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Resumo

Na epilepsia, crises epilépticas espontaneas e recorrentes se desenvolvem a
partir de disparos neuronais continuos e de alta frequéncia que podem ser gerados
por uma disfuncdo sinaptica inibitoria. Portanto, as consequéncias da perda ou
disfungdo de interneurénios GABAérgicos no desenvolvimento do quadro epiléptico
s&o importantes. Os interneurdnios inibitérios se originam na regido do telencéfalo
conhecida como eminéncia ganglibnica medial (EGM). Células progenitoras da EGM
tém a capacidade de migrar e se diferenciar em interneurénios inibitorios
GABAérgicos, modificando o ténus inibitério quando transplantadas no cérebro do
hospedeiro. Assim, o transplante de células progenitoras derivadas da EGM pode
modificar a circuitaria neuronal em disfun¢gdes neurolégicas onde ha alteragdo da
funcao inibitéria, como na epilepsia. No entanto, o transplante de células da EGM
requer uma grande quantidade de células fetais, esbarrando em questdes éticas. A
expansao in vitro desses progenitores em neuroesferas pode ser uma alternativa
para a aplicacao terapéutica das células da EGM em maior escala.

Nosso objetivo foi comparar diferentes condigbes de cultivo de neuroesferas
derivadas da EGM quanto ao padrao de diferenciacdo neuronal e expressao de
genes presentes na EGM in vitro e, avaliar in vivo apds transplante em animais
adultos no periodo epileptogénico, o potencial anticonvulsivo e de diferenciagdo em
interneurdnios inibitérios de células oriundas da EGM cultivadas ou ndao como
neuroesferas.

Os resultados in vitro mostraram que a remogao dos fatores de crescimento
EGF e FGF2, bem como a adicdo de acido retindico ao meio de cultivo de
neuroesferas oriundas da EGM aumentam a propor¢ao de neurbnios e a expressao
de genes relacionados a especificagdo celular de interneurénios inibitérios nas
neuroesferas, comparado a condicdo padrdao de cultura. Os resultados in vivo
indicam que as células derivadas da EGM que n&o foram cultivadas como
neuroesferas originam mais interneurdnios inibitérios e apresentam um efeito
anticonvulsivo mais eficaz quando comparadas com células da EGM cultivadas
como neuroesferas, independente das modificagdes realizadas no meio de cultivo.
Dentre as células da EGM cultivadas como neuroesferas, as que foram cultivadas na
presenca de fatores de crescimento reduziram a frequéncia de crises do tipo IV e se

diferenciaram, preferencialmente, em astrdcitos.
X1v



Concluimos que os precursores neuronais oriundos da regido da EGM
apresentam um potencial anticonvulsivo e que a técnica de expansao dessas células
em neuroesferas, mesmo com as modificagdes no meio de cultivo, ndo favoreceu o
aumento de interneurbnios inibitérios apds transplante em animais epilépticos.
Apesar disso, as células cultivadas como neuroesferas na condigdo padrao se
diferenciaram em astrécitos apds o transplante, um tipo celular que pode ser
importante no controle das crises espontaneas e recorrentes devido a possiveis

mecanismos de redugao de crises que devem ser melhor investigados.

Palavras chave: progenitores neurais, interneurdnios inibitorios, transplante,

eminéncia ganglidnica medial, GABA, epilepsia, neuroesferas.
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Abstract

In epilepsy, spontaneous recurrent seizures develop from continuous and high
frequency neuronal discharges that can be generated by a surrounding inhibitory
synaptic dysfunction. Therefore, the consequences of loss or dysfunction of
GABAergic interneurons are important aspects in the development of epileptic
condition. The inhibitory interneurons originate in the telencephalon known as medial
ganglionic eminence (MGE). Progenitor cells from MGE have the ability to migrate
and differentiate into GABAergic inhibitory interneurons, modifying the inhibitory
tonus when transplanted into the host brain. Thus, the transplantation of progenitor
cells derived from MGE can modify the neuronal circuitry in neurological disorders in
which inhibitory dysfunction is present, such as in epilepsy. However, the transplant
of MGE cells requires a large amount of fetal cells, bumping into ethical issues.The in
vitro expansion of these progenitors grown as neurospheres can be an alternative for
therapeutic applications of MGE cells in larger scale.

Our goal was to compare in vitro different culture conditions of neurospheres
from MGE regarding the pattern of neuronal differentiation and gene expression
present in MGE cells, and evaluate in vivo, after transplantation into epileptic
animals, the anticonvulsant effect and differentiation into inhibitory interneurons of
MGE cells grown as neurospheres or freshly obtained.

In vitro results showed that the withdrawal of growth factors EGF and FGF2,
as well as the addition of retinoic acid in the culture medium of MGE neurospheres
increase the proportion of neurons and expression of genes related to cell
specification of inhibitory interneurons in neurospheres, compared to the standard
condition of culture. In vivo results indicate that MGE cells not grown as
neurospheres originate more inhibitory interneurons and present a potently
anticonvulsant effect when compared with MGE cells cultured as neurospheres,
regardeless the changes in culture medium. Among the MGE cells cultured as
neurospheres, the cells that were cultured in the presence of growth factors have
reduced the type IV seizures and differentiated preferably in astrocytes.

We conclude that neural progenitors derived from the EGM region present an
anticonvulsive potential and that neurosphere technique, regardless changes in the
culture medium, did not provide the increase of inhibitory interneurons after

transplantation in epileptic animals. Nevertheless, cells grown as neurospheres in the
XVi



standard condition differentiated into astrocytes after transplantation, a cell type that
may be important in the control of spontaneous and recurrent seizures due to

possible reduction mechanisms of seizures that to be better investigated.

Keywords: interneuronal progenitors, transplantation, medial ganglionic eminence,
GABA, epilepsy, neurospheres
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1. Introducgao
1.1 Epilepsia.
1.1.1. Histéria e conceitos.

A epilepsia € um dos disturbios que acometem o sistema nervoso central
(SNC), conhecido pelos povos da antiguidade como uma doenga causada por
deuses e demodnios, sendo assim passiveis de cura através de oracgdes, suplicas e
rituais de exorcismo que eram os fundamentos dos atos médicos (Masia & Devinsky,
2000; Niedermeyer, 1990). Com o passar dos anos, foi confirmado por Hipdcrates
que o cérebro era responsavel por esse disturbio, no entanto, as crencas em torno
da epilepsia como possessao, maldigdo ou castigo perpetuaram-se por muito tempo
(Niedermeyer, 1990). Assim como a loucura, a epilepsia foi estigmatizada,
imprimindo marcas que persistem até os dias de hoje e em decorréncia disso, muitos
portadores podem ser vitimas de preconceito, fato que colabora para que muitas
pessoas tornem-se resistentes em admitir o diagnostico ou consentir em iniciar um
tratamento adequado (Kandel et al., 2003).

No século XVIII, com o surgimento da disciplina de neurologia, Samuel-
Auguste Tissot (1728-1797) escreveu o Tratado da Epilepsia, no qual descreveu
diferentes tipos de crises e sindromes (Masia & Devinsky, 2000; Niedermeyer,
1990). John Hughlings Jackson iniciou as analises modernas da epilepsia, por meio
de observacgdes clinicas e anatdbmicas, demonstrando que a disfuncdo era causada
por uma descarga anormal das células nervosas, associada a sintomas focais, e
reconhecida como crises parciais focais (Kandel et al., 2003). No entanto, foi em
1930 que a investigacdo cientifica sobre as epilepsias consolidou-se, apos o
desenvolvimento do registro eletroencefalografico (EEG) por Hans Berger,
confirmando a natureza das crises epilépticas como uma atividade paroxistica e
anormal dos neurdnios (Delgado-Escueta et al., 1986).

Na década de 80 foi introduzido o termo “sindrome epiléptica”. Mas a partir da
heterogeneidade da epilepsia, o termo “disturbio” foi sugerido e utilizado em
classificagdes da International League Against Epilepsy (ILAE), no @mbito cientifico e
social (Detoledo et al.,, 2003; Fisher et al., 2005). Apesar de ser referida

tradicionalmente como um disturbio ou uma familia de disturbios, a ILAE e o Bureau
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Internacional de Epilepsia (IBE) acordaram recentemente que a epilepsia é
considerada uma doencga, pois o disturbio implica uma perturbacado funcional, ndo
necessariamente duradoura, enquanto o termo doenga pode sugerir um desarranjo
mais durador da fungdo normal. Muitos problemas de saude heterogéneos, como o
cancer ou diabetes, compreendem numerosas desordens e ainda sao considerados
doencas, além disso, o termo disturbio € mal compreendido pelo publico e pode
minimizar a gravidade da epilepsia (Fisher et al., 2014).

A epilepsia tem como principal caracteristica a manifestagdo de crises
epilépticas espontédneas e recorrentes que se desenvolvem a partir de disparos
anormais e sincronos de neurbnios em certas areas do sistema nervoso central
(Engel & Pedley, 1997). Em 2005, a ILAE definiu a epilepsia como “um disturbio
cerebral causado por predisposicao persistente do cérebro a gerar crises epilépticas
recorrentes e pelas consequéncias neurobiologicas, cognitivas, psicossociais e
sociais da condicdo caracterizada pela ocorréncia de pelo menos uma crise
epiléptica” (Berg & Scheffer, 2011). Ja o termo crise epiléptica pode ser descrito
como “sinal e/ou sintoma transitério causado por atividade anormal excessiva ou
sincrona de neurdnios cerebrais” (Berg & Scheffer, 2011).

As crises epilépticas inicialmente foram classificadas em duas categorias:
parcial e generalizada, mas, de acordo com o Relatorio da Comissao da ILAE de
Classificacéao e Terminologia de 2005, passamos a ter trés tipos de classificagdes
para crises epilépticas: as crises generalizadas, as crises focais e as crises
desconhecidas. As crises focais originam-se dentro de redes limitadas a um
hemisfério, de acordo com uma ou mais caracteristicas, sendo elas: motora,
autondmica e cognitiva. Ainda, a crise focal pode evoluir para uma crise convulsiva
bilateral, denominada de tdnico-clénica secundariamente generalizada. As crises
generalizadas sao definidas como originarias em algum ponto dentro de, e
rapidamente envolvendo, redes distribuidas bilateralmente, podendo ser
assimétricas e dos tipos tdnico-clbnica, auséncia, clbnica, tdnica, atbnica e
mioclénica. As crises desconhecidas sao aquelas que nao possuem evidéncias para
classifica-las como focais, generalizadas ou ambas (Berg & Scheffer, 2011;
Guilhoto, 2011).

Recentemente, na pratica clinica foram incluidos novos critérios para o

diagndstico e definicdo de epilepsia. Sao eles: 1) duas crises epilépticas
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espontaneas que ocorram separadamente em um periodo maior que 24h; 2) uma
crise espontanea, comalta probabilidade (por risco conhecido) de ocorréncia de
outra crise ndo provocada em um periodo de 10 anos; 3) diagndstico de sindrome
epiléptica. Por outro lado, devemos considerar que a epilepsia ndo esta mais
presente em pacientes que tiveram epilepsia dependente da idade e que ja
ultrapassaram a idade em que as crises ocorrem habitualmente, ou em caso de
pacientes que permaneceram sem crises por pelo menos 10 anos e sem

medicamento anti-convulsivo nos ultimos 5 anos (Fisher, 2015; Fisher et al., 2014).

Dados epidemioldgicos indicam que a epilepsia é um dos disturbios
neurolégicos mais frequentes, apresentando uma incidéncia de aproximadamente
1% nos paises mais desenvolvidos, subindo para 2% em paises com menos
recursos socioecondmicos devido a desnutricdo, enfermidades infecciosas e ao
insuficiente atendimento médico-hospitalar, acometendo, na maioria das vezes,
criancas e idosos (Liga Brasileira de Epilepsia, 2011). Diante disso, o impacto
socioecondmico da epilepsia se tornou assunto relevante, pois envolve altos custos
relacionados ao tratamento com drogas antiepilépticas e hospitalizagdo, além de
custos indiretos como, pensdes, desemprego, dias de trabalho perdidos, entre

outros custos sociais.

1.1.2. Epilepsia do Lobo Temporal Mesial.

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é responsavel por 40% de todos os
casos de epilepsia parcial na populacdo adulta, sendo esta a forma mais comum
dentre os diversos tipos de epilepsia. A ELT pode ser dividida de acordo com a
origem e semiologia das crises, sendo ela mesial, neocortical ou lateral (Engel &
Pedley, 1997; Gastaut et al., 1975).

A epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) corresponde a aproximadamente
60% dos casos de ELT (Engel & Pedley, 1997) e seu diagnostico se baseia em
exames de neuroimagem, eletroencefalografia e no quadro clinico, caracterizado por
auras e crises parciais simples ou complexas, que se originam em estruturas mesiais
do lobo temporal. As crises parciais, também chamadas crises focais, se originam
dentro de redes limitadas a um hemisfério, caracterizadas de acordo com uma ou

mais caracteristicas, sendo elas: motora, autonémica e discognitiva. Os tipos de
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crises parciais complexas sao basicamente os mesmos tipos de crises parciais
simples, a grande diferenca € que as crises parciais complexas sdo acompanhadas
por perturbacdo da consciéncia. Ainda, as crises focais podem evoluir para uma
crise convulsiva bilateral, denominada como ténico-clénicas secundariamente
generalizadas. Uma caracteristica importante do quadro clinico da ELTM é que
durante os primeiros estagios do periodo cronico as crises espontaneas sdao mais
propensas a serem controladas com medicagdo, mas com a progressao da doencga
as crises podem se tornar intrataveis (Cardoso et al., 2006; Wieser, 2004). Portanto,
aproximadamente um ter¢o dos pacientes com ELTM apresentam resisténcia
farmacoldgica e sofrem com esse tipo de epilepsia refrataria (Engel, 2001; Kwan et
al.,, 2010). Nestes casos, os pacientes podem ser tratados cirurgicamente, uma
estratégia mais eficaz no controle das crises, com resultados superiores ao
tratamento clinico (Engel et al.,, 2012; Guerreiro, 2012). Porém, pacientes
submetidos a cirurgia como a hipocampectomia podem apresentar outros déficits
neuroldgicos (Berg et al., 2003; De Araujo Filho et al., 2012).

Na maioria dos pacientes, a ELTM parece ser o resultado de um insulto inicial
causado por um trauma, encefalite, uma crise febril ou status epilepticus (SE)
(Duncan et al., 2006; Sharma et al., 2007). No entanto, o tempo exato para as crises
espontaneas surgirem € desconhecido, mas suspeita-se que apds um primeiro
insulto ha um estado pré-epiléptico que transforma um cérebro normal em um
cérebro epiléptico. Em muitos casos, apds uma lesdo cerebral, os pacientes se
recuperam e podem permanecer anos sem apresentar crises epilépticas
espontaneas e recorrentes. O periodo que precede o aparecimento dessas crises €
conhecido como periodo latente ou silencioso (O'dell et al., 2012; Sharma et al.,
2007).

O periodo latente € extremamente critico para o desenvolvimento da ELTM,
pois € quando se inicia o processo de epileptogénese, sugerindo que a epilepsia nao
€ um resultado imediato da lesdo cerebral, mas que envolve uma cascata de
eventos epileptogénicos secundarios (Chang & Lowenstein, 2003; Giblin &
Blumenfeld, 2010; Rakhade & Jensen, 2009). O termo epileptogénese refere-se a
transformacdo da rede neuronal normal em um estado hiperexcitavel de longa
duracgéo que gera crises espontaneas e recorrentes (CER) (Figura 1). Nesse sentido,

considerando a leséo inicial como o gatilho de processos secundarios importantes, o
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cérebro torna-se epiléptico por um processo que ocorre lentamente. Assim, as
estratégias anti-epileptogénicas devem focar nos mecanismos secundarios tardios
que se desenvolvem algum tempo apds a lesao inicial (Jiao & Nadler, 2007; Tauck
& Nadler, 1985). Diante disso, o periodo latente pode indicar uma janela terapéutica
eficaz para a prevencédo da epileptogénese e o subsequente desenvolvimento de
CER (Pitkanen, 2004).

A esclerose hipocampal, principal caracteristica anatomopatolégica da ELTM,
€ parte de um conjunto de alteragdes que ocorrem durante a epileptogénese e esta
presente em aproximadamente 60% dos pacientes, sendo o hipocampo a estrutura
mais afetada (Acharya et al., 2008; French et al., 1993). O hipocampo epiléptico
apresenta um padrao estereotipado, caracterizado por perda neuronal, dispersao
das células granulares do giro denteado e intensa astrogliose fibrilar, que confere um
aspecto escleroético ao hipocampo (Caboclo et al., 2012; Thom, 2014). Além disso,
podemos observar uma reorganizagdo axonal, caracterizada por brotamentos de
colaterais de axdénios das células granulares (as fibras musgosas) na regido da
camada molecular interna do giro denteado (Andrade-Valenca et al., 2008;
Brenneke et al., 2004; Hanaya et al., 2010; Tauck & Nadler, 1985). A perda celular
hipocampal € observada em 60-70% dos espécimes cirurgicos obtidos de pacientes
submetidos a cirurgia para tratamento de epilepsia refrataria (Babb et al., 1991;
Chakir et al., 2006; Jardim et al., 2012), e envolve subpopula¢des especificas de
neurdnios excitatérios e inibitérios. Os principais neurénios do Corno de Ammon
(CA) 1, CA3 e do hilo do giro denteado s&o intensamente afetados na maioria dos
pacientes, apresentando neurodegeneragido significativa (Nobili et al., 2015;
Sloviter, 2005; Thom et al., 2009), enquanto as células piramidais de CA2 e as
granulares da camada granular permanecem mais preservadas. Ainda, a perda
neuronal pode ser observada em interneurbnios hilares que expressam
somatostatina (SST), neuropeptideo Y (NPY), parvalbumina (PV) e calretinina
(CR)(Andre et al., 2001; Chen et al., 2010; Mathern et al., 1995; Zhu et al., 1997).
Diante disso, é de extrema importancia o entendimento funcional e morfolégico do

hipocampo.



Figura 1. Esquema dos eventos epileptogénicos.
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Figura 1. Esquema dos eventos epileptogénicos. Esquema dos principais
eventos envolvidos na epileptogénese, periodo que se inicia apés um insulto inicial
(SE), evoluindo para o surgimento das crises espontaneas e recorrentes. Modificada
de (Acharya et al., 2008).

1.1.3. Formagao hipocampal e desequilibrio excitagaol/inibicao na
ELTM.

O hipocampo tem um papel central na epileptogénese, por isso abordaremos
brevemente algumas caracteristicas anatdmicas, assim como as principais vias
presentes nessa regido.

Do ponto de vista anatdbmico, a formagcao hipocampal compreende quatro
regides: giro denteado (GD), Corno de Ammon (CA), complexo subicular, subdividido

em subiculo, para-subiculo e pré-subiculo; e por ultimo o cértex entorrinal.



O termo hipocampo propriamente dito geralmente é utilizado para descrever
duas regides da formacgdo hipocampal: o GD e o CA, este ultimo com trés
subcampos: CA1, CA2 e CA3. A regido superior da estrutura é chamada de CA1, a
inferior de CA3 e entre elas a pequena area CA2. O principal tipo celular dessa
regido é o neurdnio piramidal, que constituia camada piramidal de CA1, CA2 e CA3
(Kandel et al., 2003).

O GD é dividido em trés camadas: molecular, granular e hilo ou regiao
polimorfa do giro denteado (PoDG), chamado assim pela variedade morfologica de
suas celulas que, entre outros tipos, contém as ceélulas musgosas. A camada
granular €& constituida predominantemente porcélulas granulares. Os mais
importantes interneurbnios deste complexo sao as células em cesto, consideradas
de influéncia inibitéria. A camada das células granulares faz limite, de um lado, com
a camada polimorfa (hilo), e de outro, com as camadas moleculares interna e
externa, onde estdo localizados os dendritos das células granulares. A camada
molecular interna é também conhecida como camada supragranular do GD
(Andersen et al., 2007).

O subiculo representa a transigdo do cértex de trés camadas do hipocampo
(molecular, piramidal e polimorfa) e do GD (molecular, piramidal e polimorfa) para o
cértex de seis camadas da area entorrinal do giro-parahipocampal. Diferengas
citoarquiteténicas permitiram dividir essa estrutura em para-subiculo, pré-subiculo e
subiculo propriamente dito. O coértex entorrinal, que nos roedores é dividido em
regides medial e lateral, constitui a aferéncia mais importante para o hipocampo e
GD por fibras que constituem a via perfurante (Andersen et al., 2007).

A circuitaria basica do hipocampo pode ser tradicionalmente descrita em
termos de um circuito tri-sinaptico (Figura 2). As fibras perfurantes fazem a primeira
sinapse com as células granulares, localizadas no giro denteado. Os axdnios das
células granulares, conhecidos como fibras musgosas, fazem sinapse com as
células piramidais de CA3, que, por sua vez, através de suas projecdes alcangcam as
células piramidais do CA1 por vias eferentes, formando o sistema colateral de
Schaffer. Essas trés sinapses definem a via tri-sinaptica e utilizam o glutamato como
principal neurotransmissor. As células da regido CA1 enviam projec¢des para fora do
hipocampo através do complexo subicular de onde seguem para outras areas. No

hilo, as células musgosas que sao inervadas pelas fibras musgosas, se conectam



com as células em cesto e estas, por sua vez, com as células granulares,
estabelecendo um circuito recorrente inibitorio com estas ultimas (Danglot et al.,
2006). Além da via tri-sinaptica, temos uma importante via monossinaptica na
formacao hipocampal denominada via temporoamodnica, constituida de projecoes
axonais de neurbnios do coértex entorrinal para o complexo subicular e CA, sendo
assim, as projegdes do cortex entorrinal ndo chegam somente ao GD, mas também
de maneira direta a CA3, CA2 e CA1.

Figura 2. Esquema da circuitaria tri-sinaptica do hipocampo.
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Figura 2. Esquema da circuitaria tri-sinaptica do hipocampo. 1) Primeira
sinapse, entre fibras da Via Perfurante do cortex entorrinal e células granulares do
GD; 2) segunda sinapse, entre fibras musgosas das células granulares e células
piramidais de CAS3; 3) terceira sinapse, entre projecdes de CA3, fibras conhecidas
como colaterais de Schaffer, e células piramidais de CA1. Modificada de (Lie et al.,
2004).

Tendo como base os circuitos hipocampais, algumas teorias foram propostas
para explicar a epileptogénese. Uma das hipoteses é a da excitagao recorrente.
Ap6s um crescimento axonale reorganizagdo sinaptica aberrante, que recebe o
nome de brotamento das fibras musgosas, forma-se um circuito recorrente

monosinaptico excitatério entre as células granulares e células musgosas (Lothman
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et al.,, 1992; Sharma et al., 2007; Tauck & Nadler, 1985), tendo como consequéncia
a hiperexcitabilidade de células granulares do GD.

