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RESUMO

FONSECA, E. T. Identificacdo de areas neurogénicas no sistema nerv.  0so central

de cobaias ( Cavia porcellus, Linnaeus 1758): cultura, caracterizagéo e diferenciacao
de precursores neurais. [Identification of neurogenic areas in the central nervous system
of guinea pigs (Cavia porcellus): culture, characterization and differentiation of neural
precursors]. 2012. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O presente trabalho relata a identificacdo de areas neurogénicas, o cultivo, identificacao
e caracterizacéo de precursores neurais obtidos do encéfalo de fetos de cobaias. Areas
potencialmente neurogénicas no encéfalo de neonatos foram identificadas por
imunohistoquimica para a bromodeoxiuridina (BrdU), ap6s inoculagdo da droga. A
incorporacdo de BrdU foi detectada principalmente em células das areas subjacentes
ao ventriculo lateral, hipocampo e bulbo olfatério, indicando proliferacdo celular e
sugerindo o potencial neurogénico dessas areas. A seguir, realizou-se o cultivo de
precursores neurais a partir da zona subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais. Apos
aproximadamente uma semana de cultivo, as células da SVZ em multiplicacdo ativa
originaram abundantes massas celulares (neuroesferas, NSFs). Células dissociadas a
partir das NSFs primérias foram capazes de gerar novas neuroesferas apos alguns dias
de cultivo. As NSFs proliferaram em nimero e em tamanho, podendo ser subcultivadas
por até 5-6 passagens, com intervalos de uma semana, permanecendo viaveis por até
60 dias. Nesse periodo, as NSFs foram congeladas e descongeladas, tendo sido
preservadas a sua viabilidade e capacidade proliferativa. Ensaios de viabilidade pelo
método colorimétrico de MTT revelaram diferencas de viabilidade entre NSFs cultivadas
a partir de SVZs de animais de diferentes idades (fetos, 7, 30 e 180 dias de vida). NSFs
dissociadas apresentaram cerca de 2,3% de morte celular por apoptose e cerca de
3,1% de morte por necrose. NSFs integras e dissociadas foram submetidas a
imunofluorescéncia (IF), utilizando-se anticorpos para marcadores de células-tronco
(nestina), neurdnios (Beta-lll-tubulina), oligodendrécitos (MGALC) e astrécitos (GFAP).
Marcacao difusa, de intensidade variavel, foi observada no citoplasma de células das
NSFs e nas células individualizadas, mas o percentual de células expressando os
diferentes marcadores nao foi determinado. Quando cultivadas em meio contendo B27,

sem fatores de crescimento, as NSFs apresentaram evidéncias de diferenciacao,



originando células aderentes a superficie do frasco, com caracteristicas morfolégicas
diferentes as das NSFs, indicando diferenciacdo. Citometria de fluxo de células das
NSFs apo6s a diferenciacdo revelou 13,3% positivas para nestina, aproximadamente
5,5% positivas para beta-lll-tubulina, 9% positivas para GFAP e 7,8% positivas para
mGalC. Células diferenciadas foram entdo submetidas a teste de funcionalidade, pela
mensuracdo de influxo de célcio apds estimulo com acido gama amino butirico (GABA)
e glutamato. A adicdo de GABA e glutamato resultou em estimulagdo de algumas
células diferenciadas, que foi observado por meio do aumento da fluorescéncia das
mesmas. Portanto, células cultivadas e diferenciadas in vitro a partir da SVZ de fetos de
cobaias apresentam indicadores funcionais de neurénios. A capacidade das células da
SVZ de fetos cobaias originarem células neurais funcionais in vitro € promissora no
sentido de aprofundar as pesquisas e viabilizar o uso terapéutico de células-tronco em

disordens do sistema nervoso.

Palavras-chave: Cobaias, Células-tronco neurais, Zona subventricular, Cultura e

Caracterizagao in vitro.



ABSTRACT

FONSECA, E. T. Identification of neurogenic areas in the central n ervous system
of guinea pigs ( Cavia porcellus, Linnaeus 1758): culture, characterization and
differentiation of neural precursors. [Identificacdo de areas neurogénicas no sistema
nervoso central de cobaias (Cavia porcellus, Linnaeus 1758): cultura, caracterizacéo e
diferenciacdo de precursores neurais]. 2012. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2012.

The present study concerns the identification of neurogenic areas, culture, identification
and characterization of neural precursors obtained from the brain of guinea pigs.
Potentially neurogenic areas in the brain of neonates were identified by
immunohistochemistry for bromodeoxyuridine (BrdU), following administration of the
drug. BrdU incorporation was detected mainly in cells underlying the lateral ventricle, in
hippocampus and olfactory bulbs, indicating cell proliferation and suggesting a
neurogenic potential for these areas. Subsequently, neural precursors were cultured
from cells obtained from the subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles. After
approximately one week culture, SVZ cells in active multiplication originated abundant
cellular masses (neurospheres, NSFs). Cells dissociated from primary NSFs were
capable of originating new NSFs after a few days of culture. NSFs proliferated in number
and size, allowing 5-6 weekly subculturings and maintaining growth and viability for up
to 60 days. In the meantime, NSFs were frozen and thawed, maintaining the viability
and proliferative ability. Viability assays by the colorimetric MTT revealed viability
differences among NSFs originated from SVZs from animals of different ages (fetuses,
7, 30 and 180 days of age). Dissociated NSFs underwent approximately 2.3% cell death
by apoptosis and 3.1% death by necrosis. Intact and dissociated NSFs were submitted
to immunofluorescence (IF), using antibodies for cell markers of stem cells (nestin),
neurons (beta-Ill tubulin), oligodendrocytes (mGalC) and astrocytes (GFAP). A diffuse
staining of variable intensity was observed in the cytoplasm of NSFS and dissociated
cells, yet the rate of cells expressing each individual marker could not be determined.
Upon culture in medium containing B27, without NSFs-specific growth factors, NSFs
displayed evidence of neural differentiation, originating cells with morphology distinct
from that of NSFs, suggesting differentiation. Flow cytometry analysis of NSFs cells after

differentiation revealed approximately 13.3% positive for nestin, around 5.5% positive for



beta-lll-tubulin, 9% GFAP positive and approximately 7.8% positive for mGalC.
Differentiated cells were then submitted to a functional test, by measuring calcium influx
upon gamma butiric amino acid (GABA) and glutamate stimuli. GABA and glutamate
stimulated some differentiated cells. Thus, cells cultured and differentiated from guinea
pig SVZ present physiological indicators of neuronal physiology. Thus, the ability of
guinea pig SVZ cells to originate functional neurons in vitro is promising towards further
studies and potential therapeutic use of neural stem cells in disorders of the nervous

system.

Key words: Guinea pigs, Neural stem cells, Subventricular zone, Culture and In vitro

characterization.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso dos mamiferos é extremamente complexo e possui uma
capacidade muito limitada de se recuperar apos lesdes. Essa caracteristica faz com que
grande parte dos tratamentos para doencas e desordens apresentem resultados
insatisfatérios (MANSERGH et al., 2004).

A descoberta de que certas regides do sistema nervoso central (SNC) de
mamiferos apresentam neurogénese durante a vida pods-natal, juntamente com o fato
de que estas células podem ser isoladas e cultivadas in vitro gerando neurénios, levou
a acreditar-se que o tecido nervoso abriga células-tronco neurais (TAUPIN; GAGE,
2002; BERNINGER et al., 2006).

Embora se saiba que células-tronco neurais (CTNs) existam em grandes
quantidades durante a vida embrionéria e fetal e que apresentam um rapido declinio
logo apdés o nascimento (JANDIAL et al., 2007), é também sabido que tais ceélulas
persistem no SNC de mamiferos adultos, incluindo o homem (GAGE, 2000; TAUPIN;
GAGE, 2002; BERNINGER et al., 2006).

O termo célula-tronco neural tem sido largamente utilizado para descrever células
gue (1) podem gerar tecido neural ou sdo derivadas do sistema nervoso, (2) possuem
certa capacidade de auto-renovacao, e (3) podem gerar outras células além delas
mesmas, por meio de divisdo celular assimétrica (GAGE, 2000; TAUPIN; GAGE, 2002).
Estas células sdo consideradas multipotentes uma vez que sdo capazes de originar os
principais tipos celulares do tecido de origem, ou seja, neurdnios, astrécitos e
oligodendrécitos (JANDIAL et al., 2007).

Vérios estudos tem sido realizados no sentido de mapear as areas do SNC onde
ocorre a neurogénese, tanto na vida embrionaria/fetal quanto na vida pdés-natal.
Seaberg e Kooy (2002) e Taupin e Gage (2002) demonstraram que, hos mamiferos em
idade adulta, a neurogénese ocorre em duas areas do SNC: o bulbo olfatorio (roedores
e primatas ndo-humanos), e hipocampo (roedores, humanos e primatas nao-humanos).
Gage (2000) também concluiu que estas areas sao reconhecidamente neurogénicas

nos fetos de roedores, e que niveis baixos de neurogénese também tem sido
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reportados nos Cornos de Amon de ratos adultos. Piper et al. (2001) e Manganas e
Maletic-Savatic (2005) demonstraram que CTNs multipotentes também estdo presentes
na regido subventricular e no hipocampo do encéfalo de fetos e humanos adultos.

As novas células neurais encontradas no bulbo olfatério de mamiferos adultos,
incluindo o homem, séo geradas a partir de células progenitoras neurais existentes na
regido anterior da zona subventricular. Esta zona caracteriza-se por uma estreita faixa
de tecido na parede dos ventriculos laterais do prosencéfalo. As células progenitoras
neurais desta regido migram para o bulbo olfatério ao longo da chamada rota migratéria
rostral (RMS), onde se diferenciam em interneurénios do bulbo olfatério (UCHIDA et al.,
2000; TAUPIN; GAGE, 2002; LIU et al., 2004; COSKUN et al., 2008).

