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RESUMO

INTRODUCAO: Epilepsia do lobo temporal (ELT) é uma desordem cerebral de alta
prevaléncia e de carater neuroinflamatério crénico e progressivo, geralmente levando a
refratariedade medicamentosa. O transplante de células-tronco neurais (NSC, do inglés neural
stem cell) € uma boa alternativa para o tratamento dessa doenca, devido a capacidade dessas
células de proliferacdo e diferenciacdo nos tipos celulares presentes no sistema nervoso central
(SNC), além de possuirem efeitos imunomodulatdrios e neurotréficos. OBJETIVO: Nosso
estudo teve como objetivo caracterizar células-tronco neurais adultas e avaliar seu potencial
terapéutico quando administradas na fase aguda do modelo de ELT induzida por litio-
pilocarpina em ratos Wistar. MATERIAL E METODOS: Nosso estudo, inicialmente, se
concentrou na caracterizagédo, por imunofluorescéncia e citometria de fluxo, de NSC isoladas
da zona subventricular de camundongos C57/BL6 adultos, a avaliacdo da seguranca dessas
células, através de analise cromossdmica e de ensaio de formacdo de tumor, e a analise do
potencial imunomodulatério das células in vitro, por ensaios de linfoproliferacdo. Em seguida,
avaliou-se o efeito do transplante das NSC, via intravenosa, na fase aguda de modelo de ELT
em ratos induzidos por litio-pilocarpina. Os animais foram eutanasiados 24 horas e 12 dias
depois do transplante para andlises da migracdo celular, protecdo da perda neuronal e
quantificacdo dos niveis das citocinas IL-1f, IL-6 e IL-10 no soro por ELISA e in situ por
imunofluorescéncia. CONCLUSOES: As andlises de caracterizacdo confirmaram que a
linhagem celular estudada possui fendtipos caracteristicos de NSC (positividade para nestina e
side population), possui a capacidade em se diferenciar em células da linhagem neuronal e glial,
possui potencial imunossupressor na proliferacdo de esplendcitos in vitro e ndo forma tumores
em camundongos SCID, mostrando que a linhagem é segura para o uso em terapia celular. O
resultado do transplante mostrou que apesar de ter sido observado presenca das NSC
transplantadas no baco, elas ndo foram encontradas nos cérebros, colocando em duvida o seu
potencial migratério para o local da lesdo. As NSC nao foram capazes de proteger 0s animais
contra a perda neuronal nos dois pontos de eutanasia avaliados, mas diminuiu de forma
significativa a quantidade de IL-1p no cérebro 24 horas depois, sem afetar os niveis de IL-6. O
presente estudo mostrou que apesar dos resultados promissores in vitro, novas abordagens
relacionadas &s condicdes de transplante dever ser consideradas para se obter melhor eficacia
ao usar essas células in vivo.

Palavras-chave: Epilepsia, Pilocarpina, Inflamac&o, Célula-tronco adulta.



CARVALHO, Lian Felipe Paiva Pontes de. Neural stem cell transplantation in an rat
experimental model of temporal lobe epilepsy induced by lithium-pilocarpine. 76 f. i.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e medicina Investigativa) — Fundacédo
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2013.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Temporal lobe epilepsy (TLE) is a highly prevalent cerebral disorder
presenting a chronic and progressive neuroinflammatorry profile, usually leading to drug
resistance. Neuronal stem cell (NSC) transplantation is a good choice for treatment of this
disease, due to proliferative characteristics and the ability to differentiate into various cell types
within the central nervous system (CNS). Furthermore, they have immunomodulatory and
neurotrofic effects. OBJECTIVE: Our study aimed to characterize adult NSC and evaluate
their therapeutic potential when administered in a rat model of lithium-pilocarpine-induced
ELT. MATERIAL AND METHODS: Our first objectives were to characterize NSC isolated
from C57BL/6 adult mice subventricular zone, to evaluate their safety and potential in in vitro
immunomodulation. Then, we evaluated the effect of intravenous NSC transplantation, during
the acute phase of lithium-pilocarpine-induced TLE in a Wistar rat model. The animals were
euthanized 24 hours and 12 days following transplantation, and evaluation of cell migration,
protection against neuronal loss and quantification of IL-1, IL-6 and IL-10 cytokines was
perfomed in serum and in situ. CONCLUSIONS: Characterizations analyses confirmed that
this cell lineage, 1) present NSC characteristic phenotypes (nestin and side population
positivity), 2) have the ability to differentiate into neuronal and glial lineage cells, 3) have the
capacity to suppress in vitro splenocyte proliferation and 4) do not form tumors in SCID mice,
thus making it safe for use in cellular therapy. The transplantation results showed that despite
NSC presence in the spleen post-transplantation, cells were not detected in the brain, suggesting
that migratory capacity of NSC into the injured site may pose additional complications. The
NSC did not protect animals against neuronal loss at both euthanasia time points observed,
however a significant decrease in brain IL-1p, accompanied by unaltered IL-6 levels was
observed, 24 hours after transplantation This study showed that despite promising in vitro
results, new approaches related to transplantation conditions should be considered in order to
improve in vivo efficacy.

Keywords: Epilepsy, Pilocarpine, Inflammation, Adult stem cell.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é uma desordem cerebral de alta prevaléncia
caracterizada pela presenca de predisposicdo a crises epiléticas, com consequéncias
principalmente na qualidade de vida dos individuos acometidos. O tratamento atual é
baseado no uso de drogas antiepiléticas (DAES) que agem nos sintomas da doenca, sem parar
ou reverter 0s eventos que causam o aparecimento das crises. Além disso, grande parte dos
pacientes se tornam refratarios ao tratamento medicamentoso, sendo necessarias pesquisas
que visem o desenvolvimento de novas e efetivas opcdes de tratamento.

Alteracbes como morte neuronal, aparecimento de um circuito excitatorio recorrente
e neuroinflamagdo, principalmente em determinadas areas do hipocampo, sdo marcas
registradas da ELT. Atualmente essa doenga pode ser considerada neuroinflamatéria crénica
de carater progressivo. Por essa razdo, estratégias terapéuticas utilizando medicina
regenerativa, como o caso da terapia celular, se tornam Gteis e uma importante area de
estudo. Como o sistema nervoso central (SNC) possui uma taxa de regeneracdo pos-lesdo
muito baixa, em comparacdo com outros 6rgdos, terapias que visam aumentar essa
regeneracdo, seja por integracdo de células exdgenas provindas de transplante, seja por
manipulacdo do microambiente alterado, sdo de grande interesse.

Tém sido realizados varios estudos envolvendo transplante de células tronco em
modelos experimentais de epilepsia, principalmente células-tronco neurais (NSC). Esse tipo
celular ja foi descrito como capaz de migrar e se integrar no SNC apds transplante e se
diferenciar em trés dos principais tipos celulares desse sistema: neurénios, astrdcitos e
oligodendrocitos. Além disso, as NSC ja foram descritas como tendo atividade
imunossupressora e neurotrofica.

Apesar do potencial de migracdo e integracdo da NSC e os efeitos benéficos sobre as
crises epiléticas e memdria apos o transplante dessas células ja estarem bem definidos em
estudos anteriores, ndo ha uma relacéo clara do papel das NSC na neuroinflamacdo existente
em modelos animais de ELT. O trabalho atual visa esclarecer alguns pontos sobre essa

relacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  EPILEPSIA

A epilepsia € uma desordem cerebral de etiologia variada caracterizada pela presenca
de predisposicdo a crises epiléticas, com consequéncias neurobioldgicas, cognitivas,
psicologicas e sociais (FISHER et al., 2005). A defini¢do atual mais aceita € a da ocorréncia
de duas ou mais crises ndo provocadas e separadas por, no minimo, 24 horas (ILAE, 1993).
A crise epilética é definida como a ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas devido a
atividade neuronal excessiva no cérebro, resultante de um padrdo anormal especifico de
excitabilidade e sincronia entre neur6nios de determinadas areas cerebrais (FISHER et al.,
2005). Os mesmos sinais e sintomas podem estar presentes em crises nao-epiléticas, como
as derivadas de diversas patologias tais como as enxaquecas, doencas cardiacas e desordens
de sono, assim como febres e problemas psicoldgicos (SHINNAR e GLAUSER, 2002;
BINDER e SALINSKY, 2007; MEDICINE, 2012), mostrando que as crises podem estar
presentes mesmo em individuos sem a epilepsia.

A epilepsia é o segundo transtorno neuroldgico crénico mais frequente, atrds somente
da enxaqueca (BANERJEE et al., 2009), com prevaléncia estimada entre 1 e 2% na
populagdo mundial, e incidéncia de 50 a 120 novos casos por 100.000 habitantes por ano
(YOUNG e DURING, 2004; BANERJEE et al., 2009). Esta doenca é mais frequente nos
paises subdesenvolvidos, devido principalmente a deficiéncia no atendimento médico e a
maior incidéncia de doencas infecciosas (DUA et al., 2006; NGUGI et al., 2010). No Brasil,
a prevaléncia chega a 20,3 em 1000 individuos (FERNANDES, 1998).

A epilepsia compreende mais de 25 tipos de sindromes (BERG et al., 2010). Ja esta
bem claro que, em determinados tipos de epilepsia, o fator genético é essencial
(PANDOLFO, 2011), enquanto que em outros ha apenas uma predisposicdo. Nestes tltimos
sdo necessarios fatores desencadeantes para que a epilepsia se estabeleca, tais como traumas
e infecgdes no sistema nervoso central (SNC), principalmente durante a gravidez, no periodo
perinatal e na infancia, além do mau funcionamento de canais idnicos, tumores cerebrais e
doencas metabdlicas e degenerativas (SANKAR et al.,, 2002; MLODZIKOWSKA-
ALBRECHT et al., 2007). Porém, em cerca de 60% dos casos, a etiologia € desconhecida
(DAS et al., 2012).

Apesar de se observar um aumento do risco de morte e diminuicdo da expectativa de

vida em 10 anos (MEDICINE, 2012), a epilepsia raramente leva a morte, esta sendo
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decorrente principalmente de eventos secundarios as crises, tais como quedas, acidentes de
carro, afogamentos e engasgamentos, além de suicidios e morte sUbita inesperada
(MEDICINE, 2012). Porém, essa é uma patologia onde ha um consideravel impacto na
qualidade de vida dos acometidos. Crises pouco controladas podem levar a perda de
autonomia do paciente, e o carater progressivo da doenca pode levar a comorbidades, tais
como declinio cognitivo, principalmente perda de memoria e de atengdo, depressdo,
ansiedade, enxaquecas e desordens de sono (PITKANEN e SUTULA, 2002; MEDICINE,
2012).

No caso de pacientes com epilepsia, a maioria das crises dura de fragdes de segundo
a menos de um minuto e terminam sem precisar de intervencdo (MEDICINE, 2012). Status
epileticus (SE) é geralmente definido como uma crise ou série de crises prolongadas sem
recuperacdo total da consciéncia entre elas, geralmente durando mais de 5 minutos
(MEDICINE, 2012). As crises podem ser divididas em parciais e generalizadas. Crises
parciais sdo aquelas em que apenas uma regido cerebral é afetada, podendo a atividade
elétrica excessiva se espalhar para outras partes do cérebro, ja as crises generalizadas
comecam nos dois hemisférios cerebrais simultaneamente (DUNCAN et al., 2006). Sabe-se
que, em alguns individuos, elas podem ser desencadeadas por stress e privacdo de sono
(YANG et al., 2010).

Apesar do diagnostico da epilepsia ser basicamente clinico, exames de
eletroencefalograma e analise de imagens por ressonancia magnética de cranio, cintilografia
cerebral por emissdo de foton tnico (SPECT) e a tomografia por emissdo de pésitrons (PET)
sdo importantes para analisar a gravidade da lesdo, ajudar na identificacdo do tipo de
epilepsia, assim como identificar possiveis candidatos a terapia cirargica (WIESER e
EPILEPSY, 2004).

O tratamento atual é baseado no uso de drogas antiepiléticas (DAES) que em muitos
casos possuem efeitos benéficos apenas temporariamente, sendo necessario ser continuado
pela vida toda (MLODZIKOWSKA-ALBRECHT et al., 2007). Além disso, elas agem
apenas diminuindo os sintomas da doenca, promovendo a reducdo da frequéncia das crises,
sem parar ou reverter os eventos que acabam levando ao aparecimento dessas (LINARD et
al., 2010). Elas também estdo associadas a efeitos colaterais e ndo possuem efeitos nos
sintomas de depresséo e de deficiéncia de memoria e aprendizado (SHETTY, 2012).

Aproximadamente 30% dos pacientes com diagndstico de epilepsia possuem crises que ndo
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sdo adequadamente controladas com DAE ou desenvolvem efeitos adversos limitantes e
evoluem, assim, para a epilepsia farmaco-resistente (AL-OTAIBI et al., 2011).

Atualmente ha mais de 40 drogas disponiveis no mercado para tratar epilepsia (DAS et
al., 2012). Sabe-se que algumas delas evitam a amplificacdo anormal dos impulsos nervosos
por serem antagonistas de canais de sédio e calcio ou por serem agonistas de GABA (DAS
etal., 2012). A cirurgia torna-se uma solucéo quando a medicagéo falha e apenas uma regiéo
do cérebro é afetada, permitindo a sua remocao. Esse tratamento cirdrgico, porém, é limitado
devido ao risco de perda de funcdes cerebrais (SISODIYA, 2007; NG e VALIANTE, 2010).
Devido as limitacGes existentes no tratamento atual das epilepsias, € necessario desenvolver

novas alternativas terapéuticas.

2.2  EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT)

A ELT é caracterizada por crises parciais recorrentes (DE LANEROLLE e LEE, 2005),
é o tipo de epilepsia mais comum, afetando 40% dos pacientes (CHU et al., 2004), e possui
grande refratariedade apds tratamento medicamentoso (por volta de 40%) (SHARMA et al.,
2007). As crises nos pacientes com ELT costumam iniciar-se ap0s incidentes iniciais
precipitantes, tais como convulsdes febris, tumores, traumas e infecgdes intracranianas
(SHARMA et al., 2007; YANG et al., 2010; O'DELL et al., 2012). Entre esses incidentes e
0 comeco das crises espontaneas recorrentes (CERS) existe um periodo latente no qual o
paciente encontra-se clinicamente assintomatico e que dura entre 5 a 10 anos (WIESER e
EPILEPSY, 2004; O'DELL et al.,, 2012). Durante a evolugdo da doenca observa-se um
periodo silencioso entre a primeira crise e 0 inicio da intratabilidade das crises, indicando
que as crises iniciais sdo faceis de serem controladas, mas a evolucdo com refratariedade as
DAEs sugere que a ELT é uma doenca progressiva (O'DELL et al., 2012) (YANG et al.,
2010).

O periodo latente associado com a epileptogénese esta envolvido com mudangas
estruturais e bioquimicas no cérebro que levam ao desencadeamento das CERs (O'DELL et
al., 2012). Essas mudancas provavelmente se iniciam com o insulto primario e vao se
acumulando ao longo do curso da doenca e a cada novo insulto. Isso gera um ciclo que se
autoperpetua e causa a progressédo cronica da ELT (O'DELL etal., 2012; YANG et al., 2010;
SHARMA et al., 2007).