Outra explicagdo para o entendimento da epileptogénese é a “teoria das
células em cesto dormentes” proposta por Sloviter (1991), que se baseia na
diminuicdo da atividade das células GABAérgicas inibitorias gerando um
desequilibrio nos circuitos hipocampais com facilitagdo da excitagao (Jinde et al.,
2013; Sloviter, 1987;1991). Acredita-se que com a morte das células musgosas
haveria uma reducdo dos estimulos excitatérios para as células em cesto
GABAérgicas deixando-as em um estado “dormente”. Os trabalhos de Longo e Mello
(1997, 1998 e 1999) corroboram os trabalhos de Sloviter e sustentam essa hipotese,
pois o bloqueio do brotamento das fibras musgosas nao impediu o aparecimento das
crises espontaneas demonstrando que o circuito recorrente que se forma causando
hiperexcitabilidade de células granulares do GD (Babb et al., 1991; Lothman et al.,
1992; Sharma et al.,, 2007; Tauck & Nadler, 1985) n&o é a principal causa da
geracgao e perpetuacao das crises epilépticas.

Uma hipdtese alternativa se baseia na existéncia de células musgosas
“irritaveis” que seriam resistentes a morte induzida pelas crises epilépticas
(Santhakumar et al., 2000). Estas células musgosas sobreviventes potencializariam
a hiperexcitabilidade das células granulares (Jinde et al., 2013; Santhakumar et al.,
2000).

Esses circuitos sdo de extrema importdncia para a discussdo sobre a
participacdo do hipocampo na génese das crises epilépticas. Os circuitos inibitérios
que modulam a excitagado hipocampal decorrem de diversos tipos de interneurénios
inibitérios localizados tanto no hipocampo propriamente dito quanto no GD. O GABA
€ um dos principais neurotransmissores que atuam em sinapses inibitdrias no
encéfalo. Os trés tipos de receptores GABAérgicos amplamente conhecidos s&o:
GABAA e GABAG, que sio receptores ionotrépicos, com acgao rapida; e o receptor
GABAg, que pertence a classe dos receptores metabotrépicos, ligado a uma
proteina G, que abre canais ibnicos através de segundos mensageiros, produzindo
uma acao mais lenta.

A inibicdo mediada pelo GABA é de extrema importancia para o controle da
circuitaria sinaptica, pois impede a difusdo das descargas epileptiformes (Miller &

Ferrendelli, 1990; Telfeian & Connors, 1998), controla propriedades intrinsecas dos
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neurdnios (Dichter & Ayala, 1987; Isokawa-Akesson et al., 1989) e modula a
ativagdo das sinapses glutamatérgicas (Otis & Trussell, 1996). No hipocampo, na
regidao do GD, encontramos alta concentragdo de internerneurdnios inibitérios que
podem ser divididos em diferentes subtipos baseado em seus aspectos
morfolégicos, em suas propriedades eletrofisiologicas e na expressédo de
marcadores especificos. Os principais subtipos de interneurbnios que expressam
proteinas ligantes de calcio sao: calbindina (CB), PV, com axbnios e corpo celular
grande, e CR, com corpo celular pequeno, bipolar e orientado verticalmente (Freund
& Buzsaki, 1996; Tamamaki et al., 2003; Wonders & Anderson, 2006). Outro
subtipo sdo aqueles que expressam neuropeptideos como a SST, peptideo intestinal
vasoativo (VIP), colecistoquinina (CCK) e NPY (Markram et al, 2004). Além disso, a
maioria dos interneurénios inibitérios sao locais, com associacdes de curto alcance e
apenas cerca de 0,5% das células corticais GABAérgicas possuem proje¢cdes com
axobnios de longo alcance (Tamamaki & Tomioka, 2010).

Por fim, os interneurdnios inibitérios controlam a hiperexcitabilidade das
principais circuitarias neuronais (Freund & Buzsaki, 1996), e a perda de neurdnios
inibitérios ou disfungdo da neurotransmissao GABAérgica no hipocampo contribuem
para a epileptogénese (Houser, 2014; Liu et al., 2014; Soukupova et al., 2014).

1.1.4. Epilepsia do Lobo Temporal — Modelo Experimental da Pilocarpina

A possibilidade de reproduzir doengas humanas em animais trouxe muitos
avangos para a area da medicina experimental, além disso, a maioria do
conhecimento obtido ao longo desses anos € fruto de apropriados modelos animais
que contribuiram para o entendimento de varias doencgas, dentre elas a epilepsia. Os
modelos animais desenvolvidos para o estudo da ELTM mimetizam achados
encontrados em humanos quanto a resposta terapéutica farmacologica e
manifestacbes comportamentais, assim como reproduzem com muita similaridade as
caracteristicas histopatologicas e eletrograficas (Ben-Ari et al., 1981; Turski et al.,
1989).

Os modelos animais utilizados para o estudo da epilepsia foram classificados
como: genéticos, onde o aparecimento das crises epilépticas espontaneas ou
induzidas esta relacionado com aspectos associados a formagcdo e ao

desenvolvimento do sistema nervoso; e n&o genéticos, onde as crises epilépticas
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sdo desencadeadas através da estimulagdo quimica (pilocarpina, acido cainico) ou
elétrica (kindling) do sistema nervoso em animais ndo manipulados geneticamente
(Kandratavicius et al., 2014).

Desde as décadas de 1980 e 1990 até os dias de hoje, o modelo da
pilocarpina, desenvolvido por Turski e colaboradores (1983) & extensamente
utilizado (Turski, 2000; Turski et al., 1983). Descrita como agonista colinérgico, a
pilocarpina € extraida de uma planta brasileira, o pilocarpus jaborandi. A
administracdo de pilocarpina em roedores induz crises epilépticas como as
generalizadas do tipo ténico-cldnica, por meio da ativagdo de receptores colinérgicos
muscarineos do tipo M1, uma vez que foi observado que animais knockout para
esse receptor ndo desenvolveram crises apos injecao de pilocarpina (Hamilton et al.,
1997). Apesar do importante papel que os receptores M1 desempenham no inicio
das crises, a manutencdo das mesmas se da pela ativagdo de receptores do tipo
NMDA (Nagao et al., 1996; Smolders et al., 1997). Assim, a administragdo local ou
sistémica de pilocarpina resulta, na maioria das vezes, no SE que é caracterizado
por uma crise doradoura (mais de 30 min), geralmente generalizada do tipo ténico-
clénica, ou duas ou mais crises convulsivas sem completa recuperacdo da
consciéncia entre qualquer uma delas (Cherian & Thomas, 2009). A duragéo do SE
durante o insulto inicial € critica para o desenvolvimento de danos cerebrais e das
CER. Alguns estudos mostraram que € preciso uma duragao minima do SE para o
desenvolvimento da epilepsia crénica, e, de acordo com Klitgaard e colaboradores e
Scorza e colaboradores apenas 30 minutos de SE sao suficientes para o
desenvolvimento das CER (Klitgaard et al., 2002; Lemos & Cavalheiro, 1995;
Scorza et al., 2009).

Apds o evento agudo do SE, inicia-se um periodo conhecido por silente ou
latente, com duracgdo bastante variavel em torno de 7- 45 dias (Cavalheiro, 1995;
Goffin et al., 2007; Leite et al., 1990). Este periodo é caracterizado pela auséncia de
crises e a presenca de um padrao normal de EEG. No entanto, é nesse periodo que
varios fendbmenos fisiopatolégicos relacionados a epileptogénese ocorrem. Apos
esse periodo latente, os animais passam a apresentar CER, caracterizando o
periodo crénico da epilepsia induzida por pilocarpina (Cavalheiro, 1995; Cavalheiro
et al., 1991).
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Alguns modelos experimentais de epilepsia, dentre eles o da pilocarpina,
permitem o estudo tanto na fase aguda (fase durante a indugdo de um insulto inicial
como o SE) como nas fases latente (periodo sem crises epilépticas) e crbnica
(periodos de CER). Devemos considerar algumas facilidades desse modelo, como a
rapida inducdo do SE e presenga de um periodo silencioso seguido de CER
(Cavalheiro et al., 1991), brotamento das fibras musgosas (Mello et al., 1993),
proliferagdo ectdopica de células granulares (Wieser, 2004) e perda de
interneurénios, evidenciada por diversos trabalhos que mostram a redugdo no
numero dos mesmos apods diferentes tempos da indugcdo do SE (Fritschy et al.,
1999; Kobayashi & Buckmaster, 2003; Shetty & Turner, 2001). Além disso, todas
essas alteragdes acontecem no hipocampo, a principal regiao afetada no modelo de
pilocarpina (Fritschy et al., 1999). Por fim, devemos considerar o fato das crises
serem dificilmente controladas por drogas anti-epilépticas, tanto em pacientes como
nos animais epilépticos (Chakir et al., 2006; Leite & Cavalheiro, 1995).

Nesse sentido, o modelo de epilepsia induzido por pilocarpina se assemelha
as condicdes humanas, e parece ser um modelo apropriado ndo so6 para o estudo de
drogas anti-epilépticas, como também para tratamentos inovadores n&ao-

farmacoldgicos como a terapia celular.

1.2. Células-tronco e terapias celulares
1.2.1. Células-tronco

O numero de estudos realizados com células-tronco aumentou muito nas
ultimas duas décadas devido ao potencial terapéutico que essas células vém
apresentando. Tal potencial baseia-se na hipétese de substituicdo celular e de um
possivel efeito protetor gerado pelas células-tronco, ou seja, elas poderiam
substituir, prevenir ou retardar a morte de determinadas populacdes celulares, além
de auxiliar na compreensdao de mecanismos regenerativos. Diante disso, essas
células podem se tornar uma alternativa para o tratamento de doengas que ainda
nao possuem um tratamento eficaz, como Parkinson, Alzheimer, lesdo medular,
esclerose lateral amiotrofica, entre outras.

Por definicdo, as células-tronco sédo células indiferenciadas e apresentam

caracteristicas de auto renovagédo (capacidade de poder se dividir e gerar outra
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célula-tronco idéntica), e a capacidade de gerar células especializadas de diferentes
linhagens celulares quando em condi¢des especificas, conhecida como potencial de
diferenciagcao (Wagers & Weissman, 2004).

As células-tronco podem ser classificadas de acordo com sua origem:
embrionaria, fetal ou adulta, e quanto a sua plasticidade ou potencialidade:
totipotente, pluripotente e multipotente (Wagers & Weissman, 2004). Segundo sua
potencialidade, as células totipotentes, ou zigoto, formam um organismo completo,
incluindo tecidos extra embrionarios como a placenta, no entanto, sdo carentes da
capacidade de auto-renovagao, provavelmente pelo ambiente em que se encontram.
As células pluripotentes sdo as células embrionarias, provenientes da massa interna
do blastocisto que originam células pertencentes as trés camadas germinativas
primarias (ectoderme, mesoderme e endoderme) e sao facilmente expandidas em
cultura. Entretanto, possuem alta capacidade de gerar teratomas, sendo um dos
principais desafios para sua aplicabilidade nas terapias celulares, além de levantar
algumas questdes éticas.

Recentemente, células-tronco pluripotentes induzidas, também conhecidas
como células iPSCs (do inglés.induced pluripotent stem cells), passaram a ser
amplamente estudadas. As iPSCs derivam de células somaticas adultas
diferenciadas que, apdés uma reprogramacdo celular através da indugdo da
expressao de genes especificos, retornam ao seu estado pluripotente e apresentam
caracteristicas semelhantes as de células-tronco embrionarias (Takahashi &
Yamanaka, 2006). Diante disso, as iPSCs tornaram-se um atrativo devido ao seu
potencial terapéutico, pois comparadas a outras células-tronco, essas permitem a
utilizacao das células do préprio paciente, permitindo uma abordagem translacional.
Além disso, possibilitam o entendimento de doengas complexas, permitindo
desenvolver modelos celulares de doencas humanas com modelos celulares
contendo o genoma predisposto a doencga (Marchetto et al., 2010; Nageshappa et
al., 2015; Revilla et al., 2015). No entanto, alguns estudos recentes encontraram
anormalidades no transcriptoma destas células, bem como a formacao de tumores
(Liu, . et al., 2014; Nishimori et al., 2014).

Por fim, as células encontradas em varias regides do organismo adulto, como
as células mesenquimais na medula éssea e as células-tronco neurais no encéfalo,

sao exemplos de células-tronco adultas, multipotentes, com uma capacidade
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limitada de diferenciagédo. Além das células-tronco neurais adultas, temos as células-
tronco neurais fetais, que também sdo multipotentes, porém, devido a origem fetal

elas sdo mais aptas a proliferar.
1.2.2. Células-tronco neurais

As células-tronco multipotentes encontradas em determinadas regides do
encéfalo adulto sdo capazes de gerar novos neurénios, fendmeno ao qual é dado o
nome de neurogénese, um processo que envolve a proliferacdo dos progenitores
neurais, migracdo e diferenciacdo terminal em neurbnios (Henning, 2010). As
principais areas neurogénicas sao a zona subventricular (ZSV), adjacente aos
ventriculos laterais onde novos neurbnios migram para o bulbo olfatério pela
corrente migratoria rostral, e a zona subgranular (ZSG) do giro denteado encontrada
no hipocampo, onde novas células granulares sdo produzidas (Alvarez-Buylla &
Garcia-Verdugo, 2002; Alvarez-Buylla et al., 2001).

Em 1928, baseado nas técnicas disponiveis naquela época, o anatomista
espanhol Ramon y Cajal sugeriu que o sistema nervoso central era imutavel e que o
processo de neurogénese sé poderia ocorrer no periodo de desenvolvimento
embrionario (Cajal, 1928). Este paradigma foi bem aceito durante muitos anos. No
entanto, anos mais tarde Altman e seu grupo utilizaram técnicas sensiveis o
suficiente para detectar a divisdo celular continua que ocorre no cérebro adulto
(Altman, 1969; Altman & Das, 1965). Porém, apenas na década de 90, quando
novas abordagens técnicas foram utilizadas, a comunidade cientifica aceitou que
novos neurdnios séo continuamente gerados no cérebro adulto de roedores (Kaplan
& Hinds, 1977), primatas ndo humanos (Rakic, 2002) e também em humanos (Gage,
2002).

Essa quebra de paradigma foi importante para a neurociéncia, pois permitiu
uma melhor compreensao de processos relacionados com o surgimento de novos
neurdénios. A neurogénese no adulto esta envolvida na aprendizagem, na formagao
de alguns tragos da memoria, e pode ser induzida em atividades como o exercicio
fisico espontadneo, assim como em algumas doengas como a epilepsia (Kokaia,
2011; Van Praag et al., 1999).

Além das células-tronco neurais encontradas no tecido adulto, temos as

células-tronco neurais fetais, também multipotentes, que possuem um potencial
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maior de autorrenovagdo, estdo presente em grande quantidade no feto em
desenvolvimento e podem ser extraidas durante a formagcédo dos mesmos (Henning,
2010). As célula-tronco neurais sdo capazes de gerar os trés tipos celulares de
origem neural: neurdnios, oligodendrécitos e astrécitos. Por um mecanismo de
divisdo assimétrica sdo geradas células progenitoras neuronais ou gliais que ainda
podem proliferar e posteriormente sofrerdo o processo de diferenciagao terminal. A
habilidade de originar outras células-tronco idénticas ocorre por meio de divisao
simétrica (autorrenovagao).

Assim, as células-tronco neurais encontram-se no topo da hierarquia dessa
linhagem, enquanto as células progenitoras/precursoras ja apresentam um maior
comprometimento a um tipo celular especifico (Gage, 2000). Uma das ferramentas
utilizadas para caracterizar as propriedades das células-tronco neurais € a técnica

de cultivo de neuroesferas, que sera abordada no item 1.2.4.

1.2.3. Eminéncia Ganglionica Medial

As células-tronco neurais fetais possuem a habilidade de gerar diferentes
classes de neurbnios in vitro e in vivo, e essa especificacdo depende da idade
embrionaria e do local de origem das células ao longo dos eixos rostral/ caudal ou
dorsal/ ventral. Como exemplo, a regido do mesencéfalo de embrides de ratos de 14
dias origina neurdnios dopaminérgicos, usados para pesquisa em doenga de
Parkinson (Hahn et al., 2009; Torres et al., 2008), assim como células extraidas da
medula espinal de embrides da mesma idade geram neurdnios motores, utilizados
em estudos sobre a esclerose lateral amiotréfica (Hedlund et al., 2007; Mazzini et
al., 2008).

Durante a embriogénese, precursores neurais oriundos da regido ventral do
telencéfalo dao origem aos interneurénios inibitérios. Essa regiao € denominada
eminéncia ganglibnica (EG) (Corbin & Butt, 2011). A EG é uma estrutura cerebral
transitoria, ou seja, esta presente durante o desenvolvimento embrionario por volta
do décimo quarto dia de gestagao (E14) de roedores. Essa regido pode ser divida
em trés partes: a Eminéncia Ganglidnica Lateral (EGL), Eminéncia Ganglibnica
Medial (EGM) e Eminéncia Ganglidnica Caudal (EGC), que recebem esses nomes
de acordo com sua localizag&o rostral-caudal. As células da EGL migram ventral e

anteriormente dando origem a neurdnios espinhosos do estriado dorsal e ventral,
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incluindo o nucleo accumbens e tubérculo olfatério (Toresson et al., 2000; Wichterle
et al., 2001). Ja as células da EGM e EGC migram dorsalmente e se espalham pelo
prosencéfalo, sendo seus principais alvos 0 neocértex, o estriado dorsal, amigdala e
hipocampo (Lavdas et al., 1999; Xu et al., 2004) (Figura 4).

Dentre as trés eminéncias citadas, a EGM e a EGC sao as fontes primarias
de interneurdnios corticais no sistema nervoso em desenvolvimento, porém a EGM é
a que possui uma capacidade maior de migracédo, além de dar origem a uma
quantidade maior de interneurdnios inibitérios, que corresponde a aproximadamente
50-60% dos interneurénios neocorticais de um camundongo (Pleasure et al., 2000;
Wonders & Anderson, 2006). Os dois principais subtipos de interneurdnio inibitorios
que derivam da EGM sao PV e SST positivos (Butt et al., 2005), com poucos
interneurdnios expressando NPY e CR, tanto in vitro utilizando a técnica de
neuroesferas como nos transplantes in vivo (Calcagnotto et al., 2010; Eriksson et
al., 2003; Inan et al., 2012; Wichterle et al., 1999).

Para que ocorra a diferenciagado de progenitores da EGM em interneurénios
inibitérios sado necessarios fatores de transcricdo especificos, que regulam a
sobrevivéncia de interneurbnios GABAérgicos, assim como sua migragdo para o
cortex e a maturagado do fendtipo adulto apropriado. Estudos que visam entender o
desenvolvimento e especificagdo adequada de interneurbnios GABAérgicos
derivados da EGM apontam como principais fatores de transcricdo o DIx1 (distal-
lesshomeobox 1), o Nkx2.1 (NK2 homeobox 1) e o Lhx6 (LIM homeobox 6).

A familia de genes homeobox DIx, especificamente DIx1, é expressa na
maioria das células progenitoras neurais, sendo este gene necessario para a
maturagcdo dendritica e sobrevivéncia das subclasses de interneurbnios,
desempenhando um papel importante na especificagdo de progenitores
interneuronais da EGM (Long et al., 2009). Animais nocautes para o DIx1
apresentam reducdo de interneurdnios inibitérios, preferencialmente do tipo CR e
SST positivos, além disso, esses animais apresentam crises generalizadas devido a
falta de interneurénios (Cobos et al., 2005).

Os interneurénios derivados da EGM e EGC precisam de DIx1/2 para garantir
a adequada migracdo para regides corticais (Panganiban & Rubenstein, 2002).
Camundongos duplo mutantes DIx1/2 apresentam redug¢do do numero de

interneurdnios inibitérios no coértex devido a falha de migragdo, demonstrando a
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importancia desses fatores de transcricdo na migragao de interneurénios da EGM
(Colombo et al., 2007).

Apesar do fator de transcricdo DIx1 desempenhar um papel importante no
desenvolvimento de interneurbnios inibitorios da EGM, o fator de transcricao
considerado crucial para que ocorra a especificagdo inicial em interneurénios
inibitorios € o Nkx 2.1 (Butt et al., 2008; Xu et al., 2008). Ao contrario dos fatores de
transcricdo homeobox DIx que sdo expressos na EGL, EGC e EGM, a expressao de
Nkx 2.1 estda ausente na EGL e EGC, sugerindo um papel especifico na
neurogénese da EGM (Sussel et al., 1999).

A auséncia ou perda de Nkx 2.1 resulta na diminuicdo do numero de
interneurénios. Em um estudo no qual utilizou-se animais mutantes que néo
apresentavam esse fator, foi observado uma reducéo significativa de interneurénios
GABAérgicos. Dentre os subtipos que mais apresentaram reducdo destacam-se os
interneurdnios que expressam PV e SST, tornando a regido da EGM a principal
fonte desses interneurbnios (Butt et al., 2008; Sussel et al., 1999). Além disso, a
perda constitutiva de Nkx 2.1 conduz a um encolhimento e uma transformacao da
EGM, que passa a adquirir caracteristicas da regido da EGL, reforgando a ideia do
Nkx 2.1 ser um fator de transcricdo chave para a especificacdo de interneurbnios
GABAérgicos derivados da EGM (Sussel et al., 1999).

Outro papel importante do Nkx2.1 € manter a expressao de moléculas da
EGM, como o Lhx6, e reprimir marcadores das outras eminéncias (EGL e EGC). O
fator de transcrigdo Lhx6 € expresso durante o processo de migragdo de
interneurdnios positivos para PV e SST, sendo essencial para a adequada migragao
dos interneurdnios GABAérgicos da EGM até o cortex. Andlises de mutagdes no
gene Lhx6 indicaram a sua importancia na determinagdo do destino de ambos os
interneurdnios positivos para PV e SST, fato observado tanto na sua auséncia, que
torna os mesmos defeituosos, como na sua expressao ectopica em camundongos
nocautes para Nkx2.1, que pode resgatar a geragao dos interneurénios (Du et al.,
2008; Liodis et al., 2007). A maioria dos interneurdnios corticais positivos para PV e
SST presente no cérebro de roedores expressa Lhx6. Em animais duplo-mutantes
para Lhx6/8 foi observado uma reducgao significativa na produgao de interneurdnios

derivados da EGM e falha na migragdo, no entanto isso ndo ocorre em animais
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mutantes apenas para Lhx8, o que evidencia a importéancia do Lhx6 (Flandin et al.,
2011).

Assim, os fatores de transcricdo descritos acima sdo de extrema importancia
para a regido da EGM, assim como para o desenvolvimento e manutencdo de
precursores de interneurdnios inibitérios que podem ser utilizados e melhor

investigados como uma alternativa para terapia celular.

Figura 3. Eminéncias durante o desenvolvimento

VistaCoronal  1.Migracdo Radial
B) 2 .\ El4 de Rato |- - ;'3“

A)

2.Migracao Tangencial

‘ !
-—':/’/‘

Vista Sagital

Figura 3. Eminéncias durante o desenvolvimento. A) llustragdo mostrando a
localizagdo da Eminéncia Ganglidnica Medial (EGM), Eminéncia Ganglionica Lateral
(EGL), Cértex (CTX) e Bulbo olfatério (BO) no cérebro de um embrido de 14 dias de
rato. B) llustragdo mostrando a EGM e a migragdo dos interneurénios inibitérios

dessa regido em vermelho. Figura modificada de (Tyson & Anderson, 2014).

