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RESUMO 

 

Objetivos: investigar, separadamente, o potencial terapêutico do neuropeptídeo NAP e do 

transplante intra-arterial de células mononucleares de sangue de cordão umbilical humano 

(CMSCUH) em um modelo experimental de hipóxia-isquemia (HI) neonatal. 

Métodos: ratos Wistar machos com 7 dias de vida foram submetidos ao modelo de HI 

neonatal através da oclusão permanente da artéria carótida comum direita e hipóxia sistêmica 

(8% O2 por 2 h). A administração do neuropeptídeo NAP (3 µg/g, i.p.) ocorreu imediatamente 

(0 h) e 24 h após a aplicação do modelo. Já o transplante de CMSCUH (1 x 10
6
 ou 1 x 10

7
 

células/50 µL) foi realizado 24 h pós-HI através de técnica de microagulha na artéria carótida 

comum esquerda. Somente no estudo do NAP, ensaio cometa alcalino, peroxidação lipídica e 

níveis de glutationa reduzida foram determinados no hipocampo e córtex cerebral 48 h pós-

HI. Para ambas as terapias empregaram-se a versão espacial do labirinto aquático de Morris 

(LAM) e determinação estereológica da volumetria hemisférica cerebral na fase adulta destes 

animais. Utilizou-se o teste do rotarod acelerado e pesagem corporal e cerebral dos animais 

adultos apenas no estudo do transplante intra-arterial de CMSCUH. A migração das 

CMSCUH foi monitorada através da técnica de nested-PCR no cérebro e órgãos sistêmicos. 

Resultados: o tratamento com NAP restabeleceu a integridade hipocampal e cortical do DNA 

e membranas lipídicas, junto ao incremento do sistema glutationa. Além disso, o NAP 

impediu o desenvolvimento de déficits do aprendizado e da memória espacial juntamente à 

redução da atrofia cerebral em ratos adultos. O transplante intracarotídico de CMSCHU em 

ratos neonatos HI demonstrou-se factível e seguro. Este tratamento preveniu, de maneira 

dose-dependente, o desenvolvimento de prejuízo cognitivo de ratos adultos previamente 

expostos à HI neonatal, sem influência sobre a atrofia cerebral. A função motora e peso 

corporal de ratos adultos não sofreram influência da HI neonatal ou da administração intra-

arterial de CMSCHU. As CMSCHU puderam ser detectadas tanto logo após o transplante 

como tardiamente (30 dias) no cérebro e órgãos sistêmicos dos animais transplantados. 

Conclusões: os efeitos benéficos e duradouros do neuropeptídeo NAP e do transplante intra-

arterial de CMSCHU, assim como sua viabilidade, fornecem evidências de uma possível 

translacionalidade destas duas terapias inovadoras para o tratamento da HI neonatal. Desta 

forma, o neuropeptídeo NAP e a via intracarotídica para o transplante de CMSCHU tornam-se 

candidatos potenciais para a prevenção do dano HI cerebral e decorrentes sequelas. 

Descritores: hipóxia-isquemia neonatal, modelo animal, neuropeptídeo NAP, terapia celular, 

neuroproteção, estresse oxidativo, memória, lesão cerebral e função motora. 



 

 

ABSTRACT 

 

Objectives: to investigate separately the therapeutic potential of neuropeptide NAP and the 

intra-arterial (IA) transplantation of human umbilical cord blood (HUCB) mononuclear cells 

in an animal model of neonatal hypoxia-ischemia (HI).  

Methods: male Wistar rats at postnatal day 7 were subjected to an HI model by permanent 

occlusion of right common carotid artery and systemic hypoxia (8% O2 for 2 h). The animals 

were randomly assigned to groups receiving an intraperitoneal injection of NAP (3 μg/g) 

immediately (0 h) and 24 h after HI. Other animals received HUCB mononuclear cells (1 x 

10
6
 or 1 x 10

7
 cells/50 µL) into the left common carotid artery 24 h after HI insult by using 

the microneedle technique. Only for NAP study, brain DNA damage, lipid peroxidation and 

reduced glutathione (GSH) content were determined 48 h post-HI insult. The spatial version 

of the Morris water maze learning task and the stereological volume assessment were 

performed in adult animals that received both therapies. The accelerated rotarod test and 

cerebral and body weight determination were applied only for cellular therapy study. The 

HUCB mononuclear cells migration was monitored through nested-PCR analysis in the brain 

and systemic organs of transplanted-HI rats. 

Results: we observed that NAP prevented the acute HI-induced DNA and lipid membrane 

damage and also recovered the GSH levels in the injured hemisphere of the HI rat pups. 

Further, NAP was able to hinder impairments in learning and long-term spatial memory and 

to significantly reduce brain damage in adult animals previously subjected to neonatal HI. The 

IA transplantation in neonatal HI rat seemed to be a feasible and safe delivery route for 

HUCB mononuclear cells. The intra-arterially delivered cells hindered dose-dependently the 

learning and spatial memory impairments without brain damage recovery in adult rats. 

Additionally we further showed that HI insult or IA cell transplantation had no long-term 

impact in the body weight and motor function in rodents. The HUCB mononuclear cells could 

be promptly identified in the ischemic brain after IA transplantation and also in some 

peripheral organs until at least 30 days later. 

Conclusions: the viability and long-lasting beneficial effects of neuropeptide NAP and IA 

transplantation of HUCB mononuclear cells support its translational characteristic for 

neonatal HI management. Therefore, NAP and intracarotid delivery of cells became 

promising candidates for the treatment of HI-induced brain damage and life-long disabilities. 

Keywords: neonatal hypoxia-ischemia, rodent model, neuropeptide NAP, cellular therapy, 

neuroprotection, oxidative stress, memory, brain damage and motor function. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

Na presente tese de doutorado investiguei, separadamente, duas possíveis estratégias 

terapêuticas para o tratamento da hipóxia-isquemia (HI) neonatal em um modelo animal: 

neuropeptídeo NAP e transplante intra-arterial de células mononucleares de sangue de cordão 

umbilical humano (CMSCUH). Sendo assim, a composição desta tese foi elaborada na forma 

de quatro capítulos. O capítulo I destina-se a explanar a logística de organização da tese, 

justificar o assunto de pesquisa e apresentar os objetivos que guiaram este trabalho. O capítulo 

II contempla a introdução e aborda os pontos mais relevantes para a elaboração do rationale 

do estudo de duas terapias inovadoras para o tratamento da HI neonatal em um contexto 

experimental. Inicialmente, uma abordagem clínico-epidemiológica da HI neonatal embasa a 

problemática e enfatiza a necessidade de terapias efetivas. No segundo tópico, abordam-se as 

propriedades neuroprotetoras do peptídeo NAP em estudos in vitro e in vivo, os mecanismos 

de ação envolvidos e sua aplicabilidade nesta patologia. A terceira parte, apresentada no 

formato de artigo de revisão, publicado no Jornal de Pediatria em 2010, abrange os estudos 

pré-clínicos e ensaios clínicos de terapia celular em HI neonatal, e discute os aspectos 

translacionais associados a esta terapêutica, a fim de fundamentar o transplante intra-arterial 

de CMSCUH na HI experimental. O capítulo III constitui-se de dois artigos originais, cada 

qual específico para cada uma das abordagens terapêuticas avaliadas nesta tese. O primeiro 

deles refere-se à ação neuroprotetora do neuropeptídeo NAP em animais hipóxico-

isquêmicos, publicado na Neurobiology of Disease em 2011. O segundo item deste capítulo 

apresenta os resultados acerca do transplante intra-arterial de CMSCUH em modelo animal de 

HI neonatal, como artigo submetido para publicação nesta mesma revista científica. Como 

fechamento, no capítulo IV são listadas as principais conclusões oriundas desta tese.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Os trabalhos aqui apresentados são oriundos de duas linhas de pesquisa inicialmente 

desenvolvidas no Laboratório de Neurociências do Instituto de Pesquisas Biomédicas da 

PUCRS, utilizando terapia com neuropeptídeos, iniciada com o desenvolvimento do projeto 

de terapia com NAP para o tratamento de crises convulsivas neonatais
1
 (Greggio et al., 2008, 

Greggio et al., 2009), e terapia celular em modelo animal de HI neonatal
2
 (de Paula et al., 

2009, de Paula et al., 2012). Além deste enfoque terapêutico, o laboratório de Neurociências 

também se dedica na investigação do potencial terapêutico de células-tronco em outras 

neuropatologias, tais como hemorragia da matriz germinativa/intraventricular, epilepsia, 

esclerose lateral amiotrófica, doença de Parkinson e trauma raquimedular. Tais esforços na 

pesquisa básica (Costa-Ferro et al., 2010, Venturin et al., 2011, Costa-Ferro et al., 2012) 

contribuíram para a elaboração pioneira de um ensaio clínico
3
 (fase I) acerca do transplante 

autólogo de células-tronco da medula óssea em pacientes com epilepsia do lobo temporal. 

Na presente tese, objetivou-se avaliar a utilização do neuropeptídeo NAP e, 

separadamente, a efetividade da via intra-arterial para transplante de CMSCUH no tratamento 

da HI neonatal, inferindo as repercussões em termos funcionais e de dano cerebral. Para este 

fim, foram utilizados ratos neonatos de 7 dias de vida e estes foram submetidos à oclusão 

permanente da artéria carótida comum direita e, subsequentemente, submetidos à hipóxia 

global. Tal modelo é clássico nos estudos de HI neonatal (Vanucci & Vanucci, 2005), 

assemelhando-se em vários aspectos com a condição humana. No sentido de propor novas 

alternativas terapêuticas para o manejo desta patologia, que atualmente não dispõe de nenhum 

tratamento efetivo, foi analisada uma série de variáveis que, em conjunto, forneceram 

evidências da plausibilidade das terapias aqui propostas. Especialmente no projeto do 

neuropeptídeo NAP, foi realizada uma análise bioquímica de importantes estruturas 

moleculares cerebrais que são severamente comprometidas nesta condição. Para tal, 

parâmetros de estresse oxidativo no DNA nuclear e membranas lipídicas foram investigados, 

assim como sistema de defesa antioxidante. Paralelamente, em ambos os projetos, buscou-se 

também avaliar a memória espacial e volume hemisférico cerebral destes animais, variáveis 

comprovadamente acometidas pela lesão HI as quais se baseiam o modelo. No projeto com 

CMSCHU, optou-se por avaliar também o desempenho motor, peso corporal e cerebral, assim 

                                                           

1
 Apêndice C. 

2
 Apêndices D e E, respectivamente. 

3
 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00916266 



Capítulo I 12 

 

 

como a monitorização da migração das células transplantadas. Assim, os dados experimentais 

obtidos nos dois projetos permitem consolidar e avançar o conhecimento científico sobre o 

tratamento com neuropeptídeos e CMSCUH na HI neonatal. Por fim, estes trabalhos servirão 

de alicerce para que estas terapias inovadoras possam, em um futuro próximo, translacionar 

para a elaboração de ensaios clínicos na área pediátrica. 

É importante destacar que os protocolos experimentais usados nesta tese seguiram as 

normas internacionais de experimentação com animais de laboratório. Todos os 

procedimentos foram realizados tomando os cuidados necessários para reduzir ao máximo o 

número de animais empregados. Ressalta-se também que os animais receberam cuidados 

adequados e foram submetidos ao mínimo possível de desconforto e estresse. Durante os 

experimentos, foi instituída sedação de acordo com a prática veterinária quando necessário. 

Sendo assim, os projetos estavam de acordo com as normativas de experimentação animal do 

Comitê de Ética para Uso de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do 

Sul, sob aprovação dos registros CEUA 10/00172
4
 e CEUA 09/00105

5
. Na presente pesquisa, 

a coleta de CMSCUH foi realizada somente após assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido
6
 e não acarretou riscos para a mãe doadora e nem para o recém-nascido. 

 

                                                           

4
 Anexo A. 

5
 Anexo B. 

6
 Apêndice A. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Os objetivos desta tese são verificar, separadamente, o potencial terapêutico do 

tratamento com neuropeptídeo NAP e transplante intra-arterial de CMSCUH em um modelo 

experimental de HI neonatal. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos: Neuropeptídeo NAP e HI neonatal 

 

 Avaliar o possível impacto do tratamento com neuropeptídeo NAP sobre o DNA 

hipocampal e do córtex cerebral 48 horas após aplicação do modelo de HI experimental, 

através do ensaio cometa alcalino; 

 Verificar o possível efeito protetor do neuropeptídeo NAP sobre a peroxidação lipídica no 

hipocampo e córtex cerebral 48 horas após aplicação do modelo de HI experimental, 

através da determinação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; 

 Quantificar se o possível efeito protetor do neuropeptídeo NAP está associado à 

modulação do conteúdo de glutationa reduzida no hipocampo e córtex cerebral 48 horas 

após aplicação do modelo de HI experimental, através de dosagem dos níveis de 

glutationa reduzida; 

 Verificar o impacto do tratamento com neuropeptídeo NAP sobre a curva de 

aprendizagem, latência de escape e no percentual de tempo gasto no quadrante alvo na 

versão espacial do labirinto aquático de Morris em animais hipóxico-isquêmicos adultos; 

 Determinar se o peptídeo NAP promove neuroproteção a longo prazo do hemisfério 

cerebral lesionado, empregando técnica estereológica de contagem de pontos associado ao 

princípio de Cavalieri para determinação de volumetria hemisférica. 
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3.3 Objetivos Específicos: Transplante intra-arterial de CMSCUH e HI neonatal 

 

 Desenvolver o procedimento de administração intra-arterial de CMSCUH na artéria 

carótida de ratos neonatos com 8 dias de vida, baseado na técnica de microagulha; 

 Determinar se o transplante intra-arterial de CMSCUH, em diferentes dosagens, tem 

influência sobre a curva de aprendizagem, latência de escape, percentual de tempo gasto 

no quadrante alvo, número de cruzamentos sobre o aro alvo e velocidade de natação na 

versão espacial do labirinto aquático de Morris em animais hipóxico-isquêmicos adultos; 

 Avaliar o equilíbrio e coordenação motora, através do teste do rotarod acelerado, em ratos 

adultos previamente submetidos ao modelo de HI neonatal e transplantados intra-

arterialmente com CMSCUH; 

 Verificar os possíveis efeitos do modelo experimental de HI neonatal e transplante 

intracarotídico de CMSCHU sobre o peso corporal e cerebral de animais na fase adulta; 

 Determinar se o transplante intra-arterial de CMSCUH, em diferentes dosagens, promove 

neuroproteção a longo prazo do hemisfério cerebral lesionado, empregando a técnica 

estereológica de contagem de pontos associado ao princípio de Cavalieri para 

determinação de volumetria hemisférica cerebral; 

 Investigar se as CMSCUH transplantadas intra-arterialmente em ratos neonatos 

submetidos ao modelo de HI podem ser identificadas, em diferentes órgãos (hemisférios 

cerebrais direito e esquerdo, fígado, baço e pulmões) e em diferentes tempos de análise (1, 

3, 6 e 24 h; 7 e 30 dias) através da técnica da reação em cadeia da polimerase (nested-

PCR), utilizando como marcador o gene da β-actina humana. 
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1 Hipóxia-isquemia Neonatal 

 

A lesão cerebral hipóxico-isquêmica (HI), que ocorre no período neonatal, é uma das 

maiores causas de mortalidade e morbidade neurológica em crianças. Estatísticas sugerem 

uma incidência de asfixia em 2,5 (1,2-7,7) por 1000 nascimentos a termo em países 

desenvolvidos (Liao et al., 2012). No Brasil, estima-se que a prevalência de asfixia neonatal 

seja de, aproximadamente, 2% dos nascidos vivos (Souza 2003). Neonatos hipóxico-

isquêmicos apresentam um baixo escore Apgar nos primeiros 5 minutos, exibem 

anormalidades na avaliação neurológica, acidose metabólica e, geralmente, crises convulsivas, 

podendo haver a necessidade de suporte respiratório nas primeiras horas de vida pós-natal 

(Liao et al., 2012). No passado, a taxa de mortalidade para recém-nascidos asfixiados variava 

de 50-75%. Devido aos avanços no manejo obstétrico e nos cuidados dos neonatos de risco, 

houve uma redução da prevalência para 27-50%. No entanto, em decorrência de uma maior 

taxa de sobrevivência dessas crianças, houve um aumento na prevalência de sequelas 

neurológicas a longo-prazo resultantes da lesão HI. Aproximadamente 90% das crianças com 

diagnóstico de encefalopatia severa (Sarnat III) no período perinatal apresentam 

incapacidades neuropsicológicas permanentes, incluindo retardo mental, paralisia cerebral, 

epilepsia, dificuldades de aprendizado e déficits visual e/ou auditivo. Nos casos de 

encefalopatia moderada (Sarnat II), 30-50% desenvolvem sérios déficits neurológicos. Já 

neonatos com encefalopatia HI leve geralmente não apresentam desfechos desfavoráveis 

(Dilenge et al., 2001).  