14



Na ELT o hipocampo (Figura 1) é considerado o sitio de surgimento das crises, ja que
em pacientes e em modelos animais ha a prevaléncia de uma esclerose hipocampal (BABB;
BROWN, 1986). De fato, ap0s excisdo unilateral dessa regido afetada, ha diminuicdo do
numero de crises (SPENCER, 2002). Apesar disso é conhecido que outras regides do sistema

limbico sdo afetadas, particularmente o cértex entorrinal e a amidala (CURIA et al., 2008).

Figura 1: Localizagéo e estruturas internas
D do hipocampo de roedores. Secc¢des
coronais do cérebro de rato corado com

B % Liposampo hematoxilina e eosina mostrando em A a
N (-—‘Sub—\CA'l porcdo cranial do hipocampo (bregma -
[V | . A 3,12) e em B a porcdo caudal (bregma -
. m 2 o 5,28). Em C observa-se o0s detalhes
Eﬁ__/r subanatdbmicos do hipocampo. Ele ¢é
1 \Lrﬁ-/ dividido em CAl, CA2, CA3, H e DG. Os

circuitos bésicos do hipocampo estdo
esquematizados em D. ProjecGes de
neurdnios interligam EC (camadas I-VI)
com o hipocampo. Através do pp,
proje¢des chegam ao DG ou CA3 vindos
da camada Il do EC. NPCs saem da SGZ e
vao para a GCL, se diferenciando em
células granulares que mandam projecdes
para a ML e proje¢des, chamadas de MF,
para 0s neurdnios piramidais da camada
PL de CA3 e para células musgosas do
H. Os neurdnios de CA3 se

comunicam com neurdnios piramidais de CA1, que por sua vez se comunicam com o Sub e novamente
com o EC. Abreviagdes: EC (cortex entorrinal); Amy (amidala); Piri (cdrtex piriforme); S (subiculo); DG
(giro dentado); pp (via perfurante); NPC (célula progenitora neural); GCL (camada celular granular); ML
(camada molecular); SGZ (zona subgranular); H (hilo do giro dentado); MF (fibras musgosas); PL
(camada piramidal).Adaptado de: (SHARMA et al., 2007) (SCHINDER; GAGE, 2004) (ZHANG, 2012).

A ELT possui trés alteracbes principais. A primeira € uma morte de neurdnios
principalmente os produtores de &cido gama-aminobutirico (GABA), causando uma
desorganizacdo na circuitaria neuronal. Ha uma alteracdo no balanco entre neurdnios
excitatdrios e inibitérios com a formacdo de uma nova circuitaria hiperexcitatoria. A segunda
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é a presenca de uma plasticidade sinaptica aberrante devido a neurénios com crescimento
axonal e espiculas dendridicas envolvendo fibras musgosas, levando a um circuito
excitatorio recorrente. A terceira € a presenca de uma neuroinflamacgéo caracterizada por
uma ativacdo microglial e astrocitaria, aumento de citocinas pro-inflamatérias, quebra da
barreira hemato-encefélica (BHE) e formacéo de gliose (YIN et al., 2011); (O'DELL et al.,
2012).

A degeneracdo neuronal é uma das alteracfes marcantes da ELT (O'DELL et al., 2012).
Neurdnios sdo perdidos preferencialmente nas areas CA1, CA3 e hilo do giro dentado (CA4)
do hipocampo, enquanto nas regides CA2 e da camada celular granular do giro dentado eles
sdo poupados (MAJORES et al., 2007); (O'DELL et al., 2012). Foi observada, também, a
perda neuronal no cértex entorrinal, no cortex piriforme e na amidala (BEN-ARI e DUDEK,
2010).

O crescimento de fibras musgosas é uma alteragdo bem documentada na ELT. Ele é
caraterizado por ax6nios glutamatérgicos de células granulares formando sinapses com
células da camada granular e molecular interna invés da regido CA3. Células granulares
dentadas se tornam hiperexcitadas como resultado desse crescimento (SHARMA et al.,
2007).

O estudo dos processos inflamatorios e suas relagbes com patologias do SNC tém
apresentado uma grande importancia nas pesquisas da ultima década. Sabe-se que o SNC é
uma regido imunoprivilegiada devido principalmente a presenca da BHE e a baixa
quantidade de vasos linfaticos (VEZZANI e GRANATA, 2005). Observacges clinicas e
evidéncias experimentais em modelos animais mostram a possibilidade da inflamacéo no
cérebro ser um fator comum que contribui ou predispdes para a ocorréncia de crises
epiléticas (YANG et al., 2010); (VEZZANI e GRANATA, 2005). De fato, incidentes iniciais
precipitantes da ELT como as crises convulsivas febris estdo associadas a maior expressao
de citocinas pro e anti-inflamatorias, a exemplo da interleucina IL-1 (HEIDA e PITTMAN,
2005). Essa citocina, durante a epilepsia, contribui para a geracao das crises, principalmente
por intensificar a neurotransmissdo glutamatérgica, através da inibicdo da retirada e do
aumento da liberagcdo de glutamato por astrocitos e por diminuir GABA no hipocampo
(VEZZANI et al., 2008).

Outros mediadores inflamatorios parecem ter também papel no desencadeamento do SE.
Foi descrito que a inibi¢cdo de COX-2 em ratos epiléticos diminui a frequéncia e gravidade

das crises e preservam os neur6nios (JUNG et al., 2006). O aumento da expressdo das
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prostaglandinas D2, E2 e F2 alfa foi observado em diferentes estagios de epileptogénese
(VEZZANI e GRANATA, 2005), bem como de NF-kB no hipocampo de pacientes com
ELT (CRESPEL etal., 2002). Outras citocinas, tais como TNF-a, TGF-B e IL-6, quimiocinas
e moléculas de adesdo também estdo envolvidos na epilepsia (VEZZANI e GRANATA,
2005; YANG et al., 2010). Além disso, a quebra da BHE parece ser um fator importante na
fisiopatologia da doenga, e ciclos de quebra podem estar relacionados & intermiténcia das
crises (MARCHI et al., 2011). Moléculas capazes de passar para o parénquima cerebral pela
BHE alterada, tais como imunoglobulinas, albumina e citocinas, sdo capazes de ativar as
células da glia e aumentar o processo inflamatdrio local e, quando isso ocorre em um
microambiente onde h& uma circuitaria hiperexcitatoria, pode causar o desencadeamento das
crises (FRIEDMAN et al., 2009).

O processo inflamatdrio persistente leva por fim a alteracdes importantes, tais como
morte neuronal, gliose reativa, quebra da BHE e recrutamento leucocitario periférico
(MLODZIKOWSKA-ALBRECHT et al., 2007). A exacerbacgéo das crises e a diminui¢ao
do limiar para inducdo de convulsGes induzidas por moléculas inflamatorias
(DEDEURWAERDERE et al., 2012) indica que a inflamacdo cronica e inadequadamente
controlada pode ser um fator epileptogénico. Neste contexto, a ELT pode ser considerada

uma doenca neuroinflamatdria cronica e de carater progressivo.

2.3 MODELO EXPERIMENTAL DE EPILEPSIA

Com a finalidade de compreender melhor os mecanismos moleculares dos Varios tipos
de epilepsia e testar novas terapias, é necessaria a utilizacdo de modelos experimentais que
possam de fato mimetizar a doenca. Devido ao cérebro ser um oOrgdo de dificil acesso,
biopsias s6 sdo possiveis apOs o tratamento cirdrgico e, esses materiais, assim como
necropsias, muitas vezes refletem apenas alteragdes presentes no estagio mais avancado das
doencas neuroldgicas, sendo insuficientes para um total entendimento da fisiopatologia
(PITKANEN e SUTULA, 2002). Modelos animais de epilepsia, apesar de ndo serem capazes
de refletir totalmente o que ocorre nos pacientes, possuem uma leséo cerebral com grande
capacidade epileptogénica, de modo semelhante ao encontrado nos humanos (RAOL e
BROOKS-KAYAL, 2012).

Ha diversos modelos distintos de epilepsia e a escolha deles vai depender do tipo de

experimento a ser avaliado e o tipo de epilepsia estudada. Além disso, ja que para se ter
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epilepsia é necessario apresentar CER, muitos modelos sdo apenas de crises epiléticas
(LOSCHER, 2011)

Ha dois grandes grupos de modelos experimentais de epilepsia/crises epiléticas: 0s
genéticos e os adquiridos (LOSCHER, 2011). No modelo genético, que compreende animais
com predisposicOes a determinados tipos de epilepsia, as crises aparecem espontaneamente
ou apds um estimulo sensorial e 0 modelo é desenvolvido através de mutagfes pontuais ou
silenciamento de genes, desencadeando as mudancas histopatologicas e fisioldgicas
necessarias para o desenvolvimento desses tipos de epilepsia (SUZUKI, 2004).

No modelo adquirido, animais sadios séo submetidos a um agente indutor que pode ser
elétrico ou quimico (LOSCHER, 2011). Alguns modelos adquiridos geram crises
generalizadas agudas, como é o caso da crise por eletrochoque maximo — MES e da aplicacéo
de pentilenetetrazol, e sdo muito usadas para desenvolvimento de novas drogas anti-
epiléticas. A desvantagem é que ndo geram CER (LOSCHER, 2002, 2011).

Modelos crénicos p6s-SE com CER como eletro-choque e aplicacéo de acido kainico ou
pilocarpina sdo feitos na maioria das vezes em ratos e geram epilepsia crénica, mas em
compensacao geram apenas crises parciais (LOSCHER, 2002, 2011). Eles sdo os modelos
ideais para se estudar a ELT, pois induzem uma série de eventos que, de maneira

cronoldgica, simulam os observados nesse tipo de epilepsia (SHARMA et al., 2007).

2.3.1 Modelo de epilepsia induzido por litio-pilocarpina

O modelo experimental de epilepsia induzida por cloridrato de pilocarpina foi
inicialmente descrito por Turski e colaboradores (TURSKI et al., 1983). A pilocarpina é um
alcaldide extraido de plantas jaborandis do género Pilocarpus, abundantes na regido norte e
nordeste do Brasil, e € um agonista muscarinico, sendo usada na clinica para tratar glaucomas
e xerostomias (ABREU et al., 2007); (SCORZA et al.,, 2009). Quando injetado
sistemicamente em roedores ha uma combinacg&o de sinais e sintomas caracteristicos de uma
estimulacdo colinérgia ndo seletiva (CURIA et al., 2008).

A pilocarpina atravessa a BHE e ativa os receptores colinérgicos muscarinicos do
subtipo M1 no cérebro, resultando em crises epiléticas (CURIA et al., 2008). Isso foi
demonstrado pelo fato de camundongos deficientes para o receptor M1 nédo desenvolverem
crises ao contato com pilocarpina (HAMILTON et al., 1997). A partir do momento que as

crises comegcam, sua manutencdo é realizada por outros mecanismos (CLIFFORD et al.,
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1987). J& foi demonstrado que pilocarpina € capaz de aumentar o nivel de glutamato no
hipocampo (SMOLDERS et al., 1997), além de promover uma ativacao do receptor NMDA
(SMOLDERS et al.,, 1997) mostrando o papel da droga na ativacdo da transmissao
excitatoria glutamatérgica.

Animais que vivenciam SE por vérias horas apresentam alteracdes histopatoldgicas
no cortex olfatério, amidala, talamo, neocortex e no hipocampo (TURSKI et al., 1983), onde
h& uma perda neuronal e o crescimento de fibras musgosas, levando a uma reorganizacéo do
circuito para um caréater excitatério (LEHMANN et al., 2001). Foram observados também a
neurogénese, a proliferacdo astrocitaria, alteracdes na distribuicdo de espiculas dendriticas
nas células granulares do giro dentado e dentritos distorcidos em interneurdnios
GABAEérgicos (SCORZA et al., 2009).

Ha variacbes do modelo de pilocarpina. Esse convulsivante ja foi combinado com
outras drogas, tais como o litio (HONCHAR et al., 1983), a picrotoxina (HAMANI e
MELLO, 1997), a cycloheximida (LONGO e MELLO, 1997), e o MK-801 (HUGHES et al.,
1993). O modelo litio-pilocarpina é o mais usado, ja que o litio, por potencializar o efeito da

pilocarpina no cérebro, permite a diminuicdo da dose usada de pilocarpina em 10 vezes
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(MARCHI et al., 2009), diminuindo assim os efeitos colinérgicos periféricos da droga. Esse

modelo pode ser dividido em trés fases. A primeira € chamada de fase aguda, acontecendo

logo apds a aplicacdo da pilocarpina, onde os animais apresentam sinais e crises que séo
classificados de I a V pela escala de Racine modificada (RACINE, 1972; HATTIANGADY
e SHETTY, 2011). Esta € seguida de um periodo de SE caracterizado por crises Racine 1lI
e IV constantes por mais de 10 minutos (HATTIANGADY e SHETTY, 2011). Nos estagios

I e Il ocorre salivacao, tremedeira e mastigacdo. No estagio 11 ha crises clénicas unilaterais

das patas dianteiras enquanto no estagio IV ha crises clonica bilaterais (Figura 2). O estagio
V € caracterizado pelo estagio IV acrescido de quedas (HATTIANGADY e SHETTY,

2011).

anticonvulsivante para melhorar a mortalidade, os

Depois da parada das crises com um

animais se recuperam e entram na fase latente onde,
apesar de ndo haver a presenca de crises epiléticas, ha
um processo de epileptogénese acontecendo que leva a
modificacdes estruturais e fisiopatoldgicas
caracteristicas na regido hipocampal. A duracdo dessa
fase varia bastante na literatura, indo de 15 dias a meses
po6s-SE. Apos esse periodo ha o aparecimento de CERs
nas quais cada crise dura no maximo 1 minuto e vem
acompanhada por alteracfes comportamentais (como
deficiéncias  cognitivas e de memoria) e
eletroencefalograficas tipicas, repetindo-se ao longo de
toda a vida do animal e caracterizando a fase cronica
caracteristica da ELT (SCORZA et al., 2009; CURIA
etal., 2008; MULLER et al., 2009; CAVALHEIRO et
al., 1991).

Usar modelos animais, como o de TLE induzida
pela pilocarpina, é essencial ndo s6 no avango do
conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca, mas

também na avaliacdo de abordagens terapéuticas

cirurgicas e medicamentosas, assim como de terapia celular.