1.2.4. Neuroesferas

Desde a primeira descricdo, as células-tronco e progenitores neurais
receberam grande atengdo devido ao promissor potencial no desenvolvimento de
futuras terapias para as desordens neurolégicas. Em 1992, células-tronco neurais
foram isoladas do sistema nervoso de camundongos (Reynolds & Weiss, 1992) e em
1998 foram isoladas de tecido humano (Flax et al., 1998; Kukekov et al., 1999).
Uma das maneiras de estudar as células-tronco neurais é tirando-as de seu nicho

natural, isolando-as, purificando-as e expandindo-as in vitro.
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O ensaio de formacao de neuroesferas, descrito pela primeira vez em 1992
por Reynolds e Weiss, consiste no isolamento de células-tronco neurais oriundas de
tecido fetal ou adulto (Reynolds & Weiss, 1992). As neuroesferas sao agregados
celulares que crescem em suspensao na presenca de fatores de crescimento, como
FGF2 (fibroblast growth factor-2) e EGF (epidermal growth factor). Cada neuroesfera
e derivada de uma unica célula-tronco que, por divisdo simétrica, da origem a outra
célula-tronco, e por divisdo assimétrica, origina um progenitor mais comprometido
com uma linhagem especifica. Cada progenitor da origem somente a outros
progenitores ou a ceélulas mais diferenciadas. Assim sendo, apenas uma pequena
fracao da neuroesfera corresponde as verdadeiras células-tronco, a maior parte de
sua populagao € composta por progenitores mais comprometidos (Figura 3).

As células presentes nas neuroesferas sdo capazes de se diferenciar apos a
retirada de fatores de crescimento em trés linhagens do sistema nervoso central,
astrocitos, oligodendrdcitos e neurdnios, tornando-se um atrativo para terapias de
reposi¢ao celular em doengas do sistema nervoso (Karbanova et al, 2004; Meissner
et al, 2005).

Por meio do modelo de cultivo das neuroesferas, é possivel identificar células-
tronco neurais e progenitoras em diferentes areas do encéfalo, investigar como as
propriedades intrinsecas das células-tronco e progenitoras se modificam diante do
envelhecimento e de patologias, além de contribuir para a compreensdo de
mecanismos moleculares de autorrenovagdo e diferenciacido (Clevers, 2011;
Hirschhaeuser et al., 2010).
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Figura 4. Formacao de Neuroesferas.
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Figura 4. Formagao de Neuroesferas. Esquema sobre a formagdo de uma
neuroesfera onde uma célula-tronco, por divisdo assimétrica, forma um agregado
celular contendo células-tronco e progenitores neurais. ZSV - Zona subventricular.
ZSG - Zona subgranular. EGF e FGF2 - Fatores de crescimento. Modificada
(Ahmed, 2009).

1.2.4-1. Papel dos fatores de crescimento EGF e FGF2 na cultura de
células-tronco neurais.

A descoberta do EGF e a caracterizagao de seu receptor (Savage et al, 1972)
foram importantes para estudos na area de diferenciacdo e proliferacdo celular.
Durante o desenvolvimento do sistema nervoso central, o EGF apresenta papéis
importantes na indugdo da proliferacdo e migracao de células-tronco neurais
(Kornblum et al., 1997; Threadgill et al., 1995).

Os receptores de EGF estdo associados com a manutencdo da
multipotencialidade das células-tronco embrionarias e neurais, independente da
idade ou regido do encéfalo, pois as células que apresentam altos niveis de
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expressdo desses receptores sao progenitores com uma grande capacidade
proliferativa. O uso de EGF induz a proliferagdo e a migragao de progenitores da
ZSV (Ciccolini et al., 2005; Ciccolini & Svendsen, 1998). Além disso, os receptores
de EGF néo estido diretamente ligados ao surgimento de novos neurdnios, uma vez
que as ceélulas que apresentam altos niveis desse receptor possuem baixa
capacidade de diferenciagdo neuronal (Ciccolini et al., 2005). Esses receptores
parecem estar envolvidos na diferenciagdo de células gliais, pois a redugao de
receptores de EGF nas células precursoras localizadas na regidao da ZSV atenua a
producao de oligodendrdcitos, enquanto o aumento da expresséo desses receptores
expande a populagédo dos mesmos (Aguirre & Gallo, 2007).

Outro fator de crescimento bastante utilizado para manter e expandir células-
tronco embrionarias e neurais é o FGF2 (Kilpatrick & Bartlett, 1995; Reynolds &
Weiss, 1992), membro da familia do FGF, que compreende 22 ligantes e 4
receptores (Oliveira et al., 2013). O FGF2 promove a proliferagdo de células-tronco
neurais e, assim como o EGF, o aumento da expressao de receptores FGFR2
mantém as células precursoras neurais em um estado de multipotencialidade (Maric
et al, 2007). Quando usado em ceélulas-tronco embrionarias humanas e de
camundongos, o FGF2 induz um destino neural (Guillemot & Zimmer, 2011;
Reynolds & Weiss, 1996). Quanto ao fendtipo de diferenciacéo celular, de forma
diferente do EGF, o FGF2 esta envolvido com a origem de células neuronais, visto
que camundongos deficientes para FGF2 apresentam uma grande redugdo do
numero de neurbnios da medula espinal e cortex cerebral, além de terem neurdnios
fenotipicamente anormais no hipocampo (Dono et al., 1998). Devemos considerar
outras funcdes relevantes relacionadas ao FGF2 como: capacidade de favorecer a
diferenciagao neuronal em células-tronco neurais adultas, aumento da capacidade
de migragdo das células-tronco neurais transplantadas no cortex, além de ser
considerado um fator de sobrevivéncia para células neurais isoladas de diferentes
regides do cérebro de embrides (Kosaka et al., 2006; Palmer et al., 1999).

Estudos sobre neurogénese em mamiferos adultos demonstraram que o
tratamento sinérgico com o FGF2 e EGF aumenta a proliferagdo de células
progenitoras na ZSV (Tureyen et al., 2005), bem como, ambos s&o considerados
fatores essenciais para a expansao in vitroe sobrevivéncia de células-tronco neurais

de embrides de roedores entre 14 a 20 dias de gestacao (E14-E20) (Tropepe et al.,
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1999). Adicionalmente, a retirada transiente ou o uso de baixas concentragdes de
EGF e FGF2 inicia a diferenciagao celular (Kelly et al., 2005; Schwindt et al., 2009).
Tais estudos demonstram que processos biolégicos desencadeados por EGF e
FGF2 sao necessarios para manter as células-tronco neurais em um estado
proliferativo e indiferenciado em cultura, sendo, portanto, importantes para a
expansao in vitro alongo prazo. Diante disso, altas concentra¢des de EGF e FGF2
sao classicamente utilizadas para a expansao de progenitores neurais em culturas
de neuroesferas (Conti et al., 2005; Gage et al., 1995; Guillemot & Zimmer, 2011).

A utilizagdo de componentes variados no meio de cultura influencia a
proliferacdo e o fendtipo celulardas células-tronco neurais. A retirada dos fatores de
crescimento EGF e FGF2 e a adicdo de soro fetal bovino no meio de cultura de
neuroesferas aumenta a quantidade de astrécitos, por outro lado a adicdo de AR
aumenta a diferenciacdo neuronal (Chow et al., 2000). Diante disso, vale ressaltar
que as células-tronco neurais sao sensiveis a mudancgas nos niveis de concentragao
de morfégenos e fatores de crescimento. Por exemplo, neuroesferas cultivadas com
baixas concentragcdes de EGF demonstraram maior diferenciacdo em neurbnios, o
que reforga a hipotese do EGF estar relacionado com a expansao e diferenciacédo de
células gliais (Kelly et al., 2005).

Estudos em que os autores removeram, por curto periodo, os fatores EGF e
FGF2 da cultura de neuroesferas demonstraram um aumento da neurogénese e da
extensdo dos prolongamentos neuronais, tanto em células de humanos, como em
murinos (Schwindt et al, 2009;.Schwindt et al, 2009). Em suma, os fatores de
crescimento sao criticos para a proliferacdo e para a decisao do destino celular de
células-tronco e progenitores neurais presentes no sistema nervoso em
desenvolvimento e no adulto, assim como, nas células-tronco neurais cultivadas

como neuroesferas.

1.2.4-2. A influéncia do AR no cultivo de progenitores neurais

Assim como os fatores de crescimento, a sinalizagao celular mediada pelo AR
tem se mostrado influente nos processos de proliferagao, diferenciacdo e maturacao
celular (Baharvand et al., 2007; Duong & Rochette-Egly, 2011; Gudas & Wagner,
2011). Resumidamente, sua produgcédo acontece por meio de duas consecutivas

reagcdes enzimaticas: o retinol (vitamina A) € oxidado em retinal (retinaldeido) e
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depois oxidado em AR. Os receptores de AR regulam diretamente a expressao dos
genes alvos.

O AR é de extrema importdncia no desenvolvimento do sistema nervoso
central durante a embriogenése (Maden et al., 1996). Estudos com animais nocaute
apontaram deficiéncias prosencefalicas, dentre elas, a diminuicdo da proliferagao
celular e expressao alterada de varios genes, como o SHH (Sonic Hedgehog),
confirmando seu papel crucial durante a fase de desenvolvimento (Mark et al., 2009;
Ribes et al., 2006). Outros achados indicam que a caréncia de AR gera uma falha na
manutencdo da sinalizacdo de FGF e Notch que pode afetar a manutencado de
progenitores neuronais (Paschaki et al., 2012).

A auséncia de sinalizacdao pelo AR leva a uma diminuicdo da proliferacéo
celular e a um aumento da morte celular em progenitores neurais do telencéfalo em
desenvolvimento, aléem de comprometer a especificagdo fenotipica de progenitores
da eminéncia ganglibnica medial (EGM) (Rajaii et al., 2008). Uma outra evidéncia da
importancia do papel do AR no desenvolvimento das células da EGM deriva de um
estudo que mostrou que, apesar da falta do AR em animais transgénicos que nao
metabolizam a vitamina A ndo afetar o desenvolvimento de neurdnios corticais, foi
observado uma deficiéncia nos neurénios GABAérgicos, sugerindo que o AR possa
influenciar na conversao do neurotransmissor glutamato para o GABA (Chatzi et al.,
2011).

O efeito indutor de células neurais atribuido ao AR mantém-se presente apos
o desenvolvimento completo de um organismo, pois ele participa da modulagéo e da
proliferagdo celular das regides do cérebro adulto onde encontramos os progenitores
neurais, podendo regular a proliferacdo de astrocitos na ZSV (Haskell & Lamantia,
2005) e a diferenciacdo neuronal que ocorre no GD hipocampal (Jacobs et al.,
2006). Além disso, a administragédo oral prolongada de AR foi capaz de aumentar a
proliferagdo de células da SVZ de ratos adultos (Giardino et al., 2000).

Diante disso, o AR vem sendo amplamente utilizado em estudos que visam
produzir células progenitoras neurais e neurénios a partir de células-tronco in vitro
(Hirami et al.,, 2009; Kim et al.,, 2009; Soprano et al.,, 2007). Recentemente,
verificou-se que a adicdo de AR em culturas de neuroesferas derivadas de células-
tronco embrionarias de ratos e de humanos gera uma quantidade maior de

progenitores neurais, podendo aumentar significativamente a diferenciagao neuronal
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desses progenitores (Bibel et al., 2004; Plachta et al., 2004). O mesmo acontece em
culturas de células-tronco neurais adultas (SVZ e SGV) (Takahashi et al., 1999) e de
células-tronco embrionarias do estriado (Wohl & Weiss, 1998). Esses indicios
reforcam a habilidade do AR de induzir diferenciacdo neuronal em cultura celular,
caracterizando um modelo promissor para o estudo in vivo de transplante dessas

células e contribuindo para definir protocolos para terapia celular.

1.2.5. Aplicacao de terapias celulares em Epilepsia do Lobo Temporal

Diversas doengas neuroldgicas ou psiquiatricas s&o resultantes de disfungéo
dos interneurbnios inibitorios, dentre elas podemos destacar o autismo, a
esquizofrenia e a epilepsia (Kato & Dobyns, 2005; Lewis et al., 2005; Rossignol,
2011). Os circuitos neuronais hiperexcitaveis presentes nas epilepsias refletem essa
disfungdo da circuitaria inibitoria. Prova disso € que a maioria dos medicamentos
anti-epilépticos, amplamente utilizados na pratica clinica, foi desenvolvida com o
intuito de melhorar ou mimetizar a fungao de GABA.

Ha aproximadamente duas décadas, o potencial terapéutico do transplante de
células progenitoras neuronais fetais na supressao das crises epilépticas tem sido
estudado. Uma das primeiras tentativas de estabelecer uma terapia celular para a
epilepsia foi usando neurénios noradrenérgicos fetais transplantados no hipocampo
de ratos adultos, porém o transplante de células adrenérgicas ndo diminuiu as crises
induzidas por kindling (Barry et al., 1987). No entanto, em um estudo conduzido por
Bortolotto e colaboradores os precursores neuronais noradrenérgicos foram capazes
de reprimir as CER, geradas pelo modelo experimental da pilocarpina, quando
transplantados no hipocampo de ratos epilépticos (Bortolotto et al., 1990). Outra
fonte promissora de células pluripotentes sdo as células-tronco neurais humanas,
que quando transplantadas em animais com ELT induzida por pilocarpina, sao
capazes de se diferenciar em células GABAérgicas, glutamatérgicas e astrocitos,
além de reduzir a frequéncia e a severidade das crises comportamentais (Chu et al.,
2004). Ainda, precursores neurais oriundos da EGL também foram transplantados
em animais epilépticos que reduziram o numero de crises espontaneas
comportamentais avaliadas (Hattiangady et al., 2008).

Como visto, uma variedade de células-tronco neurais fetais vém sendo

transplantadas em modelos animais de epilepsia, como células precursoras do
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hipocampo (Shetty & Hattiangady, 2007), células do locus ceruleus (Bengzon et al.,
1993), precursores neurais da EGL (Hattiangady et al., 2008), células geneticamente
modificadas para secretar ou produzir GABA (Thompson, 2009), células-tronco
neurais humanas (Chu et al., 2004) e progenitores neurais oriundos de células-
tronco embrionarias (Carpentino et al., 2008). Porém, apds sua diferenciacdo no
cérebro do hospedeiro, o fenétipo celular encontrado € bem heterogéneo: além de
interneurdnios inibitérios temos neurdnios excitatérios, células gliais e células
imaturas (Carpentino et al., 2008; Chu et al.,, 2004). Essa diversidade de tipos
celulares pode complicar a interpretacdo de como essas células atuam no cérebro
do hospedeiro, diferente do transplante de células oriundas de determinadas regides
que originam uma populagao celular mais homogénea quando transplantadas, como
as células oriundas da EGM que se diferenciam, na sua maioria em interneurénios
inibitorios (Alvarez-Dolado et al., 2006; Baraban et al., 2009).

Diferente dos precursores neurais oriundos da EGL que ficam em sua maioria
restritos ao local da injegdo, as células derivadas da EGM podem migrar por longas
distdncias e alcancar diversas regides do sistema nervoso central quando
transplantadas em roedores neonatos e adultos (Wichterle et al., 1999). Quando
transplantadas, as células da EGM dao origem a interneurénios inibitérios que
apresentam atividades eletrofisioldgicas tipicas de varios subtipos de interneurénios
inibitdrios. Além disso, exibem correntes sinapticas espontaneas e evocadas, o que
indica que as células transplantadas sao capazes de receber sinais sinapticos
funcionais de neurdnios do cérebro do hospedeiro, estabelecendo assim sinapses
inibitorias funcionais (Alvarez-Dolado et al., 2006; Hunt et al., 2013). Aléem de
estudos eletrofisiolégicos, contatos sinapticos foram observados através de
microscopia eletrénica entre os interneurdnios transplantados e os neurdnios do
animal hospedeiro (Baraban et al., 2009; Southwell et al., 2010). Diante disso, as
células transplantadas sao capazes de formar novas sinapses inibitérias e modificar
esses circuitos. Estudos in vitro de eletrofisiologia confirmaram que células derivadas
da EGM expressando o marcador GFP (Green Fluorescent Protein) exibem
propriedades de disparos tipicas de interneurbnios maduros apos o transplante
(Alvarez-Dolado et al., 2006; Wichterle et al., 2001).

Tais achados contribuiram para a realizacdo de estudos com células

derivadas da EGM em diferentes modelos de epilepsia, com o objetivo de avaliar o
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potencial terapéutico antiepiléptico dessas células. Progenitores neurais oriundos da
EGM quando transplantados no coértex de camundongos transgénicos que
apresentam uma forma hereditaria de epilepsia produziram um aumento das
correntes poés-sinapticas inibitdrias, reducido da frequéncia e melhora da intensidade
das crises (Alvarez-Dolado et al., 2006; Baraban et al., 2009; Xu et al., 2004). Além
disso, quando transplantadas em ratos adultos com ELT as células fetais da EGM
reduziram a inflamagdo (Waldau et al., 2010) e a susceptibilidade as crises
(Calcagnotto et al.,, 2010a). Um estudo que avaliou o transplante das células da
EGM no coértex de neonatos mostrou um aumento do limiar para crises epilépticas,
sendo observado um efeito protetor nas crises tbnicas e uma diminuicdo da
severidade e mortalidade associada as crises induzidas pelo modelo de
eletrochoque convulsivo maximo, tradicionalmente usado para identificar o potencial
de drogas anti-epilépticas (Calcagnotto et al., 2010a). Ainda nessa linha, em um
modelo animal associado a auséncia de canais de potassio, o transplante de células
da EGM reduziu as crises espontaneas (Baraban et al., 2009).

Ja em animais com déficits de interneurdnios inibitoérios gerado pela presenca
de uma substancia neurotoxica chamada saporina, as células da EGM quando
transplantadas se diferenciaram em interneurénios capazes de restaurar os niveis
de inibicdo local, comprovados por registros eletrofisiolégicos das correntes
inibitérias, além disso, diminuiu a intensidade e a mortalidade das crises induzidas
pelo modelo de pentilenotetrazol (PTZ) (Zipancic et al., 2010). No mesmo ano,
Waldau e colaboradores observaram uma redugido da frequéncia e intensidade de
crises em animais cronicos induzidos pelo modelo do acido kainico, apds o
transplante de células da EGM (Waldau et al., 2010). Outro estudo importante com
transplante de células da EGM realizado na fase crénica da epilepsia induzida pelo
modelo de pilocarpina, ou seja, apds o aparecimento das crises espontaneas e
recorrentes, trouxe fortes evidéncias de melhora no quadro epiléptico. Apos o
transplante, esses animais apresentaram uma reducdo da frequéncia de crises
eletrograficas, uma melhora nos déficits comportamentais relacionados ao
aprendizado e memoria, além de uma diminuicdo da resposta agressiva perante a
manipulagdo. Nesse mesmo estudo, os transplantes foram realizados em duas
regides diferentes, na amigdala e no hipocampo, porém o transplante realizado no

hipocampo apresentou resultados mais promissores (Hunt et al., 2013). Um estudo
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recente desenvolvido por Henderson e colaboradores demonstrou por optogenética
que essas células formam sinapses inibitorias funcionais e sao capazes de diminuir
as crises crénicas espontaneas observadas por longos periodos (Henderson et al.,
2014).

De fato, diversos estudos realizados com animais mostraram evidéncias de
que o transplante de células da EGM melhora aspectos comportamentais da
epilepsia. O uso de progenitores neurais fetais mostrou ser uma alternativa para a
reposicdo de interneurbnios em pacientes com epilepsia refrataria ao tratamento
medicamentoso (Naegele et al., 2010). Essas células apresentam a capacidade de
aumentar a inibicdo sinaptica local mediada pelo GABA modificando circuitos
epileptogénicos e limitando a propagacédo da hiperatividade neuronal através das
redes neurais. Além disso, é importante ressaltar que nunca observaram formacgdes
tumorais em camundongos transplantados com células progenitoras da EGM e nem
alteragdes comportamentais, pelo contrario, comorbidades comportamentais e
cognitivas, frequentemente associadas a pacientes com ELT, sdo reduzidas ou
melhoradas apods o transplante de células da EGM (Hunt et al., 2013; Waldau et al.,
2010).

Os resultados promissores dos trabalhos citados incitam uma investigagao
mais profunda sobre o desempenho de precursores neurais que dao origem a
interneurdnios inibitérios transplantados em animais epilépticos. A maioria dos
estudos realizou o transplante de progenitores neurais fetais da EGM imediatamente
apds a extragao, porém a utilizacido das células dessa forma esta distante do uso
translacional. Diante disso, € importante investigar o comportamento das células da
EGM ap6s cultura ou modificagdes in vitro.

No presente trabalho, utilizamos cultura de neuroesferas para expandir as
células da EGM usadas no transplante em animais epilépticos, além disso,
transplantamos células da EGM que nao foram cultivadas como neuroesferas, a fim
de comparar o efeito anticonvulsivo das duas maneiras de preparo das células,
contribuindo para um avango na area das terapias celulares, que ainda carece de

estudos para uma utilizagado segura no futuro.
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2. Justificativa e Hipotese

Uma caracteristica importante da ELT consiste na perda seletiva de
interneurdnios inibitérios, cujo principal papel é regular a atividade neuronal através
de disparos inibitorios. A redugéo dos sinais inibitdrios para os neurdnios principais
hipocampais gera a persistente hiperexcitabilidade encontrada na ELT (Freund &
Buzsaki, 1996). Esta hiperatividade leva a excitotoxicidade e, consequentemente,
resulta em perda neuronal, gerando assim desordens neurolégicas como a
manifestacdo de crises epilépticas. Os benzodiazepinicos potencializam a inibigao
mediada pelo receptor GABAA e constituem o tratamento emergencial padréo para
crises recorrentes e prolongadas (Loscher & Schmidt, 2006). No entanto, o seu uso
cronico ou regular pode gerar dependéncia. Além disso, muitos pacientes séo
farmaco-resistentes, sendo a epilepsia refrataria ao tratamento farmacologico um
dos principais problemas clinicos, ja que poucos pacientes podem ser submetidos a
intervengao cirurgica, e, neste caso, outros déficits podem ser gerados (Duncan et
al., 2006).

Com a descoberta das células-tronco e progenitores neurais muitos estudos
foram desenvolvidos com o intuito de entender melhor o funcionamento dessas
células visando uma futura aplicagdo das mesmas como terapia em diversas
doengas neurolégicas ainda carentes de tratamento efetivo. No cérebro em
desenvolvimento é possivel isolar e cultivar células-tronco neurais que originam
populagdes neuronais especificas. Estudos recentes mostram que progenitores da
EGM transplantadas no cortex de roedores tém capacidade de migrar para todas as
camadas corticais, para o estriado, hipocampo, diferenciar em interneurénios,
estabelecer sinapses funcionais com os neurénios pré-existentes e, além disso,
melhoram aspectos comportamentais da epilepsia (Alvarez-Dolado et al., 2006;
Hunt et al., 2013; Wichterle et al., 2001).