As CTNs se constituem em uma alternativa futura em potencial para o tratamento
farmacologico tradicional para uma extensa gama de patologias do SNC. A capacidade,
ndo somente de minimizar, como também de reparar e regenerar a degeneracdo neural
e glial representa uma perspectiva promissora da investigagdo da medicina
regenerativa (JANDIAL et al., 2007). Estudos extensos tem sido feitos na busca da
aplicabilidade das CTNs no tratamento de doencas como a esclerose multipla
(MANGANAS; MALETIC-SAVATIC, 2005), mal de Parkinson, acidente vascular
cerebral, traumas medulares (JANDIAL et al., 2007) e lesGes diversas no tecido nervoso
(MANSERGH et al., 2004).

O desenvolvimento do sistema nervoso das cobaias apresenta maior similaridade
com humanos, comparando-se com outros modelos animais. O desenvolvimento pré-
natal do SNC é mais extenso. O encéfalo de neonatos € singularmente maduro e
apresenta um crescimento restrito até maturidade (ALTMAN; DAS, 1967). Por isso,
optou-se pelo desenvolvimento deste estudos em cobaias, na expectativa de que seus
resultados que possam ser mais adequadamente comparaveis e, eventualmente,

extrapolaveis para humanos.



12

1.1 JUSTIFICATIVA

A perspectiva do uso de CTNs na terapia de importantes distdrbios neurolégicos
humanos, tidos até entdo como intrataveis pela natureza do tecido nervoso, tem gerado
grande expectativa na comunidade cientifica, médica e na populacdo em geral. O
potencial impacto dessas terapias na saude e bem-estar justifica a grande énfase que
tem se dado as pesquisas nessa area.

Grande parte das pesquisas com CTNs tem sido realizada em modelos animais,
notavelmente ratos e camundongos. Essas espécies sao caracterizadas por um periodo
curto de desenvolvimento embrionério/fetal e os recém-nascidos sao imaturos do ponto
de vista somético e comportamental. Por essa razéo, o encéfalo dessas espécies sofre
um consideravel desenvolvimento pés-natal, incluindo a continuacdo da neurogénese.
Assim, a extrapolacdo de resultados obtidos nessas espécies para humanos sempre
deve ser cautelosa, pelas peculiaridades e diferencas entre as espécies. Nesse sentido,
comparando-se com 0s modelos animais mais utilizados, o desenvolvimento do sistema
nervoso das cobaias apresenta maior similaridade com humanos. O desenvolvimento
pré-natal do SNC de cobaias € mais extenso, a maturacdo do giro denteado € mais
precoce e, ao nascimento, grande numero de células granulares diferenciadas ja esta
presente, ao contrario das outras espécies. O periodo gestacional é consideravemente
maior (média de 9 semanas), e 0s recém-nascidos apresentam olhos abertos e
capacidade de manterem-se em pé e se locomover logo apés o nascimento. O encéfalo
de neonatos € singularmente maduro e apresenta um crescimento limitado entre o
nascimento e a maturidade (ALTMAN; DAS, 1967). Assim, preservando-se as restricdes
inerentes ao uso de modelos animais, as cobaias apresentam maiores semelhancas
aos humanos no tocante ao desenvolvimento do SNC. Por isso, embora existam
varios trabalhos em camundongos e ratos, optou-se pelo desenvolvimento de estudos
em cobaias, na expectativa de que gerem resultados que possam ser mais

adequadamente extrapolados para humanos.
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1.2 HIPOTESES CIENTIFICAS

- A zona subventricular (SVZ) de fetos de cobaias possui CTNs capazes de
originar neuroesferas (NSFs) quando cultivadas in vitro;

- As células das NSFs derivadas das CTNs da SVZ sdo multipotentes e podem ser
induzidas a se diferenciar em neurdnios, astrocitos e oligodendrocitos.

- Neurébnios diferenciados in vitro a partir das NSFs apresentam caracteristicas

funcionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Cultivar, identificar e caracterizar as areas neurogénicas no sistema nervoso

central de cobaias (Cavia Porcellus).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cultivar células-tronco neurais (CTNSs) in vitro a partir da regido subventricular do

encéfalo de fetos de cobaias;

2. Caracterizar os cultivos de CTNs em relagdo a capacidade proliferativa e
identificar as subpopula¢des celulares;
3. Induzir a diferenciagdo das culturas de CTNs e investigar indicadores de

funcionalidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) se inicia na fase de gastrula,
pelo espessamento do ectoderma formando a placa neural e a subsequente formacéao
do tubo neural. A formagdo do tubo neural ndo se da uniformemente por toda a
extensdo de forma que as aberturas temporarias em cada extremidade do tubo neural

sdo conhecidas como neurdporo anterior e posterior (Figura 1).

Figura 1 - Desenvolvimento do sistema nervoso central
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Fonte - Figura modificada de Nieuwenhuys et al. (1998).

Legenda: A. A placa neural sendo formada a partir do espessamento do ectoderma. B. Aproximagéo das
pregas neurais e consequente formacdo do sulco neural. C. Inicio da formag¢do do tubo neural. D.
Formacéao do encéfalo primordial antes do fechamento do neuréporo anterior e posterior

Antes do fechamento do neurdporo anterior, a parte rostral do encéfalo primordial
apresenta uma prega orientada transversalmente que delimita a primeira divisdo em

duas principais regides: o archencephalon e deuterencephalon. A partir dai, o encéfalo
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primordial passa por nova divisdo, dando origem as trés vesiculas primarias: o
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo. O prosencéfalo se desenvolve a partir do
archencephalon, enquanto o mesencéfalo e rombencéfalo se originam a partir do
deuterencephalon (NIEUWENHUYS et al., 1998). O prosencéfalo mais tarde se tornara
o telencéfalo (hemisférios cerebrais e ganglios basais) e diencéfalo (talamo, hipotalamo
e glandula pituitaria), enquanto o rombencéfalo se tornara metencéfalo (cerebelo e
ponte) e mielencéfalo (medula oblonga) (Figura 2) (LACBAWAN; MUENKE, 2002).

Figura 2 - Desenvolvimento das principais regifes do encéfalo

telenc
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Fonte - Figura modificada de Nieuwenhuys et al. (1998).
Legenda: A. Estadio de duas vesiculas. B. Estadio de trés vesiculas. C. Estadio de cinco vesiculas. VL:
ventriculos laterais. Ill; terceiro ventriculo. VM: ventriculo do mesencéfalo. IV: quarto ventriculo

A placa neural e o recém formado tubo neural sdo formados por uma camada de
células colunares chamada de neuroepitélio (NE). Estas células econtram-se em varios
estagios do ciclo mitético e, conforme vao se dividindo, a camada vai gradualmente se

espessando e adquirindo a configuracdo de epitélio pseudo-estratificado colunar. Numa
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certa fase do desenvolvimento, as paredes do tubo neural se dividlem em duas zonas:
uma zona exterior anuclear e uma zona interior nuclear. A zona exterior ou camada
marginal consiste exclusivamente de processos citoplasmaticos das células
neuroepiteliais. A zona interior, chamada de matriz, contém as chamadas células-matriz
gue sdo as precursoras de todos os elementos neuronais e macrogliais do SNC.
Durante um certo periodo esta camada representa um compartimento puramente
proliferativo. A principio com divisdes simétricas das células germinais seguido por
divisbes assimétricas. Das divisbes assimétricas, resultam as células-tronco e 0s
neuroblastos. Estes Ultimos migram para uma regido situada entre a matriz e a camada
marginal, chamada de manto cortical (MA) (NIEUWENHUYS et al., 1998).

Outros dois compartimentos proliferativos sdo descritos no encéfalo em
desenvolvimento: a zona ventricular e a camada germinal externa. A camada germinal
externa esta confinada ao cerebelo, adjacente ao teto do quarto ventriculo. A zona
ventricular (VZ), também chamada de camada subependimal, tem sido descrita
somente nas paredes laterais e basais do telencéfalo dos mamiferos. Esta camada se
desenvolve a partir da juncdo do MA e matriz dando origem a uma classe especial de

neurdnios e todos os tipos de elementos da macroglia (NIEUWENHUYS et al., 1998).

Acreditava-se que a zona ventricular (VZ) do encéfalo desaparecesse logo apos o
nascimento, dando origem a camada ependiméria, que € a denominacdo dada ao
epitélio que reveste a parede dos ventriculos. A transformagdo histolégica € gradual,
ndo sendo possivel definir em qual etapa do desenvolvimento embrionario o epitélio
ventricular se altera. Desta forma, ndo € possivel delimitar temporalmente a transicédo
entre VZ e camada ependimaria. Em fases posteriores do desenvolvimento
embrionario, uma segunda camada proliferativa, denominada de zona subventricular
(SVZz) é formada adjacente a VZ (ALVAREZ-BUYLLA; LOIS, 1995).