Figura 2: Exemplos de crises
epiléticas em ratos. Crise de escala
111 de Racine (A1), mostrando crise

clénica unilateral das patas
dianterias, e crise de escala IV de

Racine (A2) mostrando crise
clénica bilateral
(HATTIANGADY; SHETTY,
2011).
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2.4 NOVAS TERAPIAS PARA EPILEPSIA

Vérios estudos estdo sendo realizados, abrindo novas perspectivas de tratamento para
epilepsia. Foi visto que estimulacéo elétrica do hipocampo ou do nervo vago e estimulagéo
magnética transcraniana sdo capazes de diminuir as crises epiléticas (AL-OTAIBI et al.,
2011). Moléculas tais como neuropeptideos, particularmente galanina (LU et al., 2010) e
neuropeptideo Y, (XAPELLI et al., 2006), GDNF (KANTER-SCHLIFKE et al., 2007),
BDNF (BOVOLENTA et al., 2010), FGF-2 (BOVOLENTA et al., 2010) e muscimol
(HEISS et al., 2005) possuem efeitos anticonvulsivantes. A dexametasona € protetora contra
epilepsia, diminuindo as crises (ARAKI et al., 2006). Ha estudos buscando novas DAEs
como o caso do levetiracetam (MARGINEANU et al., 2008) e a rapamicina (CHONG et al.,
2012). Estudos envolvendo terapia génica, como por exemplo, o de Raol e colaboradores
(2006), no qual a expressao do receptor para GABA no hipocampo foi induzida, resultando
em diminuicdo do aparecimento de CERs (RAOL et al., 2006). Além desses, foram
realizados estudos envolvendo terapia celular, os quais serdo descritos mais adiante.

O SNC possui uma taxa de regeneracdo muito baixa, principalmente devido a baixa
capacidade intrinseca dos neurénios de comecarem um programa de regeneracdo pés-leséao,
baixa de suporte de crescimento como fatores neurotroficos, presenga no ambiente de
moléculas inibitdrias de crescimento axonal, principalmente as derivadas de mielina, e
presenca de uma cicatriz glial capaz de concentrar esses fatores inibitorios, além de constituir
uma barreira fisica para a regeneracdo (BRAZDA e MULLER, 2009). Desse modo,
estratégias usando a medicina regenerativa, tais como as envolvendo terapias com células-

tronco (CT), tornam-se muito Gteis em diversas patologias no SNC, incluindo a epilepsia.

25  CELULAS-TRONCO (CT)

As CT sdo células que possuem trés caracteristicas principais: sdo células néo
especializadas; possuem capacidade de auto-renovagédo, ou seja, dividem-se se mantendo
indiferenciadas por longos periodos; e, diante de estimulos especificos, possuem a
capacidade de se diferenciar em células maduras e funcionais de um tecido especifico
(WATT e HOGAN, 2000; ZAGO, 2006).

Elas s@o classificadas em trés grupos: totipotentes, pluripotentes e multipotentes
(WAGERS e WEISSMAN, 2004; ZAGO, 2005). As CT totipotentes séo capazes de gerar
todos os tecidos do organismo e os tecidos extra-embrionarios, ou seja, podem gerar um

organismo por inteiro. E o caso do zigoto. As CT pluripotentes sdo capazes de gerar qualquer
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tecido do organismo, ou seja, podem dar origem aos trés folhetos embrionarios (endoderma,
ectoderma e mesoderma) (WAGERS e WEISSMAN, 2004; ZAGO, 2005). Um exemplo de
CT pluripotentes sdo as CT embrionarias isoladas da massa celular interna de blastocistos
(THOMSON et al., 1998). Mais recentemente descreveu-se que as CT pluripotentes podem
ser criadas a partir de células somaticas, como é o caso das células pluripotentes induzidas
(iPSCs), através da expressdo de determinados fatores de transcricdo (TAKAHASHI e
YAMANAKA, 2006). As CT multipotentes sdo capazes de originar apenas uma linhagem
ou um subconjunto de linhagens celulares. Sdo células mais diferenciadas comparadas com
as pluripotentes (WAGERS e WEISSMAN, 2004). Elas podem ser fetais, quando isoladas
do feto propriamente dito; de tecidos extraembrionarias de origem fetal, tais como a placenta,
o liquido amniotico e o corddo umbilical (PAPPA e ANAGNOU, 2009); ou adultas, que séo
encontradas em todos os tecidos do organismo e durante toda a vida do mesmo (CAPLAN,
2007).

As CT adultas sdo responsaveis pela reposicdo das células especializadas mortas pelo
processo de envelhecimento ou dano tecidual (CAPLAN, 2007). A génese de novas células
nos tecidos comeca nas CT multipotentes adultas e segue uma hierarquia cuja célula final é
a especializada e funcional. Exemplos de CT adultas sdo as CT hematopoiéticas que ddo
origem a todas as células do sangue, e as CT mesenquimais, existentes em todos os tecidos
do mesenquima (como o conjuntivo) e que ddo origem principalmente a fibroblastos,
ostedcitos, condrdcitos e adipocitos (KRAUSE, 2002; JACKSON et al., 1999).

Com o avanco de técnicas de biologia molecular, tranfeccdo, transducédo e técnicas de
cultivo celular, cresceram as pesquisas envolvendo as CT. Atualmente essas células sdo
usadas em pesquisas basicas de embriogénese e diferenciacao celular (PRICE et al., 2012),
como modelo de doencas in vitro (para teste de drogas, por exemplo) (NGUYEN et al.,
2011), em estudos de acdo de drogas em tecidos-alvo (ZHAO et al., 2012), de bioengenharia
(TAKEBE et al., 2013) e de terapia celular (ROPER e STEINDLER, 2013).

2.5.1 Células-tronco neurais (NSC)
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As células-tronco neurais (NSC, do inglés neural stem cell) sdo um tipo especifico
de CT multipotentes encontradas no SNC (GAGE, 2000). Estas células possuem trés
caracteristicas: capacidade de auto-replicacéo, de se diferenciar em trés dos principais tipos
celulares do SNC: neurénios, astrécitos e oligodendrocitos (Figura 3) e, por fim, de regenerar
o tecido neural (OLIVER-DE LA CRUZ, 2012). Além disso, as NSC possui a caracteristica
de produzir estruturas tri-dimensionais em cultura celular, chamada neuroesferas
(REYNOLDS e WEISS, 1992). Quando estdo comprometidas com uma linhagem especifica
e possuem proliferacdo limitada, sdo chamadas de progenitora (no caso dos neurais ndo séo
capazes de formar neuroesferas em cultura) (ROPER e STEINDLER, 2013; OLIVER-DE
LA CRUZ, 2012).

Haematopoietic cells CNS cells

Haematopoietic stem cell

Common Common
lymphoid myeloid
progenitor progenitor
/ \ During development only, from extra-embryonic

yolk sac myeloid cells
Neural stem cells
Megakaryocytic-erythropoietic Granulocyte-monocyte

progenitor progenitor

Monocyte-dendritic-cell Mlcroglla Macroglia Neurons
Megakaryocytes
Lymphocytes and platelets Erythrocytes progenitor ; : ;
@ Granulocytes / l \
Neutrophils
Basophils Dendrmc
Eosinophils Macrophages Monocytes Oligodendrocytes Astrocytes

O RO Ok

lr| adulthood

Penvascular macrophages
Choroid plexus macrophages
Meningeal macrophages

Figura 3: Células hematopoéticas e neuroglia. Das células residentes no SNC, apenas os macréfagos e
microglias, que sdo células fagociticas derivadas de células-tronco hematopoiéticas provindas do mesoderma,
ndo sdo derivadas de NSC que possuem origem do ectoderma. As NSC sdo capazes de dar origem a neurénios,
oligodendrdcitos, astrocitos (RANSOHOFF; CARDONA, 2010).
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A ocorréncia de neurogénese no cérebro de mamiferos adultos esta bem estabelecida
(GIL-PEROTIN et al., 2009). Ela se d& a partir das NSC e progenitores neurais, e isso
geralmente acontece em duas areas: na zona subventricular dos ventriculos laterais (SVZ,
do inglés sub-ventricular zone), onde as NSC geram interneurdnios GABAérgicos no bulbo
olfatdrio, e na zona sub-granular do giro dentado no hipocampo (SGZ, do inglés sub-
granular zone), onde elas geram neur6nios excitatorios glutamatérgicos granulares (Figura
4) (ROPER e STEINDLER, 2013). Progenitores gliais, por sua vez, sdo encontrados por
todo o cérebro em quiescéncia, podendo proliferar e gerar glia madura em condi¢cdes como
traumas cerebrais (OLIVER-DE LA CRUZ, 2012).

Figura 4: Localizacdo dos nichos de neurogénese do cérebro. Esquema de corte sagital de
cérebro de roedor adulto, mostrando que a zona sub-ventricular (A) dos ventriculos laterias
(LV) contém células-tronco com aparéncia astrocitaria chamadas de tipo B1 (azul) que ficam
em contato com células ependimarias (cinza). As tipo B1 geram células que se dividem
rapidamente, chamadas de tipo C (verde), que vao dar origem a neuroblastos imaturos ou
células tipo A (vermelho) que migram para o bulbo olfatério e se diferenciam em neurdnios
granulares. Na zona subgranular (B) do giro dentado (DG), as células-tronco com aparéncia
astrocitaria (azul) se diferenciam em neuroblastos (vermelho), que se vao se diferenciando,
ao mesmo tempo em que migram (rosa), até se tornarem neurdnios especializados (marrom)
(OLIVER-DE LA CRUZ, 2012).

As NSC podem ser obtidas de CT pluripotentes (CT embrionarias ou iPSC) ou de
tecido fetal e adulto (ROPER e STEINDLER, 2013). H& protocolos de diferenciagédo de
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progenitores de neurdnios e até mesmo neurénios maduros a partir de CT pluripotentes
(BRUSTLE et al., 1997) (SWISTOWSKI et al., 2010). As NSC e 0s progenitores neurais
fetais podem ser obtidos de fetos humanos provindos de aborto, sendo essa uma fonte onde
se consegue isolar maior quantidade de NSC comparado com o cérebro adulto (LO e
PARHAM, 2009; TAGA; FUKUDA, 2005). Tais células ja foram usadas em alguns estudos
clinicos em traumas raquimedulares (WIRTH et al., 2001) e acidente vascular cerebral
(AVC) (STEM CELL THERAPIES AS AN EMERGING PARADIGM IN STROKE,
2009).

Apesar das dificuldades em se isolar NSC de cérebros de pacientes, Walton e
colaboradores (2006) conseguiram isolar progenitores neurais/astrociticos de tecido cerebral
de pacientes epiléticos refratarios obtidos apds lobotomia terapéutica. As ceélulas se
expandiram in vitro, apesar de ndo formarem neuroesferas, e, ao serem transplantadas em
modelos animais, diferenciaram-se em astrécitos e neurdnios (WALTON et al., 2006).
Harris e colaboradores (2012) publicaram um artigo onde descreveram sobre a derivacao de
progenitores neurais a partir de CT mesenquimais de pacientes com esclerose multipla,
sendo esta uma fonte mais acessivel de CT para transplante celular. As células apresentaram
expressdo génica compativel com a linhagem neural, além de uma potente acdo

imunomodulatéria, indicando o seu valor terapéutico (HARRIS et al., 2012).

2.6 TERAPIA CELULAR EM EPILEPSIA

A terapia celular é uma ferramenta da medicina regenerativa que envolve o conjunto
de métodos e abordagens tecnoldgicas com a utilizacdo de células no tratamento de diversas
doencas, incluindo as neurodegenerativas (ZAGO, 2005). De fato, as caracteristicas de auto-
renovacdo e diferenciacdo celular colocam as CT como boas candidatas para o tratamento
de doencas onde ha a presenca de morte celular, tais como no caso de doencgas onde ha
degeneracdo neuronal (SHETTY e HATTIANGADY, 2007). Além disso, ja estd bem
descrito que a acdo terapéutica das células transplantadas ndo se resume a migragéo,
sobrevivéncia e diferenciacdo das células no local lesionado. Efeitos parécrinos
imunomodulatorios e/ou neurotréficos foram descritos em CT mesenquimais e NSC apés o
transplante (BEN-HUR, 2008; UCCELLI et al., 2008).

Ao se trabalhar com terapia celular, deve-se que observar alguns pardametros que

influenciam diretamente o efeito terapéutico, tais como o tipo celular usado, 0 momento de
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aplicacdo das células, o nimero de doses, a via de administragdo, a quantidade de células
injetadas, o estagio da doenca e a qualidade da célula (condi¢fes de cultura e momento da
retirada das células da cultura). Outros parametros, tais como a observacao de efeitos em
longo prazo, a utilizagdo de métodos para super ou supra-expressar moléculas nas células, a
utilizacdo de terapia combinada e de métodos que aumentem a sobrevivéncia das células
transplantadas in vivo também devem ser analisados (BEN-DOR et al., 2006; BARMINKO
etal., 2011; MILTIADOUS et al., 2013; LEE et al., 2013; KAWASAKI-OYAMA, 2004).
Devido ao carater degenerativo e inflamatério das epilepsias, a terapia celular esta sendo
estudada nessa doenca, com estudos prévios mostrando efeito benéfico dessa terapia em
modelos animais de epilepsia (SHETTY e HATTIANGADY, 2007; SHETTY, 2012,
ROPER e STEINDLER, 2013; SORENSEN e KOKAIA, 2013).

Em um estudo anterior do nosso grupo, em 2010, células mononucleares de medula
6ssea foram transplantadas pela via venosa em um modelo agudo de epilepsia induzido por
pilocarpina em ratos. Apesar de terem sido encontradas apenas poucas células transplantadas
no hipocampo dos animais, 15 dias ap0s o transplante o grupo transplantado ndo apresentou
CER, diferentemente do grupo que recebeu salina. As células também foram capazes de
proteger contra a perda neuronal e preservar a potenciacdo de longa duracdo (LTP) de
sinapses em CA1 (COSTA-FERRO et al., 2010).

Em 2012, um novo estudo foi publicado por nosso grupo, dessa vez usando um
modelo cronico de epilepsia. As células mononucleares de medula Ossea foram
transplantadas 10 meses apds a inducdo da epilepsia, causando a diminuicdo da frequéncia
e duragdo das CER e dos niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-o, IL-1p e IL-6) e 0
aumento do nivel de IL-10 in situ e no soro (COSTA-FERRO et al., 2012).

Outro relato dos efeitos do transplante de CT mesenquimais por via endovenosa em
um modelo crdnico de epilepsia em ratos demonstrou uma diminuicdo do nimero de crises
e um aumento da densidade neuronal nos animais tratados (ABDANIPOUR et al., 2011).
Outro estudo observou, em um modelo de epilepsia utilizando estimulacéo elétrica focal do
cérebro, os efeitos do transplante intracerebral de CT mesenguimais um més ap6s a inducao.
As células foram encontradas no cérebro trés meses apos o transplante, e houve melhora no
EEG e na expressao de receptores de adenosina (HUICONG et al., 2013).

Atualmente estd sendo conduzido o primeiro estudo clinico envolvendo terapia

celular e epilepsia. Este € um estudo de fase | no qual esta sendo testado o efeito do
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transplante de células mononucleares de medula 6ssea em pacientes com ELT refrataria
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show /NCT00916266).

2.6.1 Transplante de NSC em epilepsia

O fato das NSC serem capazes de se diferenciar em neurdnios in vitro e in vivo, de
migrar e sobreviver no SNC e de produzir diversos fatores imunomodulatorios e
neurotroficos (SHETTY, 2012), fazem delas boas candidatas a terapia celular para doencas
do SNC. Estudos anteriores se basearam na ELT usando modelos de SE e mostraram que
NSC adultas e fetais, séo capazes de se integrar no hipocampo alterado e se diferenciar em
neurdnios e astrdcitos (SHETTY, 2012; SORENSEN e KOKAIA, 2013).

