplantation (Kranz, et al., 2010). In
addition, we emphasize that, despite the brain tissue regeneration presented here, 1 x 10’
HUCBC (medium-dose) were not enough to mediate functional recovery after neonatal HI
injury.

Although basic research has shown promising results in the field of cell-based therapy for
neonatal brain injury (de Paula, et al.,, 2010), the optimal dose for intravenous
administration of stem cells has not yet been determined. According to a recent meta-
analysis on intravenous stem cell delivery, there is a dose-response association between the
number of stem cells injected and the functional effects of the treatment in experimental

neurological diseases (Janowski, et al., 2010). A pioneer study demonstrated that neural
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stem cells dose-dependently improved functional outcomes when transplanted into the
ischemia-damaged striatum of rats (Saporta, et al., 1999). In addition, Stroemer et al.
(2009) observed that neural stem cell transplantation in rats after stroke promoted
significant sensorimotor recovery depending on cell dosage (Stroemer, et al., 2009). In line
with our study, Yang et al. (2011) demonstrated that the highest doses of bone marrow
mononuclear cells led to reduced lesion size and better functional performance in an
animal model of stroke (Yang, et al., 2011). The authors of these investigations observed
discrete cell survival in the majority of the high-dose treated animals, proposing a
neuroprotective paracrine trophic mechanism.

Multiple mechanisms have been proposed to explain the promising behavioral and
morphological outcomes observed in cell transplantation reports. However, the specific
mechanisms of action responsible for the successful stem cell transplantation in HI brain
injury have not yet been established. It has been suggested that HUCBC treatment
decreases brain damage and consequently improves neurological deficits, mainly by
enhancing paracrine repair processes (Luo, 2011). It is possible that stem cells might serve
as vehicles for specific molecules, acting as vectors for the production and/or release of
neurotrophic factors. Consistent with in vitro studies (Arien-Zakay, et al., 2009) and
investigations using adult rats in a stroke model (Li, et al., 2002), Yasuhara et al. (2009)
reported an increase in GDNF, NGF and BDNF brain levels in HI rats 3 days post-HUCBC
transplantation (Yasuhara, et al., 2009). Neurotrophic support may also be responsible for
axonal sprouting and consequently rescue behavior. Using neuroanatomical tracing, Daadi
et al. (2010) demonstrated significant contralesional sprouting in HI rats after neural stem

cell transplantation (Daadi, et al., 2010). Additionally, some studies have reported that the
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functional benefits of mononuclear cord blood are related to an increase in endogenous
neurogenesis. Bachstetter et al. (2008) demonstrated that intravenous administration of the
mononuclear fraction of umbilical cord blood stimulates neurogenesis in the brains of aged
rats (Bachstetter, et al., 2008). Some authors have also suggested that transplanted cord
mononuclear cells have the ability to modulate the post-injury inflammatory response, thus
facilitating the process of endogenous neurogenesis (Vendrame, et al., 2005). However,
more studies are needed to confirm these suggested mechanisms.

In the present report, we detected double-labeled HuNu® cells 7 days after cell
transplantation. Most of the HUCBC were widely dispersed throughout the cortical regions
and other structures of both hemispheres. In addition, PCR analysis performed 7 days after
HUCBC transplantation showed the presence of human B-globin in the rat brains.
Recently, it has been shown that stem cells rapidly migrate to the lesion site within 4-10
days post-transplantation in a rat model of HI (Obenaus, et al., 2011). Stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) has been reported to be an important player in the recruitment and
homing of transplanted HUCBC-derived mononuclear cells to the site of the HI brain

lesion in newborn rats (Rosenkranz, et al., 2010).