Por muitos anos pensava-se que 0s neurdnios e as células gliais eram derivados
de grupos celulares distintos, sendo 0s neurdnios originados de progenitores
especializados, os neuroblastos, e as células da glia derivadas da glia radial (RG)
(KRIEGSTEIN; ALVAREZ-BUYLLA, 2009), uma classe especializada de células néo-
neronais caracterizadas por uma fibra alongada que abrange radialmente toda a parede

do neuroaxis desde a superficie do ventriculo até a meninge (NIEUWENHUYS et al.,
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1998). Para Kriegstein e Alvarez-Buylla (2009) esta proposta foi amplamente aceita
pelas descricbes referentes a diferenciacdo da RG em astrécitos durante o
desenvolvimento embrionério tardio. No entanto, estudos recentes mostraram que as
células da RG e uma subpopulacéo de astrécitos, sdo de fato as células-tronco neurais
(CTNs) que déao origem aos neurdnios e as células gliais durante o desenvolvimento do
encéfalo e inclusive na vida pds-natal. A medida que o encéfalo se desenvolve, o
epitélio se espessa e as células neuroepiteliais se alongam e se convertem em células
da RG. Estas células, por sua vez, dividem-se assimetricamente nas chamadas células
progenitoras de neurdnios intermediarias (nIPCs, neural intermediate progenitor cells)
as quais geram neurdnios direta ou indiretamente. Os oligodendrocitos sao
provenientes de células intermediarias, chamadas de células progenitoras de
oligodendrécitos intermediarias (0lPCs, oligodendrocyte intermediate progenitor cells)
que também s&o derivadas das células da RG. A medida que as nIPCS, as olPCs e as
subpopulacgdes de células da RG se movimentam para o MA a fim de se diferenciarem,
a espessura do encéfalo aumenta o que leva ao aumento dos prolongamentos das
células da RG. Ao final do desenvolvimento embrionario, a maioria das células da RG
comecam a se desconectar do ventriculo e a se diferenciar em astrocitos, enquanto a
producéo de olPCs continua. A subpopulacéo de células da RG retém o contato com o
ventriculo e continua a sua funcdo de CTNs no neonato. Estas células da RG no
neonato continuam a gerar neurénios e oligodendrécitos por intermédio das nIPCs e
olPCs: algumas se convertendo em células ependimdrias enquanto outras se
convertem em astrocitos na SVZ de adultos. Estas, por fim, continuam a gerar

neurdnios por meio das olPCs ou nIPCs (Figura 3).
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Figura 3 - Células-tronco neurais (CTNs) durante o desenvolvimento embrionéario/fetal e no adulto
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Fonte - Figura modificada de Kriegstein e Alvarez-Buylla (2009).

Legenda: Células da glia radial continuam gerando neurbnios e oligodendrdcitos pela producdo de
células progenitoras intermediarias de neurbnios ou oligodendrdcitos (nIPCs e olPCs). Algumas se
diferenciam em células ependimais, enquanto outras se diferenciam em astrécitos adultos na zona
subventricular (células tipo B) que continuam a funcionar como CTNs. MZ (zona marginal); MA (manto
cortical); SVZ (zona subventricular); VZ (zona ventricular); NE (neuroepitélio)

As células da glia representam o grupo mais numeroso de células do cérebro e
tem funcdo estrutural, metabdlica e de apoio tréfico a neurdnios, regulando a
neurogénese, sobrevivéncia, proliferacdo, migragdo e crescimento neurais
(NIEUWENHUYS et al., 1998).

3.1.1 Sinapses do Sistema Nervoso Central

A informacéo é transmitida para o SNC em sua maior parte na forma de potenciais
de acdo, chamados de “impulsos nervosos” que se propagam por sucessao de
neurdnios, um apos o outro. A regido especializada na transmissao do impulso nervoso
de um neurdnio a outro chama-se Sinapse (HALL, 2011).
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Embora se saiba que as sinapses através do cérebro sdo embainhados pelas
células da glia, o possivel papel da glia no desenvolvimento e na funcdo das sinapses
tem recebido pouca atencgéo. Estudos demonstram que a medida que a percentagem
de células da glia diminui, decresce também a sobrevivéncia dos neurdnios. Isto sugere
gue uma populacdo pura de neurdnios em cultivo tem pouca habilidade de formar
sinapses funcionais na ausénia de células da glia (COWAN et al., 1997).

Quase todas as sinapses utilizadas para a transmisséo de sinais no SNC sao
sinapses quimicas. Nessas estruturas, o primeiro neurdnio secreta por seu terminal a
substancia quimica chamada neurotransmissor que, por sua vez, vai atuar em
proteinas receptoras presentes na membrana do neurdnio subsequente, para promover
excitacao, inibicdo ou ainda modificar de outro modo a sensibilidade dessa célula. Mais
de 40 substancias neurotransmissoras importantes foram descobertas nos ultimos
anos. Algumas das mais conhecidas sao: acetilcolina, noraepinefrina, epinefrina,
histamina, adico gama-aminobutirico (GABA), glicina, serotonina e glutamato (HALL,
2011).

A liberacdo dos neurotransmissores na fenda pré-sinaptica provoca alteracfes
imediatas nas caracteristicas de permeabilidade da mebrana neuronal pos-sinaptica, o
gue leva a excitagdo ou a inibicdo do neurdnio poés-sinaptico, dependendo das
caracteristicas do receptor neuronal. A membrana do terminal pré-sinaptico tem grande
namero de canais de calcio dependentes de voltagem. Quando o potencial de acdo
despolariza a membrana pré-sinaptica, esses canais de célcio se abrem e permitem a
passagem de inameros ions de calcio para o terminal pre-sinaptico. A quantidade de
substancia neurotransmissora que é entédo liberada na fenda sinaptica é diretamente
proporcional ao nimero de ions célcio que entram. Na membrana do neurdnio pos-
sinaptico os neurotransmissores ligam-se a proteinas receptoras que podem (1) permitir
a passagem de tipos especificos de ions, tais como caélcio, potassio, sodio e cloreto ou
(2) ativar uma ou mais substancias localizadas no interior do neurénio pés-sinéptico
(HALL, 2011).
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3.2 COBAIAS (CAVIA PORCELLUS)

As cobaias, guinea pigs, coelhinhos ou porquinhos da india (Cavia porcellus,
Linnaeus 1758) sdo roedores doceis, conhecidos por muitos como um simbolo
representativo dos animais de laboratorio. As primeiras utilizacdes com fins
experimentais foram realizadas por Lavoisier, em 1790, em investigacdes relacionadas
ao calor. Cada fémea gera em média dois filhotes por gestacdo, mas esse nimero pode
variar de 1 a 8. Os filhotes ja nascem cobertos de pélos, com olhos abertos e a denticdo
completa, o que Ihes confere precocidade e auto-suficiéncia, uma vez que ja podem
consumir alimentos sélidos entre 3 a 5 dias de idade (COUTO, 2006).

A maturidade dos sistemas corporeos ao nascimento tem feito dessa espécie um
excelente modelo animal para pesquisas relacionadas com o SNC. As cobaias tem
extenso crescimento pré-natal do encéfalo (GUIDI et al., 2005), apresentando ao
nascimento um encéfalo muito bem formado (POTTER; BRUECK, 1958). Em estudos
comparativos sobre neurogénese poés-natal em cobaias, ratos (ALTMAN; DAS, 1967;
GUIDI et al., 2005), camundongos e macaco Rhesus (GUIDI et al., 2005), os autores
concluiram que as cobaias sdo a espécie que possui a regido do hipocampo mais
madura, além de neurogénese mais prolongada nesta area do encéfalo. Além disso,
Guidi et al. (2005) afirmam que o padrédo de desenvolvimento pré-natal do encéfalo das
cobaias tem aspectos mais semelhantes aos humanos comparando-se com a maioria

dos roedores.

3.3 CELULAS-TRONCO NEURAIS E AREAS NEUROGENICAS

Inicialmente, o tubo neural consiste de um grupo de células proliferativas

morfologicamente homogéneas, chamadas de células neuroepiteliais, também
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chamadas de CTNs (PANICKER; RAO, 2001). S&o estas células que originam o
neuroepitélio (NE) (GOTZ; HUTTNER, 2005).

Durante o desenvolvimento, as CTNs originam todos os neurénios do SNC dos
mamiferos. Elas também sao a fonte dos dois tipos de células da macrdglia no SNC: os
astrocitos e os oligodendrdcitos (GOTZ; HUTTNER, 2005). Os oligodendrécitos s&o
células formadoras de mielina, que possibilitam a rapida conduc¢do do impulso nervoso
ao longo dos axoénios. Os astrécitos sdo células em forma de estrela que fornecem
importante suporte estrutural e metabolico aos neurénios (DOETSCH, 2003).

As CTNs sédo definidas por duas caracteristicas funcionais: (1) capacidade de
auto-renovacao e geracao de progénie idéntica e (2) multipotencialidade, que significa a
sua capacidade de gerar células capazes de produzir neurdnios, astrécitos e
oligodendrécitos (CONTI et al., 2006).

Durante a embriogénese, as células que compoem o SNC dos vertebrados podem
ser produzidas a partir de quase todas as regides do neuroepitélio. Uma regido bem
caracterizada é o Giro Denteado (GD) do hipocampo. Estudos revelaram que o sitio
primario de multiplicacdo celular na area do hipocampo é a pequena zona situada
abaixo da camada granular, chamada de zona subgranular. A partir desta regido, as
CTNs migram para o interior da camada granular e se diferenciam em neurdnios
(ALTMAN; DAS, 1967; LACBAWAN; MUENKE, 2002). Os novos neurbnios que sao
adicionados ao hipocampo durante a vida adulta contribuem para funcbes cognitivas,
incluindo aprendizado e memaria (Figura 4) (BONAGUIDI et al., 2008).