Chu e colaboradores (2004) examinaram a eficacia da administracdo intravenosa de
NSC fetais humanas no CER em modelo de pilocarpina em ratos. O transplante de NSC foi
realizado um dia ap6s a inducgdo e por volta de um més ap6s o SE, 87% dos animais nao
transplantados desenvolveram CERs, enquanto apenas 13% dos animais transplantados
apresentaram CERs. Além disso, a gravidade das crises foi diminuida no grupo
transplantado. A andlise histolégica mostrou a presenca de células transplantadas seis
semanas apos o transplante, e por volta de 30% das células transplantadas apresentaram
marcadores de interneurénios (GABA e parvalbumina). Apesar disso apenas poucas foram
capazes de se diferenciar em neurbnios maduros (1-2,5%). Ratos ndo induzidos que
receberam NSC ndo apresentaram células transplantadas no hipocampo, mostrando que o
SE € capaz de promover o recrutamento e a migracdo dessas células para o hipocampo (CHU
et al., 2004).

Waldau e colaboradores (2010) analisaram o efeito do transplante de NSC fetais de
rato no hipocampo de ratos exibindo ELT crénica (mais de 12 meses ap0s a inducdo). Trés
meses apds o transplante, os animais que receberam NSC apresentaram diminuicdo da
frequéncia e duracdo das CERs. Analise histoldgica mostrou que nesse periodo 28% das
células transplantadas se integraram e que isso resultou em aumento do nimero de astrdcitos
produtores da proteina anticonvulsivante GDNF e de neurdnios GABAérgicos. Apesar disso
o transplante ndo melhorou a deficiéncia de memdria e aprendizado espacial analisado dois
meses apos o transplante (WALDAU et al., 2010).

Dois artigos publicados recentemente (HUNT et al., 2013; MILTIADOUS et al.,

2013) mostraram efeitos benéficos do transplante de NSC ou progenitores neurais na fungao
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cognitiva. Hunt e colaboradores (2013) transplantaram progenitores GABAEérgicos no
hipocampo de camundongos com epilepsia crénica induzidos por pilocarpina. Foram
observadas reducdo da ocorréncia de CERs, restauracdo das alteracdes de comportamento
em aprendizado espacial, hiperatividade e agressividade de resposta ao manuseio. Os
progenitores transplantados foram capazes de migrar do local de injecdo e apresentou
expressao génica e protéica de inter-neurdnios. Essas células diferenciadas foram capazes de
receber sinapses excitatdrias, demonstrando a sua funcionalidadeMiltiadous e colaboradores
(2013) transplantaram NSC adultas, derivada da SVZ, no hipocampo de camundongos
quatro dias ap6s a inducdo do SE. O transplante preveniu o declinio cognitivo, protegeu
contra a neurodegeneracdo, reduziu astrogliose e manteve a proliferacdo de células

granulares enddgenas a niveis normais.

2.6.2 Mecanismos de acéo das NSC transplantadas

Para que haja uma recuperacdo funcional em desordens cerebrais, a substituicdo
celular e a reconstituicdo, ao menos parcial, da circuitaria neuronal, deve ser o objetivo a
longo-termo (KOKAIA etal., 2012). Porém, a sobrevivéncia, a integracao e a funcionalidade
correta das células transplantadas ainda sdo um desafio. De fato, poucos estudos
demonstraram que as células transplantadas sdo capazes de gerar conexdes de longa e curta
distancia funcionais (YOHN et al., 2008) (HUNT et al., 2013). No SNC ha varios subtipos
de neurdnios, tais como 0s motores, dopaminérgicos e 0s interneurdnios, e cada um se
encontra em regides especificas e determinadas. Assim, além de se diferenciar em neurénio
e sobreviver, as NSC transplantadas precisam migrar para sitios especificos, se diferenciar
em subtipos determinados e serem funcionais, fazendo conexdes sinapticas corretas
(HARTMAN et al., 2010; NAEGELE, 2010). Estudos realgaram esse ponto mostrando que
NSC endogenas frente a crises epiléticas sdo capazes de formar neurbnios ectdpicos que
podem contribuir para a hiperexcitabilidade (revisado por (NAEGELE, 2010)). Além disso,
é sabido que as NSC podem se diferenciar em astrdcitos, que sdo células com papel no
aumento da excitabilidade neuronal, além de contribuirem para a formagé&o de uma cicatriz
glial (O'DELL et al., 2012). Apesar disso, Waldau e colaboradores (2010) demonstraram
que astrocitos derivados de NSC sdo, em sua maioria, produtores de GDNF, um peptideo
com agéo anticonvulsivante (WALDAU et al., 2010).

28



Recentemente, estudos tém relacionado as NSC a uma acdo neurotrofica e
imunomodulatéria, em adicdo ao efeito de integracdo tecidual (figura 5) (DE FEO et al.,
2012; BEN-HUR, 2008). Em um modelo experimental de neuroinflamacdo, como a da
esclerose multipla, o transplante de NSC sistémico promoveu a apoptose de linfécitos T
reativos através da expressdo de ligantes, tais como o FasL, ou pela produ¢do de mediadores
soluveis envolvidos com a apoptose mediada por mitocéndria, tais como éxido nitrico, IFN-
gama, GDNF e LIF (PLUCHINO et al., 2005). Lee e colaboradores (2008) transplantaram
NSC fetais humanas por via intravenosa ou intracerebral em um modelo de AVC em ratos,
e observaram que somente as células injetadas por via intravenosa tiveram efeitos benéficos,
tais como a diminuicdo da infiltracdo leucocitéria, do edema cerebral e dos niveis de fatores
inflamatdrios TNF-a, 1L-6 e NF-kB (LEE et al., 2008). Cusimano e colaboradores (2012)
observaram que o transplante focal de NSC em modelo de trauma raquimedular diminui o
infiltrado inflamatério, principalmente por diminuir a propor¢do de macréfagos proé-
inflamatorios (M1) ativados (CUSIMANO et al., 2012).

Além disso, ja esta descrito na literatura que a prevencdo de morte neuronal e de
formacdo de cicatriz glial promovidas pelas NSC transplantadas é devida a secrecdo por
essas células de NGF, BDNF, CNTF e GDNF (DE FEO et al., 2012). Em um modelo de
demileinizacdo induzida por cuprizona em camundongos, essas células também foram
capazes de aumentar a remielinizacdo através da secrecdo de PDGF-AA e FGF-2
(EINSTEIN et al., 2009) e em modelo de AVC isquémico, NSC foram capazes de promover
plasticidade axonal e dendritica através da secrecdo de VEGF, slit e trombospondina 1 e 2
(ANDRES et al., 2011).

De fato, De Feo e colaboradores (2012) indicam que, em desordens
neurodegenerativas primarias caracterizadas por reacdo inflamacdo, como é o caso da
epilepsia, o transplante de NSC se torna uma terapia ideal, mais pela agdo imunomodulatoria
e neurotréfica dessas células do que pela integracdo e diferenciacdo das mesmas (DE FEO
etal., 2012).

Apesar do potencial de migracdo e integracdo das NSC e seus efeitos benéficos sobre as
crises epiléticas e memdria ap06s o transplante dessas células ja estarem bem definidos em
estudos anteriores em modelos de epilepsia, ndo ha uma relacao clara do papel das NSC na
neuroinflamacdo existente em modelos animais de ELT. O trabalho atual visa esclarecer

alguns pontos sobre essa relacao.
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Figura 5: Efeitos das NSC apds o transplante em desordens neuroldgicas experimentais. As NSC séo
expandidas in vitro e, apds serem transplantadas, passam para o parénquima cerebral atraidas por uma
regido inflamatoria. Essas células promovem neuroprotecdo, ndo s6 por se integrarem e se diferenciar em
células especializadas no tecido, mas também pela liberagdo de fatores tréficos e imunomodulatorios que

levam a uma plasticidade celular e molecular (De Feo et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar celulas-tronco neurais adultas e avaliar seu potencial terapéutico quando
administradas na fase aguda do modelo de ELT induzida por litio-pilocarpina em ratos
Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar e caracterizar o fen6tipo das NSC adultas;

e Auvaliar a capacidade de diferenciagcdo das NSC em tipos celulares encontrados no
SNC;

e Avaliar a estabilidade genética e potencial tumorigénico das NSC;

e Avaliar o potencial imunomodulador das NSC in vitro;

e Auvaliar a presenca das NSC transplantadas em diversos tecidos;

e Quantificar a perda neuronal em animais com SE tratados ou ndo com NSC;

e Determinar as concentracdes de citocinas pro- e anti-inflamatorias in situ e no soro

de animais com SE tratados ou ndo com NSC;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Neste estudo avaliou-se o efeito das NSC quando transplantadas logo apds a inducéo
do SE em ratos Wistar feito através do modelo Litio-pilocarpina. No total 32 animais
induzidos entraram no estudo (grupo pilocarpina), e para meios de comparacdo foram
utilizados 9 animais nao submetidos ao SE (grupo normal). Os animais do grupo pilocarpina,
logo apds receberem diazepam para bloquear o SE, foram divididos em dois subgrupos: SE-
NSC e SE-salina. Os animais do primeiro grupo foram transplantados com células-tronco
neurais e eutanasiados 24 horas (n=9) e 12 dias (n=9) apds o transplante; J& no segundo
grupo, em vez do transplante celular, os animais receberam solucéo salina, e também foram
eutanasiados 24 horas (n=8) e 12 dias (n=6) ap06s a injecdo de salina. Foi realizada a eutanasia
dos animais para avaliar: migracdo celular por imunofluorescéncia, quantificagdo da perda
neuronal por coloracdo de Nissl e avaliacdo da presenca de fatores pro- e anti-inflamatdrios
no cérebro e no soro por ELISA.

As NSC foram fenotipicamente caraterizadas antes do transplante, e tiveram o
cariotipo analisado. Experimentos de diferenciacédo, de side population, de linfoproliferacéo

e de formacdo de tumor foram realizados. O desenho experimental esta esquematizado na

Figura 6.
‘3_“.) Inducéo do SE.
Modelo litio- Eutanasia
pilocarpina em ratos
Descongelamento e wistar
cultivo das NSC .
24h 12 dias
I 2 semanas I
I IR
1- Caracterizacdo Transplante de NSC - - - N
2- Diferenciacédo (107 cels) ou salina 1- Potencial de migrac&o das células
3- Analise cromossémica {imunofluorescéncia)
4- Ensaio de Side Population 2- Quantificacédo da perda neuronal.
5- Potencial tumorigénico (coloragdo por Nissl)
6- Ensaio de linfoproliferacéo - 3- Fatores pro- e anti-inflamatoérios no soro e

no cérebro (ELISA)

Figura 6: Desenho experimental mostrando as etapas do trabalho.



4.2 ANIMAIS

Para a realizag&o dos estudos, utilizaram-se 67 ratos adultos, da linhagem Wistar com
45-70 dias de idade, pesando entre 230-300 gramas, provenientes do Biotério do Centro de
Biotecnologia e Terapia Celular do Hospital Sdo Rafael. Os animais foram mantidos em
micro-isoladores com ventilacdo individual das gaiolas, recebendo agua e racdo a vontade,
sob o fotoperiodo de 12 horas luz/ 12 horas escuro, & 21°C+-1° e 55-65% de umidade relativa
do ar.

O méaximo de precaucao foi deliberado com o intuito de minimizar o sofrimento dos
animais e de reduzir o numero de animais utilizados. Todos os experimentos estiveram de
acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-
23, revisado 1996). Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

do Hospital Séo Rafael.

4.3 INDUCAO DA EPILEPSIA PELO MODELO LITIO-PILOCARPINA

Os animais do grupo pilocarpina receberam cloreto de litio (Merck Millipore,
Billerica, MA, EUA), injetada intraperitonealmente (i.p), na dose de 127 mg/kg, 20-22 horas
antes da administracdo da pilocarpina e receberam uma dose de 1mg/kg de butil-
escopolamina  (Boehringer  Ingelheim,  Ingelneim am  Rhein,  Rhineland-
Palatinate, Alemanha) injetada i.p, 30 minutos antes da administracdo da pilocarpina. Esta
ultima é um antagonista ndo seletivo do receptor muscarinico e é capaz de passar pela BHE
e induzir o processo epileptogénico. O pré-tratamento com butil-escopolamina foi aplicado
com o objetivo de atenuar as manifestacfes periféricas da pilocarpina. O grupo epiléptico
recebeu 60mg/kg de cloridrato de pilocarpina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) via i.p,
adaptado de protocolo publicado (CLIFFORD et al., 1987) e o inicio do SE foi considerado
quando os animais atingiram grau IV ou V da escala de Racine modificada (RACINE, 1972;
HATTIANGADY e SHETTY, 2011), seguida de crises clonicas sustentadas por mais de dez
minutos. Aproximadamente 120 minutos apds a instalagdo do SE, foi injetado 10mg/kg de
diazepam (Cristalia, Itapira, SP, Brasil) i.p. para interromper as crises. Os animais depois,
receberam injecdes de 5ml de salina subcutaneo para controlar a desidratacdo provocada
pela inducdo do SE. O protocolo de indugéo estd esquematizado na Figura 7.
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Figura 7: Esquema de inducdo do SE e eutanasia dos animais.
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4.4 CULTIVO E TRANSPLANTE DAS NSC

Foram utilizadas NSC obtidas da SVZ do cérebro de camundongos C57BL/6 adultos
e transfectadas para expressar a proteina verde fluorescente (GFP). Os procedimentos de
isolamento e transfeccdo, cuja metodologia esta descrita em artigo previamente publicado
(CUSIMANQO et al., 2012), foram realizados previamente na Unidade de Neuroimunologia
do Instituto de Pesquisas San Rafaelle em Mildo, Itélia. As células foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Gianvito Martino.

Uma amostra de NSC que estava acondicionada em criotubos a -196° C em
nitrogénio liquido foi descongelada, as células foram processadas e mantidas em garrafas de
cultivo celular estéreis de 75 cm? contendo meio basal para NSC de camundongo
NeuroCult™ (Stem Cell Technologies, Vancouver, British Columbia, Canada)
suplementado com suplemento de proliferacdo de NSC NeuroCult™  (Stem Cell
Technologies) e adi¢do de FGF (10 ng/ml) e EGF (20 ng/ml) recombinantes (GIBCO, BRL,
New York, EUA), heparina (2 pg/ml) (Stem Cell Technologies) e antibidticos penicilina e

estreptomicina (GIBCO), e incubadas em estufas com 5% CO a 37°C. As neuroesferas em
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cultivo apos atingirem um tamanho especifico e apresentarem coloracdo amarelada foram
retiradas da garrafa e lavadas em salina 0,9% seguida de centrifugacdo a 100 g por 5 minutos.
O pellet celular foi ressuspendido em 1 ml de acutase (GIBCO) e incubado por 10 minutos
a 37°C com pipetagem periodica para que as ligacdes entre as células fossem desfeitas. Apos
a dissociacdo, as células em suspensdo foram centrifugadas a 150 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 1 ml de neurocult completo. A
contagem do namero de células foi realizada em camara de Neubauer. A viabilidade celular
foi observada adicionando-se Azul de Tripan. As células foram utilizadas para a expansédo
de novas subculturas (passagens), criopreservacdo de aliquotas reservas, em ensaios de
diferenciacdo, de imunofenotipagem, de cariotipagem, de linfoproliferacdo e de side
population, para observar o potencial tumorigénico e para transplante no modelo
experimental.