Conclusion

To our knowledge, this is the first study to demonstrate that acute intravenous
administration of HUCBC exerts a dose-dependent effect on long-term behavior and
morphological outcomes in HI-injured rats. Thus, these results bring us closer to the
clinical applications of cell-based therapy. In summary, our current report reveals the

therapeutic dose (1 x 10°® mononuclear cells) necessary to promote robust tissue
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neuroprotection and stable functional improvement. We emphasize that dosage is an
important factor in optimizing cellular transplantation. However, other questions as to the
follow-up time required for neuroprotection and the additional action mechanisms demand
further investigations, as these are essential tools for the translation of basic science to safe

and effective clinical therapies after neonatal brain damage.
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4 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram que 0s animais hipoxico-
isquémicos que receberam a dose intravenosa de 1 x 10® CTCUH apresentaram a
associacdo de melhores desfechos morfolégicos e comportamentais quando
comparados ao grupo de animais hipoxico-isquémicos ndo-tratados (HI + veiculo).
Adicionalmente, poucas células humanas foram detectadas no cérebro dos animais

estudados. Especificamente, os achados desta pesquisa mostraram que:

1) Os animais hip6xico-isquémicos que receberam 1 x 108 CTCUH por via
intravenosa apresentaram melhor performance no teste de memoria de
orientacdo espacial que os animais do grupo nao-tratado. Considerando
as duas variaveis estudadas, os animais do grupo HI + dose alta
apresentaram menor laténcia para alcancar a plataforma e maior tempo no

guadrando alvo quando comparados ao grupo Hl + veiculo.

2) Os animais hipdxico-isquémicos que receberam 1 x 10’ e 1 x 102 CTCUH
por via intravenosa apresentaram melhores desfechos morfolégicos que
0s animais do grupo veiculo. Considerando as duas variaveis estudadas,
os animais HI + dose média e HI + dose alta ndo apresentaram diferencas
significativas entre os hemisférios cerebrais e apresentaram menor

percentual de perda tecidual quando comparados ao grupo HIl + veiculo.




68

Capitulo IV - Conclusdes

3) Detectou-se a presenca de CTCUH no cérebro dos animais transplantes 7

dias ap06s a injecdo intravenosa, principalmente na regido cortical.
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APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Avaliagdo dose-resposta da administracdo intravenosa
de células mononucleares de cordao umbilical humano em modelo experimental
de hipdxia-isquemia neonatal em ratos

Durante a gravidez, o oxigénio e nutrientes essenciais passam do sangue
materno para o bebé através da placenta e do corddo umbilical. Apés o parto, o
sangue que permanece no corddo umbilical e na placenta é geralmente descartado.
Este sangue contém um grande ndamero de células-tronco, que sdo células jovens,
que conseguem se reproduzir em células de seus respectivos tecidos. Pesquisas em
andamento buscam utilizar essas células na regeneracdo de Orgaos, como 0
coracdo e o cérebro, pois estas células podem se transformar em diversas outras
células, tais como, células sanglineas, musculares e nervosas (neurénios).

O objetivo deste trabalho € avaliar se as células-tronco de corddo umbilical
humano podem tratar a lesdo cerebral de ratos que sofreram asfixia no periodo do
nascimento.

Para a coleta do sangue, ap0s o0 nascimento, o corddo umbilical é pincado
(lacrado com uma pinca) e separado do bebé, cortando a ligacédo entre o bebé e a
placenta. A quantidade de sangue (cerca de 70 - 100 ml) que permanece no cordao
e na placenta é drenada para uma bolsa de coleta. Em seguida, ja no laboratério de
processamento, as células-tronco sdo separadas e preparadas para o0
congelamento. Durante este procedimento de coleta, ndo ha nenhum risco para a
mae e para o bebé. As equipes de coleta atuam somente com o consentimento do
obstetra, garantindo que nada interfira no parto.

EU, o (paciente ou responsavel) fui
informado dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi
informacédo a respeito dos procedimentos e esclareci minhas davidas. Sei que minha
participacdo no estudo é voluntaria e gratuita e que em qualquer momento poderei
solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo se assim eu o0 desejar. A
doutoranda Simone de Paula certificou-me de que todos os dados desta pesquisa
referentes a mim e ao meu bebé serdo confidenciais, bem como o seu tratamento
nao sera modificado em razdo desta pesquisa e terei liberdade de retirar meu
consentimento de participacdo na pesquisa, face a estas informagdes. Concordo que
as amostras de sangue de corddo umbilical e placenta obtidas serdo utilizadas
apenas com finalidade de pesquisa experimental.