Dados indicam que a lesão HI neonatal ocorre em aproximadamente 10 a 20% dos 

casos de paralisia cerebral. Crianças nos estágios I e II da encefalopatia HI frequentemente 

exibem déficits motores específicos dependendo da lesão, tais como a diplegia ou a 

hemiplegia espástica, geralmente sem transtornos cognitivos. Já as crianças na categoria III, 

usualmente, irão apresentar dificuldades motoras precoces, tais como atrasos no 

desenvolvimento neuropsicomotor e podem apresentar déficits cognitivos e epilepsia 

(Perlman 2006). A presença, a severidade e a distribuição das lesões neuropatológicas 

originárias da HI dependem de diversos fatores, incluindo a natureza e a duração do insulto, a 

idade gestacional do feto ou recém-nascido e a presença ou ausência de estresse sistêmico. A 

maioria dos episódios de lesão HI severa causa danos variados à estruturas cerebrais, 

incluindo porções específicas do córtex cerebral, hipocampo, gânglios da base, tálamo, tronco 

encefálico e a substância branca periventricular e subcortical (Berger and Garnier 1999). 
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A causa mais frequente da encefalopatia HI é a asfixia intra-útero e o principal 

mecanismo patogênico atribuído à sua neuropatologia é a redução do fluxo sanguíneo cerebral 

(Berger and Garnier 1999, Perlman 2006). Eventos neurotóxicos interligados, tais como, 

falência energética, despolarização da membrana, liberação de aminoácidos excitatórios, 

acúmulo de radicais livres e apoptose ocorrem simultaneamente e contribuem para a 

disfunção celular e morte neuronal após insultos (Vexler and Ferriero 2001). Em relação às 

respostas celulares, a redução do fluxo sanguíneo cerebral inicia uma cascata de eventos 

bioquímicos deletérios que duram horas ou dias. A depleção do oxigênio impossibilita a 

fosforilação oxidativa e ocorre uma mudança para o metabolismo anaeróbico. Este é um 

estado de energia ineficiente que resulta na rápida depleção de reservas de fosfato de alta 

energia, incluindo a molécula de adenosina trifosfato (ATP). A redução da síntese de ATP 

resultante da hipóxia acentuada altera o equilíbrio iônico através da membrana celular (Golan 

and Huleihel 2006, Perlman 2006). Em termos histológicos, a lesão HI produz cistos 

necróticos dentro do parênquima cerebral. A necrose decorre de uma agressão intensa às 

células, com inibição total das mitocôndrias, falência completa das bombas iônicas, edema e 

lise celular, ruptura das organelas, extravasamento do citoplasma no meio extracelular e 

presença de resposta inflamatória intensa com fagocitose. Trata-se de um processo passivo de 

morte celular. Após este processo, dá-se início a uma fase tardia de dano tecidual 

caracterizada pela morte celular apoptótica. A apoptose decorre da agressão lenta à célula, 

com inibição parcial da fosforilação oxidativa, redução do tamanho da célula e ruptura do 

DNA (Liao et al., 2012, Shankaran 2012). 

Atualmente, nosso grupo de pesquisa investiga o uso de estratégias neuroprotetoras no 

modelo experimental mais utilizado para o estudo da lesão HI no período neonatal (Levine 

1960, Rice et al., 1981, Vannucci and Vannucci 1997). Neste modelo, o dano cerebral é 

obtido pela associação de oclusão unilateral da artéria carótida comum, com subsequente 

exposição a ambiente hipóxico em ratos de 7 dias de vida. As lesões são encontradas no 

hemisfério ipsilateral à oclusão da artéria carótida nas regiões do córtex cerebral, substância 

branca periventricular e subcortical, estriado (gânglios da base) e hipocampo. A região 

hipocampal de CA3 (corno de Amon) é considerada a região mais suscetível, seguida da 

camada de células granulares, CA1 e hilo (Hossain 2005, Vannucci and Vannucci 1997). 

Aproximadamente 79% dos filhotes de ratos sobrevivem ao protocolo de HI e cerca de 90% 

dos sobreviventes apresentam danos cerebrais. Infarto do córtex cerebral ipsilateral e do 

hipocampo estão presentes em 56% e, dependendo da duração da sobrevivência pós-asfixia, 
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achados adicionais também são vistos, incluindo alterações na função neurológica e 

comportamental (Raju 1992). 

Apesar dos avanços tecnológicos e científicos nos cuidados perinatais dos recém-

nascidos de risco, o manejo clínico de crianças asfixiadas tem sido limitado à manutenção da 

oxigenação, ao controle da pressão sanguínea e da homeostase, ao tratamento das convulsões 

e ao controle da hipertensão intracraniana. No entanto, essas medidas não são dirigidas à 

prevenção ou à interrupção dos mecanismos de lesão cerebral (Vannucci 2000). Em 

decorrência da significância clínica e socioeconômica do dano cerebral neonatal, estratégias 

neuroprotetoras vêm sendo estudadas em ensaios experimentais e clínicos na tentativa de 

reduzir a lesão cerebral e, assim, melhorar os desfechos comportamentais. Bloqueadores de 

cálcio, inibidores de aminoácidos excitatórios, de radicais livres, de óxido nítrico, fatores de 

crescimento, hipotermia e terapias celulares são algumas das abordagens terapêuticas atuais 

que tentam interromper a cascata de eventos prejudiciais iniciada pelo evento hipóxico-

isquêmico (Johnston et al., 2011, Shankaran 2012). Atualmente, a hipotermia é considerada 

uma alternativa no tratamento da síndrome hipóxico-isquêmica. O resfriamento da cabeça tem 

a capacidade de reduzir a extensão da lesão em modelos experimentais, assim como em 

estudos clínicos relacionados à isquemia e ao trauma. Os mecanismos potenciais de 

neuroproteção da hipotermia incluem inibição da liberação de glutamato, redução do 

metabolismo cerebral e inibição da apoptose. No entanto, aspectos como a duração da terapia, 

o grau de hipotermia, o momento e o método da intervenção e, principalmente, os efeitos 

adversos, ainda devem ser investigados (Shankaran 2012, Shankaran et al., 2012). 

A terapia celular também vem sendo explorada como uma atual e plausível abordagem 

de tratamento para doenças neurológicas severas, incluindo a HI neonatal. Inicialmente usado 

no tratamento de doenças hematológicas malignas e distúrbios autoimunes, o transplante de 

células imaturas e indiferenciadas do sangue de cordão umbilical humano tem sido proposto 

atualmente como um candidato terapêutico para minimizar o dano de lesões no sistema 

nervoso central imaturo (Bennet et al., 2012, Dalous et al., 2012, de Paula et al., 2010, Liao et 

al., 2012, Pimentel-Coelho et al., 2012, Rosenkranz and Meier 2011, Wang et al., 2012). 

Apesar do número crescente de estudos sobre o uso de terapias neuroprotetoras inovadoras no 

tratamento de lesões HI em modelos animais, incluindo recentes contribuições do nosso 

laboratório (de Paula et al., 2012, de Paula et al., 2009, Greggio et al., 2009), infelizmente 

ainda não há terapia eficaz na prática clínica para o tratamento de HI neonatal e decorrentes 

sequelas. 
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2 Neuropeptídeo NAP em Hipóxia-Isquemia Neonatal 

 

A proliferação neuronal, sobrevivência e diferenciação celular são atividades 

dependentes de fatores de crescimento proteicos durante o desenvolvimento. Sendo assim, a 

atividade de proteínas neurotróficas é parte fundamental da resposta do SNC a uma grande 

variedade de agentes que modulam a sua integridade. Geralmente, neurônios, quando 

estimulados por processos danosos, enviam sinais extracelulares a astrócitos e microglias que 

os intermedeiam, induzindo a liberação de neurotrofinas específicas (Zemlyak et al., 2007). O 

número crescente e diverso destas moléculas tornou-se aparente a partir da identificação de 

um primeiro fator, o peptídeo vasoativo intestinal (VIP; vasoactive intestinal peptide). 

Primeiramente identificado no intestino como uma molécula indutora de vasodilatação, 

descobriu-se que o VIP é o peptídeo cerebral mais abundante e apresenta capacidade 

neuroprotetora in vivo. Para que este composto garanta uma defesa neuronal adequada, torna-

se necessário que astrócitos portadores de receptores específicos para o VIP sejam induzidos a 

sintetizar e secretar proteínas neuroprotetoras secundárias. Assim, o VIP promove a secreção, 

pelas células gliais, de determinados fatores tróficos tais como interleucina-1 (IL-1), 

interleucina-6 (IL-6), neurotrofina-3 (NT-3), protease nexin-1 (PN-1), as quimiocinas 

RANTES e MIP, fator neurotrófico atividade dependente (ADNF; activity-dependent 

neurotrophic factor) e proteína neuroprotetora atividade dependente (ADNP; activity-

dependent neuroprotective protein) (Busciglio et al., 2007, Dejda et al., 2005), como 

apresentado na figura 1.  

 

 

Figura 1 - Secreção do neuropeptídeo NAP. VIP promove a liberação de fatores gliais, tais como 

IL-1, IL-6, NT-3, PN-1, as quimiocinas RANTES e MIP, e os fatores neuroprotetores ADNF e ADNP. 

Os fatores ADNF-9, ADNF-14 e NAP são os fragmentos ativos das proteínas originais ADNF e 

ADNP, respectivamente. Fonte: Dejda et al. (2005); pg. 311. 
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Especificamente acerca do ADNP, este fator é fundamental nos processos de 

desenvolvimento cerebral e embriogênese (Mandel et al., 2007, Pinhasov et al., 2003). 

Paralelamente a estas funções, verificou-se um aumento significativo da expressão cerebral de 

ADNP um mês após lesão cerebral traumática experimental (Gozes et al., 2005b, Zaltzman et 

al., 2004). Esta evidência levantou a hipótese de que o ADNP estivesse envolvido em um 

mecanismo compensatório endógeno na neuroproteção. Corroborando tais achados, 

demonstrou-se uma expressão transitória aumentada de ADNP correlacionada à progressão 

inicial em um modelo animal de demência (Fernandez-Montesinos et al., 2010). 

Dentre os diversos fatores identificados, Bassan e colaboradores (1999) isolaram o 

menor elemento ativo da molécula da proteína ADNP, denominado NAP (também conhecido 

por AL-108 e davunetide) (Gozes 2011a, c). Este peptídeo, de apenas oito aminoácidos 

(NAPVSIPQ) e peso molecular de 824,93 Da, confere proteção a culturas neuronais contra 

toxicidade associada ao peptídeo β-amilóide (Bassan et al., 1999, Zemlyak et al., 2000), 

NMDA (Bassan et al., 1999), bloqueio elétrico (tetrodotoxina) (Bassan et al., 1999), 

glicoproteína gp120 (Bassan et al., 1999), fator de necrose tumoral alfa (Beni-Adani et al., 

2001), álcool (Wilkemeyer et al., 2003), dopamina (Offen et al., 2000), peróxido de oxigênio 

(Steingart et al., 2000), privação de nutrientes (Lagreze et al., 2005) e sobrecarga de zinco 

(Divinski et al., 2006). Na maioria destes casos, a neuroproteção in vitro se torna significativa 

em concentração de NAP na ordem de fentomolar e picomolar. Já em estudos in vivo, NAP 

tem ação protetora contra colinotoxicidade (Gozes et al., 2000), lesão retiniana (Belokopytov 

et al., 2011), crises convulsivas induzidas por hipóxia neonatal (Greggio et al., 2009) e por 

ácido caínico (Zemlyak et al., 2009), deficiência de apolipoproteína E (Bassan et al., 1999, 

Rotstein et al., 2006), traumatismo craniano (Beni-Adani et al., 2001, Zaltzman et al., 2004), 

oclusão da artéria cerebral média (Leker et al., 2002), síndrome alcoólica fetal (Spong et al., 

2001), hipóxia-isquemia neonatal (Kumral et al., 2006), disfunções cognitivas e de ansiedade 

associadas à meia idade (Alcalay et al., 2004, Gozes et al., 2002, Gozes et al., 2005a), 

esquizofrenia (Gozes 2011b, Merenlender-Wagner et al., 2010), doença de 

Alzheimer/taupatias (Matsuoka et al., 2008, Shiryaev et al., 2009, Shiryaev et al., 2011, 

Vulih-Shultzman et al., 2007) e doença de Parkinson (Fleming et al., 2011). 

Sabe-se que o NAP é um peptídeo altamente solúvel e biodisponível, e que sua 

estrutura secundária é do tipo helicoidal randômica, tanto em soluções aquosas como 

orgânicas (Gozes et al., 2005a). Assim, sua solubilidade em membranas lipídicas permite que 

este ultrapasse a barreira hematoencefálica (BHE), podendo atingir prontamente estruturas 
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cerebrais através de administração intranasal (Gozes et al., 2000), subcutânea (Beni-Adani et 

al., 2001), intravenosa (Leker et al., 2002) e intraperitonial (Greggio et al., 2009), em estudos 

pré-clínicos. É válido destacar, também, que o peptídeo NAP não altera o nível proliferativo 

celular, descartando a hipótese de que o composto possa oferecer algum risco de 

tumorigenicidade (Alcalay et al., 2004). 

Frente ao amplo espectro de proteção do peptídeo NAP, até mesmo em concentrações 

na ordem de fentomolar em estudos in vitro, o seu mecanismo de ação é de grande interesse e 

foco de intensa investigação. Neste contexto, demonstrou-se que o NAP liga-se 

especificamente à tubulina, principalmente com a subunidade III-tubulina, presente em 

células neuronais. Esta propriedade, condizendo com função de chaperona, facilitaria a 

agregação de microtúbulos e aumentaria a sobrevivência e integridade celular (Divinski et al., 

2006). Em contrapartida, tal ligação também é possível no citoesqueleto de astrócitos, tipo 

celular que não possui este tipo de subunidade tubulinar, o que sugere mecanismos de ação 

subjacentes. A manutenção da funcionalidade neuronal exercida pelo NAP, através da 

formação e estabilidade microtubular, também pode ser justificada pela regulação da 

mobilização de cálcio intra- e extracelular. Tais resultados sustentam a hipótese de que este 

peptídeo lipofílico não requer receptores celulares de superfície e nem ação dependente de 

quiralidade (Busciglio et al., 2007).  

Seu mecanismo de ação também envolve o controle da formação de monofosfato de 

guanosina cíclico (cGMP) e óxido nítrico (Ashur-Fabian et al., 2001), modulação de 

mecanismos de inflamação (Beni-Adani et al., 2001), e também interfere em vários níveis do 

processo de apoptose, tais como sobre a expressão da proteína p53 (Gozes et al., 2004), 

liberação mitocondrial de citocromo C (Zemlyak et al., 2009), ativação da caspase 3 e 

fragmentação de DNA nuclear (Leker et al., 2002). Além disso, há evidências que indicam 

atividade antioxidativa do NAP, tanto em culturas neuronais (Busciglio et al., 2007, Gozes et 

al., 2004, Offen et al., 2000, Steingart and Gozes 2006, Steingart et al., 2000) como em 

modelos animais (Greggio et al., 2009, Spong et al., 2001). Alguns dos estudos acima citados 

demonstram o envolvimento do sistema antioxidante da glutationa endógena no mecanismo 

de neuroproteção do NAP. Em termos de reparação de biomoléculas, Visochek e 

colaboradores (2005) demonstraram uma via alternativa para ativação da poli(ADP-

ribose)polimerase-1 (PARP-1), por mecanismos de sinalização induzidos por NAP, na 

ausência de dano ao DNA (Visochek et al., 2005). A ativação de PARP-1 induzida por NAP 

pode promover efeito neuroprotetor como resultado da poli-ADP ribosilação da histona 1 e 

relaxamento da cromatina. Assim, esta ação permitiria um acesso facilitado ao DNA pelos 
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fatores de transição e enzimas de reparo fundamentais para diferenciação e sobrevivência 

celular (Visochek et al., 2005). Adicionalmente, foi demonstrado que o NAP pode estimular 

vias bioquímicas envolvidas nos processos de sobrevivência neuronal, diferenciação e 

plasticidade sináptica, tais como a família das proteínas quinases ativadas por mitógenos 

(MAPKs) e fosfatidilinositol-3-quinase/Akt (PI3K/Akt) (Pascual and Guerri 2007, 

Sokolowska et al., 2011), fosforilação da quinase Fyn e proteína substrato associada à Crk 

(Cas) (Chen and Charness 2008). 

Em 2009, nosso grupo de pesquisa demonstrou, de forma pioneira, a capacidade 

neuroprotetora do peptídeo NAP nas lesões oxidativas hipocampais de ratos neonatos 

submetidos a crises convulsivas induzidas por hipóxia. Além disto, observou-se que o NAP 

apresenta um efeito dose-dependente na prevenção de danos ao DNA e em membranas 

lipídicas paralelamente a um incremento do sistema glutationa (Greggio et al., 2009). Em 

caráter translacional, os resultados desta pesquisa sugerem a possibilidade desta droga 

aprimorar a abordagem terapêutica das crises convulsivas neonatais. Levando em 

consideração que as drogas anticonvulsivantes – que geralmente apresentam baixa eficácia e 

que podem interferir no neurodesenvolvimento da criança – continuam constituindo o 

tratamento de primeira linha para crises neonatais, o neuropeptídeo NAP poderia manter a 

integridade de estruturas cerebrais em um plano molecular, enquanto que a atividade 

convulsivante não esteja completamente supressa. 

Existem apenas dois trabalhos, listados no banco de dados PubMed, verificando o 

efeito neuroprotetor do peptídeo NAP em animais com lesão HI neonatal. Inicialmente, 

Rotstein e colaboradores (2006) verificaram que administração de NAP (25 µL/mg; s.c.) 

promoveu efeitos positivos nos desfechos cognitivos e nas habilidades motoras avaliadas em 

camundongos deficientes de apolipoproteína E (Rotstein et al., 2006). Apesar de esta 

linhagem de animais possuir maior suscetibilidade a lesões cerebrais frente à hipóxia, o 

modelo clássico para estudos pré-clínicos de lesão HI neonatal permanece sendo o de Vanucci 

& Vanucci (1997) (Vannucci and Vannucci 1997). Além disso, os autores não verificaram se 

os efeitos terapêuticos do NAP nas avaliações funcionais acompanhavam uma possível 

recuperação histológica do dano cerebral destes animais. Em outro estudo, Kumral e 

colaboradores (2006) verificaram que uma única administração de NAP (0,3 µg/g; i.p.) foi 

capaz de diminuir significativamente a formação de óxido nítrico, preservando a densidade 

neuronal e reduzindo a quantidade de neurônios em processo de apoptose no hipocampo e no 

giro denteado de ratos neonatos com lesão HI (Kumral et al., 2006). Neste trabalho, no 

entanto, mesmo tendo sido usado o modelo animal apropriado de HI, os autores não 
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investigaram o impacto da terapia com NAP sobre os aspectos motores e cognitivos. Sendo 

assim, apesar dos indícios favoráveis da utilização do NAP neste tipo de lesão cerebral, ainda 

são incompletos os argumentos experimentais que sustentam a sua aplicabilidade terapêutica, 

em virtude das abordagens e desenhos experimentais utilizados. 