Outra regido reconhecidamente neurogénica € a SVZ dos ventriculos laterias
(GOTZ; HUTTNER, 2005). Com a geracdo dos neurdnios durante a neurogénese, 0
neuroepitélio se transforma em um tecido com varias camadas celulares, e a camada
gue reveste o ventriculo (a camada celular mais apical que contém a maior parte das
células progenitoras) passa a ser chamada de VZ (GOTZ; HUTTNER, 2005). A SVZ,
derivada da VZ, € uma fina camada de tecido da parede do ventriculo lateral. Nela se
encontram as ceélulas progenitoras neurais, capazes de gerar novos neurdnios e células
da glia (Figura 4) (ALVAREZ-BUYLLA; LOIS, 1995).
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Figura 4 - Areas neurogénicas do encéfalo
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Fonte - Figura modificada de Uchida et al. (2000).
Legenda: Figura esquematica de corte sagital de encéfalo de camundongo adulto representando os dois
principais sitios de neurogénese: a SVZ que se encontra junto do ventriculo lateral e o DG do hipocampo

Tradicionalmente acreditava-se que a capacidade das camadas germinativas — VZ
e SVZ — em gerar neurbnios era restrita ao periodo embrionario. Contudo, no inicio do
século 20, Allen (1912) descobriu células mitéticas na SVZ dos ventriculos laterais de
ratos adultos (ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VERDUGO, 2002). Em 1960, com o
trabalho pioneiro de Joseph Altman, o conceito de que ndo ha formagdo de novos
neurdnios no cérebro de animais adultos mudou definitivamente. O pesquisador sugeriu
gue novas celulas nervosas eram produzidas em regides restritas do cérebro adulto
(ALVAREZ-BUYLLA et al., 2001).

Nos mamiferos adultos, os novos neurdnios originados na SVZ migram
rostralmente para o bulbo olfatério onde se tornam interneurdnios locais maduros
(Figura 5) (ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VERDUGO, 2002).
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Figura 5 - Rota migratéria rostral
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Fonte - Figura modificada de Taupin e Gage (2002).

Legenda: Representacdo esquematica de corte sagital do encéfalo de roedor adulto. As novas células
nervosas do bulbo olfatério (OB) séo geradas a partir de CTNs da SVZ. Estas células migram para o OB
via rota migratéria rostral (RMS), onde se diferenciam em interneurénios do OB

Segundo Alvarez-Buylla e Garcia-Verdugo (2002), a SVZ contém pelo menos
qguatro diferentes tipos celulares, definidos pela sua morfologia, ultraestrutura e
marcadores moleculares: neuroblastos (células tipo A), astrocitos (células tipo B),

precursores (células tipo C) e células ependimarias (células tipo E) (Figura 6).
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Figura 6 - Organizacéo e linhagem celular na zona subventricular (SVZ)

Fonte - Figura modificada de Alvarez-Buylla e Garcia-Verdugo (2002).

Legenda: Esquerda: Representacdo de sec¢do transversal do encéfalo de camudongo adulto indicando a
localizagdo da SVZ. A SVZ esté localizada na parede do ventriculo lateral (LV) e € constituida por quatro
tipos celulares (direita): cadeias de neurbnios jovens (células tipo A, vermelho) sdo circundadas por
células tipo B (azul) que possuem caracteristicas de astrocitos e formam estruturas tubulares.
Aglomerados de células tipo C altamente proliferativas sdo associadas com cadeias de células tipo A.
Células ependimais (tipo E) formam uma camada epitelial que separa a SVZ do ventriculo lateral. No
topo, a direita, células B, com potencial de auto-renovagdo, ddo origem as células amplificadoras
transitérias (C) que, por sua vez, originam os neuroblastos (A)

Os jovens neurdnios (A) formam cadeias encobertas por astrocitos (B). Mais
esféricos e muito proliferativos, os precursores (C) formam aglomerados préximos as
cadeias de células do tipo A. A SVZ é separada da cavidade ventricular por uma
camada de células ependimarias (tipo E). As células do tipo C estdo presentes em
todos os niveis da SVZ, mas em menor quantidade na parte caudal. A alta frequéncia
de divisdo destas células e sua associacdo com as cadeias migratorias de neuroblastos
(A) sugerem que estas células sejam os precursores das células do tipo A (GARCIA-
VERDUGO et al., 1998).
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Para Alvarez-Buylla e Garcia-Verdugo (2002), em condi¢cdes normais e durante a
regeneracdo, os astrocitos (B) parecem também servir de precursores primarios para
novos neurdnios. Estas células seriam capazes de gerar novas células que crescem
como CTNs in vitro. As células do tipo B interagem intimamente com as células
ependimérias (E) e, ocasionalmente, entram em contato com o limen do ventriculo.

Garcia-Verdugo et al. (1998) destacam as seguintes caracteristicas
imunocitoquimicas dos tipos celulares encontrados no SNC: a nestina marca células
neuroepitelias no embrido e é sugerida como marcador de CTNs; na SVZ de adultos
essa proteina é expressa em multiplos tipos celulares, incluindo células ependimérias.
Os marcadores gliais vimentina e GFAP marcam células ependimarias do tipo B
(astrécitos), porém ndo marcam células do tipo A (neurbnios) ou C (precursoras).
Anticorpos PSA-NCAM e neurdnio-especifico Beta-llI-tubulina (por exemplo, o Tujl)
marcam somente células do tipo A (neurbnios). O padrdo de marcacdo sugere que as
células do tipo C sejam as mais imaturas, jA que expressam somente a nestina, e
nenhum outro marcador de diferenciagao.

Seaberg e Kooy (2002), num estudo comparativo entre ratos e camundongos
adultos, concluiram que a camada subependimal dos ventriculos laterais contém CTNs
com longa capacidade de auto-renovacdo e multipotencialidade, enquanto que o
hipocampo contém progenitores neuronais e gliais com limitada capacidade de auto-
renovacao durante a vida adulta.

A identificacdo de areas neurogénicas, tanto na vida pré-natal quanto em
animais adultos pode ser feita por meio da marcacdo com BrdU (5-bromo-2'-
deoxiuridina). Em estudos realizados com cobaias (GUIDI et al., 2005), verificaram a
presenca de células positivas para o BrdU em todas as faixas examinadas, embora o
seu numero tenha apresentado um rapido declinio em animais com 30 dias de vida,

reduzindo-se a indices muito baixos em animais adultos (>300 dias).
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3.4 AREAS NEUROGENICAS NAS DIFERENTES ESPECIES

No encéfalo de animais adultos da maioria das espécies mamiferas, incluindo o
homem, duas areas com indices surpreendentes e significativos de neurogénese
durante a vida tem sido identificadas. Uma dessas é o hipocampo, onde novos
neurbnios sdo formados na zona subgranular. Na outra regido, 0os neurdnios s&o
derivados de progenitores residentes na parede dos ventriculos laterais, comumente

chamada de zona subependimal ou subventricular (BERNINGER et a., 2006).

3.4.1 Humanos

E consenso que CTNs podem ser extraidas de encéfalo fetal ou geradas a partir
de células-tronco embrionéarias. Além disso, podem também ser isoladas a partir de
diferentes regides do encéfalo adulto, como do hipocampo e SVZ (BUDDENSIEK et al.,
2010), cortex frontal e temporal, hipocampo e parede do ventriculo lateral (FRISEN et
al., 1998; JOHANSSON et al., 1999; ARSENIJEVIC et al., 2001), além de areas néo-
neurogénicas, como a medula espinhal (MANSERGH et al., 2004).

A SVZ e o hipocampo sao possivelmente as fontes mais comumentes utilizadas
para a extracdo de células precursoras neurais adultas. Em contrapartida, tecidos fetais
tem sido amplamente utilizados como fonte de progenitores neurais multipotentes.
Células-tronco de fetos humanos podem ser isoladas a partir de embrides descartados
apos fertilizacdo in vitro ou de conceptos abortados (SHAMBLOTT et al.,, 1998;
THOMSON et al., 1998; VESCOVI et al., 1999).

Buddensiek et al. (2010) utilizaram tecidos da regido do hipocampo de humanos
adultos para determinar se o fluido cerebroespinhal produzido aumentava a
sobrevivéncia e diferenciacdo das CTN. Os tecidos foram obtidos a partir de

procedimentos cirdrgicos de rotina para tratamento de epilepsia e os autores concluiram
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gue a presenca de liquido cerebroespinhal no meio de cultura aumenta os niveis de
sobrevivéncia e estimula a diferenciacéo glial de CTN in vitro.

Fetos humanos de diferentes idades tem sido utilizados para identificacdo e
caracterizacdo de precursores neurais (UCHIDA et al., 2000; PIPER et al., 2001) e a
heterogeneidade de sua progénie (SUSLOV et al., 2002). Os estudos envolveram néo
s6 o prosencéfalo (regidao subependimal e hipocampo) como também toda a regido do
cérebro. Precursores neuronais indiferenciados ndo co-expressam marcadores gliais,
contudo podem ser induzidos a se diferenciarem em neurdénios maduros.

Schwartz et al. (2003) defendem a utilizagdo de tecido cerebral humano pos-
mortem. Os autores acreditam que esta fonte representa um vasto suplemento de
células progenitoras neurais que pode reduzir ou eliminar o uso de fontes embrionarias
ou fetais. As culturas foram derivadas de tecido cortical retirado de prematuros com 23-
25 semanas de gestacdo que vieram a Obito apés 2 semanas. O tecido (cortex fronto-
parietal) foi retirado apds 3 horas da morte. Em estudos anteriores com diversos tecidos
humanos (PALMER et al., 2001) foi demonstrado que as amostras rendem células
viaveis com até 36 horas pos-mortem. Contudo existem diferencas significativas entre
culturas isoladas de fetos comparadas com neonatos e cérebro adulto. No geral,
tecidos fetais demonstram uma maior capacidade proliferativa e a morfologia celular
pode diferir daquelas vistas em células isoladas de neonatos e adultos.