Fui informado que caso existam danos a minha saude, causados diretamente
pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indeniza¢do conforme estabelece
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a lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar pela
Doutoranda Simone de Paula no telefone (51) 85025483. Para qualquer pergunta
sobre os meus direitos como participante deste estudo ou se penso que fui
prejudicado pela minha participacdo, posso chamar pelo orientador da pesquisa, Dr.
Jaderson Costa da Costa. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como
participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha participacéo,
posso chamar o Comité de Etica em Pesquisa da PUC-RS (telefone: 3320-3345).

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

1
Assinatura do Paciente Nome Data

1
Assinatura do pesquisador Nome Data
Este formulario foi lido para (nome do
paciente) em / / (data) pelo (nome do
pesquisador) enquanto eu estava presente.

1

Assinatura da testemunha Nome Data
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APENDICE Il - ARTIGO ORIGINAL PUBLICADO EM 2009

Hemispheric brain injury and behavioral deficits induced by severe neonatal hypoxia-
ischemia in rats are not attenuated by intravenous administration of human umbilical

cord blood cells. Pediatric Research, 2009.
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Intravenous Administration of Human Umbilical Cord Blood Cells
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ABSTRACT: Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is an important cause
of mortality and morbidity in infants. Human umbilical cord blood
(HUCB) is a potential source of cellular therapy in perinatology. We
investigated the effects of HUCB cells on spatial memory, motor
performance, and brain morphologic changes in neonate rats submit-
ted to HI. Seven-day-old rats underwent right carotid artery occlusion
followed by exposure to 8% O, inhalation for 2 h. Twenty-four hours
after HI, rats received either saline solution or HUCB cells i.v. After
3 wk, rats were assessed using a Morris Water Maze and four motor
tests. Subsequently, rats were killed for histologic, immunohisto-
chemical, and polymerase chain reaction (PCR) analyses. HI rats
showed significant spatial memory deficits and a volumetric decrease
in the hemisphere ipsilateral to arterial occlusion. These deficits and
decreases were not significantly attenuated by the injection of HUCB
cells. Moreover, immunofluorescence and PCR. analysis revealed few
HUCB cells located in rat brain. Intravenous administration of HUCB
cells requires optimization to achieve improved therapeutic outcomes in
neonatal hypoxic-ischemic injury. (Pediatr Res 65: 631-635, 2009)

Nconatal hypoxia-ischemia (HI) is a major cause of mor-
tality and morbidity in infants and occurs in approxi-
mately 2—4 per 1000 full-term births. Between 20 and 50% of
asphyxiated newborns with hypoxic-ischemic encephalopathy
die within the neonatal period, and up to 25% of the survivors
will exhibit neurodevelopment morbidity, such as cerebral palsy,
mental retardation, and epilepsy. The most widely used and
accepted animal model of neonatal HI is the Levine method as
modified by Rice er al. (1), which represents a useful tool to
study long-term effects of neuroprotective strategies in behav-
ioral changes, especially in learning and memory tasks (2).
Although promising neuroprotective strategies have been
studied in animal models and clinical trials, current manage-
ment techniques have reached only limited success (3).
Human umbilical cord blood (HUCB), is rich in adult stem
cells and seems to be a potential source for transplantation,
especially for perinatal neuronal repair. Studies have shown
behavioral and neurologic recovery in stroke (4-7) and HI-
insulted animals (8,9) that received i.v. injection of HUCB,
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indicating that cells migrate toward ischemic regions and
cross the blood brain barrier (BBB), especially in acute peri-
ods postischemia (10). The i.v. route is less invasive and a
safer access to clinical applications when compared with
intracerebral delivery. However, very few transplanted cells
are found in the brain when delivered intravascularly. There-
fore, evidence suggests that these cells increase endogenous
mechanisms of brain repair by trophic factor secretion rather
than by replacing the damaged tissue (11,12).

The aim of this study was to assess the effects of HUCB cells
on spatial memory, motor performance, and brain morphologic
changes in 30-d-old rats after neonatal HI on postnatal d 7. In
addition, we tested whether the injected HUCB cells migrate to
the injured brain 24 h, and | and 3 wk after HI insult.