O processo de isolamento, evolugdo da cultura, e a caracterizagdo morfoldgica das
células foram monitorados utilizando um microscopio invertido CKX41 (Olympus,
Shinjuku, Tokyo, Japdo) e o software ImagePro Plus 7.0 (Media Cybernetics, San Diego,
CA, EUA).

As NSC foram transplantadas, por via intravenosa, através da veia da cauda, em uma
suspenséo contendo 107 células em 500 pL de solucéo salina/ animal.

4.5 ENSAIO DE DIFERENCIACAO DAS NSC

Para diferenciacdo das NSC em neur6nios, astrocitos e oligodendrocitos, essas
células foram cultivadas em placa de 24 pogos com laminula de vidro redonda, depois de
pré-tratamento dos pocos com gelatina 0,1% (Stem Cell Technologies) por 30 minutos em
estufa a 37°C. As NSC foram retiradas da garrafa e dissociadas com acutase (GIBCO), de
acordo com a metodologia descrita acima e ressuspendidas em meio de diferenciacédo
Neurocult composto por meio basal para NSC de camundongo NeuroCult™ (Stem Cell
Technologies) suplementado com suplemento de diferenciagdo de NSC NeuroCult™ (Stem
Cell Technologies) e adicao de antibidticos penicilina e estreptomicina (GIBCO), e por fim
contadas em camara de Neubauer usando azul de tripan para obtencéo da viabilidade celular.
1x10° cels foram colocadas em cada poco contendo 1 ml do meio de diferenciagdo. As
células foram cultivadas por 7 dias, sempre trocando metade do meio quando este ficava

aciddfilo, ou seja, com coloragdo amarelada. Para a caracterizacdo das NSC indiferenciadas,
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parte das células sofreu 0 mesmo protocolo, porém elas foram cultivadas em meio de

proliferagdo.

4.6 CARACTERIZACAO DAS POPULACOES CELULARES OBTIDAS

4.6.1 Ensaio de side population

As NSC foram retiradas da cultura e dissociadas como descrito anteriormente. 2x10°
cels foram adicionadas a 2 ml de meio neurocult completo sem EGF e FGF. Hoechst 33342
(Sigma) foi adicionado numa concentracdo de 5ug/ml e as células foram incubadas a 37°C
sob constante agitacdo por 90 minutos. Apos centrifugacao (150 g, 5 minutos) as células
foram ressuspendidas em 200 pl de salina 0,9% e marcadas com anticorpo primario CD44
conjugado com APC (1/50 BD, Franklin Lakes, NJ, EUA, cat: 559250) por 30 minutos.
Ap0os nova centrifugacdo (150 g, 5 minutos) as células foram ressuspendidas em 400 ul de
salina 0,9% e tratadas com 40 ul de iodeto de propideo 50 ng/ml (BD cat:51-66211E) por 3
minutos para poder excluir células mortas, ja que somente essas células incorporam esse
corante. Em seguida, as células foram passadas no citdmetro de fluxo LRSFortessa (BD).
Durante a analise somente as células positivas para CD44 e negativas para iodeto de propideo
foram consideradas.

Como controle positivo foi usado células de medula 6ssea de camundongos C57BL/6
transgénicos para GFP. Elas foram isoladas do fémur e tibia dos animais, lavadas e as
hemaécias lisadas usando o tampédo de lise (144 mM de cloreto de aménio, 10 mM de
bicarbonato de sodio, 1 mM de EDTA, pH7,4). Em vez de neurocult, foi adicionado meio
DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) com 2% de soro fetal bovino nas células, e no
final, elas foram marcadas com CD45 conjugado com APC (1/20 BD cat: 559864).

4.6.2 Avaliacdo citogenética

Para a avaliacdo citogeneética, as NSC cultivadas foram expostas a 1 pg/ml de
colchicina (CULTILAB; Campinas, SP, Brasil) para interrupc¢éo do ciclo celular durante a
metafase por um periodo de 2 horas. Apos esse tempo as células foram tratadas com acutase
(GIBCO) para dissociagdo das coldnias e remocdo das mesmas da superficie plastica. Todo

contetdo foi acondicionado em um tubo cénico e centrifugado por 2000 rpm por 6 minutos.



O sobrenadante foi descartado e as células submetidas a tratamento hipotdnico com solucao
de KCL 0,075 M e colocadas em banho-maria a 37°C por 20 minutos. A fixacdo para
exposicao das células foi realizada em solucdo 3:1 de Carnoy (metanol/acido acético). As
laminas preparadas foram coradas com solucdo de giemsa/PBS.

As metafases foram analisadas em microscopio BX61 (Olympus) e as imagens foram
capturadas através de sistema de imagem applied imaging acoplado a este microscépio.

4.6.3 Ensaio de formacéao de tumor

As NSC foram retiradas da cultura e dissociadas como descrito anteriormente, e 10°
células foram injetadas no testiculo de camundongos SCID (n=2). Para isso, utilizando-se
de material cirargico adequado, foi realizada uma pequena incisdo na parede
abdominopélvica de aproximadamente 1,5 cm. Os testiculos foram entdo retirados da
cavidade, e as células injetadas no espaco intertubular, proximas a cabeca do epididimo. Os
animais foram eutanasiados 1 més depois e os testiculos foram retirados e fixados em formol
10% seguido por processamento usando parafina, conforme descrito na sessao abaixo.
Cortes de 3 um foram realizados e corados com H&E e, em seguida, digitalizados usando o
Aperio ScanScope system (Aperio Technologies, Vista, CA, USA). Como controle negativo,
foram usados 2 animais injetados com salina e como controle positivo foram usados 2
animais injetados com iPSC de camundongo, ja que esse é um tipo celular ja testado no
nosso laboratério como formador de tumor (teratoma). Estas células foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Gianvito Martino da Unidade de Neuroimunologia do Instituto de Pesquisas

San Rafaelle em Mildo, Italia.

4.6.4 Imunofluorescéncia

As NSC foram cultivadas em placa de 24 po¢os com laminula por 7dias. Apds esse
tempo, os meios de cultura Neurocult de diferenciacdo ou proliferacdo foram retirados do
poco e foram realizadas trés lavagens com PBS durante 3 minutos. Apos a remogéo do PBS,
as ceélulas foram fixadas com PFA 4% durante 30 minutos. Em seguida foi feita uma lavagem
dos pogos por trés vezes com PBS durante 3 minutos. Em seguida, foi realizado o blogueio
com Background blocking Solution (Diagnostic Biosystems, Pleasanton, CA, EUA) durante

30 minutos e incubadas overnight com os anticorpos primarios. Foram utilizados o0s
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seguintes anticorpos, nas respectivas diluicdes: anti-Blll-tubulina (1:400, Promega,
Madison, W1, EUA, cat:G712A), anti-GFAP (1:200, Zymed Carlsbad, CA, USA cat:18-
0063), anti-GAD67 (1:250, Merck Millipore cat:MAB5406), anti-doublecortina (1:800,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA, cat:sc-8066), anti-nestina (1:50,
chemicon, Temecula, CA, EUA cat:MAB 353), anti-CD44 (1:50, BD cat:550538) e anti-
vimentina (1:200, Santa-Cruz cat:sc-7557).

No dia seguinte, foram realizadas duas lavagens com PBS/Tween 0,05% durante 3
minutos, seguida de duas lavagens de PBS por mais 3 minutos. Subseqgiientemente foi
realizada a incubagdo com os anticorpos secundarios especificos diluidos a 1:200 em solucdo
de PBS/BSA 1%: anti-lgG de camundongo conjugado a Texas Red (MOLECULAR
PROBES, Eugene, OR, EUA, cat:T862), anti-IgG de coelho conjugado a Alexa Fluor 568
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA cat:A10042), Anti-cabra conjugado a Alexa Fluor 594
(Invitrogen cat:A21458) ou anti-lgG de rato conjugado a Alexa Fluor 594 (Invitrogen
cat:A21209). Os pocos foram incubados com a solugdo contendo anticorpos secundarios
durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com
PBS/Tween 0,05% durante 3 minutos e mais duas lavagens de PBS também por 3 minutos.
As laminas foram montadas com meio de montagem VectaShield (DAKO, Glostrup,
Dinamarca) contendo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) para marcacdo nuclear e
analisadas utilizando o microscépio confocal Fluoview 1000 (Olympus).

4.7 ENSAIO DE LINFOPROLIFERACAO

As NSC cultivadas foram dissociadas como descrito anteriormente e inativadas com
o inibidor de proliferacdo celular mitomicina C na concentracao de 25 pg/ml em um volume
de 5ml/107 células durante um periodo de 30 minutos & 37°C. Esplendcitos foram isolados
do baco de camundongos C57/BL6 em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 2mM de L-glutamina, 0,1% de de solucdo vitaminica RPMI 1640 (Sigma), 1mM de
piruvato de sodio, 10mM de hepes, 50 uM de 2-mercaptoetanol e 50 ug/ml de gentamicina.
Os esplendcitos foram cultivados em placas de 96 pocos na concentracdo de 8x10°
celulas/pogo em triplicata, em um volume final de 200ul, na presenca do ativador policlonal
concanavalina A (ConA) a 5ug/ml, sozinho ou na presenga de 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 ou
1:10000 de NSC. Como controle da técnica foram realizados pogos com esplendcitos, NSC

ou co-cultura 1:1 sem aplicacéo de conA.
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Ap0s 48 horas de co-cultura, as placas foram pulsadas com 1 pCi de timidina tritiada
(3 H — metil trimidina) (Amersham, Little Chalfont, Inglaterra) por 18 h, e o resultado de
proliferacdo foi obtido apds medicdo de incorporacao de timidina tritiada em contador de
radiagdo B (Hidex, Turk, Finlandia). A porcentagem de inibicdo da proliferacdo pelas NSC
foi determinada apds comparagdo com os valores obtidos pelos esplendcitos estimulados por

ConA sem a presenca das células.

4.8 EUTANASIA E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os animais foram anestesiados com 400 ul de quetamina (Cristalia) a 50 mg/mL e
50 ul de xilazina (Vetbrands, Vinhedo, SP, Brasil) a 20 mg/mL. Ao atingir 0 maximo grau
anestésico 0s animais tiveram o sangue coletado através de puncdo cardiaca. Apds a
eutandsia utilizando uma guilhotina, os encéfalos, os bacos e os pulmdes foram retirados.
No caso dos animais transplantados, um fragmento de baco e um de pulmédo foram
embebidos em tissue teck (SAKURA, Alphen aan den Rijn, Holanda) e, em seguida,
congelados gradualmente em nitrogénio liquido utilizando-se alcool isopropilico. Foram
realizados cortes de 10 um em criostato LEICA CM 1850 UV (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) e as secc¢des obtidas foram utilizadas para as marca¢6es de imunofluorescéncia,
com o intuito de avaliar a migracdo das células transplantadas. As amostras de sangue foram
processadas para retirada do soro, através de centrifugacdo a 3.500 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, o soro coletado foi armazenado a -80°C até utilizac&o.

Os hemisférios esquerdos dos cérebros foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C até o momento da realizacdo do ELISA. Para isso, eles foram
macerados utilizando-se tissue lyser (Qiagen, Venlo, Limburg, Netherlands) em tamp&o com
inibidor de protease (0,4M Nacl, 0,05% Tween 20, 0,05% BSA, 0,1mM de PMSF, 0,1mM
cloreto de benzetdnio, 10mM EDTA, 20KI aprotinina em PBS) a 500mg/ml. O macerado
foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
20°C. Os hemisfeérios direitos dos cérebros foram fixados em formol 10% por 24 horas, €
armazenados por no maximo 48 horas em alcool 70%. Posteriormente, os orgéos foram
submetidos a inclusdo em blocos de parafina. Eles foram desidratadas em solu¢Ges com
concentracdo crescente de &lcool etilico (70%, 80%, 90%) durante 30 minutos cada etapa,
passados 3 vezes em alcool absoluto e 3 vezes em xilol, seguido de duas incubacGes durante

1 hora a 60°C para impregnacéo e inclusdo em parafina histoldgica.
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Em seguida, os fragmentos de tecido na parafina foram cortados em micrétomo RM
2145 (Leica Microsystems) e postos em laminas desengorduradas previamente filmadas com
poly-lisina (Sigma). Em cada baco e cérebro foram obtidos 6 cortes equidistantes de 5 pum
de espessura cada. No caso dos cérebros os cortes do hipocampo foram obtidos entre as
coordenadas 1,46-3,64 mm de Bregma. As laminas foram entéo incubadas a 60° C por 60
minutos para diminuir a camada de parafina, e depois armazenadas & temperatura ambiente
até 0 momento do uso.

As seccOes obtidas dos cérebros foram utilizadas para as marcacdes de
imunofluorescéncia, com o intuito de avaliar a migracdo das células transplantadas e para

coloragéo de Nissl para avaliar a perda neuronal.

4.9 COLORACAO DE NISSL E CONTAGEM NEURONAL

As laminas com os cortes do cérebro foram desparafinizadas em dois banhos de xilol
a temperatura ambiente (5 minutos cada), seguidos de duas lavagens em alcool absoluto e
uma em alcool 80% (todas 5 minutos cada), uma lavagem
rpida em &gua corrente e finalmente nova lavagem rapida
em &gua destilada. As 1dminas foram coradas com solucéo
de cresil violeta 0,5% por 10 minutos seguido de duas
lavagens rapidas em alcool absoluto, e uma em xilol para
desidratacdo e clarificacdo. As laminas foram montadas
utilizando bélsamo do Canadd e laminulas, evitando a

formacdo de bolhas, com posterior secagem a temperatura

Figura 8: Contagem neuronal:

ambiente. representacdo de um quadrante

de 80 x 80 um. Neurbnios com

A quantificacdo neuronal em sec¢fes coradas com citoplasma abundante e nucléolo
evidente (seta).

Nissl foi efetuada a partir de 6 cortes equidistantes de cada
animal, nos 5 animais de cada grupo experimental. As ldminas foram escaneadas no Aperio
(Aperio Technologies) e a contagem dos neurdnios foi realizada nas areas CAl e CA3 do
hipocampo utilizando um quadrante de 80 x 80 um. Foi considerado neurdnios células
grandes e com citoplasma abundante. S0 foram contados 0s neurdnios que apresentavam
nucléolos evidentes (Figura 8).

A densidade neuronal (neurdnios/ mm?®) foi estimada usando a seguinte formula: Nv

= (1/axh)x(PQ/PP), onde Nv = densidade neuronal estimada; a = area do quadrante usado
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(6400 um?); h = espessura do corte (5 um); PQ = soma dos nucléolos contados; PP = soma

dos quadrantes contados (6 quadrantes).