Uma das ferramentas que permitem a expansdo de células-tronco e
progenitores neurais € a cultura de neuroesferas. As neuroesferas podem se
comportar de maneira diferente dependendo das condi¢cbes de cultivo quanto ao
padrao de diferenciagédo, quantidade de células e migragdo (Schwindt et al , 2009).
Além disso, esse sistema de cultura tem potencial para prover um numero ilimitado
de células-tronco e progenitores neurais, permitindo assim uma produgdo em
demanda para o uso de terapias de reposi¢cdo celular em doencas do sistema
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nervoso. Torna-se necessario criar condicdes otimizadas de cultivo para que as
células provenientes de neuroesferas mantenham sua especificagdo neuronal e
possam ser usadas terapeuticamente, sem que haja a necessidade de realizar o
transplante imediatamente apds a extracado de células-tronco do tecido fetal.

Nossa hipotese € que progenitores da EGM cultivados como neuroesferas na
presenga de AR e/ou auséncia de fatores de crescimento originem uma quantidade
maior de neurdnios que expressam genes especificos para se diferenciar em
interneurdnios inibitérios e consequentemente, quando transplantados em animais
epilépticos (in vivo), durante o periodo epileptogénico, se diferenciem em um maior
numero de interneurdnios inibitérios gerando uma diminuigdo das crises epilépticas.

Além disso, iremos comparar o potencial anticonvulsivante e o padrao de
diferenciacao neural de células da EGM cultivadas como neuroesferas em diferentes
condigdes com células da EGM transplantadas imediatamente apds a extragdo, sem
passar pela fase de proliferacdo ou modificagdes em cultura. Diante desse cenario,
poderemos observar qual a op¢ao de transplante de células da EGM mais efetiva na
reducdo das crises espontaneas e recorrentes e na diferenciagao de interneurdnios
inbiitérios. Esses resultados ajudardo no esclarecimento de pontos importantes
sobre o comportamento das células derivadas da EGM, que podem ser uteis em
condigdes neuroldgicas onde o aumento ou a modulagdo da inibigdo sinaptica pode
ser benéfica, assim como contribuir para maiores conhecimentos na area das

terapias celulares.
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3. Objetivos

O objetivo geral do estudo € comparar diferentes condi¢bes de cultivo de
neuroesferas derivadas da EGM quanto ao padréao de diferenciacao neuronal in vitro
e, avaliar in vivo seu potencial anticonvulsivo e de diferenciacdo em interneurénios
inibitérios capazes de integrar na circuitaria e modular a excitabilidade neuronal,

apos transplante em animais epilépticos.

3.1. Objetivos especificos

In vitro:

A) Investigar as modificagdbes na composicdo do meio de cultivo de
neuroesferas de células provenientes EGM (na presenca de AR e/ou apds remogao
transiente dos fatores de crescimento) e sua interferéncia na manutengcdo da
especificacdo regional durante a fase de proliferagdo, e no potencial de

diferenciagao em neurbnios.

In vivo:

A) Investigar a capacidade de diferenciagdo em interneurdnios inibitorio e de
gerar um efeito anticonvulsivo de células da EGM cultivadas como neuroesfera, em
uma condi¢ao favoravel para a diferenciacdo de neurbnios, quando transplantadas
no periodo latente da ELT.

B) Comparar o possivel efeito anticonvulsivo do transplante de células da
EGM em animais epilépticos de células transplantadas imediatamente apds a

extracao (“células frescas”) com células cultivadas como neuroesferas.
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4. Materiais e Métodos

Os protocolos desenvolvidos nessa tese, assim como os resultados, foram

divididos em duas partes: in vitro e in vivo.

Parte | - In vitro

4.1. Grupos experimentais

A parte in vitro busca identificar qual das quatro condicdées de cultura de
neuroesferas de células oriundas da EGM resulta em um aumento de células
neuronais. Os experimentos foram conduzidos em duas condicbes complementares:
nos agregados em suspensao e apos diferenciacao das células das neuroesferas
induzida por adeséo na auséncia de EGF/FGF2. Nos agregados celulares cultivados
em suspensao foram analisados: 1) o tamanho das neuroesferas, que reflete a
eficiéncia da expanséo celular; 2) a proporgao dos trés principaistipos celulares que
compdem a neuroesfera (glia, neurdnios e progenitores neurais); 3) a expressao de
conjuntos de genes que especificam os precursores neuronais da EGM. Ja nas
células que foram submetidas ao processo de diferenciagao in vitro, investigamos se
as modificagdes realizadas no meio de cultivo na fase proliferativa induzem um
maior potencial de diferenciacdo neuronal.

As células extraidas da EGM foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle
Medium - Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12), L-Glutamina, Suplemento N2 e
Penicillina-Estreptomicina-Anfotericina B (PSA), variando apenas a presenga do AR
e presenga ou auséncia dos fatores de crescimento EGF/FGF2 (todas as
concentragdes ou proporgdes utilizadas de cada reagente estdo descritas no item
4.3.), que chamamos respectivamente de “fatores” ou “carenciamento”, formando
assim os seguintes grupos (Tabela 1):

1) FAT - Fatores (EGF/FGF2);

2) FAT AR - Fatores (EGF/FGF2) + AR;

3) CAR - Carenciadas (sem a presenca de EGF/FGF2);

4) CAR AR - Carenciadas + AR.
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Tabela 1. Grupos dos experimentos (in vitro)

Grupos in vitro

FAT (CTRL) FAT AR CAR CAR AR
DMEM-F12 DMEM-F12 DMEM-F12 DMEM-F12
L-Glut, N2 e PSA L-Glut, N2 e L-Glut, N2 e PSA L-Glut, N2 e PSA

PSA
EGF/FGF2 EGF/FGF2 - -
- AR - AR

Tabela 1. Grupos in vitro. O nome dos grupos indica as quatro diferentes
condicdes de cultura utilizadas.

Figura 5. Desenho experimental 1.

£ EGM Condi¢des Modificadas €
xtragdo da EG 1)FAT 3)CAR Andlises de neuroesferas: ‘y
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Z 5. Imunofluorescéncia (DAPI, B-Tublll, GFAP e Nestina)
PCR real time (DIx1,Lhx6 e Nkx2.1)

o
\ 2}FAT AR 4)CAR AR < i i i .
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; === sImunofluorescéncia
de 10-12 dias
— ' (DAPI e B-Tubulina Il
Cultura de
neuroesferas por 5 Cultura de
dias neuroesferas por 7

dias
Figura 5. Desenho experimental 1. llustragcdo e esquema dos experimentos

realizados in vitro.

4.2. Animais

Os ratos da linhagem Sprague Dawley, utlizados nesse trabalho foram
fornecidos pelo Biotério de Produgao e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, e alocados
em condicbes controladas para o desenvolvimento dos procedimentos. Esses

animais foram mantidos em numero de 5 por caixa, em caixas de polipropileno (28 x
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17 x 13 cm) forradas com serragem de madeira em uma sala com temperatura entre
19°C — 22°C, com ciclo claro-escuro de 12h (programa de iluminagéao artificial de 50
lux), com inicio da fase clara as 7:00 e término as 19:00. Atroca das caixas
foirealizada trés vezes por semana, e os animais recebiam agua e ragao sélida para
roedores ad libitumtrocadas diariamente. Antes do inicio dos experimentos, os
animais foram adaptados as condi¢cdes padrées do biotério por um periodo minimo
de uma semana.Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo (CEP 0024/12).

Para a obtencéo das células precursoras neurais da EGM, utilizamos fetos de
14,5 dias (E14,5) de gestacdo das fémeas Sprague Dawley. Para ter o controle do
tempo gestacional, foi realizado esfregaco vaginal 12h apdés o acasalamento,
detectando a copula pela presenca de espermatozoides.

Para obtencao das células da EGM para o transplante em ratos epilépticos,
utilizamos embrides heterozigotos para o gene GFP. Esses embrides expressam
constitutivamente a proteina GFP (origem Charles River SD-Tg (GFP) 2BalRrrc), o
que permite rastrear as células GFP* no cérebro do animal epiléptico transplantado
por imunofluorescéncia. Como animal receptor (hospedeiro) do transplante das
células, utilizamos ratos machos adultos da linhagem Sprague Dawley, com idade

de 8-10 semanas induzidos ao SE pelo modelo de pilocarpina.

4.3. Cultura de neuroesferas

Fémeas prenhes foram sacrificadas com uma dose letal de anestésico
(Tiopental 80mg/Kg), os fetos foram retirados do utero, e, com a ajuda de um
microscopio de fluorescéncia (Nikon) na excitacdo b-2e/c FITC, selecionamos os
fetos GFP" e GFP". A regido da EGM foi extraida de acordo com a descrigdo
detalhada na figura 6, com a ajuda do estereomicroscépio (Nikon). Os tecidos foram
colocados em um eppendorf e incubados em uma solugdo de tripsina 0,05%
(massal/vol.) estéril por 5 minutos a 37 °C, seguido de inativagdo com soro fetal
bovino (Gibco). Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 7 minutos e o tecido
dissociado mecanicamente com o auxilio de micropipetas (P1000 e P200) em
DMEM-F12 + DNAse. Apds uma nova centrifugagao, o pellet foi ressuspenso em 0,5

mL de DMEM. As células obtidas foram cultivadas na densidade de
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aproximadamente 100.000 cél/mL em garrafas plasticas de 25 cm? previamente
tratadas com Poli 2-hidroxietil metacrilato (Sigma), um polimero para evitar a adesao
das células. O meio de cultura padrao utilizado para o crescimento das neuroesferas
foi composto por DMEM-F12 50:50 (Invitrogen), suplementado com 1% de N2 (
Invitrogen), 1% de L-glutamina (200 mM; Invitrogen), e penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 ug/mL) e anfotericina B (0,25 ug/mL), além dos fatores EGF (20
ng/mL; Sigma) e FGF2 (10 ng/mL; R&D) (Ciccolini e Svendsen, 1998). As células
foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO? por aproximadamente 5 dias.

Ap6s esse periodo as células oriundas de embrides nao-GFP foram
cultivadas nas quatro diferentes condi¢des de cultivo, ja as células oriundas de
embrides GFP™ foram cultivadas apenas nas condicdes FAT e CAR AR. Para ambos
0s grupos estavam presentes DMEM-F12, L-Glutamina, suplemento N2 e antibiético.
Como mencionado acima, no grupo FAT adicionamos os fatores de crescimento, no
grupo FAT AR adicionamos fatores de crescimento e AR (1uM; Roche) no grupo
CAR retiramos os fatores de crescimento, e no grupo CAR AR adicionamos o AR e
retiramos os fatores de crescimento EGF/FGF2. As neuroesferas ainda em

suspensao permaneceram em cultura por aproximadamente 7 dias.

34



Figura 6. Extracdo da EGM

[2]F 2

Isolar a cabega de Retirar a camada Isolar os hemisférios
um embrido de 14,5 fina de tecido que cerebrais com a ajuda
dias fica por cima dos de pingas
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cerebrais
4 5 6
b“ L
Separar os Rebatero cortex Isolar a EGM
hemisférios cerebral para expor
cerebrais aEGM

Figura 6. Extragao da EGM. Protocolo contendo ilustragdo e descri¢ao para

a extragao da EGM. Barra de escala 500 ym.

4.4. Fixagcao e imunofluorescéncia de neuroesferas

Passados os sete dias de cultivo nas diferentes condi¢cdes, as neuroesferas
(GFP") foram fixadas em paraformaldeido (PFA 4%) e desidratadas em diferentes
concentragdes de sacarose: 10% (1h), 20% (1h), 30% (over night). No dia seguinte,
as neuroesferas foram emblocadas com HistoPrep (Fisher Scientific), congeladas no
gelo seco e armazenadas no freezer -80°C. As neuroesferas foram seccionadas em
criostato, na espessura de 20 uym e os cortes foram coletados em I|aminas
silanizadas.

Ja nas laminas, as neuroesferas foram incubadas por 30 minutos em solugéo
de bloqueio contendo 2% de soro normal de cabra e 0,1% de TritonX-100 em PBS
(Phosphate Buffered Saline). Em seguida, foram incubadas em anticorpo primario:

anti B-tubulina Il (Sigma-1:500), anti GFAP (glial fibrillary acidic protein-Dako-
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1:1000) e anti Nestina (Chemicon-1:500) overnight a 4 °C, diluido em solugédo de
bloqueio. Apés 3 lavagens com PBS por 10 minutos, as neuroesferas foram
incubadas com o anticorpo secundario (anti-mouse Alexa 555 e anti-coelho Alexa
488 - 1:600) durante 2 horas. Os nucleos foram corados com DAPI e as laminas
foram fechadas com DPX e analisadas em microscopio de fluorescéncia utilizando o
software de captura Neurolucida. Apds aquisicdo das imagens, selecionamos as
imagens que representavam as 20 maiores esferas coradas com DAPI de cada
grupo para medir o diametro das mesmas, a fim de verificar o tamanho das
neuroesferas de cada grupo. Para a medicdo do diametro foi usado o software

Image J.

4.5. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada com as neuroesferas (GFP") dissociadas apos
os sete dias de permanéncia nas quatro diferentes condi¢des de cultura.

Os marcadores utilizados para identificar os tipos celulares das células
dissociadas das neuroesferas foram: B-tubulina Ill (1:200 - Sigma), GFAP (1:200 -
Dako) e Nestina (1:200 - Chemicon). As células foram tripsinizadas e dissociadas
mecanicamente. Apds inativagao da tripsina com soro fetal bovino, as células foram
dissociadas mecanicamente novamente, centrifugadas por 5 minutos a 800 x g e
ressuspensas em PFA 4%, por 30 minutos para fixagdo. Apds lavagem em PBS, as
células foram distribuidas em tubos e incubadas por 30 minutos em solugdo de
bloqueio (2% de soro normal de cabra e 0,01% de TritonX-100 em PBS). Logo em
seguida, as células foram incubadas por 2 horas em solugéo de bloqueio contento
os anticorpos primarios. Depois foram lavadas em PBS e incubadas com os
anticorpos secundarios fluorescentes Alexa 488 ou Alexa 555 (1:400 - Invitrogen), de
acordo com a espécie na qual o anticorpo primario foi produzido. Uma pequena
quantidade de células sem os anticorpos primarios foi dividida em trés tubos: no
primeiro tubo haviam somente células que foram utilizadas para a calibracido do
equipamento; no segundo as células foram incubadas apenas com Alexa 488; e no
terceiro com Alexa 555 para o controle da marcagéo. Apds lavagem com PBS, as

células foram ressuspensas em PBS e analisadas no equipamento FACS Calibur
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(BD). Foram adquiridos 10.000 eventos de cada amostra. Os dados foram

analisados pelo software FlowdJo.

4.6. Diferenciagdo e imunofluorescéncia de neuroesferas

As neuroesferas (GFP") cultivadas, como ja descrito no item 3.3, logo apds os
sete dias de permanéncia nas quatro diferentes condicbes de cultura foram
colocadas em laminula estéril previamente tratada com polilisina e laminina, dentro
do multiwell de 24 pocos para adesao e diferenciacdo in vitro. O meio de cultura
utilizado foi composto por DMEM -F-12 (Invitrogen), suplementado com 1% de N2
(100x Invitrogen), 1% de L-Glutamina (200 mM; Invitrogen) e penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 ug/mL) e anfotericina B (0,25 ug/mL) (todos na solugéo
antibiotico-antimicotico 100x; Invitrogen), com a auséncia dos fatores de
crescimento. O meio de cultura foi trocado trés vezes por semana e as células foram
mantidas em cultura na estufa a 37°C, com umidade maior que 95% e 5% de CO?
por 12 dias. As células ja diferenciadas foram fixadas com PFA 4 % e em seguida
processadas para imunofluorescéncia.

Utilizamos o anticorpo primario anti p-tubulina 11l (Sigma - 1:500), diluido em
solugéo de bloqueio (2% de soro normal de cabra e 0,1% de TritonX-100 em PBS).
Nessa solugdo, as células foram incubadas por 2h, e apés lavagens com PBS foram
incubadas em solugdo com anticorpo secundario fluorescente Alexa 555 (1:600;
Invitrogen). Apds lavagens com PBS, os nucleos foram corados com DAPI e as
ldaminas foram fechadas com DPX e analisadas em microscépio de fluorescéncia
utiizando o software de captura Neurolucida. Realizamos o protocolo de
diferenciagcado seguido de imunofuorescéncia para B-tubulina Il por trés vezes e a
cada experimento foi feito a diferenciagdo das células em triplicata. A partir das
imagens capturadas das duplas marcagdées de DAPI/B-tubulina Ill, que totalizaram
30 campos sendo 10 campos referentes a soma das trés ftriplicatas de cada
experimento, realizamos uma analise da porcentagem dos marcadores de 3-tubulina
[l em relagdo ao total de células contidas nos campos analisados (coradas com
DAPI).

4.7. RT e PCR em tempo real
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A técnica de PCR quantitativa em tempo real foi utilizada para investigar a
expressado dos genes DIx1, Lhx6 e Nkx2.1 nos quatro diferentes tipos de cultura,
sendo eles expressos em abundancia da regido da EGM.

A primeira etapa consiste em realizar a extragdo de RNA (acido ribonucleico).
Foram extraidas amostras de RNA de neuroesferas cultivadas nas quatro diferentes
condigdes de cultura, assim como da regido da EGM récem extraida e do corpo de
embrides de 14,5 dias. As neuroesferas foram retiradas das garrafas de cultivo,
colocadas em eppendorf e centrifugadas a 1500 rpm por 7 minutos para ser retirado
o sobrenadante. Em seguida, foi adicionado 1mL de TRIzol (Invitrogen), tanto nas
amostras de neuroesferas, como nas amostras que continham o tecido das regides
extraidas dos embrides de 14,5 dias. Apés a homogeneizagdo das amostras as
mesmas foram congeladas a -80°C.

As amostras foram descongeladas e adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio e os
tubos foram agitados por 15 segundos. Em seguida, realizamos uma centrifugagao
por 30 minutos a 4 °C a 12.000 x g a fim de obter trés fases. A fase transparente,
que contém o RNA, foi transferida para um tubo contendo 0,5 mL de isopropanol
gelado para precipitar o RNA. Novamente as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi descartado. O RNA precipitado foi lavado com 800 pL de etanol
70% e centrifugado. O etanol foi retirado e apds o pellet de RNA secar, o mesmo foi
ressuspenso em 20 uL de agua.

Como controle de qualidade dosamos a quantidade de RNA total presente
nas amostras por meio de um espectrofotdbmetro (NanoDrop — Thermo Scientific) e
verificamos a integridade com base nas bandas de RNA ribossémico presentes em
gel de agarose.

A segunda etapa consiste na RT-PCR que é realizada para obtengdo de DNA
(acido desoxirribonucleico) complementar a partir do RNA. Utilizamos a enzima
transcriptase reversa Super Script Il (Invitrogen). Um volume contendo 2 ug do RNA
total de cada amostra foi utilizado para esse preparo, além disso, foi reservado uma
pequena quantidade de RNA para o controle negativo da reagao da transcriptase
reversa, no qual a enzima estava ausente. Em seguida, foram adicionados os outros
componentes da reagdo, um Mix de dNTP e Random Primer (OligodT - 500 pg/mL,
dNTP - 10 mM, Random Primer - 100 pg/ul e agua). Em seguida, as amostras foram

incubadas em termociclador a 65 °C por 5 minutos. Apés um minuto no gelo,
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adicionou-se o Mix da Super Script Il (inibidor de RNAse - 40 U/ul, DTT - 0,1mM,
tampéao para RT 5x, enzima transcriptase reversa SuperScript Ill - 200 U/uL e agua).
As amostras foram colocadas novamente em termociclador, obedecendo as
seguintes condigbes: 25 °C por 10 minutos, 55 °C por 60 minutos, 70 °C por 15
minutos e 4 °C por tempo indeterminado. Depois disso, o DNA complementar foi
armazenado a -80 °C.

Para a realizacdo do PCR quantitativo foram desenhados os primers com
amplicon de 100 a 200 pares de bases. Os primers foram testados quanto a sua
eficiéncia e os que apresentaram boa eficiéncia (> 95%) na curva padrdo do PCR
em tempo real foram utilizados no experimento. Os genes analisados estdo descritos
na tabela 3. A medida de cada amostra foi feita em triplicata e foi utilizado o
reagente SYBR Green (Applied Biosystems, USA) para a quantificagdo do transcrito
em cada amostra. Os componentes da reacado foram: SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, USA), forward primer (200 nM), reverse primer (200 nM), agua
e DNA complementar (10 ng/ul). As condi¢cdes de ciclagem foram: 95 °C por 10
minutos, 95 °C por 40 segundos e 60 °C por 1 minuto, por 40 ciclos. O equipamento
utilizado foi o 7500 Real-Time PCR System da Applied Biosystems.

A quantificagcédo relativa do mRNA foi realizada usando o método de limiar
comparativo (Pfaffl et al., 2002). A quantidade do gene alvo foi normalizada pelos
gene GAPDH e HPRT e depois relacionada ao controle experimental (FAT), por

meio da formula e-22%, onde “e” é a eficiéncia do gene determinada pela curva
padrao e “Ct” é o ciclo quantitativo da PCR. Os dados foram expressos como uma

diferenga de n-vezes em relagao a expressao do controle.

39



Tabela 2. Genes analisados por PCR em tempo real

Gene Forward primer (5'- 3') Reverse primer (5'- 3")
DIx1 AGTTCCGTGCAGTCCTACCC GCCGTTAAAGCGCACTTCTC
Lhx6 TGCAGAAGCTAGCGGACATGACG GATGTAGCCGTGCAAGGTGACCA
Nkx2.1 AGGACACCATGCGGAACAG GGCCATGTTCTTGCTCACG

GAPDH*  AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATCT  ACCCTGTTGGTGTAGCCGTATTCA
HPRT* CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

*GAPDH e HPRT foram usados como genes normalizadores interno

Parte Il - In vivo

4.8. Grupos experimentais

A parte in vivo consiste no transplante de células dissociadas de neuroesferas
oriundas da EGM em animais previamente induzidos ao modelo de pilocarpina, mais
precisamente no periodo epileptogénico, ou seja, 7 a 10 dias apds o SE.

Para a realizagao do transplante, utilizamos células que foram cultivadas nas
condicbes CAR AR, baseado nos resultados in vitro, que descreveremos em
detalhes no proximo tépico, esta condigdo apresentou a maior porcentagem de
neurdnios, e FAT representando a condi¢cdo padrdo de cultura de neuroesferas,
formando assim os grupos:

1) Pilo FAT;

2) Pilo CAR AR.

Além desses grupos temos também os grupos:

3) Pilo CTRL que recebeu DMEM-F12 no lugar de células;

4) Pilo EGM, transplantado com células da EGM imediatamente apds a
extragao, que chamamos de “frescas”, ou seja, sem passar pela fase de proliferagcéo

em cultura (Tabela 3).
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Tabela 3. Grupos (in vivo)

Grupos de Células
animais epilépticos Transplantadas
PiloCTRL e
Pilo CAR AR Neuroesferas - CAR AR
Pilo FAT Neuroesferas - FAT
Pilo EGM Frescas

Tabela 3. Grupos in vivo. O nome dos grupos indica as células utilizadas para

cada grupo de animais epilépticos.