 Desde a sua obtenção sintética, o NAP, atualmente denominado de Davunetide, está 

sob proteção conferida por patente e licenciado exclusivamente para estudos clínicos 

desenvolvidos pela empresa de biotecnologia Allon Therapeutics Inc.. A partir do composto 

básico, surgiram variantes moleculares como AL-208, AL-408 e AL-508, sendo todas 

provenientes do ADNP, com exceção do composto AL-309, oriundo do ADNF. Conforme 

informações disponíveis no endereço eletrônico da empresa
7
, os compostos já está sendo 

testados em ensaios clínicos, em etapas diferentes de desenvolvimento, para 

comprometimento cognitivo leve amnéstico
8
, taupatias

9
 (degeneração lobar frontotemporal e 

síndrome de degeneração corticobasal), paralisia supranuclear progressiva
10

, doença de 

Alzheimer, déficit cognitivo associado à esquizofrenia
11

 e déficit cognitivo leve após cirurgia 

de revascularização do miocárdio com circulação extracorpórea
12

 (figura 2).  

 

 

Figura 2 – Estudos pré-clínicos e clínicos da Allon Therapeutics Inc. O esquema apresenta as 

diversas etapas de investigação para o uso do NAP (Davunetide) e variações em estudos pré-clínicos e 

ensaios clínicos de fase I, II e III. As barras escuras representam estapas já concluídas, enquanto que 

as barras claras indicam estudos em andamento. Legenda: PSP (paralisia supranuclear progressiva); 

Schizophrenia (esquizofrenia); Parkinson’s (doença de Parkinson); Dementias (demências); 

Neuropathy (neuropatia); Neuroprotection (neuroproteção). Fonte: endereço eletrônico da Allon 

Therapeutics Inc.. 

      

                                                           

7
 http://www.allontherapeutics.com/product-development/development-status 

8
 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00422981 

9
 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01056965  

10
 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01110720 

11
 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00505765  

12
 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00404014 
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Apesar dos esforços em viabilizar a terapia com o peptídeo NAP em diversas 

neuropatologias, ainda são escassas as iniciativas terapêuticas deste composto na área 

pediátrica. Embora estudos experimentais tenham sido feitos em modelos de dano cerebral no 

período perinatal – tais como em HI (Kumral et al., 2006, Rotstein et al., 2006), crises 

convulsiva induzida por hipóxia (Greggio et al., 2009), síndrome alcoólica fetal (Spong et al., 

2001) e paralisia cerebral (Sokolowska et al., 2011) – nenhum ensaio clínico com NAP 

encontra-se em andamento para quaisquer das patologias acima citadas. Assim sendo, frente 

às evidências experimentais favoráveis do uso do neuropeptídeo NAP, propõe-se aprimorar a 

abordagem experimental com o intuito de dar força à proposta translacional desta terapia 

inovadora na lesão HI neonatal.  
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ARTIGO DE REVISÃO 

 

Use of stem cells in perinatal asphyxia: from bench to bedside
13

 

 

de Paula S, Greggio S, DaCosta J.C.
14

 

 

Jornal de Pediatria (Rio J). 2010 Nov-Dec;86(6):451-64. 

 

doi:10.2223/JPED.2035 

 

 

 

                                                           

13
 A atualização da Tabela 1, intitulada Revisão das publicações sobre terapia celular em hipóxia-isquemia 

experimental no período neonatal, encontra-se no Apêndice B e está precedida pelas referências de todos os 

trabalhos tabelados. 
14

 Os autores Simone de Paula e Samuel Greggio contribuíram igualmente na elaboração deste artigo de revisão. 



Capítulo II 27 

 

 

 

 



Capítulo II 28 

 

 

 

 



Capítulo II 29 

 

 

 

 



Capítulo II 30 

 

 

 

 



Capítulo II 31 

 

 

 

 



Capítulo II 32 

 

 

 

 



Capítulo II 33 

 

 

 

 



Capítulo II 34 

 

 

 

 



Capítulo II 35 

 

 

 

 



Capítulo II 36 

 

 

 

 



Capítulo II 37 

 

 

 

 



Capítulo II 38 

 

 

 

 



Capítulo II 39 

 

 

 

 



Capítulo II 40 

 

 

 

 

 



Capítulo II 41 

 

 

4 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

Alcalay RN, Giladi E, et al. Intranasal administration of NAP, a neuroprotective peptide, 

decreases anxiety-like behavior in aging mice in the elevated plus maze. Neurosci Lett. 2004 

May 6;361(1-3):128-31. PubMed PMID: 15135910. Epub 2004/05/12. eng. 

Ashur-Fabian O, Giladi E, et al. Vasoactive intestinal peptide and related molecules induce 

nitrite accumulation in the extracellular milieu of rat cerebral cortical cultures. Neurosci Lett. 

2001 Jul 20;307(3):167-70. PubMed PMID: 11438390. Epub 2001/07/05. eng. 

Bassan M, Zamostiano R, et al. Complete sequence of a novel protein containing a 

femtomolar-activity-dependent neuroprotective peptide. J Neurochem. 1999 Mar;72(3):1283-

93. PubMed PMID: 10037502. 

Belokopytov M, Shulman S, et al. Ameliorative effect of NAP on laser-induced retinal 

damage. Acta Ophthalmol. 2011 Mar;89(2):e126-31. PubMed PMID: 21288307. Epub 

2011/02/04. eng. 

Beni-Adani L, Gozes I, et al. A peptide derived from activity-dependent neuroprotective 

protein (ADNP) ameliorates injury response in closed head injury in mice. J Pharmacol Exp 

Ther. 2001 Jan;296(1):57-63. PubMed PMID: 11123362. Epub 2000/12/21. eng. 

Bennet L, Tan S, et al. Cell therapy for neonatal hypoxia-ischemia and cerebral palsy. Ann 

Neurol. 2012 May;71(5):589-600. PubMed PMID: 22522476. Epub 2012/04/24. eng. 

Berger R, Garnier Y. Pathophysiology of perinatal brain damage. Brain Res Brain Res Rev. 

1999 Aug;30(2):107-34. PubMed PMID: 10525170. 

Busciglio J, Pelsman A, et al. NAP and ADNF-9 protect normal and Down's syndrome 

cortical neurons from oxidative damage and apoptosis. Curr Pharm Des. 2007;13(11):1091-8. 

PubMed PMID: 17430172. 

Chen S, Charness ME. Ethanol inhibits neuronal differentiation by disrupting activity-

dependent neuroprotective protein signaling. Proceedings of the National Academy of 

Sciences of the United States of America. 2008 Dec 16;105(50):19962-7. PubMed PMID: 

19047645. Epub 2008/12/03. eng. 

Dalous J, Larghero J, et al. Transplantation of umbilical cord-derived mesenchymal stem cells 

as a novel strategy to protect the central nervous system: technical aspects, preclinical studies, 

and clinical perspectives. Pediatr Res. 2012 Apr;71(4 Pt 2):482-90. PubMed PMID: 

22430384. Epub 2012/03/21. eng. 

de Paula S, Greggio S, et al. Use of stem cells in perinatal asphyxia: from bench to bedside. J 

Pediatr (Rio J). 2010 Nov-Dec;86(6):451-64. PubMed PMID: 21140037. Epub 2010/12/09. 

eng. 

de Paula S, Greggio S, et al. The dose-response effect of acute intravenous transplantation of 

human umbilical cord blood cells on brain damage and spatial memory deficits in neonatal 

hypoxia-ischemia. Neuroscience. 2012 May 17;210:431-41. PubMed PMID: 22441035. Epub 

2012/03/24. eng. 



Capítulo II 42 

 

 

de Paula S, Vitola AS, et al. 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. Pediatr Res. 2009 Jun;65(6):631-5. PubMed PMID: 

19430381. Epub 2009/05/12. eng. 

Dejda A, Sokolowska P, et al. Neuroprotective potential of three neuropeptides PACAP, VIP 

and PHI. Pharmacol Rep. 2005 May-Jun;57(3):307-20. PubMed PMID: 15985713. Epub 

2005/06/30. eng. 

Dilenge ME, Majnemer A, et al. Long-term developmental outcome of asphyxiated term 

neonates. J Child Neurol. 2001 Nov;16(11):781-92. PubMed PMID: 11732762. Epub 

2001/12/06. eng. 

Divinski I, Holtser-Cochav M, et al. Peptide neuroprotection through specific interaction with 

brain tubulin. J Neurochem. 2006 Aug;98(3):973-84. PubMed PMID: 16893427. Epub 

2006/08/09. eng. 

Fernandez-Montesinos R, Torres M, et al. Activity-dependent neuroprotective protein 

(ADNP) expression in the amyloid precursor protein/presenilin 1 mouse model of Alzheimer's 

disease. J Mol Neurosci. 2010 May;41(1):114-20. PubMed PMID: 19844808. Epub 

2009/10/22. eng. 

Fleming SM, Mulligan CK, et al. A pilot trial of the microtubule-interacting peptide (NAP) in 

mice overexpressing alpha-synuclein shows improvement in motor function and reduction of 

alpha-synuclein inclusions. Mol Cell Neurosci. 2011 Mar;46(3):597-606. PubMed PMID: 

21193046. Epub 2011/01/05. eng. 

Golan H, Huleihel M. The effect of prenatal hypoxia on brain development: short- and long-

term consequences demonstrated in rodent models. Dev Sci. 2006 Jul;9(4):338-49. PubMed 

PMID: 16764607. 

Gozes I. Microtubules (tau) as an emerging therapeutic target: NAP (davunetide). Curr Pharm 

Des. 2011a;17(31):3413-7. PubMed PMID: 21902667. Epub 2011/09/10. eng. 

Gozes I. Microtubules, schizophrenia and cognitive behavior: preclinical development of 

davunetide (NAP) as a peptide-drug candidate. Peptides. 2011b Feb;32(2):428-31. PubMed 

PMID: 21050875. Epub 2010/11/06. eng. 

Gozes I. NAP (davunetide) provides functional and structural neuroprotection. Curr Pharm 

Des. 2011c;17(10):1040-4. PubMed PMID: 21524250. Epub 2011/04/29. eng. 

Gozes I, Alcalay R, et al. NAP accelerates the performance of normal rats in the water maze. J 

Mol Neurosci. 2002 Aug-Oct;19(1-2):167-70. PubMed PMID: 12212775. Epub 2002/09/06. 

eng. 

Gozes I, Giladi E, et al. Activity-dependent neurotrophic factor: intranasal administration of 

femtomolar-acting peptides improve performance in a water maze. J Pharmacol Exp Ther. 

2000 Jun;293(3):1091-8. PubMed PMID: 10869414. Epub 2000/06/28. eng. 

Gozes I, Morimoto BH, et al. NAP: research and development of a peptide derived from 

activity-dependent neuroprotective protein (ADNP). CNS Drug Rev. 2005a 

Winter;11(4):353-68. PubMed PMID: 16614735. 



Capítulo II 43 

 

 

Gozes I, Steingart RA, et al. NAP mechanisms of neuroprotection. J Mol Neurosci. 

2004;24(1):67-72. PubMed PMID: 15314252. Epub 2004/08/18. eng. 

Gozes I, Zaltzman R, et al. The expression of activity-dependent neuroprotective protein 

(ADNP) is regulated by brain damage and treatment of mice with the ADNP derived peptide, 

NAP, reduces the severity of traumatic head injury. Curr Alzheimer Res. 2005b Apr;2(2):149-

53. PubMed PMID: 15974912. Epub 2005/06/25. eng. 

Greggio S, Rosa RM, et al. NAP prevents hippocampal oxidative damage in neonatal rats 

subjected to hypoxia-induced seizures. Neurobiol Dis. 2009 Dec;36(3):435-44. PubMed 

PMID: 19703564. Epub 2009/08/26. eng. 

Hossain MA. Molecular mediators of hypoxic-ischemic injury and implications for epilepsy 

in the developing brain. Epilepsy Behav. 2005 Sep;7(2):204-13. PubMed PMID: 16054439. 

Johnston MV, Fatemi A, et al. Treatment advances in neonatal neuroprotection and 

neurointensive care. Lancet Neurol. 2011 Apr;10(4):372-82. PubMed PMID: 21435600. Epub 

2011/03/26. eng. 

Kumral A, Yesilirmak DC, et al. Neuroprotective effect of the peptides ADNF-9 and NAP on 

hypoxic-ischemic brain injury in neonatal rats. Brain Res. 2006 Oct 18;1115(1):169-78. 

PubMed PMID: 16938277. Epub 2006/08/30. eng. 

Lagreze WA, Pielen A, et al. The peptides ADNF-9 and NAP increase survival and neurite 

outgrowth of rat retinal ganglion cells in vitro. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2005 

Mar;46(3):933-8. PubMed PMID: 15728550. Epub 2005/02/25. eng. 

Leker RR, Teichner A, et al. NAP, a femtomolar-acting peptide, protects the brain against 

ischemic injury by reducing apoptotic death. Stroke. 2002 Apr;33(4):1085-92. PubMed 

PMID: 11935065. Epub 2002/04/06. eng. 

Levine S. Anoxic-ischemic encephalopathy in rats. Am J Pathol. 1960 Jan;36:1-17. PubMed 

PMID: 14416289. 

Liao Y, Cotten M, et al. Rescuing the neonatal brain from hypoxic injury with autologous 

cord blood. Bone Marrow Transplant. 2012 Sep 10. PubMed PMID: 22964590. Epub 

2012/09/12. Eng. 

Mandel S, Rechavi G, et al. Activity-dependent neuroprotective protein (ADNP) differentially 

interacts with chromatin to regulate genes essential for embryogenesis. Dev Biol. 2007 Mar 

15;303(2):814-24. PubMed PMID: 17222401. Epub 2007/01/16. eng. 

Matsuoka Y, Jouroukhin Y, et al. A neuronal microtubule-interacting agent, NAPVSIPQ, 

reduces tau pathology and enhances cognitive function in a mouse model of Alzheimer's 

disease. J Pharmacol Exp Ther. 2008 Apr;325(1):146-53. PubMed PMID: 18199809. Epub 

2008/01/18. eng. 

Merenlender-Wagner A, Pikman R, et al. NAP (davunetide) enhances cognitive behavior in 

the STOP heterozygous mouse--a microtubule-deficient model of schizophrenia. Peptides. 

2010 Jul;31(7):1368-73. PubMed PMID: 20417241. Epub 2010/04/27. eng. 



Capítulo II 44 

 

 

Offen D, Sherki Y, et al. Vasoactive intestinal peptide (VIP) prevents neurotoxicity in 

neuronal cultures: relevance to neuroprotection in Parkinson's disease. Brain Res. 2000 Jan 

31;854(1-2):257-62. PubMed PMID: 10784133. 

Pascual M, Guerri C. The peptide NAP promotes neuronal growth and differentiation through 

extracellular signal-regulated protein kinase and Akt pathways, and protects neurons co-

cultured with astrocytes damaged by ethanol. J Neurochem. 2007 Oct;103(2):557-68. PubMed 

PMID: 17623041. Epub 2007/07/12. eng. 

Perlman JM. Intervention strategies for neonatal hypoxic-ischemic cerebral injury. Clin Ther. 

2006 Sep;28(9):1353-65. PubMed PMID: 17062309. Epub 2006/10/26. eng. 

Pimentel-Coelho PM, Rosado-de-Castro PH, et al. Umbilical cord blood mononuclear cell 

transplantation for neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy. Pediatr Res. 2012 Apr;71(4 Pt 

2):464-73. PubMed PMID: 22430382. Epub 2012/03/21. eng. 

Pinhasov A, Mandel S, et al. Activity-dependent neuroprotective protein: a novel gene 

essential for brain formation. Brain Res Dev Brain Res. 2003 Aug 12;144(1):83-90. PubMed 

PMID: 12888219. Epub 2003/07/31. eng. 

Raju T. Some animal models for the study of perinatal asphyxia. Biol Neonate. 

1992;62(4):202-14. 

Rice JE, 3rd, Vannucci RC, et al. The influence of immaturity on hypoxic-ischemic brain 

damage in the rat. Ann Neurol. 1981 Feb;9(2):131-41. PubMed PMID: 7235629. Epub 

1981/02/01. eng. 

Rosenkranz K, Meier C. Umbilical cord blood cell transplantation after brain ischemia--from 

recovery of function to cellular mechanisms. Ann Anat. 2011 Jul;193(4):371-9. PubMed 

PMID: 21514122. Epub 2011/04/26. eng. 

Rotstein M, Bassan H, et al. NAP enhances neurodevelopment of newborn apolipoprotein E-

deficient mice subjected to hypoxia. J Pharmacol Exp Ther. 2006 Oct;319(1):332-9. PubMed 

PMID: 16822898. Epub 2006/07/11. eng. 

Shankaran S. Hypoxic-ischemic Encephalopathy and Novel Strategies for Neuroprotection. 

Clin Perinatol. 2012 Dec;39(4):919-29. PubMed PMID: 23164187. Epub 2012/11/21. eng. 

Shankaran S, Pappas A, et al. Childhood outcomes after hypothermia for neonatal 

encephalopathy. N Engl J Med. 2012 May 31;366(22):2085-92. PubMed PMID: 22646631. 

Epub 2012/06/01. eng. 

Shiryaev N, Jouroukhin Y, et al. NAP protects memory, increases soluble tau and reduces tau 

hyperphosphorylation in a tauopathy model. Neurobiol Dis. 2009 May;34(2):381-8. PubMed 

PMID: 19264130. Epub 2009/03/07. eng. 

Shiryaev N, Pikman R, et al. Protection against tauopathy by the drug candidates NAP 

(davunetide) and D-SAL: biochemical, cellular and behavioral aspects. Curr Pharm Des. 

2011;17(25):2603-12. PubMed PMID: 21728979. Epub 2011/07/07. eng. 