Dentre as diversas técnicas utilizadas para identificacdo e caracterizacdo das
CTNs, a imunofluorescéncia € uma das mais utilizadas. Buddensiek et al. (2010) e Piper
et al. (2001) utilizaram o BrdU como marcador para avaliacdo do potencial de auto-
renovacdo das células cultivadas. Os marcadores mais comumente utilizados estédo
listados no quadro 1 e incluem: GFAP, Beta-lll-tubulina (PIPER et al., 2001;
SCHWARTZ et al., 2003; BUDDENSIEK et al., 2010), MAP2ab (SCHWARTZ et al.,
2003; BUDDENSIEK et al., 2010), nestina, Sox2, vimentina, NeuN, (SCHWARTZ et al.,
2003), mGalC (PIPER et al., 2001; BUDDENSIEK et al., 2010), O4 (PIPER et al., 2001;
SCHWARTZ et al., 2003) também sdo marcadores utilizados tanto nas CTNs quanto

nas células diferenciadas.
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Quadro 1 - Marcadores de células-tronco neurais (CTNs) e células diferenciadas, (continua)

Marcador Tipo Celular Espécie Referéncia
Células neuroepiteliais Suino Ara et al., 2010.
embrionarias, células- Baizabal e Corrubias,
) tronco neurais Camundongo | 2009; Li et al., 2009.
Nestina o
embrionarias, outros
células-tronco
) Rato Yokoyama et al., 2004.
multipotentes
Células-tronco Johanson et al., 1999;
o ) Camundongo o
SOX-2 embrionarias e pés-natal Bonaguidi et al., 2008.
Astroglia Rato Komikova; Eriksson, 2004.
Suino Ara et al., 2010.
Primatas Kornack; Rakik, 2001;
TuJ1l (Beta-lll- L Bonaguidi et al., 2008; Li
_ Neurdnios jovens Camundongo
tubulina) et al., 2009
Rato Johanson et al., 2004;
Primatas Kornack; Rakik, 2001;
Suino Ara et al., 2010.
Primatas Kornack; Rakik, 2001.
Guinea pigs | Guidi et al., 2005.
. Bonaguidi et al., 2008;
NeuN, MAP-2 Neurbénios maduros ) )
Camundongo | Jiao; Chen, 2008;Li et al.
2009
Rato Johanson et al., 1999.
Primatas Kornack; Rakic, 2001.
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(concluséo)

Marcador Tipo Celular Espécie Referéncia
Suino Ara et al., 2010.
Primatas Kornack; Rakik, 2001.
o Guinea pigs | Guidi et al., 2005.
GFAP Astrocitos
Bonaguidi et al., 2008; Li
Camundongo
et al. 2009
Primatas Kornack; Rakik, 2001.
GalC Oligodendraocitos Suino Ara et al., 2010.
Precursores e Suino Ara et al., 2010.
0OleO4 oligodendrécitos maduros, Bonaguidi et al., 2008; Li
) Camundongo
respectivamente et al., 2009.

3.4.2 Roedores

Baizabal e Covarrubias (2009) ao estudarem as células-tronco isoladas do
mesencéfalo de embrides de camundongos com 10,5 dias concluiram que a
diferenciacdo terminal ocorre durante a formacédo inicial da célula-tronco/progenitor
tecido-especifico. In vitro, os autores concluiram que as células-tronco embrionéarias
rapidamente adquirem um destino neural, mesmo sob minimas condi¢cdes. Em
contrapartida, em um estudo com embrides de 4 dias (LI et al., 2009) concluiu-se que a
diferenciacdo das células-tronco em neurdnios requer um protocolo diferenciado, pelo
enriguecimento do meio de cultivo com derivados ectodérmicos como um primeiro
passo na producéo de progenitores neurais.

No SNC de camundongos adultos, a semelhanca do que acontece em outras
espécies de mamiferos, a neurogénese ocorre somente em duas regides: a SGZ e a
SVZ, as quais dado origem aos neurbnios do GD do hipocampo e do OB,
respectivamente (JIAO; CHEN, 2008).
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Segundo Liu et al. (2004) a SVZ e, sem duvida, a regido que mais concentra
CTNs. Estas células se localizam dentro de uma discreta regido na parte anterior da
zona subventricular do encéfalo de neonatos e adultos que € a SVZa. Os progenitores
derivados da SVZa tem sido bem caracterizados e se constituem essencialmente de
uma populacdo pura de progenitores neuronais, em contraste com a SVZp (parte
posterior da zona subventricular) onde s&o produzidos quase que exclusivamente
astrécitos. Os autores, ao estudarem o efeito da BMP4 (proteina 6ssea morfogenética)
sobre as células da SVZa de camundongos neonatos, concluiram que esta proteina
estimula a diferenciacdo em progenitores neuronais no bulbo olfatério, além de induzir o
comprometimento de CTNs em astrocitos.

Além da SVZ e SGZ, Jiao e Chen (2008) afirmam que a neurogénese pode ser
induzida tanto in vivo como in vitro por sinais desencadeados por um trauma, ou por
rotas especificas, sugerindo que o potencial neurogénico de certas regides do SNC
pode ser determinado por estimulos ambientais locais. Os autores cultivaram células
provenientes da substancia cinzenta do cortex, cerebelo e medula espinhal de
camundongos adultos juntamente com astrocitos provenientes da SGZ e SVZ também
de camundongos adultos e concluiram que os astrécitos liberam sinais moleculares que
estimulam progenitores neurais adultos, de outras regides do encéfalo, a gerar novos
neurdnios in vitro e in vivo. De acordo com Alvarez-Buylla e Garcia-Verdugo (2002)
astrocitos de camundongos provenientes do coértex, cerebelo e medula espinhal se
comportam como ceélulas-tronco in vitro somente quando isolados antes do dia 10 pos-
natal.

Tanto nos estudos com embrides quanto com camundongos adultos, o0s
anticorpos contra Beta-llI-tubulina, nestina e GFAP s&o os mais utilizados (SEABERG;
KOOQY, 2002; JIAO; CHEN, 2008; BAIZABAL; COVARRUBIAS, 2009; LI et al., 2009).
Além destes, NeuN (BAIZABAL; COVARRUBIAS, 2009; LI et al., 2009), O4 (SEABERG;
KOOQY, 2002; JIAO; CHEN, 2008; BAIZABAL; COVARRUBIAS, 2009; LI et al., 2009) e
MAP2ab (SEABERG; KOOY, 2002; LIU et al., 2004; JIAO; CHEN, 2008) também sé&o
utilizados como marcadores de células cultivadas.

Johanson et al. (1999) inicialmente demonstraram que as células ependimais do

encéfalo de ratos adultos se constituem em CTNs verdadeiras. In vivo, essas células
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migram através da zona subventricular e, eventualmente atingem o bulbo olfatério
diferenciando-se em neurfnios e apresentando a expressdo da Beta-lll-tubulina e
Map?2ab. In vitro, essas células sdo capazes de gerar neuroesferas que, sob estimulo
apropriado, originam neurdnios, oligodendrécitos e astrécitos. Komikova e Eriksson
(2004) também estudaram as células neurais progenitoras da regido subventricular do
encéfalo de ratos adultos (4 meses de idade). Os autores estudaram a expressao do
Sox2, um fator de transcricdo sabidamente expresso em células multipotentes do
neuroepitélio embrionario. Células positivas para o Sox2 também foram identificadas
entre células da astroglia distribuidas pelo parénquima cerebral. A expressao do Sox2
em células da astroglia de cérebros adultos refor¢ca algumas hipdteses da capacidade
neurogénica dessas células, defendida por alguns autores. Os autores concluem que a
Sox2, juntamente com outros marcadores, pode ser Util para estudar a dindmica dos
progenitores neurais, inclusive no cérebro de adultos.

A nestina (Nestin) € uma proteina componente dos filamentos intermediarios do
citoesqueleto, cuja expressdo tem sido considerada um marcador de células-tronco ou
progenitoras neurais. Embora originalmente associada a estadios embrionarios/fetais
do desenvolvimento do sistema nervoso, tem sido demonstrado que a nestina também
€ expressa no cérebro de animais adultos. Em ratos, a expressdo desse marcador foi
demonstrada em células germinais de areas neurogénicas, inclusive em células da
microglia. O significado biolégico da expressdo de nestina por essas células é
desconhecido. In vitro, tem sido demonstrado que células da microglia isoladas do
cérebro de ratos neonatos (YOKOYAMA et al., 2004) e de cérebro lesionados de ratos
adultos (YOKOYAMA et al., 2006) podem ser induzidas a se transformarem em células
“neuron-like” ou “glial-like”, mas esse potencial parece se manifestar apenas in vitro e
nao in vivo. A funcdo da nestina nesses neurdnios pode estar relacionada com a sua
sobrevivéncia e plasticidade.

Os efeitos de grupos quimicos utilizados no tratamento de superficies de cultivo
sobre o comportamento e diferenciacdo de precursores neurais também foram
estudados com CTNs de ratos (REN et al., 2009). Esses grupamentos quimicos podem
influenciar a adeséo, migracédo e potencial de diferenciacdo das células precursoras e,

portanto, devem ser considerados no planejamento experimental. Foi demonstrado que
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superficies tratadas com radicais triéxido de enxofre (-SO3) favorecem a diferenciacao
de neuroesferas em oligodendrécitos; enquanto que superficies tratadas com &acido
carboxilico (— COOH) favorecem a diferenciagdo em neurfnios, astrocitos e
oligodendrécitos.

Baseado no expressivo desenvolvimento pré-natal do encéfalo, que se assemelha
mais aos humanos do que a maioria dos roedores usados em pesquisas, 0 guinea pig
tem sido utilizado em pesquisas (ALTMAN; DAS, 1967; GUIDI et al., 2005) a respeito da
neurogenese pos-natal no GD do hipocampo. Utilizando marcadores neuronais (NeuN,
Beta-lll-tubulina) e gliais (GFAP) além de proliferacdo celular (BrdU), os autores
concluiram que durante o primeiro més pos-natal, ha uma grande proliferacdo de
células até os 20 dias de idade, quando esta taxa tem uma rapida queda.