Figura 7. Desenho experimental 2.

Modelo de Epilepsia Transplante de células:
Pilocarpina CAR AR ' A
Imunofluorescéencia

' 1 frequéncia
&- = EGM — de Crises ele _'(C(j\FLF[; P\é[E\IAPPY: -
T : ‘ espontaneas e e )
, 7-10 dias apos SE recorrentes
(90 dias)

Anadlise da

Figura 7. Desenho experimental 2. llustragdo e esquema dos experimentos

realizados in vivo.

4.9. Modelo de inducao de epilepsia — administracao de pilocarpina

No modelo experimental da pilocarpina, os animais sdo submetidos ao SE por
administragcao i.p. de pilocarpina. Resumidamente, ratos Sprague Dawley com
aproximadamente 10 semanas receberam inje¢cado de pilocarpina, via intraperitonial
(i.p.), na dose de 320 mg/kg. Dez minutos antes da administracao de pilocarpina, os
animais foram pré-tratados com metil-escopolamina (i.p.), na dose de 1 mg/kg, para
bloquear a agao periférica da pilocarpina. Os animais desenvolveram SE por 90
minutos e apos esse periodo foram tratados com Tionembutal® (25 mg/kg, i.p.) para
interromper o SE e reduzir a alta taxa de mortalidade.
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4.10. Procedimento cirurgico para injecao intra-hipocampal de células

precursoras neurais

No dia da cirurgia, as neuroesferas da EGM cultivadas nas condigdes de cultivo
CAR AR e FAT, como descrito no item 4.3., foram preparadas para o transplante.
Inicialmente, realizamos a retirada do excesso de meio de cultura e a adigdo de
tripsina EDTA por 7 minutos a 37 °C graus, em seguida foi adicionado soro fetal
bovino e as células foram mecanicamente dissociadas com a ajuda de micropipetas.
Para a remogao dessa solugdo, as células foram lavadas com DMEM-F12, seguida
de uma centrifugacdo a 1500rpm por 7 minutos e ressuspensas na densidade de
aproximadamente 100.000 células/uL. Por outro lado, o preparo das células da
regidao da EGM que nao passaram pela cultura foi diferente, pois as células foram
preparadas e transplantadas logo apdés a extragcdo. O tecido retirado foi
mecanicamente dissociado por repetidas pipetagens em 200uL de meio de cultura
DMEM-F12. As células foram dissociadas novamente adicionando DNase no
DMEM-F12, em seguida, foram centrifugadas a 1500rpm por 7 minutos e o pellet foi
ressuspenso na densidade de aproximadamente 100.000 células/uL.

Para a contagem das células, utilizamos Tripan Blue, a fim de avaliar a
viabilidade celular (>90%). Para preservar a viabilidade das células, as mesmas
foram mantidas em gelo durante a cirurgia.

Os animais que sobreviveram ao SE foram operados no periodo
epileptogénico, entre 7 e 10 dias apés o SE. Os mesmos foram profundamente
anestesiados com Xilazina (10 mg/kg) e Cetamina (80 mg/kg) misturadas na mesma
seringa (i.p.), € 400.000 células por animal foram injetadas no hipocampo, mais
especificamente no giro denteado (GD), (Pilo CAR AR n= 12, Pilo FAT n=13 e Pilo
EGM n=12), em ambos os hemisférios cerebrais, seguindo as seguintes
coordenadas: - 4,0mm (AP), +/- 3,0 mm (mL), -3.5 mm (DV), por meio de uma
agulha gengival acoplada a uma seringa Hamilton de 10uL presa ao estereotaxico.
As células foram administradas em um volume total de 4 uL, a velocidade de
aproximadamente 1 pL por minuto. Apos a infusdo das células, a agulha
permaneceu no local por mais 2 minutos a fim de evitar o refluxo da solucao.
Animais epilépticos que formaram o grupo Sham (Pilo CTRL n=13) para observagao

das crises receberam somente DMEM-F12 no mesmo periodo e sitio de injegao.
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Durante todo o processo cirurgico tomou-se cuidado para evitar contaminacédo ou
infecgado, além disso, os ratos foram mantidos em local aquecido para recuperacgao
pos-operatoria e receberam antibidtico de agao prolongada (Pentabidtico pequeno

porte; Fort Dodge) e analgésico (Ibuprofeno, 100 mg/mL; Medley Farmacéutica).

4.11. Anadlise de frequéncia de crises epilépticas espontineas e

recorrentes.

Aproximadamente 7 dias apds a cirurgia, os animais foram colocados em
gaiolas individuais e transparentes para a observacdo das CER por sistema de
flmagem. Para as gravagbes, utilizamos um sistema de filmagem (Intelbras)
composto por uma camera, uma televisdo e um HD, onde ficavam armazenadas as
filmagens. O padrdo e frequéncia das crises epilépticas foram avaliados e
quantificados segundo a escala de Racine de classificacdo de crises (Racine et al.,
1972), amplamente utilizada para classificar os estagios do SE e as crises cronicas
do modelo de pilocarpina (Figura 8). Identificamos as crises generalizadas com
manifestagdo comportamental que corresponde aos estagios 4 e 5. Os animais
transplantados com células e seus respectivos controles foram monitorados por 90
dias, 9h/dia, totalizando 810h de observagéo.

Figura 8. Escala de Racine

ESCALA DE RACINE
Estagio 0 - Imobilidade
Estagio 1 - Automatismos Faciais
Estagio 2 - Mioclonias de cabega e pescogo
Estagio 3 - Clonia das patas anteriores
Estagio 4 - Clonia das patas com levantamento e queda
Estagio 5 - Atividade tonico-clonica generalizada com perda do tonus
postural.

Figura 8. Escala de Racine. Classificagdo das crises segundo Racine. (Racine
et al., 1972)
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4.12. Implantacao de eletrodos

Terminado o periodo de aproximadamente 90 dias apos as filmagens, os
animais pertencentes aos grupos: pilo CTRL (n= 7), pilo CAR AR (n= 6), pilo FAT
(n=7) e pilo EGM (n=6), foram submetidos novamente a cirurgia estereotaxica e
receberam implante de eletrodos para registro eletroencefalografico.

Na cirurgia de implante, os ratos foram profundamente anestesiados com
Xilazina (10 mg/Kg) e Cetamina (80 mg/Kg) misturadas na mesma seringa (i.p.).
Para registrar EEG cortical foi implantado um par de eletrodos feitos de dois
parafusos de aco inox, 1,4 mm de diametro. Um eletrodo foi implantado + 2,5 mm
anterior do bregma e + 3,0 mm lateral da linha média. O outro foi implantado no lado
contralateral, + 2,5 mm anterior do bregma e - 3,0 mm lateral da linha média. Para
registro do hipocampo usamos dois fios de 76 um de diametro (ago inoxidavel 304,
California Fine Wire), isolados por teflon exceto pelo 1 mm da extremidade. Os fios
foram colados paralelamente com cola de cianoacrilato. O conjunto foi implantado -
3,3 mm anterior do bregma, + 2,5 mm lateral da linha média, e - 3,5 mm ventral do
superficie do cérebro, e fixado novamente com cola de cianoacrilato. Os eletrodos
foram implantados através de orificios feitos na calota craniana com auxilio de
equipo odontologico e os orificios variaram de 1 a 1,5 mm.

Eletrodos corticais e hipocampais foram conectados ao soquete tipo latch,
fémea, e foram implantados dois parafusos adicionais para produzir um suporte mais
firme para o soquete. O soquete foi fixado no cranio com cimento acrilico dentario.
Durante todo o processo cirurgico tomou-se cuidado para evitar contaminacéo ou
infecgao, além disso, os ratos foram mantidos em local aquecido para recuperacao
pos-operatoria e receberam antibidtico de agao prolongada (Pentabidtico pequeno
porte; Fort Dodge) e analgésico (Ibuprofeno, 100 mg/mL; Medley Farmacéutica). Os
cuidados com os animais duraram por aproximadamente uma semana, apos esse
periodo de recuperagao iniciamos os registros eletroencefalograficos por 24h

durante 7 dias.

4.13. Eletroencefalograma (EEG)
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Os ratos foram conectados aos amplificadores através de um conector
elétrico rotatorio, permitindo movimento livre. Os fios foram protegidos por uma mola.
Amplificadores de EEG foram adaptados de Dobrev e colaboradores (Dobrev et al.,
2008). Foi usada a faixa de frequéncias de 0,1 - 300 Hz. Para reduzir 60 Hz foi
usado um filtro notch de um Cyber Amp 380. Os sinais foram digitalizados em 1000
Hz com um Power Lab. Para reducao adicional de 60 Hz e harménicos foi usado o
filtro adaptativo do Power Lab. Para analisar os registros utilizamos o Labchart 7.

As crises foram identificadas no registro hipocampal por andlise spectral
utilizando os seguintes critérios: 1) a poténcia total na faixa de 5 — 20 Hz, 2) a
poténcia total na faixa de 20 — 40 Hz, e 3) a frequéncia na faixa de 1 — 20 Hz com
maior poténcia. Para isso usamos transformada de Fourier, com 1024 pontos (1,024
s), e uma janela Hann. Trechos do registro cumprindo os 3 critérios seguintes: 1)
poténcia total entre 5 e 20 Hz acima de 2.009% pv 2) poténcia total na faixa de 20 -
40 Hz acima 2.010% pv, e 3) frequéncias mais potentes maiores que 7 Hz foram
marcados como crise potencial. Regides com duragdo menor que 5s foram
descartadas. As regides definidas como crise potencial foram analisadas
visualmente para confirmar se o evento identificado era de fato uma crise ou um

artefato.
4.14. Imunofluorescéncia

Os animais foram eutanasiados 120 dias ap6s o transplante, por anestesia
profunda com tionembutal (50 mg/kg, i.p.), e os tecidos fixados por perfusao
transcardiaca. Iniciou-se a perfusdo com 150mL de solugdo salina (0,9% NaCl) e a
seguir foram passados 300mL de paraformaldeido (4%). Os encéfalos foram
removidos do interior do cranio, imersos em paraformaldeido por 1 dia e a seguir em
solugdo hipertbnica de sacarose (30%) para crioprotecdo. Secgdes coronais
consecutivas do encéfalo (30 um) foram obtidas em criostato e armazenadas em
temperatura de -20 °C, imersas em solugao anti-congelante (500mL PBS, 500mL
H>0, 1,59g NaH,PO,4, 5,47g Na,HPO,4, 300g sacarose, 300mL etilenoglicol) até o
processamento para imunofluorescéncia. As células transplantadas foram
examinadas através da marcagao do anticorpo anti-GFP (1:600), dos marcadores de
interneurdnios inibitérios anti-NPY (1:1000), anti-PV (1:1000) , anti-CR (1:200) e de
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astrocitos anti-GFAP para verificarmos a diferenciacdo das células transplantadas
nesses tipos celulares. Brevemente, os cortes foram lavados com PBS e incubados
em anticorpo primario overnight. No dia seguinte, os cortes foram incubados em
anticorpo secundario conjugado com fluorocromos (Alexa 488 e Alexa 546), seguido
de lavagens. As laminas foram fechadas com DPX e posteriormente foram
analisadas por microscopio de fluorescéncia utilizando o software de captura
Neurolucida.

Para a realizagdo da contagem de células foram selecionadas 5 secgoes
coronais da regidao do hipocampo, localizadas entre o bregma -3,0 até -4,8, de cada
animal que recebeu transplante celular, apresentou pelo menos uma crise
espontanea e sobreviveu as cirurgias de implante de eletrodos (Pilo CAR AR n=6,
Pilo FAT n=6 e Pilo EGM n=4). Dessas 5 secg¢bes selecionadas, foram capturadas
10 imagens, bilateral, das regides do CA1 e Giro Denteado. A partir das imagens
contendo células duplamente marcadas (GFP*/PV*, GFP'/NPY®, GFP'/CR" e
GFP*/GFAP") realizamos uma analise da porcentagem dos marcadores de PV, NPY,
CR e GFAP em relagéo ao total de células GFP™ contidas nos campos analisados.

Além disso, por meio dessas imagens analisamos a quantidade de células GFP".

4.15. Analises estatisticas

Para a analise estatistica referente aos dados da parte in vitro utilizamos o
teste Kruskal-Wallis com post hoc Games Howell feito no programa PASW Statistics
1.9. Para a analise dos resultados in vivo foi utilizado o teste ANOVA com post hoc
Dunn, ANOVA de medidas repetidas, Kruskal-Wallis com post hoc Games Howell

feito no programa Graphpad Prism e analises de porcentagens.
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5. Resultados

5.1. IN VITRO

Os resultados descritos a seguir foram realizados com células oriundas da
EGM de embrides de 14 dias cultivadas como neuroesferas, e visam responder se
as modificagdes no meio de cultivo, como a presencga ou a auséncia de EGF/FGF2 e

/ou AR, podem alterar a populacéo de células neurais expandidas in vitro.

5.1.1. Avaliagdo do tamanho das neuroesferas da EGM cultivadas nas

quatro diferentes condig¢des de cultura.

As neuroesferas cultivadas em meios modificados pela remogédo de EGF/FGF2
e/ou AR por sete dias apresentaram diferencas em relacdo ao tamanho. Ao
mensurar o didmetro de neuroesferas pertencentes as quatro diferentes condi¢des
experimentais, encontramos um tamanho médio de 33,68 pm de didmetro para a
condigao FAT; 31,51 um para a condigdo FAT AR; ja as neuroesferas nas condi¢des
CAR e CAR AR apresentaram um tamanho médio de 18,35 ym e 18,40 pm,
respectivamente. Sendo assim, os agregados celulares cultivados na presencga de
fatores de crescimento com ou sem AR (FAT e FAT AR) possuem tamanho maior
comparado as neuroesferas que n&o foram cultivadas com os fatores de
crescimento (CAR e CAR AR) (p<0,05). Isso sugere que a auséncia de fatores de
crescimento diminuiu significativamente o tamanho das neuroesferas. No entanto, a
presenga do AR na cultura ndo influenciou de maneira significativa o tamanho das

mesmas (Figura 9).
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Figura 9. Tamanho das neuroesferas
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Figura 9. Tamanho das neuroesferas. Comparagdo do tamanho das neuroesferas
entre as condigdes experimentais. 1- Imagem ilustrando o tamanho de neuroesferas
apods os sete dias de cultivo na presenca de diferentes condigdes experimentais. A,
D) Imagens das neuroesferas em cultura (DIC), aumento 100X; A) condicdo FAT e
D) condigdo CAR. Imagens de secgdes das neuroesferas coradas com DAPI (B, C,
E, F), aumento 200X; B) condi¢gao FAT, C) condicdo FAT AR, E) condicdo CAR e F)
condigdo CAR AR. Barra de escala 100um. 2- Grafico representando a média do
diametro das neuroesferas nas 4 condi¢oes de cultivo. A condicao CAR e a condigao
CAR AR apresentaram uma diferenga estatistica significante com relagdo aos
grupos FAT e FAT AR(p<0,05), representado pelo asterisco (*). Dados
representados por média e erro padrao. Kruskal Wallis com Post-Hoc Games Howell

(n=20 esferas por grupo).
48



5.1.2. Avaliagao dos tipos celulares presentes em neuroesferas da EGM
cultivadas em diferentes condi¢oes de cultura.

Os fatores troficos EGF e FGF2 podem influenciar o destino das células
progenitoras neurais. Conforme estudo prévio, a remogédo desses fatores de
crescimento da cultura de neuroesferas aumenta significativamente a diferenciagcéo
neuronal (Schwindt et al., 2009).

A fim de obter informacdes sobre a proporcdo das principais populagdes de
células da linhagem neural presentes nas neuroesferas, como células gliais (GFAP-
positivas), neurbnios (B-tubulina lll-positivos) e progenitores neurais (Nestina-
positivos), o que permite identificar a condicdo mais favoravel adiferenciagao
neuronal, foi realizada uma analise por citometria de fluxo com as células dos
agregados celulares nas quatro diferentes condigdes de cultivo.

A citometria de fluxo avaliou a proporcao de células que expressam B-tubulina
Il entre as neuroesferas nas quatro diferentes condigdes de cultivo, e indicou que a
porcentagem de células positivas para B-tubulina Ill foi maior no grupo CAR AR
(20%), sendo esta diferenca estatisticamente significante (p<0,05) com relagdo as
condigdes FAT (3,7%) e FAT AR (7,8%). A segunda condigdo que apresentou maior
porcentagem de B-tubulina Il foi a CAR (16%), no entanto, a variagdo nao foi
suficiente para apresentar significancia estatistica comparada as condi¢cdes FAT e
FAT AR (Figura 10). Quanto a presenca de precursores neurais e de células gliais
(Figura 11 e 12), ndo encontramos uma diferenca estatistica significante entre os
grupos (p>0,05). No entanto, detectamos uma maior porcentagem de células GFAP
positivas na condi¢cao FAT (33,58%), e uma menor porcentagem no grupo CAR AR
(14,04%) (Figura 11). Ja com o marcador de Nestina, o grupo que apresentou uma
porcentagem maior de células marcadas foi o grupo FAT AR (30,82%), e uma menor
porcentagem o grupo CAR AR (11,3%) (Figura 12). Adicionalmente, realizou-se
imunofluorescéncia para os mesmos marcadores (B-tubulina Ill, GFAP e Nestina)
(Figuras 10B, 11B, 12B) nas neuroesferas cultivadas nos quatro diferentes tipos de
cultura e, corroborando os dados encontrados na citometria de fluxo, apés uma
analise qualitativa, o grupo CAR AR apresentou uma propor¢do maior de células
marcadas para B-tubulina Ill, seguido do grupo CAR. (Figura 10B).

A populagao neuronal presente nas neuroesferas foi a unica que se modificou,

pois a presenga de AR combinada com a auséncia de fatores de crescimento (CAR
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AR) gerou um aumento significativo da porcentagem de células positivas para (-
tubulina 1ll. As condigdes CAR e CAR AR se assemelham e, apesar da limitada
capacidade de expansao celular, a auséncia de fatores de crescimento determina

uma preferéncia de diferenciacio celular em neurbnios, que pode ser potencializada
pela acdo do AR.
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Figura 10. Citometria e imunofluorescéncia para o marcador B-tubulina Il
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Figura 10. Citometria e imunofluorescéncia para o marcador B-tubulina lll. A)
Histograma e dot-plot controle do anticorpo secundario 555 utilizado na citometria.
Logo abaixo estdo os histogramas nas 4 condigdes de cultivo analisadas: FAT, FAT
AR, CAR e CAR AR. Ao lado esta o gréafico de barras indicando a porcentagem de
células B-tubulina 1l © em cada grupo. A condicdo CAR AR apresentou uma
diferenga estatistica significante com relagdo aos grupos FAT e FAT AR (*), p<0,05.
Kruskal Wallis com Post-Hoc Games Howell. Dados obtidos em 3 experimentos
independentes utilizando pool de neuroesferas. B) Imunofluorescéncia deseccdes de
neuroesferas marcadas para 3-tubulina Il (vermelho) e coradas com DAPI (azul) nas
4 condig¢des de cultivo avaliadas. Objetiva (20X). Barra de escala = 100um.
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Figura 11. Citometria e Imunofluorescéncia para o marcador GFAP
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Figura 11. Citometria e imunofluorescéncia para o marcador GFAP. A)
Histograma e dot-plot controle do anticorpo secundario 488 utilizado na citometria.
Logo abaixo estdo os histogramas nas 4 condi¢cdes de cultivo analisadas: FAT, FAT
AR, CAR e CAR AR. Ao lado esta o grafico de barras indicando a porcentagem de
células GFAP * em cada grupo. N&o houve diferenca estatistica significativa.
Kruskal Wallis com Post-Hoc Games Howell. Dados obtidos em 3 experimentos
independentes utilizando pool de neuroesferas. B) Imunofluorescéncia de
neuroesferas para a marcagao de GFAP (verde) e coradas com DAPI (azul) nas 4

condigdes de cultivo avaliadas. Obijetiva (20X). Barra de escala = 100um.
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Figura 12. Citometria e Imunofluorescéncia para o marcador Nestina
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Figura 12. Citometria e imunofluorescéncia para o marcador Nestina. A)
Histograma e dot-plot controle do anticorpo secundario 555 utilizado na citometria.
Logo abaixo estdo os histogramas nas 4 condigdes de cultivo analisadas: FAT, FAT
AR, CAR e CAR AR. Ao lado esta o gréafico de barras indicando a porcentagem de
células Nestina * em cada grupo. N&o houve diferenga estatistica significativa.
Kruskal Wallis com Post-Hoc Games Howell. Dados obtidos em 3 experimentos
independentes utilizando pool de neuroesferas. B) Imunofluorescéncia de
neuroesferas para a marcagdo de Nestina (vermelho) e coradas com DAPI (azul)

nas 4 condi¢des de cultivo avaliadas. Objetiva (20X). Barra de escala = 100um.
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5.1.3. Andlise da expressao relativa dos genes DIx1, Lhx6 e Nkx2.1 em
neuroesferas oriundas da EGM cultivadas nas quatro diferentes condi¢goes de

cultura.

Como ja descrito na introducgao, fatores de transcricdo especificos como, DIx1,
Nkx2.1 e Lhx6, expressos no telencéfalo durante o desenvolvimento embrionario,
sdo essenciais para a especificacdo de interneurdnios inibitérios na regido da EGM
(Wonders & Anderson, 2006). Além de investigar a composi¢cao da populacéo neural
presente nas neuroesferas por citometria, verificamos se esses genes se mantém
expressos apos expansao in vitro de células oriundas da EGM como neuroesferas e
se as modificagdes realizadas nas condi¢cdes de cultura modulam a expressao dos
mesmos. Para tal, foi realizado PCR em tempo real a fim de quantificar a expressao
relativa dos transcritos dos genes DIx1, Nkx2.1 e Lhx6 entre as neuroesferas em
condicbes distintas, utilizando a condigdo FAT como referéncia. Para cumprir o
objetivo deste experimento, foram utilizadas amostras recém extraidas da EGM
como um padrao de expressao fisioldgica positiva de expressao génica e, no outro
extremo, foi utilizado um fragmento do corpo do embrido como um controle negativo
(CORPO).

Dentre as diferentes condicbes em que cultivamos as células da EGM como
neuroesferas, a condicdo CAR AR (fold change = 39) apresentou maiores niveis de
expresséo de DIx1, chegando a ser 2 vezes mais expresso quando comparado ao
grupo CAR (fold change = 19) , 19 vezes mais expresso quando comparado ao
grupo FAT AR (fold change = 2) e 39 vezes quando comparado ao grupo FAT (fold
change = 1). Em resumo, a condigdo CAR AR, dentre as condi¢des de cultivo,
apresentou maiores niveis de expressao de DIx1, enquanto as condigcdes FAT e FAT
AR apresentam uma perda pronunciada desse gene na populacgéo celular.