Capítulo II 45 

 

 

Sokolowska P, Passemard S, et al. Neuroprotective effects of NAP against excitotoxic brain 

damage in the newborn mice: implications for cerebral palsy. Neuroscience. 2011 Jan 

26;173:156-68. PubMed PMID: 21073926. Epub 2010/11/16. eng. 

Souza F. Fatores de risco associados a asfixia perinatal no Brasil. Rio de Janeiro: Fundação 

Oswaldo Cruz; 2003. 

Spong CY, Abebe DT, et al. Prevention of fetal demise and growth restriction in a mouse 

model of fetal alcohol syndrome. J Pharmacol Exp Ther. 2001 May;297(2):774-9. PubMed 

PMID: 11303069. 

Steingart RA, Gozes I. Recombinant activity-dependent neuroprotective protein protects cells 

against oxidative stress. Mol Cell Endocrinol. 2006 Jun 27;252(1-2):148-53. PubMed PMID: 

16704895. 

Steingart RA, Solomon B, et al. VIP and peptides related to activity-dependent neurotrophic 

factor protect PC12 cells against oxidative stress. J Mol Neurosci. 2000 Dec;15(3):137-45. 

PubMed PMID: 11303778. 

Vannucci RC. Hypoxic-ischemic encephalopathy. Am J Perinatol. 2000;17(3):113-20. 

PubMed PMID: 11012134. 

Vannucci RC, Vannucci SJ. A model of perinatal hypoxic-ischemic brain damage. Ann N Y 

Acad Sci. 1997 Dec 19;835:234-49. PubMed PMID: 9616778. 

Vexler ZS, Ferriero DM. Molecular and biochemical mechanisms of perinatal brain injury. 

Semin Neonatol. 2001 Apr;6(2):99-108. PubMed PMID: 11483016. 

Visochek L, Steingart RA, et al. PolyADP-ribosylation is involved in neurotrophic activity. J 

Neurosci. 2005 Aug 10;25(32):7420-8. PubMed PMID: 16093393. Epub 2005/08/12. eng. 

Vulih-Shultzman I, Pinhasov A, et al. Activity-dependent neuroprotective protein snippet 

NAP reduces tau hyperphosphorylation and enhances learning in a novel transgenic mouse 

model. J Pharmacol Exp Ther. 2007 Nov;323(2):438-49. PubMed PMID: 17720885. Epub 

2007/08/28. eng. 

Wang F, Maeda N, et al. The therapeutic potential of human umbilical cord blood 

transplantation for neonatal hypoxic-ischemic brain injury and ischemic stroke. Acta Med 

Okayama. 2012 Dec;66(6):429-34. PubMed PMID: 23254576. Epub 2012/12/21. eng. 

Wilkemeyer MF, Chen SY, et al. Differential effects of ethanol antagonism and 

neuroprotection in peptide fragment NAPVSIPQ prevention of ethanol-induced 

developmental toxicity. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 

States of America. 2003 Jul 8;100(14):8543-8. PubMed PMID: 12808140. Epub 2003/06/17. 

eng. 

Zaltzman R, Alexandrovich A, et al. Brain injury-dependent expression of activity-dependent 

neuroprotective protein. J Mol Neurosci. 2004;24(2):181-7. PubMed PMID: 15456931. Epub 

2004/10/01. eng. 

Zemlyak I, Furman S, et al. A novel peptide prevents death in enriched neuronal cultures. 

Regul Pept. 2000 Dec 22;96(1-2):39-43. PubMed PMID: 11102650. Epub 2000/12/05. eng. 



Capítulo II 46 

 

 

Zemlyak I, Manley N, et al. NAP protects hippocampal neurons against multiple toxins. 

Peptides. 2007 Oct;28(10):2004-8. PubMed PMID: 17869381. Epub 2007/09/18. eng. 

Zemlyak I, Manley N, et al. The microtubule interacting drug candidate NAP protects against 

kainic acid toxicity in a rat model of epilepsy. J Neurochem. 2009 Dec;111(5):1252-63. 

PubMed PMID: 19799711. Epub 2009/10/06. eng. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo III 

 



Capítulo III 48 

 

 

1 ARTIGO ORIGINAL I 

 

 

NAP prevents acute cerebral oxidative stress and protects against long-term brain injury and 

cognitive impairment in a model of neonatal hypoxia-ischemia 

 

Greggio S, de Paula S, de Oliveira IM, Trindade C, Rosa RM,  

Henriques JA, DaCosta JC. 

 

Neurobiology of Disease 2011 Oct;44(1):152-9 

 

doi:10.1016/j.nbd.2011.06.018 

 



Capítulo III 49 

 

 

 

 



Capítulo III 50 

 

 

 

 



Capítulo III 51 

 

 

 

 



Capítulo III 52 

 

 

 

 



Capítulo III 53 

 

 

 

 



Capítulo III 54 

 

 

 

 



Capítulo III 55 

 

 

 

 



Capítulo III 56 

 

 

2 ARTIGO ORIGINAL II 

 

 

Intra-arterial transplantation of human umbilical cord blood mononuclear cells in neonatal 

hypoxic-ischemic rats is feasible and restores long-term learning and spatial memory 

impairments. 

 

Greggio S, de Paula S, Azevedo PN, Venturin GT, DaCosta JC. 

 

Artigo submetido para a revista Neurobiology of Disease
15

 

 

                                                           

15
 O Comprovante de submissão do artigo original II encontra-se no Anexo C. O referente artigo foi redigido 

seguindo as normas de elaboração da revista, podendo ser consultadas no seguinte endereço eletrônico: 

http://www.elsevier.com/journals/neurobiology-of-disease/0969-9961/guide-for-authors 



Capítulo III 57 

 

 

Regular Article for Neurobiology of Disease 

 

 

Intra-arterial transplantation of human umbilical cord blood mononuclear cells in 

neonatal hypoxic-ischemic rats is feasible and restores long-term learning and 

spatial memory impairments 

 

 

Samuel Greggio
a,
, Simone de Paula

a
, Pâmella Nunes Azevedo

a
, Gianina Teribele 

Venturin
b
, Jaderson Costa DaCosta

a *
 

 

 

a
 Programa de Pós-Graduação em Pediatria e Saúde da Criança, 

b
 Programa de Pós-

Graduação em Medicina e Ciências da Saúde, Laboratório de Neurociências e 

Sinalização Celular, Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul (InsCer) e Instituto de 

Pesquisas Biomédicas, Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

(PUCRS), Porto Alegre, RS, Brasil. 

 

*Corresponding author:  

Jaderson Costa da Costa, MD, PhD. 

Laboratório de Neurociências e Sinalização Celular, Instituto do Cérebro do Rio Grande 

do Sul (InsCer), Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), Av. 

Ipiranga 6690, Prédio 63, sala 205, Jardim Botânico, CEP 90619-900, Porto Alegre, RS, 

Brasil. Phone: +5551 33203250 – Fax: +5551 33203312  

E-mail: jcc@pucrs.br 



Capítulo III 58 

 

 

Abstract 

Based on preclinical findings, cellular therapy has become a promising therapeutic 

approach for neonatal hypoxia-ischemia (HI). However, before translation into the 

clinical setting, a noninvasive and effective route of cell delivery must be determined. 

Intra-arterial (IA) delivery is an attractive route of cellular administration but has not 

been used in neonatal HI rats. In this study, we investigated the feasibility of IA 

transplantation of human umbilical cord blood (HUCB) mononuclear cells for the 

treatment of long-term learning dysfunction and brain lesions after neonatal HI. Seven-

day-old rats were subjected to a HI model by permanent occlusion of the right common 

carotid artery and by systemic hypoxia. The animals received HUCB mononuclear cells 

into the left common carotid artery 24 h after HI insult. After 63 days post-HI, intra-

arterially transplanted HUCB mononuclear cells significantly improved learning and 

long-term spatial memory impairments when evaluated by the Morris water maze 

paradigm. There was no effect of cellular administration or HI insult on body weight or 

on motor coordination and balance when evaluated by the accelerating rotarod test. 

Cellular transplantation by the IA route did not restore neonatal HI-induced brain 

damage according to stereological volume assessment. Furthermore, HUCB 

mononuclear cells were tracked in the injured brain and peripheral organs of HI 

transplanted-rats by nested polymerase chain reaction analysis at different time points. 

Our findings contribute to the translational knowledge of cell based-therapy in neonatal 

HI and demonstrate for the first time that IA transplantation into rat pups is a feasible 

route for cellular delivery and prevents long-term cognitive deficits induced by 

experimental neonatal HI.  

Keywords: neonatal hypoxia-ischemia, human umbilical cord blood mononuclear cells, 

intra-arterial transplantation, rodent model, memory, motor function, brain lesion. 
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Highlights 

 

 The intra-arterial transplantation in HI neonatal rats is a feasible delivery route for cellular 

therapy; 

 Intra-arterial transplantation of HUCB cells rescues long-term learning and spatial memory 

impairments in HI rats; 

 Intra-arterial transplantation of HUCB cells or vehicle have no impact in the body weight 

and motor function in HI rats;  

 Intra-arterially transplanted HUCB cells do not prevent brain injury in adult rats previously 

subjected to neonatal HI; 

 HUCB cells are detected in the ischemic brain after intra-arterial transplantation and also in 

peripheral organs until at least 30 days later. 
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Introduction 

 

Neonatal hypoxia ischemia (HI) remains an important cause of mortality and is 

associated with a high incidence of life-long disabilities (Volpe, 2008). Unfortunately, 

the clinical treatment of HI is quite limited, and no available intervention can effectively 

hinder the long-term sequelae of HI insult (Johnston et al., 2011). In the preclinical 

context, there is increasing evidence that cell based-therapy exhibits a neuroprotective 

effect against HI brain injury and subsequent deleterious outcomes (Bennet et al., 2012; 

Liao et al., 2012; van Velthoven et al., 2012a). According to the Baby STEPS (Baby 

Stem cell Therapeutics as an Emerging Paradigm in Stroke) consortium, the design of 

preclinical studies should closely approximate clinical trials to favor the translational 

potential of cell therapy in neonatal HI (Borlongan and Weiss, 2011). Additionally, the 

experimental design should consider and determine the cell type, dose, timing of 

administration and the best delivery route. Despite these recommendations, 

intraparenchymal injection is the most commonly used technique for cell delivery into 

the rodent HI brain (de Paula et al., 2012; Pimentel-Coelho et al., 2012).  

Intracerebroventricular administration precludes systemic dissemination but fails due to 

the limited cell numbers that can be injected. The same trade-off can be observed with 

the intracerebral (IC) route, where cells can be delivered directly to the target, but they 

are nonuniformly distributed which may cause additional brain injury. As an alternative 

to the aforementioned methods, we and others have used intravenous (IV) delivery to 

transplant cells into neonatal HI animals (Bae et al., 2012; de Paula et al., 2012; de 

Paula et al., 2009; Yasuhara et al., 2008; Yasuhara et al., 2010). However, the IV route 

does not yield a large number of cells reaching the brain, and the majority of 

transplanted cells are trapped within the filtering organs such as the lungs, liver, spleen 
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and kidneys (Fischer et al., 2009; Lappalainen et al., 2008). Non-conventional cell 

delivery methods, such as intraperitoneal (Pimentel-Coelho et al., 2010; Rosenkranz et 

al., 2012; Wasielewski et al., 2012), intracardiac (Lee et al., 2010) and intranasal 

(Donega et al., 2013) delivery, were also applied in the HI animal model. Therefore, it is 

reasonable to investigate less invasive and more effective ways to deliver stem cells for 

the treatment of neonatal HI.  

The intra-arterial (IA) route has the advantage of selectively targeting a larger number 

of cells to an injured brain area, bypassing the filter of the peripheral organs, and 

permits a multiple treatment paradigm (Misra et al., 2012). Additionally, it was 

demonstrated that cell administration via IA delivery could spread cells uniformly 

throughout the ischemic brain (Li et al., 2010; Walczak et al., 2008). Although the IA 

transplantation of cells has numerous precedents in clinical trials (Barbosa da Fonseca et 

al., 2010; Battistella et al., 2011; Brazzini et al., 2010; Friedrich et al., 2011) and in 

animal models of adult HI (Andres et al., 2011; Guzman et al., 2008; Pendharkar et al., 

2010; Rosenblum et al., 2012), stroke (Brenneman et al., 2010; Chua et al., 2011; 

Chung et al., 2009; Gutierrez-Fernandez et al., 2011; Jin et al., 2005; Kamiya et al., 

2008; Lappalainen et al., 2008; Li et al., 2010; Li et al., 2001; Mitkari et al., 2012; Ohta 

et al., 2006; Shen et al., 2006; Vasconcelos-dos-Santos et al., 2012; Walczak et al., 

2008; Zhang et al., 2012) and traumatic brain injury (Lu et al., 2001; Lundberg et al., 

2009; Lundberg et al., 2012; Osanai et al., 2012), it has not been tested in neonatal HI 

rodents. Here we investigate for the first time the use of the IA route for the 

transplantation of human umbilical cord blood (HUCB) mononuclear cells in a neonatal 

rat HI model. Parameters such as long-term behavior impairment, body and cerebral 

weight, brain damage and cell migration were evaluated.
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Materials and Methods 

 

Animals 

Pregnant Wistar rats were housed individually, and the presence of pups was checked 

daily. The day of birth was considered day 0, and on postnatal day (PND) 1 the litters 

were culled to 8 rat pups per dam. The animals were maintained in the same 

temperature and humidity-controlled holding facility (22–24 °C) under a 12 h/12 h 

light/dark cycle (light onset at 07:00) with free access to food and water. The rats were 

weaned on PND 21, and only the males were selected for this study. Efforts were made 

to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used. All analyses 

were performed in a blinded set-up, and all experimental procedures were performed in 

accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and 

approved by the Animal Care and Ethics Committee of Pontifícia Universidade Católica 

do Rio Grande do Sul, RS, Brazil (CEUA 09/00105). A schedule of the surgical 

procedure, the treatment and tests of the animals is shown in table 1. 

 

Experimental groups 

The animals were randomly assigned into five experimental groups: sham-operated rats 

(sham, n = 10), rats subjected to the HI model (HI, n = 11), HI rats intra-arterially 

administered with vehicle (VEH, n = 9) and HI rats transplanted with 1 × 10
6
 (HI + 10

6
, 

n = 10) or 1 × 10
7
 (HI + 10

7
, n = 10) HUCB mononuclear cells into the left carotid 

artery 24 h post-HI. The rat pups from each litter were randomly divided among the five 

experimental groups to avoid “litter effects” on the study outcome. An additional cohort 

of HI animals (n = 12) was injected with 1 × 10
7
 HUCB mononuclear cells for cellular 

detection by nested PCR analyses. 
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Neonatal hypoxia-ischemia model 

For hypoxic-ischemic lesion induction, we adapted the Levine model for neonatal rats 

(Rice et al., 1981). Wistar rats on PND 7 were briefly anesthetized with halothane, and a 

longitudinal incision was made along the midline of the neck. The right common carotid 

artery was identified, isolated from the vagus nerve and permanently occluded using 7.0 

surgical silk sutures. The entire surgical procedure was completed within 15 min. After 

surgery, the animals were returned to their dams and allowed to recover for 2–4 h. The 

rats were then removed from the litter and placed in a custom-made airtight acrylic 

chamber that was partially immersed in a 37 °C water bath. They were left in the 

hypoxia chamber for 2 h, with a constant flow of humidified 8% oxygen balanced with 

nitrogen and maintained at a temperature of 37–38 °C. The intra-chamber O2 

concentration was measured using a commercially available oxygen meter (Model DG-

400, Instrutherm, SP, Brazil). Following the hypoxic exposure, all of the pups were 

returned to their dams for recovery. The sham-operated animals were anesthetized with 

halothane, and the right common carotid artery was exposed but did not receive ligation 

or hypoxia. 

 

HUCB mononuclear cells preparation and intra-arterial transplantation 

After obtaining informed consent, HUCB cells were collected ex-utero from healthy 

volunteers immediately after full-term delivery using sterile syringes containing 5.000 

UI of heparin. We used a proportion of one donated umbilical cord to 4–7 transplanted 

rats, depending on the amount of available mononuclear cells. Blood samples were kept 

at a temperature of 4 °C during the transport and storage procedures, and all units were 

processed within 24 h of collection. For the separation of mononuclear cells, the 

obtained material was diluted in RPMI-1640 medium (1:1) (Gibco, Grand Island, NY, 
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USA). The cells were resuspended and fractionated on a density gradient generated by 

centrifugation, over a Ficoll-Paque solution with a density of 1.077 g/L (Histopaque 

1077, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), at 400 × g for 30 min at 25 °C. The 

mononuclear fraction over the Ficoll-Paque layer was collected and washed twice with 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Gibco, Grand Island, NY, 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 (de Paula et 

al., 2012; de Paula et al., 2009). Twenty-four hours after HI insult, animals received 

HUCB mononuclear cells (1 × 10
6
 or 1 × 10

7
 cells resuspended in 50 μl of phosphate 

buffered saline) or vehicle delivered into the left common carotid artery using an 

ultrafine 34 gauge microneedle (outer-Ø 0.20 mm, inner-Ø 0.10 mm; Nodegraf Co., 

Ltd., Tokyo, Japan), with preserved flow within the carotid artery during cell injection. 

For this procedure, animals were anesthetized with halothane, the previous neck suture 

was carefully opened, and the left carotid artery was isolated from adjacent tissue to 

facilitate the intra-arterial injection. Thereafter, the skin was once again closed with a 

suture, and the animals were returned to their dams for recovery. 