4.10 IMUNOFLUORESCENCIA EM TECIDO

Foi realizado imunofluorescéncia para GFP para analise de migracdo celular. No caso
dos bacos e pulmdes as seccOes provindas de material congelado foram fixadas por 30min
em PFA 4% e ap0s lavagem de 2x com PBS (5 minutos cada) foi realizado a etapa de inibi¢édo
das ligacdes inespecificas com descrita abaixo. No caso dos cérebros, provindo de material
parafinado, foi realizado desparafinizacdo e recuperagdo antigénica. As laminas com 0s
cortes foram submetidas a dois banhos de xilol a temperatura ambiente, 5 minutos cada,
seguida da etapa de hidratacdo em um banho em alcool absoluto, seguida de um banho em
alcool a 90%, um em alcool 70%, um em alcool 30% e um banho de &4gua corrente (5 minutos
cada). A recuperagdo antigénica foi entdo induzida pelo calor com panela a vapor. As
laminas foram postas em cuba com tampao citrato pH 6,0 dentro da panela a vapor a 95-
98°C. Apo6s 20 minutos, as laminas foram esfriadas durante 15 minutos a temperatura
ambiente e lavadas 2x com PBS (5 minutos cada) para retirar o tampao citrato.

A etapa seguinte foi a inibicdo das ligacbes inespecificas, importante para evitar
resultado falso positivo, utilizando-se a solugédo de bloqueio Background blocking Solution
(Diagnostic Biosystems). As laminas foram retiradas do tampdo PBS, postas em camara
Umida e os cortes delimitados com caneta hidrofébica. Imediatamente apés essa etapa, foi
aplicada, em cada corte, a solucdo de blogueio seguida de uma incubagdo por 10 minutos a
temperatura ambiente na camara umida. O excesso da solucdo de bloqueio foi retirado e
aplicado o anticorpo primario anti-GFP (Molecular Probes cat:A6455) diluido 1:400 em
solugdo PBS + BSA 1% em quantidade suficiente (50ul) para cobrir os cortes que foram
entdo incubados por 18 h em cdmara Umida a 4°C. Apos esta incubacdo, as ldaminas foram
lavadas trés vezes em tampao PBS durante 5 minutos cada lavagem e em seguida foi aplicada
0 anticorpo secundario anti-1gG de coelho 488 (Molecular Probes cat: A11008) diluido 1:200
em solugéo PBS + BSA 1%.

Os cortes com anticorpos foram incubados por 1 hora em cémara umida a
temperatura ambiente, seguido de trés lavagens (5 minutos cada) com tampéo PBS. As
laminas foram montadas em VectaShield com DAPI (Dako). As células transplantadas

foram detectas nos tecidos por analise de microscopia de fluorescéncia em microscopio
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confocal Fluoview 1000 (Olympus) a partir da visualizacdo de células emissoras de
fluorescéncia de comprimento de onda 517 nm utilizando o laser 473 nm.
Durante o experimento foi feito um controle positivo (tecido provindo de animal GFP) e um

controle negativo (sem o anticorpo primario) para validar os resultados.

4.11 ELISA

Para quantificacdo de citocinas no soro e no cérebro dos ratos foram utilizados os
kits dual-set ELISA para IL-1B, IL-6 e IL-10 de rato (R&D Systems, MN, EUA). Em
resumo, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 50ul de anticorpo de captura,
overnight, a temperatura ambiente seguida de uma lavagem com PBS tween, bloqueio das
ligacOes inespecificas com PBS + BSA 1% por 1 hora, uma lavagem com PBS tween,
incubacdo com 50l das amostras (soro ou sobrenadante dos cérebros) ou dos padrdes por 2
horas, trés lavagens com PBS tween, incubacdo com 50ul do anticorpo de deteccdo
biotinilado por 2 horas, quatro lavagens com PBS tween, incubacéo de 50 pl de streptavidina
ligada a enzima peroxidase por 20 minutos, trés lavagens com PBS tween, aplicacdo de 50ul
do tampdo de revelacdo aguardando o aparecimento de cor na curva padrdo e parada da
revelagdo utilizando-se 50 pl de uma solucdo stop. A leitura foi realizada a 450nm
utilizando-se o ENVISION 2104 Multilabel reader (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com o uso do software GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e os dados foram
expressos como média (+ erro padrdo), onde valores de P menores de 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. As quantificacdes de perda neuronal e dos niveis
de citocinas por ELISA tiveram suas analises utilizando ANOVA de uma via com pos-teste
de Newman-Keuls e a analise das linfoproliferacdes foi realizada utilizando ANOVA de

uma via com pos-teste de Turkey.

5 RESULTADOS

5.1 CULTIVO E DIFERENCIACAO DAS NSC
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NSC isoladas da SVZ de camundongos C57BL/6, transduzidas para expressar GFP, foram
cultivadas, cresceram parte em suspencao e parte aderida a garrafa. Por volta de 5 dias apds
primeira passagem, as NSC apresentaram aspecto de neuroesferas (Figura 9).

Para caracterizar as NSC e analisar o seu

- L=, o
potencial de diferenciagdo, essas células - (‘; Se) @R S
foram cultivadas por uma semana em \ii;f'.{’),fg = |
meio de diferenciacdo ou proliferacéo. f ‘ )
Ap6s esse tempo, as células foram 5 < \’;
submetidas ao protocolo de P r \
imunofluorescéncia (Figura 10). s

Primeiramente, para caracterizar _
Figura 9: Cultura das NSC. As células cresceram

as NSC, as células indiferenciadas foram em suspensdo com morfologia especifica de
marcadas com nestina, uma proteina de neuroesfera (200%).

filamento intermedidrio presente no

citoesqueleto de células em divisdo durante o estagio inicial do desenvolvimento do SNC e
que é usada como marcador de NSC. De fato, as NSC utilizadas expressaram nestina (Figura
10A).

As NSC séo reconhecidamente capazes de se diferenciar em neurdnios, astrocitos e
oligodendrdcitos (OLIVER-DE LA CRUZ, 2012). Apés a inducdo de diferenciacdo, parte
das células apresentaram morfologia caracteristica de neurbnio e positividade para Blll
tubulina (Figura 10B), proteina constituinte do microtubulos de neurénios e doublecortina
(DCX) (Figura 10D), proteina associada a microtubulos expressa em neurdnios imaturos e
seus precursores; Parte das células também apresentaram morfologia caracteristica de
astrdcitos e positividade para GFAP (Figura 10F) uma proteina de filamento intermediario
presente em astrocitos. Nao foi observada a presenca de células positivas para DCX (Figura
10C) ou GFAP (Figura 10E) na cultura das NSC quando cultivadas com o meio de
proliferacao.

As células cultivadas foram analisadas também para presenca de GAD67, uma
enzima presente em neurdnios GABAérgicos e importante para a produgdo do
neurotransmissor GABA. Foram observadas células com morfologia de neurdnio positivas
para GADG67 nas células cultivadas com meio de diferenciacdo (Figura 10H). Nas células

indiferenciadas néo foi observada nenhuma marcagéo para GADG67 (Figura 10G).



Devido ao fato das células serem usadas para terapia celular, foi avaliado a expressdo de
CD44, uma glicoproteina de superficie importante para adesdo e migracao celular. De fato,
tanto as células indiferenciadas (Figura 101) quanto as diferenciadas (Figura 10J),
apresentaram a expressao desse marcador.

A proteina de superficie CD90 j& foi descrita em células da glia e em neurdnios, e
apesar de ser um marcador caracteristico de célula tronco mesenquimal, ela ndo é marcador
de NSC. Apos a diferenciacdo, foram observadas células com formato de astrdcitos positivas
para CD90 (Figura 10M) enquanto as células indiferenciadas ndo apresentaram marcacao
positiva (Figura 10L). Vimentina é um filamento intermediario, marcador caracteristico de
celulas do mesenquima. Elas também séo encontradas nas NSCs e em progenitores neuronais
e gliais. As NSCs quando cultivadas em meio de proliferacdo (Figura 10N) ou diferenciagédo

(Figura 100) apresentaram positividade para vimentina.
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Proliferacao Diferenciagéo Proliferacao Diferenciagao

Figura 10: Caracterizagdo das NSC e das células diferenciadas por imunofluorescéncia. Células GFP*
(verde), nacleos marcados com DAPI (azul) e, em vermelho, marcagdo contra as proteinas apresentadas a
seguir. Em A, é mostrado marcagdo em nestina, em B Beta Il tubulina, em C-D doublecortina, em E-F
GFAP, em G-H GADG67, em I-J CD44, em L-M CD90 e em N-O vimentina. Aumentode 400x em B, E, F,
L, M, Ne O, comzoomde 1,5emF e zoomde 2em B, L e M e aumento de 600xem A, C, D, G, H, l e ],
com zoomde 2em A el e zoomde 2,5 em H.
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5.2 ANALISE DE SIDE POPULATION DAS NSCs

J& foi previamente descrito a presenca de ABCG2, uma proteina transportadora
associada a membrana celular, em NSC (KIM e MORSHEAD, 2003). Essa proteina esta
presente em um grupo de células chamado de side population que é uma sub-populacéo de
ceélulas obtidas em citometria de fluxo. Diversas celulas-tronco e/ou células tumorais
expressam esse transportador (GOLEBIEWSKA et al., 2011).

Como controle do experimento de exclusdo de Hoescht 33342, utilizamos células
mononucleares de medula dssea de camundongo. A analise mostrou que 0,4% dessa
populacdo apresentaram-se negativas para o fluorocromo caracterizando side population
(Figura 11A), condizendo com a literatura (KIM e MORSHEAD, 2003). A analise das NSC
demonstrou que 68% dessas células s&o side population (Figura 11B).
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Figura 11: Andlise de side population das NSC por teste de exclusdo de Hoescht 33342 em citdmetro
de fluxo. Em A, foi analisado uma populacdo de células mononucleares de medula 6ssea (controle), e
em B as NSC. Os pontos pretos, delimitados pelos poligonos, correspondem a cada evento negativo
para Hoescht, enquanto 0s pontos rosas ou azuis sdo eventos de células positivas para esse fluorocromo.
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5.3 ANALISE CITOGENETICA E DO POTENCIAL TUMOROGENICO DAS NSC

Um dos pontos importantes a se observar ao se utilizar as células-tronco para terapia
celular é a seguranca dessas células. Para isso foram feitos analises citogenética e de
formacéo de tumor dessas células em animais SCID.

Para avaliacdo citogenética foram analisadas no total, 30 metafases, no que diz
respeito a rearranjos cromossémicos e nivel de ploidia. Foram consideradas normais células
com 40 cromossomos acrocéntricos. A analise mostrou cari6tipo aneuploide com nimero de
cromossomo 2n=41 em trés células (Figura 12A) e a presenca de Cromossomos

metacéntricos também em trés céelulas (Figura 12B).
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Figure 12: Analise citogenética das NSCs. A: Metafase representativa 2n=41; B: Metafase representativa
2n=40 com 1 cromossomo metacéntrico (seta).

Para se observar a potencialidade das células em formar tumor, elas foram injetadas
no testiculo de camundongos SCID. O tecido normal esti apresentado na Figura 13A,
correspondente a analise histoldgica por HE do testiculo de camundongos controles, ou seja,
injetados com salina. Apds 1 més da injecdo de NSC, a analise mostrou tecido semelhante
ao grupo controle, ndo demonstrando presenca de tumor (Figura 13B). Como controle
positivo, foram usados camundongos injetados com iPSC, células que conhecidamente

possuem alta capacidade de formacéo de tumores (Figura 13C).




Figura 13: Teste de formagéo de tumor das NSC.
Corte histologico corado com HE de testiculo de
animal injetado com salina (A), injetado com
NSC (B) e injetado com iPSC (C), mostrando a
presenga de tecido tumoral apenas nos testiculos
injetados com iPSC (C). Aumento de 20x.

5.4 POTENCIAL IMUNOMODULATORIO IN VITRO DAS NSC

Para analisar o potencial imunomodulatério das NSC foi realizado ensaios de
linfoproliferagdo. No total 3 experimentos distintos foram realizados com resultados
semelhantes entre eles. Um grafico representativo estd sendo mostrado na figura 14. Nos
pogos sem adigdo de ConA (esplendcitos, NSC e co-cultura) ndo foi observado proliferagdo
celular, mostrando que o ensaio € funcional. Ao aplicar ConA nos esplendcitos foi observado
um aumento da proliferacdo celular (66.144 +/- 7.735), inibida de maneira significativa
quando co-cultivada com NSC 1:1 (27.439 +/- 1.699) ou NSC 1:10 (31.171 +/- 3.286).
Apesar da tendéncia de inibi¢do apds co-culturacom NSC 1:100 (51.975 +/- 6.645), esta ndo
foi significativa. Nas co-culturas com NSC 1:1.000 (61.917 +/- 3.299) e 1:10.000 (67.453

+/- 3.623) ndo houve diferenca em relacdo a cultura de esplendcitos.
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Figura 14: Grafico representativo de ensaio de linfoproliferacdo das NSC. Os esplendcitos apds
cultivados com NSC na proporcdo 1:1 e 1:10 tiveram reducdo da proliferagdo de maneira significativa.
Resultado expresso em média de triplicata. Analises por ANOVA seguido de pds-teste de Turkey *p <
0.05. E = esplendcitos; NSC = célula tronco-neural; ConA = Concanavalina A.

5.5 INDUCAO DA EPILEPSIA

Foram utilizados no total, 67 ratos Wistar (58 induzidos e 9 normais ndo induzidos).
Devido ao fato de ocorrer varia¢fes entre as inducdes, mas ao mesmo tempo nao ser possivel
realizar todos os grupos em um mesmo dia, foram feitos controles salinas para cada um de
quatro dias de indugéo. A tabela abaixo mostra o resultado das indugdes.

Dos 58 animais induzidos, 36 (62%) entraram em racine V e SE e entraram no estudo.
Desses, 4 vieram a 0bito antes do ponto de eutanasia (11%). No total obtivemos 9 animais
transplantados e 8 controles no ponto de eutanasia de 24 h e 9 animais transplantados e 6

controles no ponto de eutanasia de 12 dias.
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Tabela 1: Resumo das inducdes do SE.
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. Morte durante Injetados | Tempo
« . Racine V . Transplantados
Inducdo | Induzidos ou apdés da com de
+ SE ) x com NSC . .
indugéo salina eutanasia

1° 15 9 0 5 4 24 h
2° 15 8 0 4 4 24 h
3° 14 9 1 5 3 12d
4° 14 10 3 4 3 12d

Apenas 0s animais que apresentaram racine V e SE foram incluidos no estudo. Colunas 2 a 6
representam ndmero de animais.

5.6 AVALIACAO DA MIGRACAO CELULAR

Uma das principais analises a serem
feitas apds o transplante celular é a analise
da capacidade das células transplantadas de
migrar para o tecido alvo.

Foi feito imunofluorescénia para
dos  animais

GFP cérebros

transplantados com NSC do ponto de

nos

eutanasia de 24 h (n=9) e de 3 animais
transplantados do ponto de 12 dias. Nao foi
achada nenhuma célula GFP nesses tecidos.
Como as células foram transplantadas via
venosa, foi investigada a presenca dessas
células no baco e pulmdo dos animais

transplantados. Foram analisados 6 cortes

Figura 15: Andlise de migragdo celular por
imunofluorescéncia. Presenca de célula GFP no
baco de um animal transplantado com NSC.

do bago e pulméo congelados de 7 animais (4 do ponto de eutanasia de 24 h e 3 do ponto de

eutanasia de 12 dias) mostrando a presenca de poucas células fluorescentes para GFP (Figura

14) em todos os bacos analisados e a presenca de célula em apenas um pulmao.