Ao analisar a expressao de Lhx6, nota-se que todos os grupos que tiveram as
células da EGM cultivadas como neuroesferas mostraram uma redugéo significativa
da expressdo, sendo as condicbes FAT AR e FAT, as que apresentaram as
diferengas mais discrepantes. As condigbes CAR (fold change = 37) e CAR AR (fold
change = 32) apresentaram um padrao de expressao bastante similar, sem diferenca
significativa entre eles, e apesar de apresentar baixa expressao em relagéo ao grupo
EGM, quando comparados ao grupo FAT AR (fold change = 2) podemos dizer que

para ambos os grupos houve um aumento significativo da expresséo, sendo ela de
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24 vezes para o grupo CAR e 21 vezes para o grupo CAR AR. Quando os grupos
CAR e CAR AR s&o comparados ao grupo FAT esse aumento se torna ainda mais
significativo chegando a ser 37 e 32 vezes mais expresso, respectivamente.

Os dados da expressao relativa de Nkx2.1, indicaram que houve um aumento
da expressao desse gene nas diferentes condigdes de cultura quando comparados a
condicdo padrao FAT, porém o maior aumento de expressdo foi encontrado na
condicdo CAR AR que se mostrou 4 vezes mais expresso (fold change = 4).

Como o esperado, observamos niveis de expressao bastante reduzidos dos
trés genes analisados no grupo CORPO, utilizado como controle negativo, quando
comparado as demais condigdes. Por outro lado, as células recém extraidas da
EGM apresentaram alto nivel de expressao para todos os transcritos investigados.
Como visto, ocorreu uma redugao significativa da expressdo quando as células
foram colocadas em cultura para proliferar como neuroesferas. A condi¢cao FAT foi a
que apresentou as redugdes mais proeminentes de expressao quando comparado
com as células da EGM. Os dados analisados indicam que as células da EGM
expressam 266 vezes mais DIx1, 788 vezes mais Lhx6 e 18 vezes mais Nkx2.1,
quando comparados com as células da condigao FAT. Diferente da condicdo FAT, a
condicdo CAR AR nao teve uma redugao expressiva quando comparadas as ceélulas
da EGM, sendo esta, a condicdo que apresentou a maior expressao dos genes
avaliados. As células da EGM expressaram apenas 6 vezes mais DIx1, 24 vezes
mais Lhx6 e 4 vezes mais Nkx2.1.

De acordo com os resultados obtidos através da técnica de PCR em tempo
real, podemos dizer que as células da EGM cultivadas como neuroesferas
apresentam uma reducéao significativa na expressdo desse conjunto de trés genes
que sao importantes na determinacao fenotipica dos interneurdnios inibitorios.
Apesar da significativa redugéo de expresséo dos genes, as modificagcdes realizadas
no meio de cultivo foram suficientes para aumentar a expressao de DIx1, Lhx6 e
Nkx2.1 no grupo onde as neuroesferas foram cultivadas com AR e sem os fatores de
crescimento (CAR AR) quando comparado aos grupos que tiveram a presencga dos
mesmos (FAT e FAT AR).
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Figura 13. Expressao relativa dos genes DIx1, Nkx2.1 e Lhx6
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Figura 13. Expressao relativa dos genes DIx1, Lhx6 e Nkx2.1.A-C) Expressao
relativa dos transcritos que codificam para DIx1(A), Lhx6 (B) e Nkx2.1(C) extraidos
de células de neuroesferas mantidas nas 4 diferentes condigdes de cultivo por 7
dias. Como controles utilizamos a EGM recém-extraida (controle positivo de
expresséo) e partes do corpo de embrides de 14 dias (controle negativo). GAPDH e
HPRT foram utilizados como controles endégenos e a condigdo FAT foi utilizada

AACY  Dados expressos em

como referéncia pelo método de limiar comparativo (e
escala log de base 2. Foram considerados resultados significantes diferencas com

fold change de pelo menos 2. (n=2, em experimentos independentes).
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5.1.4. Investigacdao da populacao neuronal de células de neuroesferas
apos diferenciagao.

Resumidamente, o protocolo de diferenciacdo espontanea de progenitores
neurais in vitro consistiu na adesao das células a uma matriz extracelular de poli-L-
lisina e laminina, em meio de cultivo ausente de fatores de crescimento. Com a
diferenciacao das células das neuroesferas, verificamos se as modificagdes do meio
de cultivo realizadas na fase proliferativa foram preservadas e se influenciam a fase
de diferenciacdo das células regulando positivamente a diferenciagdo neuronal.

Apos aproximadamente 10 dias em processo de diferenciagéo, as células das
neuroesferas dos quatro diferentes tipos de cultura (FAT, FAT AR, CAR e CAR AR)
foram processadas para imunofluorescéncia e realizou-se uma analise da
porcentagem das células positivas para 3-tubulina Ill em relagdo ao total de células
contidas nos campos analisados (coradas com DAPI). A analise estatistica n&o
revelou qualquer diferengca significativa no numero de neurbnios nas quatro
diferentes condi¢des de cultura. No entanto, a condicdo FAT foi a que apresentou a
menor porcentagem de neurdnios com 14,8% de células B-tubulina Ill*, seguida das
condi¢coes FAT AR com 18,4%, CAR com 19,5% e CAR AR com 19,2% (Figura 14).
Apos a diferenciacédo in vitro, diferente dos resultados no qual as células se
encontravam em agregados celulares, o efeito enriquecedor de diferenciagéo
neuronal atribuido ao carenciamento e a adicdo de AR nao apareceu de forma
evidente como visto na fase de proliferacéo.

De um modo geral, a auséncia de fatores de crescimento diminuiu a
quantidade de células presentes nas neuroesferas. Além disso, ndo houve um
aumento na proporgao de neurdnios apods diferenciacdo nas diferentes condigbes de
cultura avaliadas. Apesar disso, durante a fase de proliferacdo, em que as células
sao utilizadas para o transplante, a presenca do AR, somado a auséncia dos fatores
de crescimento, favoreceu o aumento do numero de neurbnios nas neuroesferas,
assim como, aumentou a expressdao dos genes DIx1, Lhx6 e Nkx2.1 de forma
significativa. Dessa forma, esses dados sugerem que o grupo CAR AR possui as
células com maior capacidade de manter caracteristicas importantes das células da
EGM em cultura, com um potencial promissor quando o objetivo € a obtencéo de

interneuronios inibitorios.
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Com base nesses achados utilizamos as células cultivadas na condigdo CAR
AR para o transplante em animais epilépticos. Alternativamente, utilizamos as
células cultivadas na condigdo FAT (com fatores de crescimento e sem AR) como
prova de conceito, pois esta condigao produziu efeitos opostos a condicdo CAR AR,
apresentando baixa expressdo dos genes presentes em células da EGM e uma
subpopulac¢do neuronal reduzida nas neuroesferas. Comparando esses dois grupos
que apresentaram comportamentos extremos investigamos se, apos o transplante

em animais, as mudancas ocorridas in vitro se mantiveram in vivo.
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Figura 14. Porcentagem de neurénios apoés diferenciagao
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Figura 14. Porcentagem de neurdnios apoés diferenciagao. A) Grafico indicando a
porcentagem de neurdnios baseado no nimero de células B-tubulina IlI" em relagéo
ao numero total (100%) de nucleos celulares (DAPI) nas 4 condi¢gbes de
cultivo.Dados representados por média e erro padrdo. Kruskal Wallis p=0,8. B)
Imunofluorescéncia das células diferenciadas nas condicdes FAT; FAT AR; CAR e
CAR AR. As marcagdes para DAPI e B-tubulina Ill estdo representadas em azul e

vermelho, respectivamente. Objetiva (40x). Barra de escala = 100um.
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5.2.IN VIVO

Baseado nos dados obtidos in vitro, vimos que as modificagcdes no meio de
cultivo influenciam a populagdo neural de neuroesferas derivadas da EGM.
Selecionamos as células cultivadas como neuroesferas nas seguintes condi¢des
para serem transplantadas em animais epilépticos: CAR AR, com maior potencialde
gerar interneurdnios inibitérios, e FAT, com um menor potencial neurogénico. Além
de utilizar células de neuroesferas derivadas da EGM, realizamos o transplante de
células "frescas" também da EGM, que foram transplantadas imediatamente apds a
extragdo do embrido. Com isso, pretendemos elucidar nossos objetivos verificando
se, apoés transplante in vivo, células da EGM cultivadas como neuroesferas
reproduzem os resultados relacionados a diferenciacdo celular obtidos in vitro, além
de investigar a eficiéncia de células da EGM submetidas a diferentes formas de
tratamento (modificagdes no meio de cultivo - neuroesferas x células frescas) quanto
a capacidade de reduzir a frequéncia de CER, indicando assim, a melhor alternativa

como proposta de terapia para ELT.

5.2.1. Avaliacao das crises epilépticas cronicas apos transplante.

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina € um dos mais utilizados para
se estudar a fase crénica da doencga, permitindo avaliar a eficacia de um tratamento
experimental de acordo com a frequéncia de CER. O objetivo dessa etapa foi
verificar se as células utilizadas no transplante em animais epilépticos foram
capazes de diminuir a frequéncia de crises.

A inducdo do SE € uma das premissas para o desenvolvimento da epilepsia
nesse modelo. Nossos dados indicaram que aproximadamente 80% dos animais
desenvolveram SE apds a administragcao de pilocarpina. No entanto, no intervalo de
dois dias ap6s SE, periodo em que os animais se encontram em um coma pos-ictal,
tivemos uma mortalidade de 40%. Os animais sobreviventes foram transplantados
com DMEM ou com células da EGM, previamente preparadas sob as condi¢des pre-
determinadas, formando os grupos Pilo CTRL, Pilo CAR AR, Pilo FAT e Pilo EGM.

A incidéncia, parametro que indica a presenca/auséncia de crises, mostrou
que apenas 33% (4 de 12) dos animais do grupo Pilo CAR AR, 16% (2 de 12) dos
animais do grupo Pilo FAT, 27% (3 de 11) dos animais do grupo Pilo EGM e 23% (3
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de 13) dos animais do grupo Pilo CTRL n&o apresentaram crises motoras
espontaneas e recorrentes no periodo de avaliagdo das crises, apesar de terem
vivenciado o SE no inicio da inducdo do modelo. O transplante de células tronco
neurais, independente do método utilizado para o preparo das células, nao foi capaz
de zerar ou impedir o desenvolvimento das CER do tipo IV e V, pois 0 numero de
animais que nao apresentaram esses tipos de crises foi semelhantenos quatro
grupos analisados, e nenhuma diferenga significativa em relacdo a incidéncia foi
observada (Figura 15-1). Desta forma, a auséncia de crises nesses animais nao esta
relacionada ao tratamento experimental, e sim a uma irregularidade do modelo da
pilocarpina. E sabido que, mesmo vivenciado o SE, alguns animais n&o apresentam
CER. Nessa situagao, alguns pesquisadores realizam uma observagao prévia ao
tratamento e selecionam somente o0s animais que apresentam crises
comportamentais como candidatos ao estudo (Clasadonte et al., 2013; Leite &
Cavalheiro, 1995; Salami et al., 2015; Ventura-Mejia & Medina-Ceja, 2014; Waldau
et al.,, 2010). Diante disso, temos como critério de inclusdo, para a analise da
frequéncia de crises, animais que apresentaram pelo menos uma crise
comportamental do tipo IV e/ou V detectada por video no periodo de observacao.
Além disso, optamos por retirar os animais que nao manifestaram CER do tipo IV e
V, pois o parametro frequéncia ndo existe neste grupo, e tais animais nao
expressariam uma reducao ou um aumento de crises. Optamos por ilustrar o nimero
total de crises de cada rato para que possa ser visto a grande variabilidade na
frequéncia das crises, um dos aspectos criticos do modelo da pilocarpina. Enquanto
alguns animais apresentaram mais de cem crises comportamentais, outros do
mesmo grupo experimental apresentaram apenas uma crise comportamental (Figura
15-2).
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Figura 15. Incidéncia e variabilidade das CER
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Figura 15. Incidéncia e variabilidade de frequéncia das CER. 1) Porcentagem de

animais que apresentaram ou ndo CER para cada um dos grupos avaliados. 2)

Numero total de CER de cada rato durante o periodo de trés meses de observacao
para os grupos Pilo CTRL (n=10) (A),Pilo CAR AR (n=8) (B),Pilo FAT (n=10) (C) e
Pilo EGM (n=8) (D).
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Diante da variabilidade da frequéncia de crises que os animais apresentaram,
decidimos classifica-las de acordo com as seguintes categorias: muito baixa (1-20
crises), baixa (20-40 crises), alta (40-60 crises) e muito alta (>60 crises). Os animais
foram distribuidos dentro dessas categorias de acordo com o numero de crises
observadas. Apds a distribuigao, identificamos que 60 % dos animais pertencentes
ao grupo Pilo CTRL possuem alta (20%) ou muito alta (40%) frequéncia de crises.
Por outro lado, 50% dos animais pertencentes ao grupo Pilo CAR AR possuem uma
frequéncia de crises muito baixa e a outra metade uma frequéncia de crises alta
(12,5%) ou muito alta (37,5%). Os animais pertencentes aos grupos Pilo FAT e Pilo
EGM apresentaram, respectivamente, uma frequéncia de crise classificada como
muito baixa (90%) e baixa (100%). Além disso, nenhum animal do grupo Pilo EGM

apresentou uma frequéncia alta ou muito alta de crises (Figura 16).

Figura 16. Categorizacao das CER
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Figura 16. Categorizagdao das CER. Representacdo da frequéncia de crises por
categoria e porcentagem de animais pertencentes a cada categoria: muito baixa (1-

20 crises), baixa (20-40 crises), alta (40-60 crises) e muito alta (>60 crises).

Os resultados da analise da frequéncia de crises por meio de categorizagao

corroboram os dados estatisticos obtidos. Ao longo de 90 dias de observagéao, a
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frequéncia total das crises foi maior no grupo Pilo CTRL, que apresentou uma meédia
de 57,9 crises, o grupo Pilo CAR AR apresentou a segunda maior média, com 47,37
crises, seguido pelo grupo Pilo FAT com 21,1 e pelo grupo Pilo EGM que apresentou
a menor média de crises, com 16,5 (Figura 17A). Os grupos Pilo CAR AR e Pilo FAT
nao diferiram de forma significativa do grupo controle, porém, o grupo Pilo EGM
apresentou uma diminuic&o significativa na quantidade (p <0,05) e na duragédo das
crises (p <0,04) quando comparado ao grupo Pilo CTRL (Figura 17A e 17 B). Apesar
do grupo Pilo CAR AR apresentar uma alta frequéncia de crises, dentre os
tratamentos avaliados, n&o observamos diferengas significantes na frequéncia e na
duragdo das crises quando os trés tratamentos foram comparados (Pilo CAR AR x
Pilo FAT x Pilo EGM).

Além da frequéncia total, realizamos as analises de frequéncia de crises de
acordo com a intensidade das mesmas, dividindo-as em crises do tipo IV e tipo V
classificadas pela escala de Racine (Racine et al.,, 1972). Observamos uma
diminuicao significante na frequéncia e duragédo de crises do tipo IV no grupo Pilo
FAT quando comparado ao grupo Pilo CTRL (p < 0,05) (Figura 17C e 17D), no
entanto, ndo houve diferengas significantes quando esse grupo (Pilo FAT) foi
comparado aos grupos Pilo CAR AR e Pilo EGM. O grupo Pilo CAR AR (34,5) teve
uma média de crises do tipo IV (34,5) bastante similar as do grupo Pilo CTRL (35,1).
Por outro lado, o grupo Pilo EGM apresentou uma redugao das crises tipo 1V (10,25),
porém nao foi o suficiente para ser significante quando comparada aos demais
grupos (Figura 17C). Quando analisamos as crises do tipo V, ndo encontramos
diminuicdo significante na frequéncia e duragcdo das crises em todos os grupos,
porém podemos dizer que o grupo Pilo EGM foi o grupo com menos crises do tipo V
com uma média de 6,25 comparado ao grupo Pilo CTRL com 22,8. Os grupos Pilo
CAR AR e Pilo FAT apresentaram praticamente as mesmas medias de crises do tipo
V, sendo elas 12,8 e 12,4 respectivamente (Figura 17E e 17F).
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Figura 17. Frequéncia e duragao das crises
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Figura 17. Frequéncia e duragdo das crises. Frequéncia e duragdao das CER
observadas por 90 dias dos grupo Pilo CAR AR (n=8), Pilo FAT (n=10), Pilo EGM
(n=8) e Pilo grupo CTRL (n=10). A) frequéncia total das crises; B) duragao total das
crises; C) frequéncia das crises do tipo IV; D) duragdo das crises do tipo IV; E)
frequéncia das crises do tipo V e F) duragdo das crises do tipo V. Dados
representados por média e erro padrdo. ANOVA com post-hoc de Dunn. O asterisco

(*) representa um p < 0,05 em relagao ao grupo Pilo CTRL.
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A fim de investigar como as crises evoluiram ao longo do tempo nos diferentes
grupos, realizamos a média de crises ocorridas més a més. O grupo Pilo EGM teve
um aumento significativo da frequéncia de crises no terceiro més quando comparado
ao primeiro més (p<0,05). Apesar disso, a média de crises ocorridas no terceiro més
para este grupo (Pilo EGM) foi semelhante as médias das crises encontradas no
primeiro més dos grupos Pilo CAR AR (9,37) e Pilo CTRL (11,8) (Figura 18). Esses
dados sugerem que as células da EGM quando nao cultivadas como neuroesferas
atuam de forma mais efetiva na contencao das crises no periodo subsequente ao
transplante. Os demais grupos avaliados, Pilo CAR AR, Pilo CTRL, Pilo FAT, nao
apresentaram diferencas estatisticas na frequéncia de crises ocorridas més a més,
indicando que a frequéncia de crises observada nesses grupos se mantiveram

estaveis ao longo do tempo (Figura 18).

Figura 18. Evolugao Temporal da Frequéncia de CER.

Evolugdo Temporal das CER
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Figura 18. Evolugao Temporal das CER. Evolugcdo da frequéncia das CERs,
representadas por meédia e erro padrdo, observadas a cada més nos grupos Pilo
CAR AR (n=8), Pilo FAT (n=10), Pilo EGM (n=8) e grupo Pilo CTRL (n=10). ANOVA

de medidas repetidas. O asterisco (*) representa um p < 0,05.
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Ap6s finalizado o periodo de observagdo das crises por video, foram
realizados registros de EEG. As crises identificadas e contabilizadas nos quatro
grupos analisados apresentaram um padrao bastante similar, com presenca de
ponta-onda ou onda-aguda e atividade ritmica e sincrénica de alta frequéncia com
duracdo maior que 10 segundos (Figura 19- 1). De acordo com as analises
eletroencefalograficas, ndo houve diferencas estatisticas significativas na frequéncia
de crises entre os grupos avaliados (Figura 19- 2). No entanto, o grupo Pilo CTRL foi
0 grupo com a maior frequéncia de crises, com uma média de 30,14 e novamente os
animais do grupo Pilo EGM apresentaram a frequéncia mais baixa, com uma média
de 5,14. Apesar de n&o encontrarmos diferengas estatisticas significantes, somando
todas as crises identificadas no EEG 42,8% correspondem ao grupo CTRL, 32,8%
ao grupo Pilo FAT, 17,3% ao grupo Pilo CAR AR e apenas 7,1% ao grupo Pilo EGM.
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Figura 19. Padrao dos registros e frequéncia de crises registradas por
EEG.
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Figura 19. Padrao dos registros e frequéncia de crises registradas por EEG. 1)
Tragado de registro de EEG das regides do cortex e do hipocampo indicando em A)
um padrao de um animal ndo epiléptico e em B) o registro de uma CER de um
animal epiléptico. 2) Frequéncia das CER detectadas por EEG observadas por 7
dias dos grupo Pilo CAR AR (n=6), Pilo FAT (n=7), Pilo EGM (n=6) e Pilo grupo
CTRL (n=7). Dados representados por média e EP. Ndo houve diferenca estatistica

significante entre os grupos. Kruskal Wallis p=0,28.
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Conjuntamente, os dados mostram que dentre os trés grupos transplantados
com células da EGM, o grupo Pilo CAR AR foi o mais parecido com o grupo Pilo
CTRL, diferente dos grupos Pilo FAT e Pilo EGM que mostraram uma diminuigao na
frequéncia e na duracao das crises. Inclusive, o tratamento com células “frescas" da
EGM (n&o cultivadas como neuroesferas) (grupo Pilo EGM) mostrou-se mais eficaz
na atenuacado das crises epilépticas, por apresentar diminuicdo da quantidade e
duracgao das crises em relagéo ao total de crises (crises do tipo IV + crises do tipo V)
e as analises do EEG sugerem que este grupo possui a menor porcentagem do total
das crises observadas. Ja o grupo Pilo FAT, apesar de apresentar uma evolugéo
estavel das crises, teve uma reducado apenas nas crises do tipo IV, devido a alta
frequéncia de crises do tipo V.

Como visto, as células transplantadas imediatamente apds a extragao (células
frescas, grupo Pilo EGM) exercem um efeito protetor mais eficaz nas crises
epilépticas quando comparado as ceélulas da EGM cultivadas como neuroesferas
(com ou sem prévia modificagdo do meio de cultivo). Surpreendentemente, as
células da EGM cultivadas como neuroesferas na presenca de fatores de
crescimento tém um efeito protetor mais promissor na reducéo das crises epilépticas
do que as células de neuroesferas cultivadas com AR e sem os fatores de

crescimento.
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5.2.2 Analise fenotipica das células transplantadas no hipocampo de
animais epilépticos.

Sabemos que os precursores neurais sdo capazes de se diferenciar apos o
transplante e podem ser identificados através do uso de marcadores especificos, o
que contribui para o entendimento do padrdo de diferenciagdo. Nesse tdpico
identificamos as células transplantadas utilizando marcadores de interneurbnios
inibitérios (NPY, PV, CR) e glia/astrécitos (GFAP), a fim de investigar o padréao de
diferenciagao das células da EGM transplantadas logo apds a extragao (“frescas”) ou
cultivadas como neuroesferas, com e sem modificagdes do meio de cultivo, quando
transplantadas no hipocampo de animais epilépticos.

Terminado o periodo de observagdao das crises epilépticas, os animais dos
grupos Pilo CAR AR, Pilo FAT e Pilo EGM foram eutanasiados e as
imunofluorescéncias foram realizadas para as células GFP, NPY, PV, CR e GFAP.
As células GFP" transplantadas no periodo epileptogénico foram encontradas no
cérebro dos animais na fase crénica do modelo, ou seja, mais de 120 dias apds o
transplante. Observamos que as células transplantadas permaneceram no local da
injecao ficando restritas ao hipocampo e as regides préximas a ele e, portanto, ndo
apresentaram um bom potencial de migragdo. Além disso, o grupo Pilo EGM
apresentou o menor nuumero de células GFP* quando comparado com demais
grupos Pilo CAR AR e Pilo FAT (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Numero de Células GFP*
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Figura 20. Nimero de Células GFP*. Nimero de células GFP* por um?
encontradas no hipocampo de animais epilépticos dos grupos Pilo EGM, Pilo FAT e
Pilo CAR AR. Dados representados por média e erro padrao. Kruskal Wallis com
Post-Hoc Games Howell, p=0,02. O asterisco (*) representa um p < 0,05 em relagao
aos grupos Pilo FAT e Pilo CAR AR.