 

Spatial version of the Morris water maze learning task 

The five experimental groups were tested in the spatial version of the Morris water 

maze (MWM) learning task beginning at PND 65. The water maze is a black circular 

pool (200 cm in diameter) conceptually divided into 4 equal imaginary quadrants. The 

water temperature was 21–23 °C, and a black circular platform (12 cm in diameter) was 

hidden from the rat's view 2 cm beneath the surface of the water. The platform had a 

rough surface, which allowed the rats to climb onto it easily once it was detected. The 

swimming path of the animals was recorded using a video camera mounted above the 
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center of the pool and was analyzed using an analysis system (ANY-maze software, 

version 4.3, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA). The water maze was located in a 

well-lit white room with several posters and other distal visual stimuli hanging on the 

walls to provide spatial cues. The rats were handled 5 min per day for 3 days prior to the 

training. The spaced training protocol was performed for 5 successive days. On each 

day, the rats received 8 consecutive training trials during which the hidden platform was 

kept in a constant location. A different starting location was used for each trial, which 

consisted of a swim followed by a 30-s platform sit. Any rat that did not find the 

platform within 60 s was guided to it by the experimenter. Memory retention was 

evaluated in a 60-s probe trial performed in the absence of the escape platform 24 h 

after the last training session. The parameters measured were the time taken to find the 

platform location, the percent time spent in the target quadrant, the number of crossings 

over the former target position and the mean swimming speed (de Paula et al., 2012; 

Greggio et al., 2011; Venturin et al., 2011). 

 

Accelerated rotarod performance 

At PND 71, the rotarod test was performed to measure motor coordination and balance 

in the rats. A fully automated apparatus equipped with a sensor that detected the fall and 

automatically stopped the timer was used (EFF 411, Insight, SP, Brazil). The test was 

performed using an accelerating speed paradigm. One day prior to the test, all animals 

were habituated to the apparatus using a protocol consisting of three trials of 3 min each 

at a low constant speed of 16 rpm. The rats that fell from the treadmill were again 

placed on it until they were able to stay on it for 3 min. After completion of the 

habituation training, the speed of the rotarod was set to gradually increase from 4 to 37 

rpm over 6 min across ten phases (phase 1-2: 16 rpm; phase 3-4: 20 rpm; phase 5-6: 25 
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rpm; phase 7-8: 28 rpm; phase 9-10: 37 rpm). Upon reaching the maximum speed, the 

animals were kept in place for an additional minute (maximum latency of 420 s), after 

which they were put back into their home cage. The test session consisted of five trials 

separated by 15-minute intervals. The mean of the latencies to fall from the treadmill 

and the mean of the phase in which the fall occurred in the 5-trial test were calculated 

(Balduini et al., 2000; Daadi et al., 2010; Park et al., 2011). 

 

Stereological volume assessment of the cerebral hemispheres  

After the accelerated rotarod test (PND 72), the animals were weighed, deeply 

anesthetized with thiopental sodium (0.1 mL/100 g, i.p.) and then perfused 

transcardially with saline followed by 4% paraformaldehyde at 4 °C. The brains were 

removed from the skulls, weighed and post-fixed in the same solution at room 

temperature for 24 h and cryoprotected by immersion in a 30% sucrose solution in 

phosphate buffer at 4 °C until they sank. The brains were then quickly frozen in 

isopentane that was cooled in liquid nitrogen (− 70 °C). Coronal sections of the brain 

(50 μm) were cut using a cryostat (Leica CM1850, Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany) in 250 μm intervals, mounted on gelatin-coated slides and stained with cresyl 

violet using the Nissl method. To analyze the brain volume, an unbiased estimation of 

the hemispheric volume was obtained using the Cavalieri principle associated with the 

counting point method. Subsequently, images of the coronal sections overlaying 

millimetric graph paper (point grid) were obtained using a stereoscopic light microscope 

(DF Vasconcellos MU-M19, SP, Brazil) coupled to a high performance CCD camera 

and interfaced using Image Pro-Plus 6.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). All 

points that hit each brain section were counted and used to compute the volume. The 

volume was estimated using the following equation: V = T.a/p.ΣP, where V = volume 
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estimation; T = distance between the analyzed sections; a/p = point area (1 mm
2
) and ΣP 

is the sum of the points overlaid on the image. The volume estimations were performed 

on 10 sections for each rat by a single experimenter. The parameters measured were the 

cerebral hemispheric volume and the percent tissue loss of the rat brains (Alles et al., 

2010; de Paula et al., 2012). 

 

Nested polymerase chain reaction (PCR) analysis 

An additional group of HI rats (n = 12) was euthanized, and samples were collected at 

1, 3, 6, 12 and 24 h, and 7 and 30 days after IA transplantation of HUCB mononuclear 

cells (n = 2 rats for each time point). The samples collected were the right and left 

cerebral hemispheres, lungs, liver and spleen. DNA was obtained from the samples 

using the phenol/chloroform method. PCR analysis was performed to identify the 

presence of the administered HUCB mononuclear cells in the samples of transplanted 

animals using complementary primers to the human β-actin gene sequence. We used the 

forward primer 5′-TCCCTGTACGCCTCTGGCCATA-3′ and the reverse primer 5′-

CCTTCTGCATCCTGTTGGTGATGCTA-3′ complimentary to the human β-actin 

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 the 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 amperage of 400 mA. The gels were visualized under an ultraviolet 

transilluminator (3UV™), and the images were captured using photodocumentation 
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equipment connected to Quantity One software (Bio-Rad, CA, USA) (de Paula et al., 

2012). 

 

Statistical analysis 

The statistical analysis was performed using PrismGraph 5.0 software (Graph-Pad 

Software, San Diego, CA). The data were expressed as the means ± standard error of the 

mean (S.E.M.). Comparisons between the experimental groups were made by using 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's post hoc test or by using 

two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test, as appropriate. A statistical 

significance level of α = 0.05 and p < 0.05 was applied to all tests. 
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Results 

 

Intra-arterial transplantation of 1 x 10
7
 HUCB mononuclear cells rescues long-term 

spatial memory impairments in rats previously subjected to neonatal hypoxia-ischemia 

To assess the effects of IA transplantation of HUCB mononuclear cells on long-term 

spatial memory deficits, we employed the MWM paradigm. The mean escape latencies 

to the hidden platform decreased as training progressed, and the experimental groups 

showed a distinct performance over time [F (4, 225) = 2.824, p = 0.0003, Fig. 1A]. As 

shown in Table 2, two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test revealed a 

significant difference between the HI and sham groups throughout the entire 5-day 

training session. The HI group animals intra-arterially administered with either vehicle 

or 1 x 10
6
 HUCB mononuclear cells had similar learning performances when compared 

with the HI only group and were significantly different from the sham rats. Conversely, 

the animals subjected to neonatal HI injury and transplanted with 1 x 10
7
 HUCB 

mononuclear cells learned differently from the sham rats but performed better than the 

HI, Veh and HI+10
6
 groups. The probe test was performed 24 h after the last training 

session in the absence of the escape platform. One-way ANOVA followed by Dunnett’s 

post hoc test showed that the escape latency to swim over the previous position of the 

escape platform was longer in the HI (42.45 ± 6.73 s, p < 0.01), HI+10
6
 (38.66 ± 6.67 s, 

p < 0.05) and Veh (45.24 ± 5.36 s, p < 0.01) groups when compared with the sham 

group (14.96 ± 2.91 s) (Fig. 1B). Only the HI+10
7
 group had a significantly shorter time 

required to localize the platform position (27.53 ± 6.93 s, p > 0.05 versus sham). In 

addition, the HI and Veh animals spent less time swimming in the target quadrant that 

previously contained the escape platform (28.88 ± 5.35% and 29.55 ± 4.77%, 

respectively) compared with the sham-operated rats (57.22 ± 4.18%) (Fig. 1C). Neither 
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HI group, transplanted with 1 x 10
6
 or 1 x 10

7
 HUCB mononuclear cells, had any 

significant difference when compared with the sham group for the time spent in the 

target quadrant (41.57 ± 4.86% and 48.38 ± 7.03%, respectively). With respect to the 

number of crossings over the former target position, all groups displayed significantly 

lower values than the sham animals (6.10 ± 0.78) (Fig. 1D). However, this difference 

was more evident in the HI (1.54 ± 0.45, p > 0.001), Veh (1.77 ± 0.66, p > 0.001) and 

HI+10
6
 (2.60 ± 0.87, p > 0.01) animals than in the HI+10

7
 group (3.30 ± 0.65, p > 0.05). 

No statistically significant differences were observed for swimming speed among the 

experimental groups, demonstrating that the results in the MWM probe test were not 

confounded by any HI-induced motor impairment (Fig. 1E). Additionally, because the 

Veh and HI rats had the same performance on the training session and the probe tests, 

we can assume that the IA administration procedure is safe in neonatal rats. Therefore, 

the results obtained from the MWM task indicate that the IA transplantation of 1 x 10
7
 

HUCB mononuclear cells rescues the learning and memory impairments induced by 

neonatal HI. 

 

Intra-arterial transplantation of HUCB mononuclear cells or vehicle does not induce 

impairments in motor coordination and balance in HI rats  

In the present study, the rotarod test was performed to measure motor coordination and 

balance in rats. Using an accelerated rotarod protocol, there were no statistically 

significant differences between the HI group and the sham rats in the mean time spent 

on the treadmill (Fig. 2A) and mean phase in which the fall occurred (Fig. 2B). One-

way ANOVA followed by Dunnett’s test showed that the HUCB-treated and Veh 

animals performed equally in both variables analyzed in the rotarod test when compared 

with the sham group. These results are in agreement with the normal motor function 
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observed in the MWM probe test and the evaluation of the swimming speed of the rats. 

After the rotarod test, the animals were weighed and no significant differences were 

observed among the experimental groups (Fig. 3). Additionally, the mortality rate was 

the same between the control and the transplanted animals. Again, the data indicate that 

intra-carotid transplantation of HUCB mononuclear cells or administration of vehicle 

does not induce any long-lasting detrimental effect in HI rats. 

 

Intra-arterially transplanted HUCB mononuclear cells are not able to prevent brain 

injury in adult rats previously subjected to neonatal HI 

After verifying the ability of IA transplantation of HUCB mononuclear cells to prevent 

cognitive impairments in HI rats, we next examined whether this treatment could also 

block the long-term brain morphological alterations. Therefore, the cerebral 

hemispheric volumes were estimated using a stereological method based on the 

Cavalieri principle and the counting point method. Morphological examination of cresyl 

violet-stained sections of rat brains from the sham group revealed no histological 

abnormalities or volume differences between the cerebral hemispheres (542.4 ± 10.17 

versus 535.6 ± 9.13 mm
3
) (Fig. 4A). Conversely, absolute hemispheric volume analysis 

showed significant atrophy of the hemisphere ipsilateral to the carotid occlusion (right 

side) when compared with the contralateral hemisphere (551.1 ± 10.27 versus 385.4 ± 

57.49 mm
3
, p < 0.05) (Fig. 4A) 65 days after the HI injury. Similarly, the HI+10

6
 and 

Veh groups also had a significantly reduced right hemisphere volume when compared 

with the left hemisphere (510.2 ± 18.43 versus 352.0 ± 66.95 mm
3
, p < 0.05; and 570.7 

± 20.73 versus 396.1 ± 65.10 mm
3
, p < 0.05; respectively) (Fig. 4A). However, no 

statistically significant difference was observed between the right and left hemispheres 

in HI rats intra-arterially transplanted with 1 x 10
7
 HUCB mononuclear cells (505.2 ± 
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13.47 versus 362.6 ± 67.25 mm
3
) (Fig. 4A). In a different analysis approach, we 

examined cerebral atrophy in terms of percentage of brain tissue loss (Fig. 4B). One-

way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test revealed no significant difference 

between the sham (1.22 ± 0.32%) and HI (30.21 ± 10.47%), HI+10
6
 (33.99 ± 11.57%), 

HI+10
7
 (29.73 ± 12.48%) or Veh (32.02 ± 10.29%) groups. In the neonatal HI model 

used in this study, the profound loss of parenchyma throughout the ipsilateral cerebral 

hemisphere can lead to the formation of a porencephalic cyst. Based on visual and 

histological investigation, the percent of porencephalic cysts (~40%) was the same 

among transplanted and non-treated HI animals. Corroborating this evidence, one-way 

ANOVA followed by Dunnett's post hoc test demonstrated no significant difference in 

brain weight among the groups, but only when compared with sham animals (p < 0.05) 

(Fig. 4C). Taken together, these findings suggest that intra-arterially delivered HUCB 

mononuclear cells do not worsen brain lesions in rats subjected to a neonatal HI model. 

Furthermore, no brain damage was identified in the ipsilateral hemisphere due to HUCB 

transplantation, indicating the safety of the IA delivery method. 

 

Human β-actin gene expression was detected in samples obtained from HI rats intra-

arterially transplanted with HUCB mononuclear cells 

We employed nested PCR analysis to verify whether the human β-actin gene from 

HUCB mononuclear cells could be detected in the brain and peripheral organs of HI rats 

transplanted with 1 x 10
7
 HUCB mononuclear cells at different time points (1, 3, 6 and 

24 h, 7 and 30 days after cellular transplantation). This investigation was performed to 

elucidate whether the observed beneficial cognitive effects were associated with the 

migration of cells to the injured brain and to monitor their spreading in the rodent body. 

The expression of the band corresponding to the human β-actin gene was initially 
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detected (1 h post-transplantation) in the left cerebral hemisphere, liver and lungs of HI 

rats that received cellular administration into the left carotid artery. At 3 h after cellular 

transplantation, human DNA was detected in the liver and lungs and not detected in the 

left hemisphere, but it was detected in the right injured brain hemisphere. However, at 6 

h post-transplantation, the human β-actin gene was only amplified in the right 

hemisphere. We could not detect any expression for the human gene in the brain or 

systemic organs at 24 h after IA transplantation of HUCB mononuclear cells. At later 

analysis time points, we could detect human DNA in the left cerebral hemisphere and 

lungs (7 and 30 days post-transplantation), and in the right hemisphere (30 days post-

transplantation). It was not possible to detect the expression of human β-actin gene in 

the spleen of intra-arterially transplanted HI rats at any time point analyzed. 
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Discussion 

 

IA delivery of HUCB mononuclear cells is a promising strategy for neonatal HI 

treatment. Here we demonstrate for the first time that IA transplantation is a feasible 

delivery route for cellular therapy in neonatal rats subjected to a HI model. The intra-

arterially delivered cells prevented learning and spatial memory impairments nine 

weeks after neonatal HI insult but did affect recovery from brain damage. Additionally 

we further showed that HI insult or IA cell transplantation had no long-term impact on 

body weight or motor function in rodents. HUCB mononuclear cells were rapidly 

identified in the ischemic brain after IA transplantation and also in several peripheral 

organs for at least 30 days after transplantation. Altogether the data indicate that the IA 

approach as a minimally invasive delivery method for cell based-therapy for neonatal 

HI. 

Stem cells from a variety of sources such as neural stem/progenitor cells derived from 

either fetal or embryonic tissue, mesenchymal stem cells, HUCB and bone marrow 

cells, among others (Bennet et al., 2012; de Paula et al., 2010; Pimentel-Coelho et al., 

2012; van Velthoven et al., 2012a), have been used in animal models of neonatal HI. 

The HUCB mononuclear cell fraction was chosen for this study because these cells are 

one of the most convenient and rich sources of therapeutic cells in pediatrics and can be 

used in the case of neonates affected by HI insult. Cord blood is easily collected after 

delivery and can be promptly used because it requires minimal ex vivo processing, or it 

can be cryopreserved for a longer period in cord blood banks (Liao et al., 2012). We 

have recently demonstrated that acute IV administration of HUCB mononuclear cells 

exerts a dose-dependent effect on long-term behavior and morphological outcomes in 

HI-injured rats (de Paula et al., 2012). Therefore, HUCB mononuclear cells represent a 



Capítulo III 75 

 

 

promising candidate for neonatal HI therapy. Nevertheless, the ideal route for stem cell 

delivery is a key factor that needs to be addressed in the preclinical context to help in 

the design of future clinical trials for neonatal HI treatment (Borlongan and Weiss, 

2011).  

Different approaches were tested for cellular delivery in neonatal rats subjected to 

neonatal HI, namely IC (Daadi et al., 2010; Obenaus et al., 2011; van Velthoven et al., 

2012b), IV (Bae et al., 2012; de Paula et al., 2012; de Paula et al., 2009; Yasuhara et al., 

2008; Yasuhara et al., 2010), intraperitoneal (Pimentel-Coelho et al., 2010; Rosenkranz 

et al., 2012; Wasielewski et al., 2012), intranasal (Donega et al., 2013) and intracardiac 

(Lee et al., 2010) routes. However, the IA delivery route has not been used for cellular 

transplantation in immature rats following neonatal HI insult. The main advantage of IA 

transplantation over the other routes is the possibility of directing a larger number of 

cells to a specific injured brain area by a minimally invasive procedure. Moreover, this 

approach circumvents cellular entrapment by internal organs and allows for repetitive 

transplant regimens (Misra et al., 2012). In the present study, we intra-arterially 

delivered HUCB mononuclear cells in neonatal rats 24 h after HI insult. The cell doses 

and volumes were based on previously published studies (Gutierrez-Fernandez et al., 

2011; Kamiya et al., 2008; Lappalainen et al., 2008; Walczak et al., 2008). We adapted 

the microneedle technique for cellular transplantation in neonatal rats. This technique 

uses the high rate of blood flow in the common carotid artery to dilute and carry the 

injected single-cell suspension (Chua et al., 2011). In contrast to studies that had shown 

that intra-carotid delivery of cells induces vascular occlusion and increased mortality in 

stroke animals (Li et al., 2010; Walczak et al., 2008), we found no differences in the 

mortality rate, body weight, motor function and left brain hemisphere integrity among 

the experimental groups, indicating the safety of microneedle-based injection method. 
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The IA transplantation was performed in the left common carotid artery, contralateral to 

the injured brain hemisphere, because we used Rice’s model of neonatal HI in which the 

right common carotid artery is permanently occluded and does not allow reperfusion 

(Rice et al., 1981). Some studies suggest that transplanted cells migrate preferentially to 

the ischemic hemisphere (Lundberg et al., 2009) and that chemoattraction may recruit 

therapeutic cells through the interhemispheric vasculature, followed by transendothelial 

diapedesis and subsequent intraparenchymal migration to the HI brain lesion (Andres et 

al., 2011; Pendharkar et al., 2010; Rosenblum et al., 2012). 