Altman e Das (1967) compararam ainda a regido do hipocampo com o cortex
cerebelar e concluiu que enquanto a neurogénese é bem pronunciada no hipocampo,

7

por algum tempo ap0s 0 nascimento, a neurogénese cerebelar € minima nestas
espécies. O cortex cerebelar nas cobaias € maduro ao nascimento e somente uma
pequena porcdo de sua populacdo de células granulares € formada apds o nascimento.
A duracdo da neurogénese cerebelar nas diferentes espécies de mamiferos parece
estar correlacionada com o periodo que € necessario para maturacdo do sistema
locomotor e habilidade relacionadas a ele além das diferencas entre as espécies com
relacdo a complexidade dessas habilidades. Com isso, 0 término da neurogénese em
cobaias logo ap6s o nascimento pode estar relacionado com a limitada capacidade

locomotora que esses animais parecem ter que desenvolver ao nascimento.

3.4.3 Outras Espécies

Pesquisas envolvendo macacos adultos (KORNACK; RAKIK, 2001) também foram
desenvolvidas. A busca por areas neurogénicas no SNC desta espécie demonstrou que
células em divisdo sdo encontradas na zona subependimal dos ventriculos laterais e

geram neuroblastos que sofrem uma migracdo em cadeia por uma grande distancia até
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o OB onde se diferenciam em interneurénios. Na caracterizacdo destas células foram
utilizados marcadores com BrdU, GFAP, NeuN e Beta-lll-tubulina.

O suino também tem sido utilizado em estudos envolvendo CTNs. Células-
tronco/progenitores neurais foram identificadas na regido SVZ tanto de leitdes recém-
nascidos (ARA et al., 2010) como de fetos com 40 dias de idade (SKALNIKOVA et al.,
2008). Estas células sdo multipotentes e possuem a capacidade de gerar tanto
neurbnios como células da glia, o que foi demonstrado através de imunocitoquimica
para marcadores Nestina (progenitores neurais indiferenciados), GFAP (astrdcitos),
Vimentina, 04 (oligodendrécitos imaturos), O1 (células precursoras de
oligodendrécitos), MAP-2ab (proteina microtubular), NeuN (marcador neuronal
especifico). O BrdU, para estimar proliferacédo celular, foi avaliado tanto in vitro quanto

in vivo.

3.5 USOS TERAPEUTICOS DAS CTNS

No que diz respeito as regeneracdes de lesbes no SNC, o reconhecimento pelas
CTNs de sinais atrativos (fatores quimiotaticos) provenientes da lesdo e a migracao
dessas ceélulas para o local da lesdo devem contribuir para o processo de regeneragcao
neuronal no SNC (ARMSTRONG; BARKER, 2001). Trabalhos experimentais sugerem
gue a possibilidade de melhora funcional em pacientes que sofreram acidente vascular
encefalico (AVE) pode ser induzida pelas CTNs originadas na SVZ. Os neuroblastos
recém-formados migram para a regido lesada, uma regido onde a neurogénese nao
ocorre no cérebro intacto. Ap0s a maturacdo, uma parcela substancial dos novos
neurbnios expressa marcadores caracteristicos de neurdnios maduros similares aos
gue morreram (THORED et al., 2006).

Martino e Pluchino (2006) concluem que a terapia com CTNs em desordens do
sistema nervoso como doenga de Parkinson, doenca de Huntington, esclerose multipla
e lesdo medular, alcancam sua eficacia terapéutica exclusivamente pelo mecanismo de

substituicdo celular. De fato, as CTNs podem promover o reparo do SNC simplesmente
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pela sua habilidade neuroprotetora intrinseca que €& exercida principalmente sua

deposicao no local da lesao.
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4 MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 21 fetos oriundos de nove fémeas em final de gestacao, oriundas
de um criatério particular. Durante o experimento, as cobaias foram alojadas em gaiolas
com cama de maravalha, sendo alimentadas com ragdo comercial para roedores duas
vezes ao dia. Frutas e verduras foram fornecidas diariamente como suplementacao de
vitamina D & dieta. Agua ficou a disposicéo ad libitum. Todos os experimentos foram

aprovados pelo comité de Etica da Universidade de S&o Paulo.

4.2 EUTANASIA

Em virtude da variacdo do periodo gestacional das cobaias, e pela incerteza da
fecundacdo no momento da copula assistida, optou-se pelo acompanhamento semanal
da gestacao por ultrassonografia. Assim, pode-se estimar a data do parto e realizar a
eutanasia com aproximadamente 55 dias de gestacdo. Apos obter o peso individual de
cada fémea, a eutanasia foi realizada pela administracdo da associacdo de
tranquilizantes e anestésicos. Os animais foram tranquilizados pela aplicacdo de
azaperone (Janssen Pharmaceutica, Sdo José dos Campos, Sao Paulo, Brasil) na dose
de 4mg kg™ de peso corporal, pela via intramuscular (IM). A inducdo da anestesia foi
obtida apés a administracdo da associacéo de cloridrato de cetamina (20mg kg™, Fort
Dodge, Campinas, SP, Brasil) e de xilazina (1,5mg kg™, Agener Unido, Embu-Guagu,
SP, Brasil) sendo induzida até a parada cardiorrespiratoria. Os fetos foram removidos

assepticamente do Utero materno por meio de laparotomia.
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4.3 IDENTIFICACAO DE AREAS NEUROGENICAS — MARCACAO POR BrdU

Para a identificacdo das areas neurogénicas no encéfalo, cobaias com um dia de
vida receberam injecbes de BrdU (5-bromo-2’'deoxiuridina, Accurate Chemical &
Scientific Corporation, Westbury, NY, USA) a cada 12 horas, por 2 dias, pela via
intraperitoneal. A dose utilizada foi de 50mg kg™*. Os animais foram sacrificados 12
horas apos a ultima injegao.

4.3.1 Marcacéao por BrdU

O encéfalo das cobaias foi removido, seccionado na linha média e fixado em
paraformaldeido (PFA) (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 4 % em PBS (tampdao salina
fosfato), por 4 horas a 4 °C. Apos lavagem em PBS, o tecido foi incubado a 4° C em
30% de sacarose em PBS, overnight, seguido de inclusdo em Tissue Tek - OCT (FK
Biotec, Porto Alegre, RS, Brasil) em um molde e congelado em gelo seco. Secc¢bes de

20 pm foram cortadas em criostato, depositadas em laminas e estocadas a -20 °C.

4.3.2 Coloragéao anti-BrdU

As secc¢Oes foram incubadas com anticorpo primario anti-BrdU (rat, 1:100, Abcam,
Cambridge, MA) em 0,5 % triton X-100 em tampéao TRIS-borato por 30 minutos. Apos
lavagem em agua e PBS, as seccbes foram incubadas com anticorpo secundario (anti-
IgG de rato, conjugado com Alexa*® Abcam). Os nlcleos foram visualizados ap6s
coloracdo com DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA)

por 10 minutos. Em seguida as laminas foram lavadas e montadas com laminulas e
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observadas em microscopio confocal Zeiss LSM510 (Zeiss, Oberkochen, Baden-

Wurttemberg, Alemanha).

4.4 OBTENCAO E CULTIVO CELULAR

Os encéfalos dos fetos foram retirados de forma asséptica e acondicionados em
placas de Petri contendo DMEM alta glicose (4,5 g/l) (Dubelcco’s Modified Eagle
Medium, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA). A dissecacéo foi realizada sob uma
lupa e o material obtido da zona subventricular (SVZ) foi transferido para um tubo de
centrifugacao contendo 1 ml de DMEM alta glicose (Sigma).

Apobs a sedimentacdo, o excesso de meio foi removido e as células incubadas com
1 ml de tripsina TrypLE™ (GibcoBRL) 0,1 %, EDTA 10 mM, pH 6.3 por 5 minutos a 37
°C para a obtencao de células isoladas. A seguir, a tripsina foi inativada com soro fetal
bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e o material foi homogeneizado e
centrifugado a 400 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e foi adicionado meio
de cultura suplementado (descricdo a seguir). O tecido foi dissociado por passagens
sucessivas por ponteiras de 1000 pl, seguido pela passagem por ponteira de 200 pl, até
gue se obtivesse uma suspensdo de células isoladas. A suspensao obtida foi filtrada
em filtro de 40 um (BD, San Jose, CA, EUA), as células foram contadas e a viabilidade
celular foi avaliada por coloracdo com Azul de trypan (Gibco BRL, San Francisco, CA,
EUA). As células foram plaqueadas em placa de cultura de 75 cm? previamente tratada
com Poly-Hema (Poli [2-hidroxietil metacrilato], Sigma) para evitar a adesédo das células
a placa e promover a formacdo das neuroesferas (NSFs). As culturas iniciais e 0s
subcultivos foram mantidos em meio suplementado.
Composicao do meio de cultura das CTNs:
« DMEM alta glicose (Sigma) - 70%
» HAM'S F12 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) - 30%
* Penicilina/estreptomicina (GibcoBRL) - 1%
* Suplemento B27 (GibcoBRL) - 2%
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* EGF (Sigma) - 20ng/ml

* FGF (R&D, Minneapolis, MN, EUA) - 20ng/ml
* Heparina (Sigma) - 5g/ml

* L-Glutamina (Sigma) - 1%

O meio de cultura foi trocado, em média a cada 4 ou 5 dias, até que se obtivesse a
formacdo de neurosferas (NSFs). Para isso, as células foram centrifugadas a 400 xg
por 5 minutos e metade do meio de cultura de cada placa foi trocado, sendo substituido
por meio de cultura fresco. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C com controle
de umidade (maior que 95 %) e 5 % de CO..

Todos o0s aspectos de crescimento celular foram acompanhados pela
fotodocumentacdo das placas em utilizando o microscopio Eclipse E600 (Nikon,
Melville, NY, EUA). As imagens foram capturadas pela camera digital Evolution MP
Color (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) utilizando-se o programa
QcapturePro (Qlmaging, Surrey, BC, Canada).