Em seguida, identificamos dupla marcagdo de GFP com células positivas para
NPY, CR, PV e GFAP em todos os grupos, indicando que parte das células
transplantadas se diferenciam em interneurdnios inibitdrios e glia ou astrocitos
(GFAP+), quando transplantadas no cérebro de animais epilépticos. Apesar do
grupo Pilo EGM apresentar o menor numero de células GFP este grupo possui o
maior numero absoluto de interneurdnios inibitérios (16) € o menor numero de
astrocitos (1,75) comparado aos grupos Pilo FAT (7,5 de interneurdnios inibitorios e
27 de astrocitos) e Pilo CAR AR (9 de interneurdnios inibitorios e 18 de astrocitos).

Optamos mostrar as diferencas na quantidade de células duplo-marcadas nos
trés grupos por analise da porcentagem de cada marcador. O grupo Pilo EGM grupo
apresentou a maior proporcdo de interneurbnios inibitérios (25,28%),
especificamente com porcentagens de células NPY'/GFP* (12,38%), PV'/GFP*
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(6,96%) e CR'/ GFP" (5,94%). Uma proporgédo de interneurdnios inibitérios bem
reduzida com relagao ao grupo Pilo EGM foi obtida pelo grupo Pilo CAR AR, com um
total de 6,81%, distribuidos em 3,4% de células CR'/GFP*, 1,89% de células
PV'/GFP* e 1,52% de células NPY'/GFP'. Com a menor propor¢do de
interneurdnios inibitérios temos o grupo Pilo FAT que possui 2,43% de células
GFP*/PV*, 1,87% de células GFP*/NPY" e 0,69% de células GFP*/CR", totalizando
4,99% (Figura 21 A-D). Ao contrario da expressiva porcentagem de interneurdnios
inibitérios encontrada no grupo Pilo EGM, a porcentagem de astrécitos foi muito
baixa para este grupo, que apresentou 0,72% de células GFAP*/GFP". Por outro
lado, detectamos uma quantidade maior de células GFAP*/GFP" nos grupos Pilo
FAT e Pilo CAR AR, respectivamente, 5,65% e 3% (Figura 21 E).

Apesar do grupo Pilo EGM possuir a menor quantidade de células GFP”
localizadas no hipocampo, a maioria dessas células sdo interneurdnios inibitérios,
indicando que as células da EGM transplantadas imediatamente apos a extracao
tém uma capacidade maior de se diferenciar e originar interneurdnios inibitérios do

que as células da EGM cultivadas como neuroesferas in vivo.
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Figura 21. Imunofluorescéncia das células transplantadas.

GFP/PV
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Figura 21. Imunofluorescéncia das células transplantadas. Imunofluorescéncia
de células GFP" transplantadas no hipocampo de animais epilépticos duplamente
marcada para interneurénios inibitérios do tipo PV* (B,E e H), GFP* (A.D e G) e
GFP*/PV* (C,F e I). Os grupos estdo representados pelas letras: (A-C) Pilo CAR
AR; (D-F) Pilo FAT e (G-l) Pilo EGM. Imagens da regido de CA1 (A-F) e do giro

denteado (G-l) no hipocampo. Barra de escala = 100pm

73



Figura 21. Imunofluorescéncia das células transplantadas. Imunofluorescéncia
de células GFP" transplantadas no hipocampo de animais epilépticos duplamente
marcada para interneurénios inibitérios do tipo NPY* (B,E e H), GFP* (A.D e G) e
GFP*/NPY" (C,F e ). Os grupos estéo representados pelas letras: (A-C) Pilo CAR
AR; (D-F) Pilo FAT e (G-l) Pilo EGM. Imagens da regido de CA1 (A-C) e do giro

denteado (D-1) no hipocampo. Barra de escala = 100um.
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GFP/CR

- GFP/CR

Figura 21. Imunofluorescéncia das células transplantadas. Imunofluorescéncia
de células GFP" transplantadas no hipocampo de animais epilépticos duplamente
marcada para interneurdnios inibitérios do tipo CR* (B,E e H), GFP* (AD e G) e
GFP*/CR" (C,F e I). Os grupos estdo representados pelas letras: (A-C) Pilo CAR AR;
(D-F) Pilo FAT e (G-I) Pilo EGM. Imagens da regiao de CA1 (D-F) e do giro denteado
(A-C e G-l) no hipocampo. Barra de escala = 100pum.
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4)

GFP/GFAP

Figura 21. Imunofluorescéncia das células transplantadas. Imunofluorescéncia
de células GFP" transplantadas no hipocampo de animais epilépticos duplamente
marcada para GFAP" (B,E e H), GFP* (A,D e G) e GFP*/GFAP" (C,F e I). Os grupos
estdo representados pelas letras: (A-C) Pilo CAR AR; (D-F) Pilo FAT e (G-I) Pilo
EGM. Imagens da regido de CA1 (A-F) e do giro denteado (G-lI) no hipocampo.

Barra de escala = 100um.
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Figura 22. Porcentagens de interneurénios inibitérios e astrécitos
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Figura 22. Porcentagens de interneurénios inibitérios e astrécitos. A
porcentagem de PV, NPY, CR e GFAP em relacdo ao numero total (100%) de
células GFP foi plotada nos graficos para cada marcador. Grafico A) PV'/GFP;
grafico B) NPY'/GFP"; grafico C) CR*/GFP™; grafico D) soma das porcentagens dos
subtipos de interneurdnios inibitorios: PV, NPY e CR; grafico E) GFAP'/GFP”.
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6. Discussao

In vitro - Diferentes modificagoes no meio de cultivo alteram a populagao

neural de neuroesferas derivadas da EGM.

Estudos que realizaram a remocéo transitoria de EGF e FGF2 em células
neurais cultivadas como neuroesferas observaram que a privacao desses fatores faz
com que as células parem de proliferar e iniciem o processo de diferenciagdo. No
trabalho de Nieto-Estevez e colaboradores, os autores realizaram cultura de
neuroesferas de progenitores neurais oriundos do bulbo olfatério com baixas
concentragbes de EGF e FGF2, e observaram uma redugcdo no tamanho das
neuroesferas além de um aumento significativo da morte celular (Nieto-Estevez et
al., 2013; Schwindt et al., 2009). Nossos resultados indicaram que as células da
EGM cultivadas na presenca de fatores de crescimento formaram neuroesferas
maiores comparadas as neuroesferas cultivadas sem os fatores de crescimento. A
diminuicdo do tamanho das neuroesferas nas condicbes CAR e CAR AR esta
relacionada a auséncia transiente de fatores de crescimento que pode ter causado
morte celular e/ou diminuigdo da proliferagao (Kelly et al., 2005; Reynolds & Weiss,
1992; Supeno et al., 2013). Conjuntamente, esses dados indicam que progenitores
neurais cultivados como neuroesferas sao bastante influenciados pelos fatores de
crescimento e que a remocao ou a utilizagdo de baixas concentracdes sdo capazes
de modificar o padrdo de proliferagdo e morte celular independente da regido de
origem das células.

Evidéncias indicam que o uso de EGF e FGF2 é essencial para expandir os
progenitores neurais e formar neuroesferas, pois esses fatores de crescimento
promovem a proliferacdo e ao mesmo tempo mantém as células em um estado
indiferenciado (De Alvaro et al., 2005; Vaccarino et al., 2001). Seguindo essa
premissa, € natural conceber dados de outros estudos revelando que a retirada ou
reducdo das concentracbes dos fatores de crescimento utilizados na cultura de
neuroesferas promove o enriquecimento da populagcdo neuronal por desencadear,
ainda em suspenséo, o processo de diferenciagdo em neurbnios (Schwindt et al.,
2009; Schwindt et al., 2009) e também por deixar de estimular a proliferacdo de
precursores gliais (Hou et al., 1995; Kelly et al., 2005; Kilpatrick & Bartlett, 1995).

De acordo com Einstein e colaboradores, a auséncia dos fatores de crescimento
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modifica o padrdo de diferenciagao celular, afetando a plasticidade e destino dessas
células e tornando-as uma populacdo mais especifica, sem alterar de forma extrema
o padrao de sobrevivéncia (Einstein et al., 2006). Assim, nas condi¢des em que
foram removidos os fatores de crescimento do meio de cultivo (condigcbes CAR e
CAR AR) houve favorecimento da diferenciacdo das células ainda em suspenséao,
uma vez que apresentaram as menores porcentagens de precursores neurais
(Nestina®), acompanhado de um aumento na proporgdo de células neuronais (B-
tubulinalll™).

A importancia do AR para o processo de diferenciacdo neuronal durante o
desenvolvimento ja esta bem descrita na literatura (Rhinn & Dolle, 2012). Na regiado
da eminéncia ganglidnica lateral (EGL), o AR endégeno é requerido para que ocorra
a especificacdo de neurdnios GABAérgicos, estabelecendo um papel importante no
desenvolvimento do prosencéfalo (Chatzi et al., 2011). O papel do AR como um
indutor de diferenciacao neuronal in vitro vem sendo investigado. A adicdo deste
acido na cultura parece induzir uma diferenciagdo especifica para neurbnios
(Soprano et al., 2007), além de diminuir a diferenciagao em astrécitos (Christie et al.,
2010; Takahashi et al., 1999) e facilitar a sobrevivéncia de neurbnios e o
crescimento de seus prolongamentos (Erceg et al., 2008; Quinn & De Boni, 1991;
Wuarin & Sidell, 1991). Nossos dados vao ao encontro dos efeitos ja descritos para
o AR, visto que a adicdo de AR potencializou o efeito indutor de diferenciagao
neuronal produzido pelo carenciamento dos fatores de crescimento no meio de
cultivo, demonstrado por uma maior quantidade de neurdnios no grupo CAR AR
quando comparado a condi¢cdo FAT. Tal efeito indutor de células neuronais pelo AR
extende-se a culturas de neuroesferas de progenitores neurais de outras regides do
encéfalo e a células-tronco embrionarias humanas (Bibel et al., 2004; Christie et al.,
2010; Rochette-Egly, 2015; Xu et al., 2012).

Apesar de o AR induzir a diferenciacdo neuronal, a quantidade de neurbnios
nao aumentou quando os fatores de crescimento foram adicionados ao meio de
cultivo no grupo FAT AR. Isso pode ser explicado pelo fato do AR e o FGF2
possuirem uma relagdo regulatéria antagbnica na morfogénese, o AR cessa a
proliferacdo e estimula a diferenciagdo neuronal e o FGF2 estimula proliferacéo e a
manutengdo das células em um estado indiferenciado (Horschitz et al., 2015).

Portanto, como a remocédo de FGF2 pode aumentar a sinalizacdo do AR, o uso de
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AR na auséncia de fatores de crescimento desempenha de forma mais efetiva seu
papel como indutor neuronal.

Como visto, as modificacdes no meio de cultivo realizadas com as neuoresferas
ainda em suspensao, foram capazes de aumentar a diferenciacao neuronal. Por
outro lado, o aumento na quantidade de neurdnios provocado pela acdo do AR,
observado durante a fase de proliferacdo, ndo se mostrou muito evidente apds
inducdo da diferenciagdo. Estudos que observaram um aumento significativo do
numero de neurdnios adicionaram o AR no meio de cultivo durante o periodo de
diferenciagao (Christie et al., 2010; Xu et al., 2012). Isso indica que a adi¢do de AR
apenas na fase em que as neuroesferas sdo cultivadas em suspensao, ndao é o
suficiente para manter o aumento da indugdo neuronal, e para que isso perdure, €

importante a presenca do AR no meio de cultura.

In vitro - Células da EGM cultivadas como neuroesferas apresentam uma

reducao significativa da expressao dos genes Dix1, Nkx2.1 e Lhx6.

A determinacdo de um tipo celular a partir de células-tronco ou de progenitores
€ um evento complexo regulado regionalmente (depende do ambiente e de seus
fatores/morfégenos locais) e temporalmente (determina a ordem e duragdo dos
estimulos). Os fatores de transcricdo sao elementos chave no processo de
programacgao celular. Para que ocorra de forma adequada o desenvolvimento de
interneurdnios inibitorios na regido da EGM, é essencial a presenga de fatores de
transcrigcdo especificos como, DIx1, Nkx2.1 e Lhx6 (Butt et al., 2008; Wonders &
Anderson, 2006).

Diante da importancia dos fatores de transcricdo, analisamos a expressao
relativa dos mesmos nas diferentes condi¢cdes de cultivo. Nossos dados mostraram
uma significativa modulagéo da expressado de DIx1, Nkx2.1 e Lhx6 dependente da
presenca de EGF e FGF2 e de AR no cultivo de neuroesferas derivadas da EGM.
Mesmo nao tendo atingido os altos niveis de expressao encontrados nas células
“frescas" da EGM, as células cultivadas na auséncia de fatores de crescimento
mostraram um aumento significativo da expressao dos genes DIx1, Lhx6 e Nkx2.1
quando comparado as células cultivadas na presenca de fatores de crescimento.

Isso indica que, além da reconhecida atuagdo como mitégenos na formagao de
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neuroesferas, os fatores de crescimento EGF e FGF2 podem ser responsaveis por
alterar a identidade celular, prejudicando, assim, a manutengdo de caracteristicas
regionais da EGM (Santa-Olalla et al., 2003; Tucker et al., 2008). Com base na
literatura, identificamos pelo menos dois mecanismos pelos quais a sinalizacao
mediada por EGF, FGF2 e AR podem alterar as propriedades regionais das células
da EGM cultivadas como neuroesferas: o balangco entre estimulo pro-diferenciagao
versus manutencao do estado indiferenciado e o favorecimento da proliferacéo de
progenitores gliais.

A alteragcdo da expressao de alguns genes cruciais para a manutengado da
especificacdo regional de progenitores neurais da EGM respondeu claramente a
sinalizagcao induzida por EGF e FGF2, em sincronia com a proporcdo de neurbnios
B-tubulina Ill presentes em cada condi¢ao de cultivo. Observamos que as condigdes
carenciadas para EGF e FGF2 (CAR e CAR RA), que continham mais neurdnios em
sua composicdo também expressavam mais DIx1, Lhx6 e Nkx2.1, indicando uma
relagéo direta entre grau de diferenciagao neuronal e niveis de expressao génica. De
acordo com Parmar e colaboradores, células indiferenciadas de neuroesferas da
EGM expressam baixos niveis de DIx1 quando comparado com a mesma regiao in
vivo, porém a expressao desse gene aumenta apos diferenciagéo in vitro das células
de neuroesferas (Parmar et al., 2002).

Sendo o FGF2 um importante fator para a manutencdo do estado
indiferenciado das células-tronco neurais (Vallier et al., 2005), sua sinalizagdo pode
ser capaz de reprimir a expressao desse conjunto de genes especificos que
determinam o fendtipo maduro de interneurdnios inibitérios da EGM na cultura de
neuroferas. Por exemplo, a presengca de FGF pode atrasar a expressao de genes
que participam da especificagdo de células da regido ventral do tubo neural e que
respondem a baixas concentracbes de Shh, incluindo o Nkx2.1, que promove a
diferenciagcao em interneurdnios inibitorios do tipo PV durante o desenvolvimento da
medula espinal (Xu et al., 2005). Diversos outros estudos corroboram 0s nossos
dados de que os progenitores neurais mais comprometidos, especificos de uma
regido, perdem algumas de suas caracteristicas moleculares quando cultivados para
expanséo in vitro, onde permanecem por longos periodos sob a influéncia de EGF e
FGF2 (Gabay et al., 2003; Hack et al., 2004; Santa-Olalla et al., 2003; Tucker et
al., 2008).
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De importancia para a diferenciacao neuronal, o AR também ¢é requerido para
que ocorra expressdo de genes chaves envolvidos na especificagdo de
interneurdnios inibitérios (Diez Del Corral et al., 2003). De fato, a presenga de AR
pode ter induzido um aumento na expressdo de DIx1 e Nkx2.1, pois,
consequentemente, aumentou a quantidade de células diferenciadas em neurdnios.

Outra vertente para explicar os efeitos moleculares da expansado dos
progenitores da EGM em neuroeferas baseia-se na proliferacdo de precursores
gliais e células da glia radial (que apresentam caracteristicas de células-tronco
neurais durante o desenvolvimento) em resposta ao fator de crescimento EGF. A
sinalizacdo de EGF esta fortemente envolvida na diferenciacdo de astrdocitos, pois
animais knockout para receptores de EGF apresentam déficits na gliogénese (Sibilia
et al., 1998). De acordo, nas neuroesferas que sao mantidas com EGF e FGF2 é
relatado um aumento na proporgéo de progenitores comprometidos com a linhagem
glial ou identidades mais genéricas, com uma pequena populagdo de progenitores
neurais mais comprometidos com caracteristicas da EGM (Hack et al., 2004;
Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009; Tucker et al., 2008).

Progenitores neurais do telencéfalo cultivados como neuroesferas sao capazes
de manter alguns aspectos da sua identidade regional, originando o fendtipo
neuronal apropriado (Hitoshi et al., 2002; Ostenfeld et al., 2002; Parmar et al.,
2002). Sabemos que as células oriundas da EGM possuem informagdes especificas
da sua regido de origem, porém quando retiradas de seu nicho se deparam com
outras sinalizagbes, sugerindo que o micro-ambiente desempenha um papel
importante na indugdo desses precursores neurais em interneurdnios inibitérios.
Como visto, o ambiente pode ser determinante para o padrao de proliferacédo, o
fendtipo celular e a expressdao de determinados genes. Assim, a estratégia de
expanséo a curto prazo, seguido pelo carenciamento para os fatores EGF e FGF2 e
a adicdo de AR foi capaz de reduzir o impacto negativo do cultivo na especificagéo

regional dos progenitores da EGM.

In vitro - FAT versus CAR AR, as condigcdes mais antagodnicas.

Com base nos dados obtidos nos experimentos in vitro, as condigbes CAR AR

e FAT foram as mais discrepantes. O grupo FAT, condigdo de cultivo padréo,
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utilizada por diversos estudos para proliferagdo de células-tronco neurais como
neuroesferas (Ciccolini & Svendsen, 1998; Reynolds & Weiss, 1992), apresentou a
menor porcentagem de neurbnios quando comparado com os outros grupos, tanto
na fase de proliferagdo como apds diferenciacao in vitro, além de apresentar a
menor expressao dos genes que codificam para os fatores de transcrigao
relacionados ao desenvolvimento de interneurdnios inibitérios na EGM. Por outro
lado, a condicdo CAR AR apresentou resultados relevantes para o uso de suas
células no transplante de animais epilépticos, pois nas neuroesferas em suspensao,
fase na qual usamos as células para o transplante, esse grupo apresentou uma taxa
de diferenciacao celular favoravel para neurdnios, com um aumento da expressao
de DIx1, Lhx6 e Nkx2.1. Diante disso, as células cultivadas nessas duas condicoes,
juntamente com células obtidas da EGM que nado foram cultivadas como
neuroesferas, foram utilizadas para transplante hipocampal em animais epilépticos,
investigando assim o seu potencial anticonvulsivo e a diferenciagdo em
interneurdnios inibitérios in vivo, em um ambiente hostil onde as sinalizagdes se

encontram modificadas.

In vivo — As células da EGM cultivadas como neuroesferas originam

poucos interneuronios inibitérios apés transplante em animais epilépticos.

Apesar de o transplante ter sido realizado no periodo epileptogénico, logo apés
o SE, observamos que as células transplantadas no hipocampo se diferenciaram em
interneurdnios inibitérios e puderam ser identificadas por marcadores do tipo PV, CR
e NPY mesmo apds um longo periodo (4 meses) pos-transplante, nos trés grupos
transplantados analisados. Esses dados sao corroborados por estudos de
transplante in vivo que demonstraram a diferenciacdo de células oriundas da EGM
em interneurénios inibitérios mesmo depois de expandidas em cultura como
neuroesferas (Anderson et al., 2001; Eriksson et al., 2003).

No entanto, ao realizarmos a contagem das células transplantadas observamos
que as células cultivadas como neuroesferas (com ou sem fatores ou AR)
apresentaram uma porcentagem menor de interneurénios inibitérios, enquanto as
células da EGM que nao foram submetidas a cultura tiveram a maioria de suas

células diferenciadas em interneurénios inibitérios.
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Através de uma variedade de técnicas, entre elas mapeamento fetal e modelos
genéticos, foi comprovado que a regido da EGM é uma fonte primaria de
interneurdnios inibitérios (Cobos et al., 2001; Lavdas et al.,, 1999; Sussel et al.,
1999; Wichterle et al., 2001). Além disso, foram identificados genes fundamentais
para o desenvolvimento e manutencdo dos mesmos, dentre eles o DIx1, Nkx2.1 e
Lhx6. A inativagdo do fator de transcricdo DIx1 resulta na perda de interneurdnios
inibitérios dos tipos CR, SST e NPY levando a uma redugao na inibicao cortical e
hipocampal e consequentemente ao surgimento de crises epilépticas (Cobos et al.,
2005). Ha evidéncias de que a auséncia ou redugao de Nkx2.1 e Lhx6 diminui
significativamente o numero de neurénios GABAérgicos, além de gerar uma atrofia
da regido da EGM (Flandin et al., 2011; Sussel et al., 1999). A baixa porcentagem
de diferenciagdo em interneurdnios inibitérios encontrada nas células cultivadas
como neuroesferas apos o transplante hipocampal pode ter ocorrido em fungédo da
diminuicdo da expressao dos genes presentes na regiao da EGM, como evidenciado
pelos nossos resultados in vitro.

Apesar das células cultivadas como neuroesferas sem fatores de crescimento e
adicdo de AR apresentar um aumento significativo da expressdo desses genes in
vitro, esse nao foi suficiente para aumentar a diferenciagdo em interneurdnios
inibitérios in vivo, pois essas células apresentaram um padrao de diferenciacéo
semelhante as células cultivadas na presenca de fatores de crescimento, que como
o0 esperado apresentou a porcentagem mais baixa de interneurdnios inibitorios,
sugerindo que as modificagbes do meio de cultivo ndo favorecem o aumento de
interneurdnios inibitérios in vivo.

Evidéncias sugerem que algumas células retém uma memodria molecular de
onde vieram baseadas na expressao de genes da sua regiao de origem (Na et al.,
1998; Ostenfeld et al., 2002). Em outro estudo, células progenitoras de
oligodendrocitos quando transplantadas no hipocampo ou no foco da lesdo, se
diferenciam em oligodendrécitos, indicando que as pistas extrinsecas de um
ambiente neurogénico ou lesado nao interferem na diferenciagdo dessas células
(Webber et al., 2007). De acordo com o0s nossos resultados, o mesmo aconteceu
com as ceélulas da EGM que nao foram expandidas em culturas de neuroesferas. No
entanto, em um estudo onde realizaram o transplante de progenitores neurais, os

autores observaram que grande parte das células é influenciada pelo ambiente local
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na hora de sua diferenciacdo (Gage, 2000). Acreditamos que as células da EGM
sdo progenitores mais comprometidos com a presenga de sinais intrinsecos, que
diminuem a influéncia do meio.