The spatial version of the MWM was used to assess long-term cognitive function of 

intra-arterially transplanted HI rats, as the hippocampus, which plays a major role in 

spatial memory, is the predominant region damaged after neonatal HI insult. In this 

study, our results revealed that the IA transplantation of HUCB mononuclear cells dose-

dependently reduced learning and long-term spatial memory deficits induced by 

neonatal HI brain injury. We have previously demonstrated the same beneficial effect 

on cognitive function using the IV route for HUCB mononuclear cell delivery (de Paula 

et al., 2012). According to our studies, the cellular dose capable of promoting cognitive 

recovery in HI rats is lower with IA transplantation than with IV (1 x 10
7
 vs 1 x 10

8
 

cells, respectively) transplantation. Ma and coworkers also demonstrated that 1 x 10
4
 

embryonic stem cell-derived cells improve the learning ability and memory of HI mice 

at 2 and 8 months after intracerebroventricular transplantation using the MWM 

paradigm (Ma et al., 2007). The accelerating rotarod test was utilized in our study as it 

can reveal the sensorimotor deficits caused by motor cortical dysfunction in rats. 

However, there was no significant impact of the neonatal HI model, IA administration 

of HUCB mononuclear cells or vehicle on balance and motor coordination in adult rats. 

The finding of normal locomotor activity in adult rats subject to neonatal HI insult may 
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be due to the spontaneous recovery of sensorimotor deficits because of plasticity of the 

immature brain (Balduini et al., 2000; de Paula et al., 2009; Lubics et al., 2005; Rojas et 

al., 2012). There is evidence for a positive effect of cell-based therapy on neonatal HI-

induced sensorimotor impairment using the IC (Daadi et al., 2010; Jansen et al., 1997; 

Park et al., 2011; van Velthoven et al., 2010; Yasuhara et al., 2008) and IV (Yasuhara et 

al., 2008; Yasuhara et al., 2010) routes. With regard to IA transplantation, stem cells 

have been shown to recover sensorimotor deficits in experimental models of stroke 

(Kamiya et al., 2008; Ohta et al., 2006) and traumatic brain injury (Osanai et al., 2012). 

A positive correlation was demonstrated between the number of intra-arterially 

transplanted cells found in the brain and the degree of motor recovery in the adult HI 

model (Guzman et al., 2008). Conversely, two studies using the neonatal HI model 

failed to demonstrate motor recovery in the rotarod test by using IC (Yasuhara et al., 

2006) and intra-cardiac (Lee et al., 2010) delivery methods. In our study, intra-carotid 

transplantation was unable to reduce brain damage independent of cognitive recovery in 

the HI rats. It is possible that IA transplantation of HUCB mononuclear cells enhances 

brain plasticity rather than neuroprotection. Similarly, others have also shown 

functional recovery without brain injury reduction through IC (Daadi et al., 2010; 

Jansen et al., 1997) and IA (Gutierrez-Fernandez et al., 2011; Guzman et al., 2008; 

Zhang et al., 2012) cellular transplantation. Interestingly, the greater brain engraftment 

of intra-arterially transplanted cells may not necessarily be associated with higher brain 

lesion recovery in the stroke model (Gutierrez-Fernandez et al., 2011; Li et al., 2010; 

Zhang et al., 2012). Intra-cardiac injection of mesenchymal stem cells neither restores 

brain infarction nor improves the performance on the rotarod test in neonatal HI (Lee et 

al., 2010). In contrast, IA delivery of therapeutic cells favored both histological and 

cognitive outcomes in adult HI (Andres et al., 2011) and stroke (Brenneman et al., 
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2010; Kamiya et al., 2008; Ohta et al., 2006) models. Interestingly, in our previous 

work, the transplantation of 1 x 10
7
 HUCB mononuclear cells decreased infarction 

volume in animals receiving IV but not IA treatment (de Paula et al., 2012). Indeed, 

direct comparisons between our data and other studies are difficult to make because of 

differences in the methodologies used, animal models, brain immaturity, cellular source 

and concentration, time of administration and behavioral protocols among others.  

The monitoring of cell biodistribution is important when delivery strategies for cellular 

transplantation are studied. As a preliminary evaluation, we verified cellular migration 

to the injured brain hemisphere as early as 3 and 6 h post-transplantation and also at 7 

and 30 days later. However, human cells were not detectable at 24 h after their IA 

administration into the neonatal rat brain. This evidence is questionable because 

different sets of animals were used for each time point analyzed. Furthermore, 

interindividual variability of the IA transplant efficiency and degree of HI brain damage 

might have affected cellular migration to the target injured brain (Li et al., 2010). We 

also detected human cells in the liver and lungs at 1 and 3 h post-IA transplantation, 

which is consistent with preclinical and clinical studies (Barbosa da Fonseca et al., 

2010; Vasconcelos-dos-Santos et al., 2012). PCR analyses are commonly used to 

investigate cell migration in preclinical studies (de Paula et al., 2012; de Paula et al., 

2009; Venturin et al., 2011). However, the drawback of the PCR technique lies in its 

inability to permit longitudinal studies in the same animals. Recently, new technologies 

such as scintigraphy and gamma counter (Vasconcelos-dos-Santos et al., 2012), small 

animal SPECT/CT (Lappalainen et al., 2008; Mitkari et al., 2012), small animal MRI 

(Gutierrez-Fernandez et al., 2011; Li et al., 2010; Pendharkar et al., 2010; Walczak et 

al., 2008) and optical imaging (Andres et al., 2011; Chua et al., 2011; Osanai et al., 

2012; Pendharkar et al., 2010; Rosenblum et al., 2012) have become available for 
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dynamic studies of cell biodistribution over time in living animals that receive 

intracarotid cellular transplantation. It has been shown in animal models of ischemic 

stroke (Gutierrez-Fernandez et al., 2011; Kamiya et al., 2008; Lappalainen et al., 2008; 

Li et al., 2010; Pendharkar et al., 2010; Walczak et al., 2008; Zhang et al., 2012) and 

traumatic brain injury (Lundberg et al., 2009; Lundberg et al., 2012) that IA delivery 

results in a wider distribution and larger number of grafted cells in the injured brain than 

by IV injection. In contrast, a recent study showed that IA and IV delivery routes 

provide similar brain homing of bone marrow mononuclear cells in focal cerebral 

ischemia (Vasconcelos-dos-Santos et al., 2012). Notwithstanding, it was demonstrated 

that IA transplantation of stem cells after transient ischemia results in a high variability 

of cell homing in the rat brain (Brenneman et al., 2010; Lappalainen et al., 2008; Li et 

al., 2001; Walczak et al., 2008). An explanation for this variability could be the ratio of 

the cell diameter to the capillary size, which may affect the biodistribution of 

transplanted cells into cerebral tissue (Lappalainen et al., 2008; Walczak et al., 2008). 

Therefore, it is likely that intra-arterially injected cells become initially entrapped in the 

cerebrovasculature due to cellular adhesion and size and are then gradually recruited by 

chemotactic signals to the ischemic tissue (Mitkari et al., 2012; Osanai et al., 2012; 

Vasconcelos-dos-Santos et al., 2012).  

The present study was not designed to investigate the mechanisms of action by which 

HUCB mononuclear cells exert their neuroprotective effects on HI neonatal rats. 

However, it should be noted that stem cells may promote functional and/or lesion 

recovery through a variety mechanisms in the immature brain. In contrast to the initial 

concept, studies indicate that engraftment and direct differentiation of the transplanted 

cells are not the key mechanisms of cell-based therapies. Currently, it has been 

postulated that stem cells exert therapeutic effects mediated by blood vessel 
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regeneration, greater survival of intrinsic cells, synaptic plasticity enhancement, anti-

inflammatory action and immunomodulation, most likely via neurotrophic factors and 

cytokine secretion (Bennet et al., 2012; Carroll, 2012; Liao et al., 2012; Pimentel-

Coelho et al., 2012; van Velthoven et al., 2012a). Although the mechanisms underlying 

the action of stem cell-based therapeutics are still debatable, some studies suggest that 

only the presence of transplanted HUCB cells within the systemic circulation is 

sufficient for functional recovery and brain repair (Borlongan et al., 2004; Yasuhara et 

al., 2010). Conversely, others point to the importance of stem cell engraftment into the 

brain for behavioral improvement (Guzman et al., 2008). It could therefore be 

hypothesized that the IA delivery route would allow the convergence of systemic effects 

and the focal action of HUCB mononuclear cells in the brain of HI animals. 

To our knowledge, this is the first study to demonstrate the feasibility and protective 

effects of IA transplantation of HUCB mononuclear cells in an experimental model of 

neonatal HI. Major factors such as the particulars of the human cerebral vasculature and 

hemodynamics, the dosage and infusion regimen, the adjuvant interventions and the cell 

type and treatment timing will need to be addressed before translating the IA approach 

for the delivery of stem cells into clinical applications. It would be suitable to compare 

multiple routes of cell delivery using the same neonatal HI model paradigm, 

assessments of brain lesions and behavioral outcomes and cellular tracking by small 

animal imaging. Moreover, porcine animal models of neonatal HI should be encouraged 

to evaluate the safety issues of IA delivery. Therefore, we propose that the IA route 

might provide an effective alternative for cellular administration for pediatric patients 

with HI injury. 
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Figure 1 

 

Fig. 1. Intra-arterial transplantation of 1 x 10
7
 HUCB mononuclear cells reduced the 

injury-induced spatial memory impairment in hypoxic-ischemic rats. (A) The mean 

escape latencies to the hidden platform were obtained from a 5-day training session. 

Data are presented in blocks of 8 trials as the means ± S.E.M. (B) The HI+10
7
 group 

showed a significantly shorter latency of swimming over the previous platform location 

when compared with sham-operated animals. (C) The HI+10
6
 and HI+10

7
 group groups 

spent a greater percentage of time searching the quadrant in which the platform had 

been submerged during training compared with the sham rats. (D) No significant 

differences were observed between the sham group and the HI+10
6
 or HI+10

7
 animals 

for the number of crossings over the former target position. (E) The swimming speed 

was not altered by the neonatal HI model or intra-arterial administration of HUCB 
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mononuclear cells or vehicle. The values are presented as the means ± S.E.M. 

Differences between groups were analyzed by one-way ANOVA followed by the 

Dunnett's post hoc test; 
*
p < 0.05, 

**
p < 0.01 and 

***
p < 0.001 versus the sham group. 
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Figure 2 

 

Fig. 2. Effect of intra-arterial transplantation of HUCB mononuclear cells or vehicle on 

motor coordination and balance in HI rats. There were no statistically significant 

differences between the HI group and the sham rats on the mean time spent on the 

treadmill (A) and mean phase in which the fall occurred (B). The values are presented 

as the means ± S.E.M. Differences between groups were analyzed by one-way ANOVA 

followed by the Dunnett's post hoc test. 

 



Capítulo III 85 

 

 

Figure 3 

 

Fig. 3. Effect of intra-arterial transplantation of HUCB mononuclear cells or vehicle on 

the body weight of adult rats previously subjected to neonatal HI. At PND 71, animals 

were weighted before histological analysis, and they all displayed the same body 

weight. The values are presented as the means ± S.E.M. Differences between groups 

were analyzed by one-way ANOVA followed by the Dunnett's post hoc test. 
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Figure 4 

 

Fig. 4. Intra-arterial transplantation of HUCB mononuclear cells is not able to prevent 

long-term brain injury in adult rats subjected to neonatal HI. The brain volume was 

estimated using the Cavalieri principle associated with the counting point method 65 

days after HI injury. Data are presented as the mean ± S.E.M. (A) The estimated brain 

volumes of the left (contralateral, white columns) and right hemispheres (ipsilateral, 

gray columns). 
*
p < 0.05 vs. left hemisphere volume in Bonferroni's post hoc test after 

one-way ANOVA. (B) Percentage of brain tissue loss demonstrated no statistically 

significant difference between the experimental groups in Bonferroni's post hoc test 

after one-way ANOVA. All values represent the mean ± S.E.M. (C) Brain weight 

measurement showed no significant difference among the HI groups, but all of these 
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groups had lighter brains than the sham group. 
*
p < 0.05 vs. sham in Dunnett's post hoc 

test after one-way ANOVA.  
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Table 1 

 

Timeline of experimental procedures  

PND 7 Neonatal rats subjected to the hypoxia-ischemia model 

PND 8 Intra-arterial administration of HUCB mononuclear cells or vehicle 

PND 65-69 Training for spatial version of the Morris water maze (MWM) learning task 

PND 70 Probe test for the MWM and rotarod habituation 

PND 71 Accelerated rotarod test 

PND 72 Cerebral hemispheric volume assessment 
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Table 2 

 

Morris water maze acquisition performance 

Group Training session 

 1 2 3 4 5 

Sham 43.7 ± 2.9
**

 28.8 ± 2.9
***

 15.4 ± 1.9
***

 11.8 ± 1.5
***

 11.8 ± 1.1
***

 

HI 52.1 ± 1.5
††

 47.6 ± 2.0
†††§§

 42.3 ± 1.4
†††§§§

 36.0 ± 0.9
†††§

 32.8 ± 1.2
†††§

 

HI+10
6
 54.5 ± 1.0

†††§
 50.7 ± 0.9

†††§§§
 40.0 ± 1.8

†††§
 34.4 ± 2.0

†††
 32.2 ± 1.9

†††§
 

HI+10
7
 47.1 ± 2.5 38.0 ± 2.1

††**
 32.0 ± 2.3

†††***
 28.5 ± 2.2

†††*
 25.0 ± 2.3

†††*
 

Veh 53.0 ± 1.9
††

 52.2 ± 2.6
†††§§§

 42.3 ± 1.5
†††§§

 39.4 ± 1.7
†††§§§

 32.5 ± 1.6
†††§

 

 

Values represent the mean ± S.E.M.. 
*
p < 0.05, 

**
p < 0.01 and 

***
p < 0.001 vs. HI group; 

†
p < 

0.05, 
††

p < 0.01 and 
†††

p < 0.001 vs. sham group; 
§
p < 0.05, 

§§
p < 0.01, 

§§§
p < 0.001 vs. 

HI+10
7
 group in Bonferroni post hoc test after two-way ANOVA. 
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1 CONCLUSÕES 

 

 

1.1 Tratamento com neuropeptídeo NAP em HI neonatal: 

 

 O neuropeptídeo NAP bloqueou a formação aguda de danos ao DNA e peroxidação 

lipídica, além de modular o sistema glutationa, no hipocampo e córtex cerebral de ratos 

submetidos ao modelo de HI neonatal; 

 A administração do neuropeptídeo NAP, logo após a indução de lesão hipóxico-isquêmica 

neonatal, impediu o desenvolvimento de déficits de aprendizado e de memória espacial 

em ratos adultos; 

 O neuropeptídeo NAP teve ação protetora a longo prazo contra a atrofia cerebral 

característica do modelo de HI neonatal. 

 

 

1.2 Transplante intra-arterial de CMSCUH em HI neonatal: 

 

 O transplante intra-arterial de CMSCHU em ratos neonatos hipóxico-isquêmicos foi 

factível através da técnica de microagulha; 

 A administração intracarotídica de CMSCHU ou veículo em ratos neonatos demonstrou-

se segura, pois não agravou os desfechos do modelo de HI neonatal, tais como 

mortalidade, função motora, desempenho cognitivo e lesão cerebral; 

 O transplante intra-arterial de CMSCHU, após o insulto hipóxico-isquêmico neonatal, 

preveniu de maneira dose-dependente o desenvolvimento de prejuízo na aprendizagem e 

na memória espacial de ratos adultos; 

 Tanto a indução de HI neonatal como a administração intracarotídica de CMSCHU ou 

veículo não alteraram a coordenação motora e equilíbrio de ratos na fase adulta; 

 O transplante intra-arterial de CMSCHU ou veículo e o modelo experimental de HI 

neonatal não tiveram influência sobre o peso corporal de ratos hipóxico-isquêmicos na 

fase adulta; 

 As CMSCHU transplantadas intra-arterialmente não foram capazes de promover 

neuroproteção contra a atrofia cerebral e, consequentemente, restabelecimento do peso 

cerebral adequado de ratos adultos previamente submetidos ao modelo de HI neonatal; 



Capítulo IV 101 

 

 

 Pode-se detectar as CMSCHU tanto logo após o transplante intra-arterial – hemisfério 

cerebral esquerdo (1 h), hemisfério direito (3 e 6 h), fígado e pulmões (1 e 3 h) – como 

tardiamente – hemisfério esquerdo (7 e 30 dias), hemisfério direito (30 dias) e pulmões (7 

e 30 dias). Não detectou-se CMSCHU no baço dos animais hipóxico-isquêmicos 

transplantados em nenhum dos tempos analisados. 
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ANEXO A 

 

Aprovação do Projeto de Pesquisa I pelo CEUA-PUCRS 
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ANEXO B 

 

Aprovação do Projeto de Pesquisa II pelo CEUA-PUCRS 
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ANEXO C 

 

Comprovante de submissão de artigo original II para a revista Neurobiology of Disease 
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ANEXO D 

 

Ata de Defesa de Tese n.º 036-P 
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APÊNDICE A 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Durante a gravidez, o oxigênio e nutrientes essenciais passam do sangue materno para 

o bebê através da placenta e do cordão umbilical. Após o parto, o sangue que permanece no 

cordão umbilical e na placenta é geralmente descartado. Este sangue contém um grande 

número de células-tronco, que são células jovens, que conseguem se reproduzir em células de 

seus respectivos tecidos. Pesquisas em andamento buscam utilizar essas células na 

regeneração de órgãos, como o coração e o cérebro, pois estas células podem se transformar 

em diversas outras, tais como, células sanguíneas, musculares e nervosas (neurônios). 