METHODS

Experimental groups. The animals were randomly divided into three
experimental groups: A) sham-operated animals (n = 9); B) rats infused with
saline solution 24 h after HI injury (HI + saline; n = 10); and C) rats infused
with HUCB cells 24 h after HI injury (HI + HUCB: n = 15). After 3 wk, rats
were assessed in Morris Water Maze (MWM) and four motor tests. All
evaluations were performed by blinded investigators.

Neonatal hypoxia-ischemia model. We used the Levine rat model, modified
by Rice er al. (1) for neonatal rats. On postnatal d 7, Wistar rats were briefly
anesthetized with halothane, and the right common carotid artery was identified,
isolated from the vagus nerve, and permanently occluded with 7.0 surgical silk
sutures. The entire surgical procedure was completed within 15 min.

After surgery, animals were put back into their cages and allowed to recover
for 2-4 h in the company of their mothers. Rats were then placed for 2 h in a
hypoxia chamber, with constant flow of humidified 8% oxygen balanced with
nitrogen. The environmental temperature was maintained at 37-38°C.

The sham-operated animals were anesthetized with halothane and
exposure of the right common carotid artery without ligation and hypoxia.
All experiments were performed in accordance with the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals adopted by the National Institutes of
Health (USA).

Human umbilical cord blood cell separation procedure and administra-
tion. Cord blood collections were obtained ex utero using sterile syringes
containing anticoagulant from full-term births of healthy donors. All samples
(n = 5) were collected after obtaining written informed consent forms.

Blood samples were processed within a range of 24 h after collection.
HUCB was diluted with RPMI medium 1640 (GIBCO, Langley, OK) and this
suspension was fractionated on Histopaque density (Sigma Chemical-
Aldrich) at 400 g for 30 min at room temperature. The mononuclear fraction
was collected and rinsed twice with phosphate-buffered saline (PBS) contain-

Abbreviations: BBB, blood brain barrier; HI, hypoxia-ischemia; HUCB,
human umbilical cord blood; MWM, Morris Water Maze
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ing 1% of Liquemine (Roche, Swiss). The cell viability was evaluated using
the Trypan Blue Stain 0.4% (GIBCO. Langley, OK) exclusion method. CD
34+ cells represented, on average, 0.05% of cord blood mononuclear cells
after flow cytometric analysis.

Twenty-four hours after HI, randomly selected rats received i.v. either
HUCB cells or saline solution. Using a micropipette with ultrafine tip (diameter
<5 pm) connected to an insulin syringe, we injected 1 % 10" mononuclear cells
(6,8) suspended in 100 pL total fluid volume into the external jugular vein.

Morris water maze. The spatial memory performance was evaluated 3 wk
after HI lesion using an MWM (13,14). The water maze consists of a black
circular pool conceptually divided in four equal imaginary quadrants. Two
centimeters beneath the surface of the water and hidden from the rat’s view was
a black circular platform. The water maze was located in a well-lit white room
with several spatial cues.

Training on spatial version of the MWM was carried out over 5 consec-
utive days. On each day, rats received four training trials in which the hidden
platform was kept in a constant location. The mean latency to find the
platform was measured for individual animals on each day.

A different starting location was used in each trial, which consisted of a
swim followed by a 30 s platform sit. Rats that did not find the platform within
60 s were guided to it by the experimenter. To assess long-term memory, 24 h
after the final trial. the platform was removed from the maze and the
parameter measured was time spent in the target quadrant.

Open-field activity. Rats were placed in a 40 X 30 cm wood box and left
to explore the arena freely for a 5-min period. The floor was divided into 12
equal squares by black lines. The number of line crossings. number of
rearings, and locomotion time were measured (15).

Cylinder test. Forelimb use was analyzed by videotaping movements of
each rat during vertical exploration in a transparent cylinder (15 X 30 cm).
Each animal was placed in the cylinder and observed for 5 min. The forelimb
use asymmetry score was calculated as the percentage of nonimpaired fore-
limb use subtracted from the percentage of impaired forelimb use (16).

Grid walking test. The rats were placed on a stainless steel grid floor
elevated 1 m above the floor. For 1-min observation period, the total number
of steps was counted as well as the number of foot fault errors (15).