Além da marcagao para interneurdnios inibitorios, contabilizamos as células
que se diferenciaram em astrécitos. As células cultivadas como neuroesferas,
independente da condi¢cao de cultivo, foram as que mais se diferenciaram nesse
fendtipo celular. As células que compde as neuroesferas sdao em sua maioria
progenitores gliais, € mesmo utilizando células-tronco neurais oriundas de diferentes
regides € observada uma diferenciacdo preferencial em astrocitos (Reynolds &
Weiss, 1996; Waldau et al., 2010). Além disso, quando o destino celular é
examinado, as células oriundas das neuroesferas parecem conter uma populagao
celular mais heterogénea com uma mistura de neurdnios excitatorios, interneurénios
inibitorios, células gliais e células imaturas (Carpentino et al., 2008; Chu et al.,
2004).

De fato, estudos anteriores ja haviam demonstrado que células-tronco neurais
endbégenas se diferenciam em células gliais apds lesdo no cérebro e na medula,
sugerindo que a presengca de sinais locais induz a gliogénese em condi¢des
adversas (Frisen et al., 1995; Holmin et al., 1997). A hipotese de que o ambiente
influencia o padrdo de diferenciacédo é valida, porém quando as células estdo mais
comprometidas a um determinado fendtipo celular essa hipotese nédo se sustenta.
Em nosso experimento, as células da EGM que ndo foram cultivadas como
neuroesferas encontraram o0 mesmo ambiente hostil que as células cultivadas como
neuroesferas, porém, o padrdo de diferenciagao foi bastante diferente onde apenas
uma pequena porcentagem se diferenciou em astrécitos, corroborando outros
estudos que apresentaram poucas células positivas para marcadores gliais
(Calcagnotto et al., 2010; Martinez-Cerdeno et al., 2010; Wichterle et al., 1999).

O distinto padrdo de diferenciacdo das células da EGM cultivadas e né&o
cultivadas como neuroesferas pode ter influenciado o total de células GFP*, pois
otransplante de células frescas da EGM originou mais interneurdnios inibitorios, que
em uma condigdo epiléptica sdo mais vulneraveis do que as células gliais e outros
tipos celulares oriundos de células de neuroesferas da EGM, o que pode exlicar, em
partes, o maior numero de células GFP* nos grupos Pilo FAT e Pilo CAR AR (Chen
et al., 2010; Parent et al., 2006).
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A preservacgdo dos programas intrinsecos que determinam o comprometimento
a uma determinada linhagem neural apds expansao em cultura ainda é controversa
(Liu et al.,, 1999; Park et al., 2006). No entanto, as altera¢gdes nos progenitores
neurais da EGM provocadas pelas condicdes presentes na cultura de neuroesferas,
antes de serem transplantados na estrutura lesada, podem ser cruciais para a
definigdo do destino, sobrevivéncia e integracado dessas células (Park et al., 2006;
Silva et al., 2009).

In vivo - Diferentes condicoes de células da EGM pré-transplante
hipocampal resultaram em diferentes respostas no padrao de crises

epilépticas.

Os primeiros estudos que realizaram o transplante de células da EGM
mostraram que essas ceélulas possuem a capacidade de migrar por longas distancias
e se diferenciar em interneurdnios inibitorios que expressam marcadores do tipo PV,
CR, NPY e SST. Além disso, registros eletrofisiolégicos demonstraram que essas
células se integram no circuito do hospedeiro e aumentam o tonus inibitério (Alvarez-
Dolado et al., 2006; Baraban et al., 2009; Zipancic et al., 2010). Sabemos que a
ocorréncia de crises na ELT esta relacionada com a perda de inibigdo funcional
devido a redugao do numero de interneurénios GABAérgicos hipocampais (Cornish
& Wheal, 1989; De Lanerolle et al., 1989). Diante disso, as células da EGM tem se
mostrado eficazes na restauragdo de circuitos inibitérios em modelos animais de
ELT (Tyson & Anderson, 2014). Conforme nossos dados, o transplante de
precursores neurais da EGM que nao foram -cultivados como neuroesferas
apresentaram os resultados mais promissores quando avaliamos seu efeito
anticonvulsivo. Nesse grupo encontramos uma diminuigdo da frequéncia total de
crises e a maioria das células transplantadas se diferenciou em interneurénios
inibitérios comparado aos demais grupos.

O efeito protetor gerado pelo transplante de células oriundas da EGM nas
crises epilépticas ndo € observado apenas em modelos experimentais de ELT. Em
um estudo realizado com eletrochoque convulsivo maximo em camundongos,
utilizando as mesmas células da EGM, foi observado um efeito protetor nas crises

tébnicas (Calcagnotto et al., 2010a). Essas células quando transplantadas também
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reduziram as crises espontaneas em um modelo animal associado com a auséncia
de canais de potassio (Baraban et al., 2009). Ainda nessa linha, células da EGM
transplantadas apods lesdo causada por uma substancia especifica para lesar
interneurdnios inibitérios no hipocampo (saporina) foram capazes de gerar
interneurénios em quantidade suficiente para recuperar a lesdo e ainda diminuir a
intensidade e a mortalidade das crises induzidas pelo modelo de PTZ (Zipancic et
al., 2010). Visando um contexto terapéutico, Anderson e Baraban pré-administraram
trés drogas antiepilépticas convencionais, fenitoina, carbamazepina e fenobarbital
em animais induzidos ao modelo de pilocarpina, e novamente os animais
transplantados com células da EGM apresentaram uma reducdo de crises
semelhante a encontrada quando utilizadas as drogas antiepilépticas (Anderson &
Baraban, 2012). Esses estudos sustentam o uso de células da EGM como uma
opc¢ao terapéutica para o tratamento da epilepsia.

Dentre os estudos que investigaram o potencial anticonvulsivo das células da
EGM, poucos cultivaram essas células como neuroesferas antes do transplante. Um
deles realizado por Waldau e colaboradores utilizou acido cainico para indugao do
modelo de ELT, e observou reducéo na frequéncia, duracéo e severidade das crises.
De forma similar, nosso trabalho mostrou que o transplante de células oriundas da
EGM cultivadas como neuroesferas na presenca de fatores de crescimento (grupo
FAT) resultou em diminuicdo da frequéncia de crises do tipo IV, apesar de
apresentar uma baixa porcentagem de diferenciacédo em interneurdnios inibitérios.

Nos Uultimos anos, as terapias celulares baseadas na reposicao de
interneurdénios GABAérgicos apresentaram resultados promissores, sustentados por
estudos que mostram que o transplante de células progenitoras da EGM no cortex
cerebral ou hipocampo resulta na supressdo de crises epilépticas em varios
modelos experimentais de epilepsia (Tyson & Anderson, 2014). O mecanismo de
supressdo das crises mais provavel que esta por tras do transplante de
interneurdnios inibitérios € o de restringir a atividade neuronal durante as crises
através da formacao de novas sinapses inibitérias.

De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, os animais do grupo
Pilo EGM apresentaram redugédo na frequéncia total de CER em relagdo ao grupo
controle. O efeito anticonvulsivo das células “frescas" da EGM em nosso trabalho

pode ser atribuido a sua capacidade de se diferenciar em interneurdnios inibitérios

87



que se integram a circuitaria do hospedeiro, aumentando, assim, o ténus inibitério
(Anderson & Baraban, 2012; Baraban et al., 2009; Tyson & Anderson, 2014). De
fato, varios subgrupos de interneurénios sao associados com a diminui¢cao de crises
epilépticas, incluindo células em candelabro que expressam PV e as células em
cesto que expressam NPY (Baraban, 1998; Defelipe, 1999). Além disso,
interneurdnios do tipo PV estdo associados a limitagdo da propagacéo das crises
(Freund et al., 1992). Os animais que receberam o transplante de células da EGM
que nao foram cultivadas como neuroesferas apresentaram as maiores
porcentagens para esses subtipos de interneurénios inibitorios (cerca de 25%) e,
consequentemente, uma reducgdo do total de crises comportamentais generalizadas
do tipo IV e V.

Por outro lado, ao expandir progenitores neurais como neuroesferas, obtém-
se uma populagdo celular mais heterogénea, sendo em sua maioria células gliais
(Hattiangady & Shetty, 2011; Waldau et al., 2010). As células gliais desempenham
importantes funcdes no cérebro, como a modulacdo da transmissao sinaptica, o
controle homeostatico de ions e a integridade da barreira hematoencefalica.

A maioria dos estudos que buscam novas abordagens anticonvulsivantes tem
como foco investigar componentes que afetam fungbes neuronais, pois a disfungéo
neuronal € apontada como a principal causa da epilepsia. De acordo com Bedner e
colaboradores, alteragdes no acoplamento dos astrécitos ocorre poucas horas apoés
o SE, provavelmente devido ao aumento da liberagao de citocinas pré inflamatodrias.
Essas alteragdes contribuem para o aumento dos niveis de K' e glutamato
extracelular levando a uma reducdo do limiar excitatério. Além disso, essas
alteracdes precedem a morte neuronal por apoptose e o desenvolvimento das CER,
sugerindo que a ELT pode ser considerada uma desordem com base em disfungdes
gliais e n&o apenas neuronais (Bedner et al., 2015).

Como visto em nosso estudo, poucas células derivadas de neuroesfera se
diferenciaram em interneurdnios inibitérios, porém essas células originam uma maior
propor¢cao de células gliais. Provavelmente, as células da EGM cultivadas como
neuroesferas na presenca de fatores de crescimento reduziram a frequéncia de
crises do tipo IV no grupo Pilo FAT por meio de outros mecanismos, que ndo a
reposi¢cao de interneurdnios inibitérios, tais como rearranjos estruturais da circuitaria

do hospedeiro, secrecao de neuropeptideos ou fatores tréficos e até mesmo a
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modulacado da inflamagao (Waldau et al., 2010). Essa protegao pode estar associada
a secrecao de fatores neurotréficos, como por exemplo o GDNF, que possui
propriedades antiepilépticas (Hattiangady et al., 2007). Ja foi descrito que o aumento
da expressao de GDNF pode ser promovido por meio da adicdo de novas células
que sintetizam GDNF (astrocitos, progenitores gliais ou células-tronco) ou pela
restauracdo da expressdo de GDNF por astrocitos ja presentes no hipocampo
(Kanter-Schlifke et al., 2009; Kanter-Schlifke et al., 2007; Waldau et al., 2010).

Conforme discutido no item anterior, o padrao de diferenciagdo in vivo das
células da EGM cultivadas como neuroesferas foi bastante semelhante em ambas
as condigdes (CAR AR e FAT), gerando menos de 7% de interneurdnios inibitérios e
contrariando a potencial diferenga neurogénica observada nos resultados in vitro.
Quando analisado o efeito anticonvulsivante em animais que receberam transplante
de células da EGM cultivadas na condicdo CAR AR ndo detectamos reducido da
frequéncia de crises, apresentando médias semelhantes as encontradas no grupo
controle que nao receberam células. As células cultivadas na condicadto CAR AR
apresentaram apenas 2% a menos de células GFAP positivas comparado ao grupo
FAT, sendo que essa pequena diferenca ndao explica a anulagdo do modesto efeito
protetor obtido com o grupo FAT. Mais provavelmente, a auséncia do efeito protetor
esta associada ao carenciamento realizado in vitro. Sabemos que a presenca de
fatores de crescimento € necessaria para a sobrevivéncia e proliferacdo das células-
tronco neurais cultivadas como neuroesferas (Ciccolini & Svendsen, 1998). As
analises in vitro demonstraram resultados promissores, no entanto a auséncia dos
fatores de crescimento pode ter fragilizado e modificado as caracteristicas de auto
renovacao e funcido dessas células que, ao se depararem com um ambiente hostil
no hipocampo epiléptico, diferente das condicbes favoraveis in vitro, nao
conseguiram desempenhar seu papel de forma correta.

Portanto, pensando na reposi¢cao de interneurdnios inibitérios, o uso de células
da EGM que ndo foram expandidas como neuroesferas € o mais indicado. Essa
estratégia pode ser promissora ndo apenas para ELT, mas também para desordens
neurolégicas em que o aumento da inibicdo € necessario. Além de atenuar as crises
epilépticas, as células da EGM promovem diminui¢cdo significativa na ansiedade
(Valente et al., 2013). Um estudo realizado por Romariz e colaboradores comparou o

potencial ansiolitico de células oriundas da EGM que nao passaram por cultura com
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as células da mesma regido cultivadas como neuroesferas. Ao analisar os
resultados, apenas o0s animais transplantados com as células que nao foram
submetidas a formacao de neuroesferas apresentaram uma diminui¢ao significativa
dos niveis de ansiedade. O comportamento ansiolitico observado esta relacionado
ao aumento da inibigdo. As células cultivadas como neuroesferas originaram poucos
interneurdnios inibitorios, e estes ndo foram capazes de modificar a circuitaria
inibitéria (Romariz et al., 2014).

Uma das criticas sobre o uso de células dissociadas de neuroesferas em
transplante € a diminuigdo do seu potencial migratério, comparado ao alto potencial
migratorio observado em transplantes de células frescas (transplantadas
imediatamente apds a extragdo) da mesma regidao (Wichterle et al., 1999). Baseado
no grande potencial de migragcao que as células frescas da EGM possuem, alguns
estudos avaliaram o efeito do transplante dessas células no cértex de recém
nascidos (Baraban et al., 2009) e na amigdala de animais adultos (Gallego et al.,
2010), e apesar do transplante ser em regides diferentes, foi observada migracao e
atenuacao das crises. Por outro lado, os trabalhos em que foram realizados
transplantes com células da EGM cultivadas como neuroesferas transplantaram
essas células apenas na regido do hipocampo e ndo mostraram dados sobre a
migragéo (Hattiangady & Shetty, 2011; Waldau et al., 2010).

Aparentemente, essa diferenca do potencial migratério ndo foi observada em
nossos experimentos. Independente do grupo analisado, as células GFP*
permaneceram no local da injegdo e ndo apresentaram um grande potencial de
migragao ficando restritas a regido do hipocampo, onde foram injetadas. No entanto,
trata-se de uma estrutura tridimensional, e o fato dos neurdnios inibitérios derivados
de células da EGM transplantadas imediatamente apds a extracédo (ndo cultivadas)
possuirem alto potencial migratorio (segundo a literatura) aumenta a chance dessas
células se dispersarem pelo hipocampo de forma efetiva. Isso provavelmente
resultou em uma maior integragdo na circuitaria hipocampal, gerando o aumento da
inibicao, e talvez por isso apresentaram uma protecdo mais efetiva.

Além do potencial migratério, devemos considerar que o micro-ambiente
encontrado pode ter influenciado na permanéncia das células no local, e até mesmo
no seu fendtipo celular. O transplante foi realizado durante a epileptogénese, ou

seja, poucos dias apds o SE. Ja é bem estabelecido que durante o SE gerado pelo
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modelo da pilocarpina, ocorre morte de interneurdnios inibitérios, gliose e aumento
da permeabilidade da barreira hematoencefalica, entre outras alteragées (Covolan &
Mello, 2000; Sloviter et al., 2003). Essas alteragbes que ocorrem no hipocampo
epiléptico desencadeiam uma resposta inflamatéria, aumentando a presenca de
citocinas e fatores quimioatrativos, como por exemplo IL-1beta, TNF-alpha e CXCL-
12 (Marchi et al., 2007). Uma possivel hipétese que explica a baixa taxa de migragao
€ a influéncia dos fatores quimioatrativos, como CXCL-12, presentes no micro-
ambiente que as células encontraram apds o transplante hipocampal em um cérebro
ja danificado pela crise (Gage, 2000; Hartman et al., 2010; Sypecka et al., 2009).

No presente estudo, as células foram transplantadas no hipocampo, mais
especificamente no hilo, regido onde a perda de interneurdnios inibitérios € mais
intensa na ELT (Magloczky et al., 2000; Toth et al., 2010). Henderson e
colaboradores realizaram o transplante de células da EGM no mesmo local, e
através de estudos eletrofisiologicos constataram que essas células estabeleceram
fortes correntes inibitérias pds-sinapticas com as células granulares do giro
denteado, sugerindo que a redugao das crises ocorreu devido a uma alteragéo na
circuitaria hipocampal. No entanto, os autores propdéem que diferentes locais de
injecdo dentro do hipocampo devem resultar em diferentes padrbes de sinapses com
diferentes neurdnios do hipocampo, que por sua vez pode resultar em uma protegao
mais completa (Henderson et al., 2014; Hunt et al.,, 2013). Os trabalhos que
realizaram transplante de células da EGM, assim como o nosso, selecionam apenas
um local para o transplante dessas células. Ainda assim, outra possibilidade pouco
explorada que pode contribuir para uma protecdo mais efetiva, € a realizacdo do
transplante em diversos sitios de injegdes, por exemplo, ao longo do hipocampo ou
em locais estratégicos que estejam envolvidos com a propagacdo das crises
epilépticas. Diante disso, o local de injecdo do transplante pode ser fundamental
para se obter um bom resultado.

Outra questao importante é o periodo de observacao das crises. Em um estudo
onde as crises foram observadas por aproximadamente 100 dias, a protecao
significativa das crises sé ocorreu por um periodo de aproximadamente um més, e
quando a analise do periodo de 80 dias apdés o SE foi feita o efeito protetor nao
apareceu (Henderson et al., 2014). Diante disso, estudos que avaliaram a frequéncia

das crises por um curto periodo de observagao ou por periodos intermitentes podem
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ter superestimado a eficacia dos transplantes da EGM (Baraban et al., 2009; Hunt et
al., 2013). Além disso, a grande variabilidade na frequéncia de crises dentro do
mesmo grupo experimental, ou até de um mesmo animal, e a presengca de um
periodo latente (ou silencioso) em que as crises demoram a aparecer, pode
influenciar de forma significativa as analises. Mesmo assim, conseguimos identificar
uma reducgao significante das crises nos animais pertencentes aos grupos EGM e
FAT que foram obervados por 90 dias. Os registros de EEG obtidos por 7 dias
tiveram o intuito de uma analise qualitativa (e ndo quantitativa), e portanto nao
observamos redugdo significante neste parametro de analise de frequéncia de
crises, talvez devido ao curto periodo de observacdo. Porém, os animais que
receberam células da EGM que nao foram cultivadas como neuroesferas
apresentaram a menor porcentagem do total de crises registradas por EEG, em
torno de 7,1%, ja as células cultivadas como neuroesferas na presencga de fatores de
crescimento apresentaram 32,8%. Os dados relativos a filmagem das crises e
registros eletroncefalograficos sédo concordantes e sugerem que as células da EGM
transplantadas apds a extragao produzam um efeito protetor mais eficaz.

Apesar dos dados indicarem um resultado mais promissor com as células nao
cultivadas, o cultivo de neuroesferas tem algumas vantagens. O uso de
neuroesferas permite a utilizagdo de poucos embrides para conseguir uma grande
quantidade de células e possibilita 0 armazenamento das mesmas. Além dos pontos
positivos citados, diversos estudos utilizam cultura de neuroesferas como uma
ferramenta para obtencdo de células para transplantes em diversas patologias
(Darsalia et al., 2011; Kumagai et al., 2009; Lu et al., 2002; Zhu et al., 2009).

Recentemente, além do uso de células fetais, como os progenitores neurais
oriundas da EGM, a produgédo de células GABérgicas in vitro pode acontecer por
meio de células-tronco embrionarias humanas e células pluripotentes induzidas
(iPSCs). Com base na compreensdo de combinagdes de sequéncias de fatores de
crescimento e moléculas de sinalizagdo necessarias para a especificagdo de
interneurdnios inibitérios, a producao dessas células de uma forma mais homogénea
e em grande escala parece possivel (Germain et al., 2013; Kriegstein & Alvarez-
Buylla, 2009; Maroof et al., 2013). No entanto, torna-se necessario compreender as
modificagdes que podem ou nao ocorrer nas células em cultivo, a fim de se

encontrar a condigao ideal de cultura, que permite selecionar o tipo celular que sera
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utilizado em determinada patologia, propondo um sistema mais robusto, homogéneo

e estavel.
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7. Conclusoes

Nossos dados in vitro indicam que o cultivo de progenitores neurais extraidos
da EGM na presencga de AR, combinado com a auséncia de fatores de crescimento
(grupo CAR AR), é a condigao que produz neuroesferas com maior enriquecimento
em neurdniose expressao dos genes DIx1, Lhx6 e Nkx2.1, na fase em que as
células ainda se encontram como agregados celulares. Além disso, ha uma
diminuicao significativa dos genes DIx1, Nkx2.1 e Lhx6 presentes nas células da
EGM quando essas sdo cultivadas como neuroesferas. Diante disso, as condi¢des
de cultura que as células da EGM sao expostas apos retirada de seu nicho
influenciam o seu fendtipo celular sendo, a integragdo de mecanismos de
sinalizagcdo intrinsecos e extrinsecos essencial para a manutengcdo das
caracteristicas de progenitores da EGM.

ApoOs transplante em animais epilépticos, mais precisamente durante a fase
epileptogénica, as células oriundas da EGM se diferenciam em interneurénios
inibitérios e astrdcitos, independente da condigdo previamente utilizada (CAR AR,
FAT e EGM). No entanto, as células da EGM que néo foram cultivadas como
neuroesferas sdo as que mais se diferenciam em interneurdnios inibitérios, o que
gerou a reducgao da frequéncia e duragdo das crises de forma mais efetiva devido ao
aumento da inibicdo. Apesar das modificacbes da condicdo de cultivo e dos bons
resultados obtidos in vitro, poucas células da condicdo CAR AR se diferenciam em
interneurdnios inibitérios e as mesmas nao diminuem a frequéncia e duracdo das
crises epilépticas. As células cultivadas como neuroesferas na condicdo FAT
apresentam uma baixa porcentagem de interneurdnios inibitérios, assim como baixa
porcentagem de neurénios (in vitro). No entanto, essas células reduzem a frequéncia
e duracdo de crises do tipo |V, descartando a hipdtese de reposicdo de
interneurdnios inibitérios como unico mecanismo modulador das CER e trazendo a
tona a possibilidade de uma protecao neuronal promovida pela secrecao de fatores
neurotréficos por células-tronco ou células da glia transplantadas.

Nosso trabalho contribuiu para uma melhor compreensdo sobre o uso de
células progenitoras neurais da EGM como uma possivel forma de terapia celular
para epilepsia. Sabemos que para propor uma terapia mais estudos sao
necessarios, porém pudemos evidenciar o efeito anticonvulsivo de progenitores

neurais da EGM na ELT e a sua capacidade de se diferenciar em interneurbnios
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inibitérios. Outra contribuicdo importante é que as modificagdes na cultura (retirada
dos fatores de crescimento e adicdo de AR) durante a fase de proliferacdo como
neuroesferas nao foram eficientes para o aumento da diferenciacdo de neurbnios
GABAérgicos nem para a protegao das crises. A técnica de neuroesferas nao é a
ideal para viabilizar o uso de progenitores da EGM como fonte de reposicdo de
interneurdnios inibitorios. No entanto, essas células possuem um grande potencial
anticonvulsivo que merece ser melhor investigado, a fim de encontrar uma forma de
obtencdo em larga escala que seja capaz de gerar uma populagdo mais homogénea
de interneurbnios inibitérios, para que essas células possam ser utilizadas em
doencas onde ha déficits da inibicdo. Transposto este obstaculo, o uso de células da
EGM com a finalidade do transplante ficara mais proximo de pesquisas

translacionais.
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