5.7 QUANTIFICACAO DA PERDA NEURONAL

Uma das principais alteracdes histopatoldgicas presentes no modelo experimental da
epilepsia é a perda neuronal. Um dos experimentos essenciais para observar o potencial
terapéutico das células transplantadas é a capacidade dessas células de interferir nessa perda
de neurénios. Dessa forma, os hipocampos dos grupos de animais foram corados com Nissl
e 0s neurdnios presentes nas regides CA1 e CA3 quantificados. Imagens representativas dos
hipocampos dos ratos estdo mostradas na figura 15. Em animais normais néo foi encontrado
perda neuronal (Figura 15A, a-b). Os animais epiléticos, tanto os do grupo salina (Figura 15
B, c-d) quanto os tratados (Figura 15 C, e-f), apresentaram certo grau de perda neuronal nas

areas CA1 (Figura 15 c, e) e CA3 (Figura 15 d, f). Resultado semelhante foi encontrado nos

dois pontos de eutanasia (24 h e 12 d).
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Figura 16: Anélise histolégica do cérebro dos ratos. (A-C)
Seccoes representativas coradas com Nissl dos hipocampos de um
rato normal ndo epilético (A, a=CA1, b=CA3), um rato epilético
ndo tratado (B, c= CAL, d=CA3) e um rato epilético tratado com
NSC (C, e=CAL, f=CA3), mostrando perda neuronal nos animais

epiléticos tratados (e-f) e ndo tratados (c-d).
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A densidade neuronal (neurénios/ mm3) de cada cérebro foi obtida e a perda neuronal
pode ser quantificada, como mostrado na Figura 16. Em relacdo aos animais eutanasiados
24 horas ap0s a inducdo do SE, na sub-area CA1 do hipocampo o grupo normal possuiu uma
densidade neuronal (332.118 +/- 18.820) significantemente maior que 0 grupo salina
(222.871 +/- 21.314) e que o grupo transplantado com NSC (258.789 +/- 24.432), mas sem
diferenga estatistica entre os ultimos dois grupos (Figura 16A). Da mesma forma, na sub-
area CA3, apesar de ndo haver diferenca estatistica entre o grupo salina (124.121 +/- 17.996)
e o transplantado (148.611 +/- 21.310), o grupo normal (233.403 +/- 13.874) apresentou
densidade neuronal significantemente maior (Figura 16B).
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Figura 17: Quantificacdo da perda neuronal no hipocampo dos ratos. Contagem neuronal de seccfes do
cérebro coradas com Nissl nas areas selecionadas para quantificagdo em CAl e CA3. Comparacdo da
densidade neuronal por milimetro cibico de volume de tecido entre as diferentes seccfes de hipocampo
foi realizada 24 horas e 12 dias ap6s a indugdo por litio-pilocarpina nos animais epiléticos transplantados
com NSC (cinza), animais epiléticos injetados com salina (preto) e animais normais ndo epiléticos
(branco). Dados expressos como médiaSEM, n=6 a 9 por grupo. Analises por ANOVA seguido de pos-
teste de Newman-Keuls *p < 0.05 comparado com demais grupos.

Nos animais eutanasiados 12 dias depois da inducdo o resultado foi semelhante. Em
ambas as sub-areas CAl (Figura 16C) e CA3 (Figura 16D) do hipocampo foi observado
diferenca estatistica apenas quando comparado a densidade neuronal do grupo normal
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(332.118 +/- 18.820 em CAL e 233.403 +/- 13.874 em CA3) com o grupo salina (129.375
+/- 28.719 em CA1 e 114.188 +/- 35.514 em CA3) ou com o grupo transplantado (190.703
+/- 24.622 em CAl e 101.563 +/- 17.987 em CA3).

5.8 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS PRO- E ANTI-INFLAMATORIAS IN SITU E NO
SORO

Para avaliarmos se no modelo de epilepsia, as NSC sdo capazes de interferir nos
niveis de citocinas inflamatorias, foi realizado o ELISA do soro dos animais e do cérebro do
grupo de eutandsia de 24 horas. Na figura 18 esta sendo mostrado o resultado do ELISA dos
cérebros. Em relacdo a citocina IL-1pB, o grupo salina (519,9 +/- 39,83) apresentou niveis da
citocina significantemente maiores que o grupo normal (102,5 +/- 69,51), e que 0 grupo
transplantado com NSC (389,2 +/- 38,76). Houve diferenca estatistica entre o grupo normal

e 0 grupo NSC.
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Figura 18: Quantificacéo dos niveis de citocinas no cérebro dos ratos. Anélise por ELISA das citocinas
pré-inflamatorias IL-1 (A) e IL-6 (B) e da citocina anti-inflamatoria IL-10 (C) foi realizado 24 horas ap6s
a inducéo por litio-pilocarpina nos animais epiléticos transplantados com NSC (cinza), animais epiléticos
injetados com salina (preto) e animais normais ndo epiléticos (branco). Dados expressos como média de
duplicata, n=5 a 9 animais por grupo. Analises por ANOVA seguido de pés-teste de Newman-Keuls *p <
0.05.



Em relacdo a citocina IL-6, apesar do grupo salina (936,0 +/- 47,42) ter apresentado
niveis significantemente maiores que o grupo normal (273,0 +/- 28,93), ndo houve diferenga
estatistica em relacdo ao grupo transplantado com NSC (786,6 +/- 118,9). Da mesma forma
que o resultado em IL-1pB, houve diferenca estatistica entre o grupo normal e o grupo NSC.
O resultado dos niveis da IL-10 ndo mostraram diferenca estatistica entre os grupos (normal=
1686 +/- 117,9; salina= 1828 +/- 101,1; NSC= 1567 +/- 91,34).

O resultado do ELISA nos soros mostrou que nao houve diferenca estatistica entre

0S grupos em nenhuma das citocinas analisadas (IL-1, IL-6 e IL-10).

6 DISCUSSAO

O cérebro adulto foi considerado, por muito tempo, um 6rgdo com auséncia de
células-tronco e de formacdo de novos neurdnios. Porém, descobertas utilizando modelos
animais vertebrados e invertebrados mostraram a ocorréncia de neurogénese nesse 0rgao.
Nos mamiferos isso ocorre a partir de NSC presentes na SVZ e SGZ do cérebro (OLIVER-
DE LA CRUZ, 2012). Estudos sobre a estimulacdo de NSC enddgenas ou do transplante de
NSC exo6genas em regifes lesionadas do SNC foram realizados, apresentando bons
resultados em diversos modelos animais, tais como o de isquemia cerebral, de trauma
raquimedular, de esclerose mdltipla e de epilepsia (Revisador por (DE FEO et al., 2012)
(KOKAIA et al., 2012)). Apesar dos mecanismos de acdo dessas células ainda ndo estarem
claros, sabe-se que incluem integragéo celular e imunomodulacéo (DE FEO et al., 2012). O
presente estudo foi realizado com o intuito de analisar o efeito das NSC células na ELT, uma
desordem neuroinflamatoria cronica, esperando que os resultados obtidos ajudem a elucidar
pontos ainda obscuros sobre a eficacia e os mecanismos de acdo dessas células.

As NSC usadas no nosso estudo foram isoladas da SVZ de camundongos C57BL/6
adultos e transduzidas para expressar GFP. Devido ao fato de ser uma linhagem celular nova
no nosso laboratorio, o presente estudo apresentou, como primeiro objetivo, a caracterizacao
fenotipica dessa linhagem de células. Para isso, elas foram caracterizadas por
imunofluorescéncia e analisadas por citometria de fluxo quanto a presenca de side
population. O resultado mostrou que elas apresentaram positividade para nestina, proteina
caracteristica das NSC (LENDAHL et al., 1990) e vimentina, uma proteina que, apesar de
ser caracteristica de células derivadas do mesénquima, ja foi previamente descrita em células

do NSC (TAKACS et al., 2010). Elas se apresentaram negativas para 0s marcadores
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caracteristicos de células diferenciadas (GFAP, bllltubulina, Doublecortina e GAD67) e
para CD90, que é um marcador de CT mesenquimal. O resultado mostra que, de fato, a
linhagem de célula usada no estudo possui um fendtipo caracteristico de NSC. Além disso,
elas apresentaram positividade para CD44, um marcador de adeséo e migracdo celular. Um
estudo anterior, utilizando essa mesma linhagem de células, demonstrou 99,23% de células
positivas para esse marcador em analise por citometria de fluxo (CUSIMANO et al., 2012).
O resultado da analise por citometria de fluxo de exclusdo de Hoescht 33342 demonstrou
que 68% das células CD44" sdo side population o que é uma porcentagem alta quando
comparada com a literatura. Kim e Morshead (2003) realizaram analise de side population
em neuroesferas de NSC adultas e mostraram que 9,8% das células totais sdo side population
e que, dentro dessa populacdo, ha 7,5 vezes mais NSC do que a populagdo que incorporou o
Hoescht. Eles discutiram que cada neuroesfera possui de 15.000 a 20.000 células, mas
apenas 0,2-0,8% dessas séo NSC capazes de formar novas neuroesferas, a maioria sendo
progenitores com capacidade proliferativa limitada, e que a maior parte das NSC estaria na
subpopulacdo de side population (KIM e MORSHEAD, 2003). Outro estudo demonstrou
que em neuroesferas isoladas de embrido de camundongo (15 dias de desenvolvimento
embrionario) e cultivadas durante 7 dias, 36% ndo incorporaram Hoescht, sendo
consideradas side population (HULSPAS e QUESENBERRY, 2000). Outro estudo
demonstrou que neuroesferas também isoladas de embrido de camundongo (14,5 dias de
desenvolvimento embrionario) e cultivadas durante 7 dias apresentaram apenas 0,6% de side
population quando comparado com o total de células (MOUTHON et al., 2006). Nesse
ultimo estudo as side population separadas por sorter formaram duas vezes mais
neuroesferas quando comparado com a populagdo que incorporou o Hoescht.

As NSC sdo reconhecidamente capazes de se diferenciar em neurdnios, astrocitos e
oligodendrocitos (OLIVER-DE LA CRUZ, 2012). De fato, as NSC do estudo foram capazes
de se diferenciar em células da linhagem neuronal por apresentarem morfologia
caracteristica de neurbnio e positividade para bllltubulina e doublecortina, marcadores
presentes somente em progenitores neuronais e neurdnios imaturos. Analises futuras visando
identificar a presenca de marcadores de neurénios maduros, como o caso do NeuN, poderao
ser feitas. O fato de parte das células ter sido positiva para GAD67 mostra que elas sdo
capazes de se diferenciar em neurdnios GABAEérgicos, 0 que mostra a sua possivel utilidade
em transplante em ELT, uma desordem onde uma das caracteristicas é a morte de neurdnios

principalmente os GABAGérgicos. Diversos estudos tém demonstrado o potencial de
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progenitores neurais, principalmente os derivados da eminéncia ganglionar, em se
diferenciar em progenitores GABAérgicos in vitro e in vivo (HUNT et al., 2013; NAEGELE,
2010; WALDAU et al., 2010). Stewart e colaboradores (2000) mostraram que progenitores
neurais da SVZ em ratos sdéo GABAérgicos e que expressam GAD67 (STEWART et al.,
2002).

As células foram também fizeram diferenciacao na linhagem astrocitica, uma vez que
apresentaram uma morfologia caracteristica de astrécitos e passaram a apresentar
positividade para GFAP, um marcador presente tanto em progenitores quanto em astrocitos
maduros e imaturos. Futuras analises devem ser feitas para determinar se as células estudadas
sdo capazes de se diferenciar em oligodendrocitos. A vimentina é uma proteina presente nas
NSC e em progenitores neuronais e gliais. De fato, tanto as células diferenciadas quanto as
indiferenciadas apresentaram a marcagdo para essa proteina. Em neurdnios maduros, a
vimentina é substituida por neurofilamentos (YABE et al., 2003). Anéalises de co-expressao
de vimentina com marcadores neuronais devem ser realizadas para avaliar o estagio de
maturacao dos neurdnios obtidos.

Um dos aspectos importantes quando se trabalha com transplante celular é a
seguranca da utilizacdo das células a serem transplantadas, principalmente em relacdo a
formacdo de tumores. J& é bem descrito na literatura que células expandidas em cultura
possuem alteracdes cromossdmicas que podem levar a malignidade das células in vitro ou
in vivo, e que o aparecimento dessas alteracGes estd intimamente ligado ao numero de
passagens das células (MIURA et al., 2006; VUKICEVIC et al., 2010). Tais aberracfes
ocorrem, provavelmente, pela adaptacdo progressiva das células as condi¢des de cultura e
devido a selecdo de clones com crescimento acelerado (VUKICEVIC et al., 2010). Para
reduzir as chances de formacdo de tumores, antes de realizar o transplante celular é
importante fazer um controle da estabilidade genética das culturas.

Foi realizada a analise cromossémica das NSC, e a avaliacdo de 30 metafases
mostrou alteracdo de nimero em trés delas e alteracdes morfoldgicas também em trés. Uma
analise do caridtipo deve ser realizada para determinar se hd um padrdo em relacdo as
aberragdes encontradas. Vukicevic e colaboradores (2010), por exemplo, demonstraram por
cariotipagem que, ap0s 16 semanas de cultivo, as neuroesferas derivadas de feto de
camundongo apresentaram aberragfes cromossomicas estruturais randdmicas e uma
alteracéo de namero regular no cromossomo 1 (VUKICEVIC et al., 2010). Em contrapartida,

Foroni e colaboradores (2007) mostraram que as NSC possuem fendtipo estavel, sem
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transformacéo in vitro e sem formacdo de tumores in vivo por mais de 100 passagens,
apresentando poucas alteragcdes cromossdémicas somente apos a 602 passagem (FORONI et
al., 2007).

As CTs de camundongos parecem ser mais susceptiveis a instabilidade
cromossémica quando comparadas as CT de humanos (MIURA et al., 2006). Apesar disso,
casos de aparecimento de tumores em pacientes que receberam células-tronco estdo descritos
na literatura (AMARIGLIO et al., 2009; THIRABANJASAK et al., 2010). Além da questao
da estabilidade genética, o microambiente que entrara em contato com as células
transplantadas parece ter relagdo com o aparecimento de tumores. Melzi e colaboradores
(2010) transplantaram NSC, em co-transplante com ilhotas pancreéticas, em capsula renal
de camundongos diabéticos. As NSC transplantadas formaram tumores in vivo, mostrando
que ao serem transplantadas em tecidos hetererotdpicos (que ndo sdo o SNC) elas interagem
com sinais do microambiente favorecendo a transformagéo tumoral (MELZI et al., 2010).
Para analisar o potencial tumorigénico das NSC estudadas, elas foram transplantadas em
testiculos (tecido heterotopico) de camundongos SCID, que além de serem mais propensos
a formacdo de tumores, ndo permitem a rejeicao imunologica das células transplantadas. Ndo
houve a formacdo de tumores ap6s um més do transplante, demonstrando a seguranca das
células para uso in vivo.