Tapered/ledged beam walking test. The beam-walking apparatus consisted
of a tapered wooden beam with ledges on each side to permit foot faults
without falling. The end of the beam was connected to a black box. A bright
light was placed above the start point to motivate the rats to traverse the beam.
The score for each trial was calculated as follows: [(vertical slips X 0.5 +
horizontal slips)/(steps + vertical slips + horizontal slips)] X 100 (17).

Morphologic study. The animals were deeply anesthetized with thiopental
sodium (0.1 mL/100 g. i.p.) and perfused transcardially with saline followed
with 4% paraformaldehyde. The brains were removed from the skull and
stored in the same solution for 24 h. Coronal sections of the brain (50 pm)
were cut using a cryostat (Shandon, United Kingdom), with 250 pwm intervals,
and stained with cresyl violet using the Nissl method. Digitized images of
cross-sectional areas were obtained with a video camera installed in an
Olympus BX40 microscope, interfaced by a software (Image Pro-Plus 6.1,
Media Cybernetics) run on a personal computer. Images of the hemispheres
were displayed onto a high-resolution video monitor and its boundaries were
outlined for area measurements in accordance with the Paxinos and Watson
atlas (18).

The Cavalieri method was used to estimate the hemispheric volumes
(mm®) by summation of areas multiplied by the distance between sections.
The cross-sectional area of the hemisphere was obtained outlining edges of
each hemisphere. Volume estimation was performed in about 10 sections for
each rat (19.20).

Immunofluoreseent staining. Rats from the HUCB cell group were killed
24h(n=2),and | (n = 2) and 3 (n = 2) wk after neonatal HI injury. Brains
were removed from the skulls and frozen in liquid nitrogen (—70°C). Coronal
sections (15 pm) were obtained using a cryostat at —20°C and postfixed in
acetone. To identify grafted human cells, sections were incubated with mouse
antihuman nuclear monoclonal antibody (MAb) (MAb-1281: dilution 1:100;
Chemicon International) overnight at 4°C. After washing in 0.1 M PBS, FITC
(dilution 1:100; Novocastra Laboratories) was added and incubated at room
temperature in the absence of light for 1 h. To specifically stain the nuclei with
blue fluorescence, 4',6-diamino-2-phenylindole (DAPI, Santa Cruz Biotech-
nology) was used. To detect human cells in rat brain, double-stained sections
were examined to identify those MAb-1281 positive cells that colabeled with
DAPI, as previously described (6).

Reactivity of these antibodies with human cells had been confirmed in
positive samples and negative control sections were processed as per the
experimental tissue, but the primary or secondary antibodies were omitted.
Slides were examined qualitatively in a Nikon Eclipse E800 fluorescence
microscope coupled to a Pro-Series High Performance CCD camera and
Image Pro Plus Software 6.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD).

Polymerase chain reaction analysis. DNA was obtained from the brain
and other organs 24 h, and | and 3 wk after HUCB cell injection using Trizol
Reagent (Carlsbad, CA). To evaluate HUCB cells migration, polymerase
chain reaction (PCR) analysis for human p-actin gene was performed using
primers (direct 5'-CCTCATGAAGATCCTCAC-3", and reverse 5'-
TGGAGAAGAGCTACAAGC-3"), which results in a 161 bp amplicon.
Amplicons were analyzed after electrophoresis on 2% agarose gel and visu-
alized with ethidium bromide staining.

Statistical analysis. The sample size (nine animals per group) was calcu-
lated to provide more than 80% power to detect a reduction in behavioral
outcomes of 40% between the groups.

Variables with normal distribution were presented as means = SEM.
Comparisons between the groups were analyzed using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s test, and behavioral performance on
the training day was analyzed using a two-way ANOVA followed by the
Bonferroni test. Variables with abnormal distribution were presented as
median (minimum and maximum), and the Kruskal-Wallis test was used after
Dunn’s comparison. Data were considered significantly different if p << 0.05.

RESULTS

Eight rats died during different steps of the experiment (19%).
These animals were not considered in the final sample size.