O objetivo deste trabalho é avaliar se as células-tronco de cordão umbilical humano 

podem tratar a lesão cerebral de ratos que sofreram asfixia no período do nascimento. Para a 

coleta do sangue, após o nascimento, o cordão umbilical é pinçado (lacrado com uma pinça) e 

separado do bebê, cortando a ligação entre o bebê e a placenta. A quantidade de sangue (cerca 

de 70 - 100 ml) que permanece no cordão e na placenta é drenada para uma bolsa de coleta. 

Em seguida, já no laboratório de processamento, as células-tronco são separadas e preparadas 

para o congelamento. Durante este procedimento de coleta, não há nenhum risco para a mãe e 

para o bebê. As equipes de coleta atuam somente com o consentimento do obstetra, 

garantindo que nada interfira no parto.  

Eu, _____________________________ (responsável) fui informada dos objetivos da 

pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informação a respeito dos procedimentos 

e esclareci minhas dúvidas. Sei que minha participação no estudo é voluntária e gratuita e que 

em qualquer momento poderei solicitar novas informações e modificar minha decisão se 

assim eu o desejar. O doutorando Samuel Greggio certificou-me de que todos os dados desta 

pesquisa referentes a mim e ao meu bebê serão confidenciais, bem como o seu tratamento não 

será modificado em razão desta pesquisa e terei liberdade de retirar meu consentimento de 

participação na pesquisa, em face destas informações. Concordo que as amostras de sangue de 

cordão umbilical e placenta obtidas serão utilizadas apenas com finalidade de pesquisa 

experimental. 

Fui informada que caso existam danos à minha saúde, causados diretamente pela 

pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenização conforme estabelece a lei. Também 

sei que caso existam gastos adicionais, estes serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa. 

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo, posso chamar pelo doutorando Samuel Greggio 
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nos telefones (51) 32763636 e (51) 82083636, ou através do e-mail 

(samuelgreggio@yahoo.com). Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como 

participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado pela minha participação, posso 

chamar pelo orientador da pesquisa, Dr. Jaderson Costa da Costa, ou pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa da PUCRS pelo telefone (51) 33203345. Declaro que recebi cópia do presente 

Termo de Consentimento.  

 

 

Data: ___/___/___ 

 

 

_______________________________ 

Assinatura do Paciente 

 

 

_______________________________ 

Nome do Paciente 

 

 

_______________________________ 

Assinatura do Pesquisador 
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APÊNDICE B 

 

Revisão das publicações sobre terapia celular em hipóxia-isquemia experimental no período neonatal 

 

Referência 

Modelo de HI 

(animal, idade 

e duração da 

hipóxia) 

Tipo celular 

Transplante 

(concentração via, 

tempo e 

imunossupressão) 

Resultados 

funcionais* 

Resultados 

morfológicos, 

celulares e 

moleculares* 

Migração Diferenciação 

Elsayed et al. 

1996 

Ratos Long-

Evans black-

hooded; P7-8; 

60, 120 ou 120-

150 min 

Tecido 

neocortical 

fetal murino 

(13º dia 

embrionário) 

Bloco tecidual de 

1-2 mm
3
; ic (TI); 7 

dias após HI; SI 

NA 

Nenhum efeito sobre a 

atrofia cerebral; 

presença de 

conectividade axonal 

entre o transplante e as 

áreas adjacentes 

corticais do tecido 

receptor. 

Transplantes com 

desenvolvimento 

satisfatório (63%) 

e pobre (19%), 

localizados no 

córtex ou em 

áreas adjacentes 6 

semanas pT 

NA 

Jansen et al. 

1997 

Ratos Wistar; 

P7; 150 min 

Tecido 

neocortical 

fetal murino 

(16º dia 

embrionário) 

5 x 10
4
 células/µL; 

ic (TI); 3 dias após 

HI; SI 

Melhora da 

coordenação 

(3-8 semanas 

pT) e 

assimetria 

motora (9 

semanas pT) 

Ausência de 

restabelecimento da 

citoarquitetura 

cortical; o transplante 

expressou marcadores 

neuroquímicos e 

ausência de marcação 

glial; presença de 

astrócitos circundantes 

ao transplante. (9-11 

semanas pT) 

Identificação de 

72% dos 

transplantes 

localizados em 

áreas adjacentes 

ao corpo caloso 

do córtex 

sensório-motor 9-

11 semanas pT 

NA 

Park et al. 2002 

Camundongos 

CD-1; P7; 120 

min 

CTN murinas 

(clone C17.2) 

em scaffold de 

PGA; CTN-

1 ou 2 complexos 

CTN-PGA (1 x 10
7
 

células/mL; 100-

200 µL); ic (TI); 7 

↓ rotação 

unilateral 

Redução do dano 

cerebral; formação de 

interconexões entre 

CTN/PGA e o tecido 

O transplante 

apresentou uma 

implantação 

satisfatória na 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 
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PGA) dias após HI; SI receptor; 

neovascularização; ↓ 

infiltração de 

monócitos e cicatriz 

astroglial; 

restabelecimento de 

projeções neuronais de 

longa distância 

cavidade infartada 

cerebral 2-6 

semanas pT 

neurônio (5%) 

e 

oligodendrócito

, na penumbra 

cortical da 

lesão, 2 

semanas pT 

Imitola et al. 

2004 

Camundongos 

C57Bl/6; P7; 

120 min 

Cinco 

linhagens de 

CTN humanas 

e murinas 

5 x 10
5
 células/mL; 

ic (TC); 3 dias após 

HI; ciclosporina 

NA 

CTN expressam 

CXCR4; ↑ expressão 

de SDF-1α na região 

cerebral infartada 

(células astrocíticas e 

endoteliais); interação 

da via SDF-

1α/CXCR4 

Correlação 

positiva entre a 

presença de 

células 

transplantadas na 

região isquêmica 

e a expressão de 

SDF-1α 

Células 

transplantadas 

com marcação 

neuronal na 

penumbra 

cortical da 

lesão 

Guan et al. 

2004 

Ratos Wistar; 

P7; 120 min (O2 

NE) 

CTM de 

medula óssea 

murina 

4 x 10
6 
células/500 

µL; ip; 2 h após HI; 

SI (NE) 

NA NA 

Detecção de CTM 

no hemisfério 

lesado 14 dias pT 

Poucas CTM 

apresentaram 

marcação para 

células 

progenitoras 

neurais 

(nestina); 

nenhuma 

diferenciação 

em neurônios 

maduros e 

astrócitos 14 

dias pT 

Katsuragi et al. 

2005a 

Ratos Wistar; 

P14; 120 min 

Células BHK-

GDNF 

encapsuladas 

1 cápsula (1 x 10
8
 

células/mL); ic 

(TI); 2 dias pré-HI; 

SI 

NA 

↑ GDNF sérico; ↓ 

incidência e 

severidade do dano 

neuronal (7 dias pT) 

Células BHK-

GDNF 

mantiveram-se 

viáveis 7 dias pT. 

NA 
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Katsuragi et al. 

2005b 

Ratos Wistar; 

P9; 120 min 

Células BHK-

GDNF 

encapsuladas 

1 cápsula (1 x 10
8
 

células/mL); ic 

(TI); 2 dias pré-HI; 

SI 

Melhora no 

desempenho 

cognitivo a 

partir da 6ª 

semana pT 

Redução do dano 

cerebral 17 semanas 

pT 

NA NA 

Qu et al. 2005 

Ratos Wistar; 

P7; 90 min (O2 

NE) 

CTN de tecido 

fetal humano 

5 x 10
5 
células/5 

µL; ic (TI); 3 dias 

após HI; SI 

NA NA 

Detecção de CTN 

na zona 

subventricular, 

corpo caloso, 

córtex e 

hipocampo, 

principalmente no 

hemisfério lesado 

em 1, 2 e 4 

semanas, e 3 

meses pT 

A maioria das 

CTN 

transplantadas 

diferenciou-se 

em neurônios e 

astrócitos em 1, 

2 e 4 semanas, 

e 3 meses pT 

Zheng et al. 

2006 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 120 

min 

Células-tronco 

astrocíticas 

multipotentes 

da zona 

subventricular 

murina 

5 x 10
4
 células/µL; 

ic (TI); 24 h após 

HI; SI 

NA NA 

Detecção das 

células 

transplantadas na 

região cortical e 

periventricular 

isquêmica em até 

21 dias pT 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

astrócito e 

neurônio 3–21 

dias pT 

Meier et al. 

2006 

Ratos Wistar; 

P7; 80 min 
CTCUH 

1 x 10
7
 células/500 

µL; ip; 24 h após 

HI; SI 

Melhora no 

desempenho 

locomotor 21 

dias pT 

Nenhum efeito sobre a 

atrofia cerebral em 21 

dias pT 

Presença das 

células 

transplantadas ao 

redor da lesão 

cerebral 21 dias 

pT 

Ausência de 

células 

transplantadas 

com marcação 

para astrócito e 

neurônio 21 

dias pT 

Yasuhara et al. 

2006 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 150 

min 

CPAM de 

medula óssea 

murina 

2 x 10
5
 células/3 

µL; ic (TI); 7 dias 

após HI; 

Melhora da 

assimetria, 

mas não da 

NA 
Detecção das 

células 

transplantadas nas 

NA 
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ciclosporina A coordenação 

motora, 14 

dias pT 

regiões 

hipocampais de 

CA2 e CA3 14 

dias pT 

Park et al. 2006 

Camundongos 

CD-1; P7; 138 

min 

CTN murinas 

(clone C17.2) 

0,4-1,6 x 10
5
 

células/4 µL; ic; 1 

(TI), 3 (TI ou TC), 

7 (TI), 14 (TI) ou 

35 (TI) dias após 

HI; SI 

NA NA 

TC: migração 

celular através do 

corpo caloso e 

outras comissuras 

inter-hemisféricas 

para a área 

infartada; TI: as 

células 

permaneceram no 

local da lesão, 

com melhor 

implantação 

quando 

transplantadas 

entre 3 e 7 dias 

após HI. 

TI versus TC (3 

dias após HI): 

células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

neurônio (~5 

versus 0%), 

oligodendrócito 

(~4 versus 

~1%), astrócito 

(~23 versus 

~15%) e células 

progenitores 

neurais (~18 

versus ~6%) no 

neocórtex (1 

mês pT) 

Park et al. 2006 

Camundongos 

CD-1; P7; 120-

180 min 

CTN murinas 

(clone C17.2) 

com 

superexpressã

o de NT-3 

(CTN-NT3) 

3 x 10
5
 células/8 

µL (ic, TI em 2 

locais) e 1,0 x 10
5
 

células/2 µL (icv, 

TC); 3 dias após 

HI; SI 

NA 
Expressão aumentada 

de NT-3 

Presença das 

células nos locais 

de transplante 2-4 

semanas pT 

Células 

transplantadas 

com marcação 

neuronal 

(colinérgico, 

GABAérgico e 

glutamatérgico) 

na penumbra 

(81,4%) e área 

infartada (10-

20%), e para 

oligodendrócito 
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(0,4%) e glia 

(1%); células 

transplantadas 

com marcação 

neuronal no 

hemisfério 

contralateral 

(~90%) (2-4 

semanas pT) 

Ma et al. 2007 

Camundongos 

C57Bl/6; P7; 90 

min 

Células-tronco 

embrionárias 

murinas após 

diferenciação 

neural in vitro 

1 x 10
4
 células/µL; 

icv (TI); 2-3 dias 

após HI; SI 

Melhora da 

memória 

espacial 2 e 8 

meses pT 

↑ células neuronais na 

região hipocampal de 

CA1 8 meses pT 

Detecção das 

células 

transplantadas no 

hipocampo e 

córtex cerebral 2 

e 8 meses pT 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

neurônio, mas 

não de 

astrócito, 8 

meses pT 

Dayer et al. 

2007 

Ratos Wistar; 

P3; 30 min 

Células 

progenitoras 

neurais 

murinas com 

superexpressã

o de FGF-2 

4 x 10
4
 células/0,5 

µL; ic (TI); 1 e 3 

dias após HI; SI 

NA 

Preservação do estado 

de imaturidade e 

proliferação celular é 

inversamente 

proporcional à 

expressividade de 

FGF-2 nas células 

transplantadas 

Detecção das 

células 

transplantadas no 

córtex isquêmica 

infragranular e na 

margem entre 

córtex e corpo 

caloso 2 semanas 

pT 

A grande 

maioria das 

células 

transplantadas 

apresentou 

marcação de 

neurônio 

imaturo; em 

menor número, 

houve 

marcação para 

astrócito, 

oligodendrócito 

e neurônio 

Yasuhara et al. 

2008 
Ratos Sprague-

Dawley; P7; 150 

CPAM de 

medula óssea 

2 x 10
5
 células/3 

µL; iv ou ic (TI); 7 

Melhora da 

coordenação e 

assimetria 

Redução da morte 

neuronal na região 

hipocampal de CA3 14 

Detecção das 

células 

transplantadas nas 

Células 

transplantadas 

apresentaram 
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min murina dias após HI; SI motora 14 dias 

pT (iv e ic) 

dias pT (iv e ic) regiões 

hipocampais 

isquêmicas de 

CA2 e CA3 14 

dias pT (iv e ic). 

Localizavam-se 

também em vasos 

sanguíneos no 

hipocampo (iv). 

marcação 

neuronal 14 

dias pT (iv e ic) 

Sato et al. 2008 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 120 

min 

CTN murinas 

(14º dia 

embrionário) 

ou 

CTN+ChABC 

(25 mU) 

2,5 x 10
5
 células/5 

µL; icv (TI); 24 h 

após HI; SI 

NA 

↓ dano cerebral 

(CTN+ChABC < CTN 

= VEH); ↑ peso 

cerebral 

(CTN+ChABC > CTN 

= VEH) (7 dias pT) 

Presença das 

células 

transplantadas na 

lesão isquêmica e 

áreas adjacentes 7 

dias pT 

NA 

de Paula et al. 

2009 

Ratos Wistar; 

P7; 120 min 
CTCUH 

1 x 10
7
 células/100 

µL; iv; 24 h após 

HI; SI 

Nenhum efeito 

sobre o déficit 

da memória 

espacial 3 

semanas pT 

Nenhum efeito sobre a 

atrofia cerebral 3 

semanas pT 

Detecção de 

poucas células 

transplantadas 24 

h, 1 e 3 semanas 

pT 

NA 

Pimentel-

Coelho et al. 

2009 

Ratos Lister-

Hooded; P7; 90 

min 

CTCUH 

2 x 10
6
 células/200 

µL; ip; 3 h após HI; 

SI 

Melhora no 

desenvolvimen

to dos reflexos 

sensório-

motores 4 dias 

pT 

↓ morte neuronal e 

expressão de caspase 3 

no estriado isquêmico 

2 dias pT; ↓ ativação 

microglial no córtex 7 

dias pT 

Presença de 

poucas células 

transplantadas no 

córtex e estriado 

isquêmico 2 dias 

pT 

NA 

Jenny et al. 

2009 

Ratos Wistar; 

P3; 30 min 

Células 

progenitoras 

neurais 

murinas com 

superexpressã

o de FGF-2 

2–5 x 10
4
 células/1 

µL; ic (TI); 4 dias 

após HI; SI 

NA 

Formação de 

agrupamentos 

celulares com 

superexpressão de 

FGF-2 em áreas 

perivasculares 

Presença das 

células 

transplantadas em 

áreas de lesão 

cortical e 

próximas a vasos 

sanguíneos 7 dias 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

neurônio 

imaturo 7 dias 

pT 
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pT 

van Velthoven 

et al. 2010a 

Camundongos 

C57Bl/6; P9; 45 

min 

CTM de 

medula óssea 

murina 

1 x 10
5
 células/2 

µL; ic (TI); 3 dias 

(T-P12) ou 10 dias 

(T-P19) após HI; SI 

Melhora da 

assimetria 

motora em 7 e 

18 dias pT (T-

P12), ou em 

11 e 18 pT (T-

P19) 

T-P12: ↓ lesão cerebral 

(18 dias pT); ↑ neuro- 

e oligodendrogênese, e 

↓ proliferação 

microglial no 

hipocampo e córtex 

isquêmico (7 e 18 dias 

pT); ↑ proliferação de 

astrócitos no 

hipocampo, e ↓ no 

córtex isquêmico (7 

dias pT). 

T-P19: ↓ lesão cerebral 

(18 dias pT); 

Menos de 1% das 

células em 

proliferação no 

hemisfério 

isquêmico 

originaram-se 

daquelas 

transplantadas 

NA 

Yasuhara et al. 

2010 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 150 

min 

CTCUH ou 

CTCUH+M 

(manitol 1.1 

mol/L) 

1,5 x 10
4
 

células/200 µL; iv; 

7 dias após HI; SI 

Melhora da 

coordenação e 

assimetria 

motora 7 e 14 

dias pT 

(CTCUH < 

CTCUH+M) 

↑ níveis cerebrais de 

GDNF, BDNF e NGF 

3 dias pT (CTCUH < 

CTCUH+M); ↑ 

densidade dendrítica 

na região hipocampal 

de CA1 14 dias pT 

Presença de 

poucas células 

transplantadas no 

hipocampo 

isquêmico 14 dias 

pT 

NA 

Lee et al. 2010 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 210 

min 

CTM de 

medula óssea 

humana 

1 x 10
6
 células/µL; 

ica; 3 dias após HI; 

SI 

Apesar de 

nenhum efeito 

sobre o déficit 

na 

coordenação 

motora, houve 

↓ assimetria 

motora 20 dias 

pT 

Nenhum efeito sobre a 

atrofia cerebral 6 

semanas pT 

Detecção das 

células 

transplantadas 

igualmente 

distribuídas em 

ambos os 

hemisférios 

cerebrais 6 

semanas pT 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

astrócito e 

microglia (> 

nº), neurônio e 

oligodendrócito 

(< nº), 

igualmente 

distribuídas em 
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ambos os 

hemisférios 

cerebrais 6 

semanas pT 

Xia et al. 2010 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 150 

min 

CTM de 

sangue de 

cordão 

umbilical 

humano 

5 x 10
4
 células/µL; 

ic (TI); 3 dias após 

HI; ciclosporina 

Melhora da 

função 

neurológica 

14, 21 e 28 

dias pT 

Atenuação do dano 

cerebral 28 dias pT 

Presença das 

células 

transplantadas no 

córtex e dispersão 

para hipocampo 7 

dias pT 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

astrócito, mas 

não de 

neurônio, 7 dias 

pT 

Daadi et al. 