4.5 DISSOCIACAO DE NSFs

Para a obtencdo de células individualizadas a partir das NSFs formadas, optou-
se por associar o méetodo de dissociagcdo quimica com a mecéanica. Para isso, as NSFs
cultivadas nas condicOes descritas no item 4.4 foram centrifugadas a 400 xg por 5
minutos e o sobrenadante descartado. A seguir as células foram incubadas com 1 ml de
tripsina TrypLE™ por 5 minutos em estufa a 37 °C com controle de umidade (maior que
95 %) e 5 % de CO,. Utilizou-se uma ponteira de 200 ul para dissociacdo mecéanica até
gue se obtivesse uma suspensdo de células isoladas. A seguir, a tripsina foi inativada
com SFB (Cultilab) e o material foi homogeneizado e centrifugado a 400 xg por 5

minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspendido.
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4.6 PROTOCOLO DE CONGELAMENTO

A solucdo de congelamento utilizada consistia de 90 % de SFB (Cultilab) + 10 %
de DMSO (dimetilsulféxido, MP Biomedicals, S&o Paulo, SP, Brasil). Para o teste
utilizou-se células com 15 dias de cultivo. O procedimento foi realizado com NSFs
integras e dissociadas (protocolo descrito no item 4.5), provenientes de uma mesma
garrafa. Inicialmente o conteddo da garrafa foi dividido em dois tubos falcon com
volumes iguais. Os cultivos foram centrifugados a baixa rotacdo por 10 minutos para a
sedimentacédo celular e congelados em proporgédo de 1:1 de solugdo de congelamento.
O congelamento foi realizado de forma gradual: primeiramente os frascos de
congelamentos contendo as células foram colocados em freezer de -20 °C até o
congelamento (aproximadamente 1 hora). Em seguida foram transferidos para o freezer

de -80 °C e, ap6s alguns dias, transferidos para botijdo de nitrogénio liquido.

4.7 AVALIACAO DA VIABILIDADE E MORTE CELULAR

4.7.1 Atividade de Desidrogenase Mitocondrial (Méto  do Colorimétrico MTT)

A viabilidade celular foi estimada pela mensuracdo da atividade da enzima
succinato-desidrogenase mitocondrial. Quando ativa, esta enzima é capaz de
metabolizar o reagente MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-dipheniltetrazolium
bromide] (Sigma).

O teste avaliou as células provenientes de NSFs dissociadas (protocolo descrito
no item 4.5) de fetos, animais com uma semana de vida, animais com um més de vida e

animais adultos (180 dias de vida).



Para a realizacdo do meétodo colorimétrico MTT, as NSFs dissociadas foram
plagueadas em triplicata em placa de 24 pocos (Corning Incorporated, New York, NY,
EUA). O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 270 pl de HAM'S-F12 e 30 pl
de solucéao aquosa de MTT (5 mg/l) por poco, deixando-se incubar durante 3 horas em
estufa a 37 °C com controle de umidade (maior que 95 %) e 5 % de CO,. Apds esse
periodo, a solucdo de MTT foi retirada e entdo foram adicionados 180 ul de DMSO (MP
Biomedicals) em cada poco. A placa foi agitada por 15 minutos e o conteudo foi
transferido para uma placa de 96 pocos (Corning), seguindo-se a leitura da absorbancia
a 540 nm em leitor de ELISA (Labsystems Multiskan MS, Helsinki, Finlandia).

4.7.2 Viabilidade celular por Azul de Trypan

Este ensaio visa mensurar a quantidade de células vivas num cultivo celular
utilizando o corante Azul de Trypan (GibcoBRL). O corante penetra no citoplasma de
células mortas corando-as de azul.

Para este teste foram utilizadas NSFs com 15 dias de cultivo. As NSFs foram
previamente dissociadas, segundo protocolo descrito no item 4.5. As células foram
ressuspendidas em 1 ml de DMEM alta glicose (Sigma). Foram coletados 9 pl desta
suspensdo e adicionado 1 pl de Azul de Trypan (GibcoBRL). ApOs cuidadosa
homogeneizacéo, colocaram-se as células em camara de Neubauer para contagem e

analise (vivas e mortas) em um microscoépio Eclipse E600.

4.7.3 Avaliacdo da morte celular por Anexina V

Para este teste foram utilizadas NSFs com 15 dias de cultivo que foram
dissociadas segundo o protocolo descrito no item 4.5. As células foram ressuspendidas

em 1 ml de DMEM alta glicose (Sigma). Desta solugao, foram coletados 10 pl para
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contagem em camara de Neubauer. As células foram novamente centrigugadas a 400
xg durante 5 minutos e, em seguida, foram ressuspendidas em tampao FACs Flow. A
suspenséao foi transferida para tubos de citometria e adicionado o anticorpo Anexina V
(Anexina V - FITC kit, ApoScreen) sendo incubado por 15 minutos a 4 °C. A andlise de
expressao foi realizada em Citometro de Fluxo FACSCalibur em 10.000 eventos, e as

aquisicOes analisadas pelo programa WinMdi.

4.8 DIFERENCIACAO CELULAR E IMUNOFLUORESCENCIA (IF)

Foram utilizadas NSFs formadas e dissociadas (de um mesmo cultivo, dividiu-se o
contetudo: metade da garrafa teve as NSFs dissociadas e a outra metade foi plaqueada
com NSFs formadas). A dissociacao seguiu o0 protocolo descrito no item 4.5. Esse foi 0
primeiro experimento para IF, repetido posteriormente com outro cultivo.

Posteriormente, optou-se por realizar IF em NSFs integras.

As NSFs foram plaqueadas em laminulas previamente tratadas com poli-L-lisina
em placa de 24 pocgos. A placa foi incubada a 37 °C por 7 dias.
Composicao do meio de cultura para indugéo de diferenciacao:
« DMEM alta glicose (Sigma) — 70%
« HAM'S F12 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) — 30%
» Penicilina/estreptomicina (GibcoBRL) — 1%
* Suplemento B27 (GibcoBRL) — 2%

Ao término deste periodo, aspirou-se todo 0 meio dos pocos e as ceélulas foram
fixadas PFA 4 % por 20 minutos a temperatura ambiente. A seguir o PFA foi aspirado e
as células foram lavadas 3 vezes com TBS 1x. As células ficaram na geladeira por 48
horas com 500 pl/poco de TBS 1X.

Para IF, aspirou-se todo o TBS 1X e adicionou-se PFA 4 % por 30 min. As células

foram lavadas 3 x por 5 minutos cada, com TBS 1X e incubadas com Triton X-100 0,1
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% em PBS a temperatura ambiente por 10 minutos. Ao término desta incubacéo, as
células foram novamente lavadas duas vezes com PBS 0,1 M pH 7,4 e bloqueadas com
SFB 5 % e Triton X-100 0,1 % por 1 hora a temperatura ambiente. Foram entao
adicionados os anticorpos primarios (Quadro 2) seguido de incubac&o overnight a 4 °C
em camara Umida.

Apés este periodo, as células foram lavadas 2 vezes, 5 minutos cada, com TBS
1X e, em seguida, incubadas com os anticorpos secundarios (Quadro 3) por 1 hora a
temperatura ambiente. Apos trés lavagens de 5 minutos cada, com TBS 1x, as laminas
foram montadas com Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia utilizando o
microscopio Eclipse E600 (Nikon, Melville, NY, EUA). As imagens foram capturadas
pela camera digital Evolution MP Color (Media Cybemetics, Silver Spring, MD, EUA)

utilizando-se o programa QcapturePro (QIlmaging, Surrey, BC, Canada).

Quadro 2 - Anticorpos primarios utilizados para caracterizacao/quantificagdo das células da SVZ de
cobaias por meio da técnica de imunofluorescéncia e citometria de fluxo

Anticorpo Diluicéo Catalogo Empresa
Anti-Nestin

(policlonal-coelho) 1:10 N5413 Sigma-Aldrich
Anti-GFAP

(policlonal-coelho) 1:50 Ab7260 Abcam
Anti-Galactocerebroside

(mGalC) 5ug MAB342 Millipore
(monoclonal-camundongo)

Anti- B-11l Tubulin

(monoclonal-camundongo) 1:50 Ab7751 Abcam
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Quadro 3 - Anticorpos secundarios utilizados para caracterizacdo das células da SVZ de cobaias por
meio da técnica de imunofluorescéncia

Anticorpos Diluicéo Empresa

Anti- IgG de coelho —
conjugado a TEXAS RED 1:300 Santa Cruz Biotechnology

Anti-IgG de coelho —
conjugado a FITC 1:200 Sigma-Aldrich

Anti-IgG de camundongo —
conjugado a FITC 1:200 Santa Cruz Biotechonoly

4.9 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo foi realizada para verificar a expressdo de marcadores de
células neurais indiferenciadas, neurénios, astrécitos e oligodendrdcitos. Para tanto as
NSFs obtidas de fetos de cobaias cultivadas por 15 dias foram plagueadas em placas
de petri (100x20mm, Corning - 430167) previamente tratadas com poli-L-lisina e
laminina. O meio utilizado para indugédo da diferenciagdo foi o descrito no item 4.8. A
placa foi incubada a 37 °C com controle de umidade (maior que 95 %) e 5 % de CO, por
10 dias, com troca do meio de cultivo a cada 3 dias. Ao término deste periodo, aspirou-
se todo o meio da placa e adicionou-se 1 ml de tripsina TrypLE™ por 6 minutos em
estufa a 37 °C. As células foram centrifugadas a 400 xg e o sobrenadante descartado.
Em seguida as células foram fixadas em 0,5 ml de solu¢cdo contendo PFA 1% em PBS-
BSA 1%, por 15 minutos a temperatura ambiente. Apés a fixacdo as ceélulas foram
centrifugadas a 400xg, o sobrenadante descartado e o pellet foi lavado com 0,5 ml de
PBS e permeabilizado com solucdo de Triton X-100 0,1% em PBS por 6 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida as células foram novamente lavadas com 0,5 ml de
PBS. As células foram entdo incubadas a temperatura ambiente com anticorpo primario

(Quadro 2) por 1 hora. Em seguida as células foram lavadas com PBS e incubadas com




48

0 anticorpo secundario (Quadro 4) por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida as
células foram novamente fixadas em 0,5 ml de solugéo contendo PFA 1% em PBS-BSA
1% a temperatura ambiente. Ap6s 15 minutos as células foram novamente lavadas e
ressuspendidas em 1 ml de PBS. A leitura e as andlises foram realizadas em citbmetro
de fluxo (Attune® Acoustic Focusing Cytometer, Applied Biosystem) empregando o
aplicativo Attune Cytometric Sftware V1.2.5, com aquisicdo de, no minimo, 5.000
eventos.