To determine whether i.v. administration of HUCB cells
can improve cognitive deficits, 30-d-old rats were trained in
the spatial version of the MWM. Except on d [, two-way
ANOVA revealed significant differences between the experi-
mental groups during the training period. As shown in Figure
A, the mean latency of the second to fifth day was shorter in
sham-operated rats when compared with the saline and HUCB
cell groups, indicating that HI impaired memory performance
in the injured animals. During this test, rats that had received i.v.
HUCB cells 24 h after HI did not present a statistically significant
shorter latency to find the platform on the d 2 to d 4.

Analysis of the probe trials (Fig. 1B) using one-way ANOVA
followed by the Tukey test also showed that the sham-operated
group spent significantly more time in the target quadrant when
compared with HI animals treated with HUCB cells (p = 0.008)
and saline (p < 0.001). No statistically significant difference was
found between the transplanted HI rats and the saline group in
terms of the latency to swim over the previous location of the
escape platform (p = 0.25).

To analyze the motor performance of the experimental
groups, we performed four motor tests. Table 1 shows that
open-field activity, cylinder, grid walking, and ledged beam
walking tests did not reveal significant differences between the
HUCB, saline, and sham-operated groups.
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Figure 1. MWM performed 3 wk after HI injury. (A) Mean escape latency
during the 5 d of training for sham-operated (A: n = 9), HI + saline (@ n =
10) and HI + HUCB (B n = 15) rats. (8) Mean percentage of time spent in
the target quadrant during a 60-s probe test in the absence of the escape
platform carried out 24 h after the fifth training day for rats that received
saline or HUCB cells as in A. Post hoc test shows HI + saline vs. sham: p <
0.001; HI + HUCB vs. sham: p = 0.008: HI + saline vs. HI + HUCB: p =
0.25. *p << 0.05; **p < 0.01; Tp < 0.001 vs. sham-operated rats.
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Table 1. Motor performance in three groups within the study
Test/group HI + HUCB HI + saline Sham-operated P
Locomotion time (s): mean * SEM 107.09 = 5.61 99.75 = 5.39 109.13 = 4.76 0.44
No. rearing: mean = SEM 31.64 = 3.08 35.75 £ 2.01 29.38 = 2.01 0.21
No. crossings: mean = SEM 115.55 * 6.55 113:17 £.5.50 124.63 = 447 0.40
Cylinder test (%): median (minimum-maximum) 12.90 (—2.7 t0 69.23) 13.17 (=7.14 to 53.85) 294 (—1.371t0 11.32) 0.06
Grid walking (%): median (minimum-maximum) 16.67 (4 t0 21.43) 11.24 (7.14 t0 21.43) 5.72 (0 t0 33.33) 0.07
Ledged beam walking (%): means = SEM 10.94 = 1.01 8.62 = 0.59 10.98 = 1.47 0.15

Variables with normal distribution are presented as means = SEM and are compared using one-way ANOVA. Otherwise, variables are presented as median

(minimum and maximum) and are compared using the Kruskal-Wallis test.

We also examined whether HI resulted in morphologic
deficits and if i.v. administration of HUCB cells attenuated
neuronal loss. The results of the morphologic assessment in
animals treated only with saline solution showed that neonatal
HI lesion caused a significant decrease in the volume of the
hemisphere ipsilateral to carotid occlusion (right) when com-
pared with the contralateral hemisphere (p < 0.001) 3 wk after
injury (Fig. 2A). The group that received HUCB cells also
presented significantly reduced volume in the right hemisphere
when compared with the left hemisphere (p < 0.01). Figure 2B
shows that there is no statistically significant difference between
the HI + saline and HI animals treated with HUCB cells in terms
of the relative difference between left and right hemispheric
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Figure 2. (A) The estimated volumes of brain hemispheres, using the Cava-
lieri method in sham-operated (n = 9), HI + saline (7 = 10) and HI + HUCB
(n = 15) rats 3 wk after HI injury. There is a significant decrease in the right
hemisphere volume (gray columns) in HI + saline (p < 0.001) and HI +
HUCB groups (p < 0.01), when compared with the left side (white columns).
Data expressed as means = SEM. ANOVA was used followed by a Tukey
test (*p < 0.05; **p < 0.01; ¥p < 0.001) (B) Hemispheric volume ratio
determined by division of the left hemisphere by the right hemisphere,
showing a tendency to reduction in HUCB cell group when compared with
saline animals. Data are expressed as median (minimum and maximum).
Circles represent outliers. Post hoc analysis shows HI + saline vs. sham: p <
0.001; HI + HUCB vs. sham: p = 0.02; HI + saline vs. HI + HUCB: p =
0.095. (C-F) We can observe digitized images of coronal sections of the rat
brains stained using the Nissl procedure. (C) Sham-operated. (D) HI + saline. (E)
HI + HUCB. (F) Schematic drawings obtained from Paxinos and Watson’s atlas
(interaural 9.70 mm; bregma 0.70 mm). Calibration bars = 1 mm.