2010 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 90 

min 

CTN humana 

de células-

tronco 

embrionárias 

5 x 10
4
 células/µL; 

ic (TI em 3 locais); 

24 h após HI; SI 

Melhora da 

coordenação e 

assimetria 

motora 28-30 

dias pT 

Nenhum efeito sobre a 

atrofia cerebral; 

superexpressão de 

genes envolvidos na 

neuro-/gliogênese e 

suporte neurotrófico 

no hemisfério 

isquêmico; 

↑ brotamento axonal 

para o hemisfério 

ipsilateral; ↑ terminais 

axonais no córtex 

sensório-motor, corpo 

caloso, estriato e 

tálamo ipsilateral; ↑ 

células microgliais no 

estriado isquêmico, 

mas não no córtex (1 

mês pT) 

Permanência das 

células 

transplantadas, 

com dispersão 

para o estriato 

isquêmico, em 1 

mês pT 

Células 

transplantadas 

apresentaram 

marcação de 

célula-tronco 

neural, 

neurônio e 

astrócito 1 mês 

pT 

Rosenkranz et 

al. 2010 

Ratos Wistar; 

P7; 80 min (8%) 
CTCUH 1 x 10

7 
células/500 

µL; ip; 24 h após 
NA CTCUH expressavam 

CXCR4; ↑ expressão 

Ação do eixo 

SDF-1/CXCR4 
NA 
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HI; SI de SDF-1 (astrócitos 

reativos) no hemisfério 

lesado 2 e 14 dias após 

HI (CTCUH > HI) 

sob “homing” 

celular; detecção 

de CTCUH no 

hemisfério lesado 

2 e 14 dias após 

HI 

van Velthoven 

et al. 2010b 

Camundongos 

C57Bl/6J; P9; 

45 min (10%) 

CTM de 

medula óssea 

murina 

1 x 10
5
 células/2 

µL; ic (TI); 3 dias 

(T-P12), 10 dias 

(T-P19), ou 3+10 

dias (T-P12+19) 

após HI; SI 

Melhora da 

coordenação e 

assimetria 

motora 10, 21 

e 28 dias após 

HI (T-P12 < 

T-P12+19) 

↑ proliferação celular 

no hipocampo e córtex 

isquêmico 21 e 28 dias 

após HI (T-P12 = T-

P19 = T-P12+19); 

neuro- e 

oligodendrogênese no 

hipocampo e córtex 

isquêmico 21 e 28 dias 

após HI (T-P12 = T-

P12+19); ↓ perda de 

massa cerebral branca 

e cinzenta 21 e 28 dias 

após HI (T-P12 < T-

P12+19); regeneração 

do trato 

corticoespinhal 28 dias 

após HI (T-P12+19); 

neurito- e 

sinaptogênese 28 dias 

após HI (T-P12 < T-

P12+19); CTM ↑ 

expressão de IL-10, 

IL-1β, MT3 e NGF; ↓ 

expressão de BMP2, 

Inhbb e TGFβ1 

Presença de 

poucas células 

transplantadas 28 

dias após HI 

NA 

van Velthoven 

et al. 2010c 
Camundongos 

C57Bl/6J; P9; 

CTM de 

medula óssea 

5 x 10
5
 células/12 

µL; in; 10 dias após 

Melhora da 

assimetria 

↓ perda de massa 

cerebral branca e 

Detecção de 

células 

Nenhuma 

evidência de 
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45 min (10%) murina HI; SI motora 21 e 28 

dias após HI 

cinzenta 28 dias após 

HI; CTM ↑ expressão 

de CXCR4, FGF2, 

SDF-1, NGF e NT3; ↓ 

expressão de IL-1β e 

TGFβ1; nenhum efeito 

sobre a expressão de 

BDNF e IL-6 

transplantadas no 

hipocampo 

(ipsilateral), bulbo 

olfatório e zona 

subventricular 

(ambos 

hemisférios) 28 

dias após HI 

diferenciação 

das CTMs 

transplantadas 

em neurônios 

maduros, 

astrócitos e 

microglias 

van Velthoven 

et al. 2011 

Camundongos 

C57Bl/6J; P9; 

45 min (10%) 

CTM de 

medula óssea 

murina 

1 x 10
5
 células/2 

µL; ic (TI); 3 dias 

(T-P12), 10 dias 

(T-P19), ou 3+10 

dias (T-P12+19) 

após HI; SI 

NA 

↓ atrofia cerebral (T-

P12 = T-P19 < T-

P12+19) 28 dias após 

HI; T-P19 induziu 

expressão gênica 

associados à 

sobrevivência e 

proliferação celular 13 

dias após HI; T-

P12+19 induziu 

expressão gênica 

associados à 

proliferação celular, 

diferenciação e 

integração de redes 

neurais 13 dias após 

HI 

Detecção de 

CTMs 

transplantadas no 

hemisfério 

ipsilateral 10 (T-

P19 = T-P12+19), 

13 (~22%, T-P19 

< T-P12+19) e 28 

dias após HI 

(~1%, T-P19 < T-

P12+19) 

NA 

Park et al. 2011 

Ratos Sprague-

Dawley; P5; 

oclusão 

bilateral; 120 

min (8%) 

Progenitores 

neurais 

provenientes 

de CTM de 

tecido 

placentário 

humano 

2 x 10
5
 células/4 

µL; ic (estriado 

bilateral); 2 

semanas após HI; 

ciclosporina A 

Melhora 

progressiva da 

coordenação 

motora entre 2, 

4, 6 e 8 

semanas pT 

NA 

Detecção de 

células 

transplantadas 8 

semanas pT 

Diferenciação 

em neurônios 

maduros, 

astrócitos e 

células 

produtoras de 

dopamina 8 

semanas pT 



Apêndices 120 

 

 

Obenaus et al. 

2011 

Ratos Sprague-

Dawley; P10; 90 

min (8%) 

CTN murina 

5 x 10
5
 células/5 

µL; ic (estriado 

[Te] e ventrículo 

[Tv]); TC; 3 dias 

após HI; SI 

NE 

↑ proliferação (273%) 

de CTN nas primeiras 

4 semanas pT 

CTNs detectáveis 

em até 58 

semanas pT; 

CTNs migraram 

(100-125 µm/dia) 

para a lesão HI 

(Tv > Te); pico 

migratório em 10-

12 dias pT; 

corrente 

migratória 

presente no corpo 

caloso 

Diferenciação 

em neurônio 

(~5%), 

oligodendrócito

s (~4%) e 

astrócitos 

(~30%) 

Geißler et al. 

2011 

Ratos Wistar; 

P7; 80 min (8%) 
CTCUH 

1 x 10
7 
células/500 

µL; ip; 24 h após 

HI; SI 

Melhora 

sensório-

motora e da 

assimetria 

motora 40 dias 

pT 

Preservação da 

representação cortical 

da pata traseira 

esquerda; 

normalização do 

tamanho do campo 

receptivo e 

processamento 

temporal cortical do 

hemisfério esquerdo 

(41 dias pT) 

CTCUHs 

migraram para o 

hemisfério 

isquêmico, sendo 

detectadas na 

periferia da lesão 

HI, 41 dias pT 

NA 

Liu et al. 2011 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 120 

min (8%) 

CTM ou de-

CTM de 

medula óssea 

murina 

1-2 x 10
5
/5 µL; icv 

(TI); 5 dias após 

HI; SI 

Melhora da 

memória e 

aprendizado 

durante 2 

meses pT (de-

CTM > CTM) 

Angiogênese 

(marcador endotelial 

CD-31) 7 dias pT (de-

CTM > CTM) 

Células migraram 

para a periferia da 

lesão HI 3 (CTM 

e de-CTM) e 7 

(de-CTM) dias pT 

Neuro- 

diferenciação 

pelos 

marcadores 

NF-M e MAP-2 

(3 dias pT: 

CTM e de-

CTM; 7 dias 

pT: de-CTM); 

provável 
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diferenciação/ 

fusão de de-

CTMs em/a 

células 

endoteliais 7 

dias pT 

de Paula et al. 

2012 

Ratos Wistar; 

P7; 120 min 

(8%) 

CTCUH 

1 x 10
6
, 1 x 10

7
, 1 x 

10
8
 células/100 µL; 

iv; 24 h após HI; SI 

Melhora da 

memória 

espacial (10
8
) 

8 semanas pT 

↓ atrofia cerebral 

(VEH = 10
6
; 10

7 
< 10

8
) 

8 semanas pT 

Detecção de 

células 

transplantadas no 

córtex e 

hipocampo de 

ambos os 

hemisférios (10
6
, 

10
7
 e 10

8
) 7 dias 

pT 

NA 

Bae et al. 2012 

Ratos Sprague-

Dawley; P7; 90 

min (8%) 

CTCUH 

1 x 10
7
 células/200 

µL; iv; 24 h após 

HI; ciclosporina A 

Melhora da 

assimetria 

motora 5 

semanas pT 

associada ao 

n.º de 

neurônios 

neocórtex; 

melhora 

cognitiva 10 

semanas pT; ↓ 

ansiedade e 

depressão 9 

semanas pT 

↑ neurônios maduros 

no neocórtex 

contralateral 10 

semanas pT; ↑ 

microglia no estriado 

ipsilateral 1 semana 

pT; ↑ neurônios 

imaturos na zona 

subventricular 1 e 10 

semanas pT; ↑ 

progenitores neurais 

no hemisfério 

ipsilateral 1 semana 

pT; CTCUH 

expressam altos níveis 

de IL-6, IL-8, IP-10, 

RANTES, GRO-α, G-

CSF, MCP-1 e MCP-3 

Detecção de 

células 

transplantadas na 

região 

periventricular 

(núcleo septal e 

estriado) do 

hemisfério 

ipsilateral 1 

semana pT; 

possível 

influência da 

expressão de 

GRO-α e MIP-1α 

sobre a migração 

das células 

transplantadas 

Co-marcação 

para células 

progenitoras 

neurais 

(nestina) e 

neurônios 

imaturos 

(doblecortina) 1 

semana pT 

Wasielewski et Ratos Wistar; CTCUH 1 x 10
7
 células (ip: Melhora da ↓ da expressão de Detecção de NA 
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al. 2012 P7; 80 min (8%) 500 µL; it: 20 µL); 

24 h após HI; SI 

assimetria 

motora (43 

dias pT), força 

muscular (13 e 

43 dias pT)  e 

espasticidade 

distal (13 e 43 

dias pT) (ip = 

it) 

Cx43, GFAP e SHP-1 

(1, 13 e 43 dias pT); ↓ 

da infiltração de 

microglia 

ativada/macrófagos 

(13 e 43 dias pT) (ip = 

it) 

células 

transplantadas nas 

áreas de ativação 

microglial 13 dias 

pT (ip = it) 

van Velthoven 

et al. 2012 

Camundongos 

C57Bl/6J; P9; 

45 min (10%) 

CTM de 

medula óssea 

murina 

1 x 10
5
 células/2 

µL; ic (TI); 3+10 

dias (T-P12+19) 

após HI; SI 

↓ assimetria 

motora 10, 21 

e 28 dias após 

HI 

↓ atrofia cerebral; ↓ 

reestruturação axonal 

no hemisfério 

contralateral; ↑ 

conectividade axonal 

no hemisfério 

ipsilateral; ↓ dano ao 

trato corticoespinhal 

(28 dias após HI) 

NA NA 

Rosenkranz et 

al. 2012 

Ratos Wistar; 

P7; 80 min (8%) 
CTCUH 

1 x 10
7 
células/500 

µL; ip; 24 h após 

HI; SI 

NA 

↓ expressão de 

caspase-3 (14 dias 

após HI); ↑ 

sobrevivência neuronal 

(apenas em 2 dias após 

HI, mas não aos 14 

dias); ↑ angiogênese 

(Tie-2, apenas em 2 

dias após HI, mas não 

aos 14 dias) e 

integridade da BHE 

(ocludina, 14 dias após 

HI); ↑ expressão de 

VEGF, mas não de 

BDNF, no hemisfério 

ipsilateral (apenas em 

NA NA 
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2 dias após HI, mas 

não aos 14 dias) 

Yamagata et al. 

2012 

Camundongos 

ICR; P5; 20 min 

(8%) 

Células-tronco 

humanas de 

polpa de dente 

decíduo 

esfoliado 

(CTPD), 

fibroblasto de 

pele humana 

(FPH), meio 

de cultura 

condicionado 

de CTPD 

(MC-CTPD) e 

de FPH (MC-

FPH) 

CTPDD e FPH: 2 x 

10
5 
células/2 µL, ic, 

24 h após HI, 

ciclosporina A; 

MC: 2 µL, ic, 24 h 

após HI; SI 

Melhora da 

função motora 

e ↑ sobrevida 

(CTPD e MC-

CTPD) 

↓ atrofia cerebral, ↓ 

apoptose de neurônios 

(córtex, corpo caloso e 

and hipocampo) e 

oligodendrócitos 

(corpo caloso), ↑ 

escore neuropatológico 

(CTPD e MC-CTPD) 

(3 dias após HI); ↑ 

expressão de IL-6 e 

IL-10, ↓expressão de 

TNF-α e IL-1β 

(CTPD) (2 dias após 

HI) 

NA 

Praticamente 

nenhuma 

diferenciação 

das CTPD 

transplantadas 

em neurônios, 

oligodendrócito

s e astrócitos (8 

semanas pT) 

Donega et al. 

2013 

Camundongos 

C57Bl/6; P9; 45 

min (10%) 

CTM de 

medula óssea 

murina 

0,25 x 10
6
, 0,5 x 

10
6
 e 1 x 10

6 

células/3 µL; in; 3 

dias (T-P12), 10 

dias (T-P19), 17 

dias (T-P26) ou 

3+10 dias (T-

P12+19) após HI; 

SI 

 

Melhora da 

assimetria 

motora 3, 4, 5 

semanas após 

HI (0,5 e 1 x 

10
6
; T-P12 e 

T-P19 = T-

P12+19), e 8 

semanas após 

HI (0,5 x 10
6
; 

T-P19 = T-

P12+19); ↑ 

função 

cognitva 7 

semanas após 

HI (0,5 x 10
6
; 

T-P19 = T-

↓ perda de massa 

cerebral branca e 

cinzenta 5 semanas 

após HI (0,5 e 1 x 10
6
; 

T-P12 e T-P19 = T-

P12+19), e 9 semanas 

após HI (0,5 x 10
6
; T-

P19 = T-P12+19) 

Detecção de 

CTMs no 

hipocampo 

ipsilateral (T-P12) 

e ao redor da 

lesão (T-P19) 24 

h após 

transplante; 

poucas CTMs 

detectadas para T-

P26; ausência de 

células no 

hemisfério 

contralateral 

NA 
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P12+19)   

Greggio et al. 

2013 

(submetido) 

Ratos Wistar; 

P7; 120 min 

(8%) 

CTCUH 

1 x 10
6
 e 1 x 10

7
 

células/50 µL; ia; 

24 h após HI; SI 

Melhora da 

memória 

espacial (10
7
); 

nenhum efeito 

sobre o 

equilíbrio e 

coordenação 

motora (9 

semanas pT) 

Nenhum efeito sobre a 

atrofia cerebral 9 

semanas pT 

Detecção de 

células 

transplantadas no 

hemisfério 

cerebral esquerdo 

(1 h, 7 e 30 dias 

pT), direito (3 e 6 

h, 30 dias pT), 

fígado (1 e 3 h 

pT) e pulmões (1 

e 3 h pT) 

NA 

* animais tratados versus animais controle; ↑: aumento; ↓: redução. 

BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro; BHK-GDNF: células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator 

neurotrófico derivado de linhagem celular glial (GDNF); BMP2: proteína morfogenética óssea 2; ChABC: condroitinase ABC; CPAM: células progenitoras 

adultas multipotentes; CTCUH: células-tronco de cordão umbilical humano; CTM: células-tronco mesenquimais; CTN: células-tronco neurais; Cx43: 

conexina 43; CXCR4: receptor de quimiocina CXC 4; De-CTM: células-tronco mesenquimais de-diferenciadas; FGF-2: fator de crescimento de fibroblasto 

2; G-CSF: fator estimulante de colônia de granulócitos; GDNF: fator neurotrófico derivado de linhagem celular glial; GFAP: proteína glial fibrilar ácida; 

GRO-α: proteína regulatória do crescimento-alfa; HI: hipóxia-isquemia; ia: via intra-arterial; ic: via intracerebral; icv: via intracerebroventricular; IL-1β: 

interleucina-1β; IL-10: interleucina-10; IL-6: interleucina-6; IL-8: interleucina-8; in: via intranasal; Inhbb: inibitina β-B; ip: via intraperitoneal; IP-10: 

proteína 10 induzível por interferon gama; it: via intratecal; iv: via intravenosa; MAP-2: proteína associada a microtúbulo-2; MCP-1: proteína quimotática de 

monócitos-1; MCP-3: proteína quimotática de monócitos-3; MT3: metalotionina-3; NA: não avaliado; NE: não especificado; NF-M: neurofilamento-M; 

NGF: fator de crescimento neural; NT3: neurotrofina-3; P: dia pós-natal; PGA: ácido poliglicólico; pT: pós-transplante; RANTES: regulado na ativação, 

expresso e secretado por células T normais; SDF-1: fator derivado do estroma 1; SHP-1: proteína tirosina fosfatase-1; T-PX: transplante no dia pós-natal X; 

SI: sem imunossupressão; TC: transplante contralateral; TGFβ1: fator de crescimento transformante-β1; TI: transplante ipsilateral; VEH: veículo. 
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