O emprego da terapia celular na epilepsia tem se revelado uma importante alternativa
terapéutica. Recentemente, trabalhos publicados por nosso grupo mostraram que o
transplante de células mononucleares de medula 6ssea em modelo de epilepsia em ratos teve
efeitos benéficos, reduzindo a CER, perda neuronal e modulando a expresséo de citocinas
pré- e anti-inflamatérias (COSTA-FERRO et al., 2010; COSTA-FERRO et al., 2012).
Apesar de essas serem células amplamente usadas na clinica e de facil obtencdo, as NSC
podem ser melhores alternativas para o tratamento de lesbes do SNC por terem maior
capacidade de se diferenciar em células do parénquima do SNC, tendo assim uma possivel
acao em integracao celular para recuperacéo funcional do tecido lesionado. De fato, as NSC
sdo os tipos celulares mais estudados envolvendo terapia celular e epilepsia. Diversos
estudos analisaram o efeito do transplante de NSC obtidas de diversas fontes em modelos
experimentais de epilepsia (Revisado por (SHETTY e HATTIANGADY, 2007; SHETTY,
2011, 2012; ROPER e STEINDLER, 2013; NAEGELE, 2010)).

O uso de NSC em terapia celular abre diversas discussdes, principalmente

relacionadas a transferéncia da metodologia para o uso em humanos. O isolamento de NSC
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do cérebro de pacientes sO é possivel apds bidpsias, 0 que raramente é realizado. Em
epilepsia, apenas alguns casos possuem lesdes focais, sendo candidatos a terapia cirdrgica.
Mesmo assim, as células-tronco isoladas dessas bidpsias possuem caracteristica de
progenitores neurais e ndo de NSC (WALTON et al., 2006). O uso de NSC fetais e derivadas
de ESC abre questdes éticas e de rejeicdo imunoldgica e, além disso, no caso das ESC h4
também o viés da seguranca, ja que esse tipo celular € capaz de formar teratomas apds
transplante em modelos animais (GROPP et al., 2012). A tecnologia de iPSC vem como uma
alternativa viavel, apesar do custo e tempo de reprogramacéo e diferenciacao celular e a
questdo da seguranca dessas células ainda ser um empecilho. Ainda ndo esté clara qual fonte
de NSC preenche melhor os requisitos para uso na clinica. Fatores como expansao em larga
escala, eficacia terapéutica, seguranca e tolerancia imunoldgica devem ser analisados (DE
FEO et al., 2012). As células usadas no nosso estudo foram isoladas de cérebros adultos.
Essas células, apesar da dificuldade de obter culturas primarias em humanos e sofrerem
criticas com relacdo ao limite de expansao celular e a possibilidade de ocorrer modificagdes
genéticas e cromossémicas durante a expansdo em cultura, possuem vantagens
principalmente em relacdo as questdes éticas e de seguranca.

Para avaliar o efeito do transplante das NSC adultas em modelo de ELT, induzimos
0 SE em ratos utilizando pilocarpina acrescida de cloreto de litio e transplantamos as células
por via intravenosa logo apds a indugdo (durante a fase aguda). O resultado obtido das
inducBes foi que 62% dos ratos entraram em crise Racine VI ou V e que destes 11%
morreram. O resultado esta de acordo com a literatura apesar de termos observado uma
mortalidade mais baixa (ANDRE et al., 2001; ARISI e GARCIA-CAIRASCO, 2007,
OKAMOTO et al., 2010).

Aplicar um agente terapéutico na fase aguda da ELT é util para analisar efeitos anti-
epileptogénicos da terapia e para desenvolver uma estratégia de pré-tratamento que diminua
ou previna o desenvolvimento da epilepsia crénica apds injaria no hipocampo. Porém, para
0 estudo ser relevante para o paciente, que ja possui uma epilepsia crénica bem estabelecida,
inclusive com problemas cognitivos, é importante ver o efeito da terapia na fase cronica do
modelo animal (SHETTY, 2012). Devido ao fato das modificacbes no microambiente que
vao levar a epilepsia ocorrer na fase aguda, acreditamos que transplantar as celulas nessa
fase possa nos dar informacBes mais concretas sobre 0s mecanismos de acdo das mesmas.
Além disso, trabalhar nessa fase do modelo é mais rapido e menos custoso ja que nao ha a

necessidade de realizar testes que comprovem a presenca de CER nos animais.
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A via de administragdo das células escolhida no estudo foi a intravenosa, pela veia
da cauda. Segundo Martino (2006), a via de administracdo depende do tipo de lesdo no SNC.
Quando ha uma lesdo focal como no caso de trauma raquimedular ou doenca de Parkinson,
o transplante direto no local da lesdo é uma boa alternativa. Em lesdes multifocais, como
esclerose multipla e epilepsia, o transplante via venoso seria a melhor forma, também pelo
fato das células terem capacidade de migrar para os sitios de lesdo e passar pela BHE para o
parénquima cerebral lesionado através de moléculas de adesdo como o CD44, integrinas
como as 04 e B1 e receptores de quimiocinas como CCR1,CCR2, CCRS5, CXCR3 ¢ CXCR4
(MARTINO; PLUCHINO, 2006). Em contrapartida, é descrito na literatura que, no caso da
epilepsia, apesar de haver uma quebra da BHE, poucos leucdécitos circulantes passam para o
parénquima cerebral, havendo um acumulo desses no espaco perivascular, onde secretam
fatores que vao ter papel importante no processo epileptogénico (MARCHI et al., 2011). Em
concordéncia, De feo e colaboradores discutem o fato das NSC transplantadas formarem na
regido perivascular um nicho que recapitula o microambiente da SVZ chamado de nicho
perivascular ectépico atipico. Nessa area do cérebro, as NSC permanecem indiferenciadas,
interagem com, leucadcitos circulantes, células endoteliais, astrocitos e micréglia e secretam
moléculas como BMP4, noggin, Notch, Jagged e Sonic Hedgehog (PLUCHINO et al., 2010)
(DE FEO et al., 2012). Apesar disso, ap6s serem transplantadas via venosa, as NSC foram
capazes de entrar no sitio de lesdo em modelos de esclerose maltipla (PLUCHINO et al.,
2003), trauma raquimedular (FUJIWARA et al., 2004), isquemia cerebral (CHU et al., 2003)
e também de epilepsia (CHU et al., 2004).

De fato, quando se trabalha com terapia celular, um dos principais pontos de
avaliacdo é a migracdo das células ao local da lesdo. O fato das células terem sido
transduzidas para expressar GFP nos permite rastrear elas apos o transplante. Foi observada
a presenca de células nos bacos dos animais transplantados, mostrando que as células
injetadas de fato atingiram a circulacdo. Apesar disso, ndo foram encontradas células em
nenhum dos cérebros analisados e apenas em um dos pulmdes. Por se tratar de um transplante
xenogeénico, questdes envolvendo rejeicdo celular sdo pertinentes. Porém, em um estudo do
nosso grupo, usando a mesma via de transplante e modelo experimental em rato, observou-
se 0 aparecimento de célula mononuclear de camundongo no hipocampo 1, 2, 3, 5, 10 e 120
dias apos o transplante (COSTA-FERRO et al.,, 2010). Chu e colaboradores (2004)

transplantaram NSC fetais humanas em ratos submetidos ao SE por via intravenosa e
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também observaram a presenca dessas células no hipocampo 6 semanas apos o transplante
(CHU et al., 2004).

Diversos estudos onde ha o transplante de NSC por via intravenosa demonstram a
presenca das células transplantadas no cérebro (PLUCHINO et al., 2005; LEE et al., 2008;
BACIGALUPPI et al., 2009). Em contrapartida, Einstein e colaboradores (2007)
transplantaram NSC de camundongos recém-nascidos em um modelo de encefalomielite
autoimune em camundongos e nao observaram a presenca de células transplantadas no
cérebro em nenhum dos pontos avaliados (2, 8, 24 e 72 h, 7 e 40 dias). Foram observadas
células no bacgo até o tempo de 24 h e no linfonodo até o tempo de 72 h. Apesar disso, 0
transplante diminuiu a leséo e inflamacg&o no cérebro (EINSTEIN et al., 2007).

Ao se utilizar modelos animais de ELT, um dos primeiros experimentos a serem
realizados é a quantificacdo da perda neuronal, j& que esse € uma das principais alteraces
caracteristicas da doenca. Neurdnios presentes em cortes equidistantes do hipocampo
corados com Nissl foram quantificados e analisados, por volume de tecido. Nos dois pontos
de eutanasia (24 h e 12 dias) e nas duas areas do hipocampo (CA1 e CA3) estudados, ndo
houve diferenca estatistica entre o grupo epilético tratado e ndo tratado, mostrando que as
NSC ndo foram capazes de proteger contra a perda neuronal. Os resultados obtidos estdo de
acordo com o observado por Chu e colaboradores (2004), que também utilizaram a via
venosa para administragdo das NSC na fase aguda induzida por pilocarpina em ratos. Eles
observaram que, apesar das células terem sido encontradas no cérebro, ndo houve nenhuma
protecdo contra a perda neuronal em CA1, CA3 e no hilo do giro dentado 42 dias apds o SE
(CHU et al., 2004). Em contrapartida, Miltiadous e colaboradores (2013) observaram que,
apos o transplante de NSC diretamente no hipocampo por estereotaxia, em modelo agudo de
ELT induzido por acido kainico, houve uma protecéo significativa contra a perda neuronal,
principalmente na area CA3 do hipocampo (MILTIADOUS et al., 2013). Os resultados
sugerem que, ao menos em relagdo a protecdo contra morte neuronal, uma presenca macica
de NSC (provindas de um transplante in situ) é necessaria.

Apesar do carater imunossupressor das NSC e da ELT ser considerada uma doenca
imunoldgica cronica, ndo ha estudos observando o efeito das NSC transplantadas sobre a
inflamacdo em modelos animais de epilepsia. Dessa forma, analisamos o0s niveis das
citocinas pro-inflamatdrias IL-1B e IL-6 e anti-inflamatoria IL-10 nos soros e nos cérebros
dos animais transplantados e ndo transplantados 24 horas apés o transplante. Realizamos as

analises somente nesse ponto de eutanasia por ja estar descrito que a expressao de citocinas
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no cérebro atingem um pico entre 6 e 24 horas apds a inducdo do modelo (DE SIMONI et
al., 2000). O resultado do ELISA no cérebro demonstrou que a terapia diminuiu o nivel de
IL-1B no cérebro, mas ndo tem efeito significativo sobre os niveis de IL-6. Ndo houve
diferencas nos niveis de IL-10 no cérebro e das citocinas no soro entre 0s grupos normais e
epiléticos. Esses resultados indicam que as NSC transplantadas, apesar de ndo migrarem e
n&o protegerem contra perda neuronal, elas possuem um efeito imunomodulador.

A IL-1p é uma das citocinas mais importantes na fisiopatologia da ELT (VEZZANI
e BARAM, 2007;VEZZANI et al., 2011). Ja foi descrito que ela contribui para ocorréncia
de danos neuronais e promove aumento da excitabilidade neuronal, quebra da BHE e
aumento de infiltrado inflamat6rio no SNC (VEZZANI e BARAM, 2007). Em outro estudo
realizado pelo nosso grupo, foi observado que a administracdo de células mononucleares de
medula 6ssea diminui também a producdo de IL-1B, além de outras citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a e IL-6) e aumenta a citocina anti-inflamatoria IL-10 no cérebro
(andlise de expressdo génica) em um modelo cronico de ELT em rato. Foi observada também
uma diminuicao da concentracdo sérica de IL-1B ¢ TNF-a e aumento da concentragdo de IL-
10 (COSTA-FERRO et al., 2012). Estudos que bloquearam a formacdo da IL-1p através da
inibicdo da enzima convertora de IL-1 (RAVIZZA et al., 2006) ou super-expressaram um
antagonista dessa citocina (IL-1RA) (VEZZANI et al., 2000), mostraram efeitos
anticonvulsivantes, realcando o valor terapéutico em diminuir os niveis de IL-1p na ELT.

Para analisar o efeito imunomodulatério das NSC in vitro, foram realizados ensaios
de linfoproliferacdo. As NSC inibiram a proliferacdo de esplendcitos de maneira
concentracdo-dependente. Quando co-cultivadas em uma proporc¢do de até 10 vezes mais
esplendcitos, elas foram capazes de reduzir, de maneira significativa, a incorporacio de *H-
timidina pelos esplendcitos. O resultado corrobora com os dados da literatura de que as NSC
possuem efeitos imunossupressores (BEN-HUR, 2008; DE FEO et al., 2012; KOKAIA et
al., 2012). De fato, Einstein e colaboradores (2007) co-cultivaram NSC com células do
linfonodo estimuladas por concanavalina A e observaram que as NSC inibiram a
proliferacdo das células do linfonodo também de maneira concentracdo-dependente, sendo
o efeito observado até quando uma razdo de NSC/células do linfonodo de 1:80 foi testada.
O co-cultivo em razéo 1:8 reduziu a proliferagdo em 95% em relacéo a cultura das celulas
do linfonodo sem NSC (EINSTEIN et al., 2007). Por outro lado, Pluchino e colaboradores

(2009) observaram que o efeito imunomodulador das NSC sobre células mononucleares de
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sangue periférico ocorreu somente até a co-cultura com razdo 1:4 (NSC/ mononucleares)
(PLUCHINO et al., 2009)

Analises futuras incluem avaliar o transplante das células diretamente no hipocampo
através de estereotaxia, comparando os resultados com os obtidos pela administracdo
intravenosa, tanto em ratos quanto em camundongos epilépticos, para evitar a questdo da
rejeicdo celular existente em xenotranplantes. Além disso, uma analise mais profunda acerca
do papel das NSC transplantadas na neuroinflamacdo persistente no modelo de ELT,
observando por exemplo niveis de neurotrofinas e citocinas pré- e anti-inflamatdrias, podera
contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos de agdes dessas células no SNC.
Apesar de estudos mostrarem efeitos positivos das NSC em desordens do SNC, o
comportamento delas frente ao estimulo de lesdo e a interacdo delas com células do sistema
imune e residentes do SNC, como astrdcitos e micrdglia, ainda ndo estdo claros. Visando ao
possivel uso dessas células na clinica, é essencial a realizagdo de estudos que foquem nos
mecanismos de acdo, eficicia terapéutica e a seguranca dessas células, observando, ao
mesmo tempo, quais as melhores condicdes de transplante como o tipo celular usado, as vias

de administracdo e o estagio da doenca no momento da terapia.
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7 CONCLUSAO

As NSC cultivadas no nosso laboratdrio possuem caracteristicas fenotipicas condizentes
com a literatura e possuem capacidade de se diferenciar em neurdnios e astrocitos.
Apesar da presenca de alteragdes cromossdmicas, ndo houve a formagéo de tumor in
vivo, sugerindo que as células séo seguras para serem usadas em transplante celular.
As NSC inibiram a proliferacdo de esplendcitos in vitro, confirmando o seu potencial
imunomodulador.

Apos transplantadas pela veia da cauda em modelo de epilepsia em rato, as NSC néo
foram capazes de migrar para o cérebro.

A terapia ndo protegeu os animais contra a perda neuronal induzida pela aplicacdo do
litio-pilocarpina.

A terapia diminuiu os niveis da citocina IL-1p no cérebro, mas sem efeito significativo

sobre os niveis de IL-6.
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