volume (hemisphere volume ratio =
right hemisphere volume) (p = 0.095).

Qualitative analysis of HUCB cell migration detected few
MADb-1281 immunoreactive cells in either the ipsilateral or
contralateral hemispheres 24 h, and 1 and 3 wk after HI injury
(Fig. 3A-I). To confirm the distribution of HUCB cells after
i.v. administration, PCR analysis using human B-actin was
performed (Fig. 3J). The expression of human B-actin was
detected in the ipsilateral and contralateral hemispheres 24 h,
and | and 3-wk postinjury.

left hemisphere volume/

DISCUSSION

This study showed that neonatal HI brain injury induced
significant long-term spatial memory deficits and extensive
brain hemisphere atrophy. In those animals that received i.v.
administration of HUCB cells 24 h after HI induction, the
degree of behavioral and morphologic impairment was not
significantly reduced. Importantly, the administration of hu-
man cells did not worsen the outcomes in HI rats.

As with other investigations, our study showed that, in spite
of severe brain damage, motor function tests were insuffi-
ciently sensitive to detect neuromotor alterations in all HI rats
(2). In contrast to human neonates, pups that underwent HI
injury did not show obvious postural or locomotor abnormal-
ities due to a higher degree of plasticity in immature rat brain
(21). However, studies have demonstrated that injured brain
regions required for memory and learning processing result
in significantly decreased spatial memory (2). Our results
showed that the MWM test was sensitive to brain damage in
neonatal HI rats.

Several groups have reported that HUCB cells delivered either
intracerebrally or i.v. dramatically enhance functional recovery
after ischemic injury in adult rats. The mechanisms behind such
reported neuroprotection are not known, but may include cyto-
kines and trophic factors produced by HUCB cells (6,7,22-24).
However, some authors do not confirm these results (25).

Although there are few reported studies on the use of
cellular therapy in neonatal brain damage models, there is a
wide range of methods used (8,9,26,27). Ma et al. used a HI
mouse model similar to ours when studying the effect of stem
cell transplantation. They showed that the transplanted cells
significantly improved the learning and memory deficits 8 mo
posttransplantation. However, this study used mice embryonic
stem cells injected directly into the lesion site (26).

The route of delivery may contribute to contrasting data. To
date, no study had used the acute transplant (24 h after insult)
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of adult stem cells into neonatal rat by i.v. delivery. Intrave-
nous administration has the advantage of being less invasive
but raises the problem of cell homing to organs and target site
(11). Yasuhara et al. (9) demonstrated that both intracerebral
and i.v. injection of multipotent adult progenitor cells resulted
in behavioral improvement in HI rats although the percentage
of graft survival was small. However, Borlongan et al. (28)
showed that in contrast with intracerebral transplantation, i.v.
delivery of bone marrow stem cells produced only limited
functional effects in stroke rats. In our study, the nonsignifi-
cant functional recovery could also be explained by the small
number of MAb1281-positive cells found in rat brain.

We chose to administer the cells 24 h after injury to target
acute ischemic processes, such as the inflammation and BBB
opening. The optimal time for transplantation after injury is
also a critical factor in initiating the repair process. Acute
delivery of cells will be critical once the ischemic brain elicits
a strong inflammatory response about 24 h postinsult
(10,22,28). Also, the BBB may be more accessible at 24-72 h
postischemia and combined opening of the BBB and the high
expression of chemokines could have facilitated the present
mononuclear cell graft migration toward and survival within
the ischemic area (29). However, Borlongan et al. reported
that BBB opening produced by middle cerebral artery occlu-
sion was not permissive enough to allow CNS entry of
graft-derived trophic factors. In that study, improved behav-
ioral functions were observed only in rats treated with cord
blood stem cells associated with mannitol (4). Previously, we
evaluated the BBB permeability in five rats 24 h after HI. Mild
leakage was observed in these animals after trypan blue
injection (data not shown).

Our morphologic analyses showed that neonatal HI resulted
in an extensive infarcted area and that i.v. injection of HUCB
cells was unable to significantly reduce the severity of the
morphologic damage. We used a dose of 1 X 10" HUCB cells
in accordance with previous studies (8). However, few reports

Figure 3. (A-/) Digitized images of
rat brain showing the immunoreac-
tion to human nuclei antibody (MAb-
1281). Use of immunofluorescence
FITC (green) shows few MAb-1281
immunoreactive cells in rat brain at
(A) 24 h, and (D) 1 and (G) 3 wk
after HI injury. (B, E, H) Nuclei vi-
sualized by DAPI staining (blue). (C,
F. I) Colocalization of immunofiuo-
rescent labels DAPI and MAb-1281
was observed. (J) Representative
PCR analysis results for human B-ac-
tin of rats after 24-h, and 1- and 3-wk
postinjury. Positive control (PC) = hu-
man DNA extracted from human hip-
pocampus. IH, ipsilateral hemisphere;
CH, contralateral hemisphere.

Merged
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about stem cell therapy in brain damage have studied specific
dose range (6).

Our study has some limitations. Seven-day-old rats are
considered to be similar to human newborns with regard to
brain maturation, and the animal is highly suitable for long-
term behavioral evaluations. However, Levine rat model re-
sults in variable degrees of damage due to individual differ-
ences in brain susceptibility among animals (2,30). We
hypothesized that the large extension of the hemispheric brain
lesion obtained in our study could have contributed to the fact
that we did not observe repair after the infusion of 1 X 107
HUCB cells. It is possible that rats with smaller brain injury
will have a different response to i.v. injection of HUCB cells.

Only a low number of HUCB cells were detected in rat
brain 24 h, and | and 3 wk after neonatal HI, as reported in
other investigations (4,6,8,22). Despite controversies, immu-
nosuppressive treatment may be a key determinant for homing
of HUCB cells i.v. infused into rats (31). Several investigations
suggest that T cell-mediated immune reaction plays a significant
role in graft rejection and that interspecies incompatibility con-
tributes significantly to phagocytosis of xenogeneic cells (32).
Although xenoreactivity to human mesenchymal stem cells trans-
planted into infarcted rat myocardium has been demonstrated
(33), these findings contrast with the results of Saito et al. (34).
Indeed, xenotransplantation of human bone marrow stem cells
ameliorates neurologic deficits after grafting into ischemic brain
of rats (35). Also, the results obtained by Chen et al. (22) with
HUCB cells in rats with stroke suggest an immunologic tolerance
to human cells. Although we do not have evidence of host
immune response to the transplanted cells, the administration of
human cells could have played a role in the negative results
obtained in this study.

In addition, the unilateral carotid artery permanent occlu-
sion results in reduction of cerebral blood flow within the
various structures of the hemisphere ipsilateral to the vascular
occlusion (30). We speculated that low perfusion in distal field
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regions may hamper migration of HUCB cells to injured
structures, which could also explain our immunohistochemi-
cal, behavioral, and morphologic results.

In conclusion, this study suggests that, according to our
experimental design, HI neonatal rats with severe brain dam-
age that received i.v. administration of HUCB cells showed
nonsignificant improvement to functional and morphologic
outcomes. Aspects such as dose, timing, peripheral route of
HUCB cell delivery, immunosuppression, and use of associ-
ated therapies need to be investigated in depth before cellular
therapy is clinically applied to optimize neuroprotection and,
consequently, neurobehavioral outcomes.
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