O citdmetro de fluxo foi calibrado utilizando os seguintes controles: uma amostra
contendo células ndo marcadas, uma amostra contendo o anticorpo secundario
Alexa*® e uma amostra contendo o anticorpo secundario Alexa®’. Para eliminar uma
possivel autofluorescéncia, os parametros foram ajustados de maneira a remover

qgualquer contribuicdo das células ndo marcadas.

Quadro 4 - Anticorpos secundarios utilizados para quantificacdo das células diferenciadas derivadas da
SVZ de cobaias por meio da técnica de citometria de fluxo

Anticorpos Diluicéo Empresa

Anti- IgG de coelho —

conjugado a Alexa*® 1:300 Invitrogen

Anti- IgG de camundongo -

conjugado a Alexa®’ 1:300 Invitrogen

4.10 MODULAGAO DE CALCIO (Ca®*") INTRACELULAR

O teste de variagdo intracelular de célcio foi utilizado para a verificacdo da
funcionalidade das células neurais. Para isso, NSFs obtidas de fetos de cobaias
cultivadas por 15 dias foram plaqueadas em laminulas previamente tratadas com poli-L-

lisina em placa de 24 pocgos. O meio utilizado para indugdo de diferenciacédo foi o
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descrito no item 4.8. A placa foi incubada a 37 °C com controle de umidade (maior que
95 %) e 5 % de CO, por 10 dias, com a troca de meio sendo realizada a cada 3 dias. Ao
término deste periodo, aspirou-se todo o meio dos poc¢os e adicionou-se o tampado A
(116 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,8 mM MgSO4, 5,5 mM D-Glicose, 50 mM MOPS, 1 mM
CaCl2, pH 7,2) suplementado com 5uM Fluo-3 AM (Molecular Probes, Caslsbad, CA), a
temperatura ambiente. Apés 30 minutos de incubacdo, as células foram lavadas 3
vezes com o tampéao A.

Os neurotransmissores acido gama-aminobutirico (GABA) (5 nM/) e glutamato (5
mM) foram adicionados ao meio, separadamente. Além disso, a droga Thapsigargin (2
nM) (THG) foi utilizada como controle positivo.

Apo6s a adicdo de cada neurotransmissor bem como apés a adicdo da THG, a
fluorescéncia foi detectada e as imagens coletadas pelo microscopio de fluorescéncia

Carl Zeiss AxioObserver Z1.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica dos resultados foi determinada utilizando-se o método
ANOVA e teste de Tukey. Os resultados apresentados sdo a média + erro padrao,
sendo considerados estatisticamente diferentes se p<0.05. Na comparagdo da
viabilidade de NSFs derivadas de fetos e de animais de diferentes idades, utilizou-se

teste estatistico Teste T-ndo pareado.
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO DE AREAS NEUROGENICAS - MARCACAO POR BrdU

Com o objetivo de identificar areas com proliferacdo celular no encéfalo de
cobaias neonatos — potencialmente neurogénicas — dois neonatos receberam injecdes
de BrdU e foram eutanasiados 12 horas apds a Ultima injecdo. A incorporacdo de BrdU
as células em proliferacdo foi detectada por IF utilizando-se o anticorpo anti BrdU.
Dentre as areas do encéfalo analisadas, foi observada marcacdo definida na zona
subventricular dos ventriculos laterais (Figura 7A), hipocampo (Figura 7B) e bulbo
olfatério (Figura 7C). Assim, determinou-se que a zona subventricular, hipocampo e
bulbo olfatério de cobaias neonatos apresentam proliferacéo celular, se constituindo em

areas potencialmente neurogénicas ap6s o nascimento.
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Figura 7 - Incorporacao de BrdU em areas do encéfalo de cobaias neonatos

Fonte - Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Neonatos de guinea pig receberam injecSes de BrdU e foram eutanasiados 12 horas ap0s
tltima injecdo. Sec¢Bes do encéfalo dos neonatos inoculados foram submetidas a imunomarcagédo com
anticorpo anti-BrdU seguida de coloragdo com DAPI. A figura mostra a imunorreatividade para BrdU
(vermelho) e a coloragdo dos nulcleos com DAPI (azul). Os insertos mostram a localizacdo das
respectivas se¢des no encéfalo. (A) Ventriculo lateral; (B) Hipocampo; (C) Bulbo olfatério. Objetiva 40x.
Barra = 20 pm
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5.2 OBTENCAO E CULTIVO DE NEUROESFERAS (NSFs)

As NSFs foram observadas tipicamente entre o final da primeira semana e o inicio
da segunda semana de cultivo (Figura 8A). As NSFs caracterizavam-se por massas
celulares, de tamanhos varidveis e superficie irregular que mantinham-se no
sobrenadante dos cultivos (Figura 8B). Com o passar dos dias, o nUmero de células
formadas e, consequentemente, o didametro das NSFs, aumentava gradativamente. Em
meio as NSFs, inUmeras células individuais com contornos regulares, refringentes e

ndo-aderentes a superficie do frasco também foram observadas (Figura 8C).

Figura 8 - Neuroesferas derivadas da zona subventricular (SVZ) de fetos de cobaias

Fonte- Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Células da SVZ foram dissociadas enzimaticamente e cultivadas com meio contendo B27, FGF
e EGF, em frascos tratados com poly-hema para evitar aderéncia a superficie. (A) Cultivo com seis dias.
Observar o inicio da formacdo das NSFs. (B) Cultivo com nove dias. Observar a formacdo de massas
celulares de tamanhos variaveis. (C) Cultivo com quinze dias. Observar diferencas dos diametros das
NSfs formadas bem como presenca de células individuais, refringentes e ndo aderentes (setas). Barra =
500 pm



Apoés 15 dias de cultivo as NSFs foram subcultivadas na proporcdo de 1:2,
inicialmente sem dissocia¢do. Apos alguns dias, as NSFs subcultivadas proliferaram em
namero e aumentavam de tamanho nos cultivos resultantes (Figura 9). Tipicamente,
alguns cultivos de NSFs foram submetidos a seis repiques sem dissociacao, a cada

sete dias, mantendo-se viaveis em cultivo por até aproximadamente 60 dias.

Figura 9 - Subcultivos de neuroesferas (NSFs) derivadas da SVZ de fetos de cobaias
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Fonte - Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Células da SVZ foram cultivadas em meio contendo B27, FGF e EGF, por aproximadamente 15
dias. Estas células foram entdo subcultivadas na proporcdo de 1:2, sem dissociagdo. Apds 7 dias de
cultivo as NSFs j& apresentavam alto grau de proliferacdo com aumento em ndmero e tamanho. Barra =
500 pm

As NSFs foram também submetidas a repique apds dissociacdo enzimatica
associada com dissociacdo mecanica (protocolo descrito no item 4.5). As células
dissociadas foram subsequentemente cultivadas (Figura 10A) e observadas quanto a
capacidade proliferativa, ou seja, capacidade de originar novas NSFs. Em geral, as
células dissociadas conservaram a sua capacidade proliferativa e foram capazes de
gerar novas NSFs, com morfologia e tamanho similares as parentais. Essas NSFs
secundarias foram observadas j4 a partir do quarto dia de subcultivo (Figura 10B).
Durante os 15 dias em que foram mantidos os cultivos, as NSFs continuaram a

aumentar de tamanho e numero (Figura 10C). Conclui-se que células dissociadas de
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NSFs conservam a sua capacidade proliferativa, e posteriormente, sdo capazes de

formar novas NSFs.

Figura 10 - Subcultivo de neuroesferas (NSFs) derivadas da SVZ de fetos de cobaias, apds dissociacdo
enzimética

Fonte- Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Células da SVZ foram cultivadas em meio contendo B27, FGF e EGF, por aproximadamente 15
dias. Os cultivos foram entdo dissociados enzimatica e mecanicamente e entdo subcultivados. (A)
Células dissociadas enzimaticamente, dia 0. (B) Subcultivo de células dissociadas enzimaticamente, com
quatro dias. Observar a presenca de novas NSFs sendo formadas. (C) Subcultivo de células

dissociadas, com 15 dias. Barra = 500 pum

5.3 CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DE NEUROSFERAS

Estudos de caracterizacdo e diferenciacdo a médio e longo prazo, sem a

necessidade da continua utilizacdo de animais, podem ser favorecidos pela
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preservacdo de NSFs por congelamento. Assim, congelou-se NSFs integras e
dissociadas e apds descongelamento, os cultivos foram mantidos por aproximadamente
15 dias. Durante este periodo, no cultivo de NSFs dissociadas, observou-se a formacao
gradativa de novas NSFs que aumentavam também de tamanho (Figuras 11A, B, C, D).
No cultivo de NSFs integras, também observou-se o aumento do tamanho de algumas
NSFs, bem como um acréscimo na quantidade de NSFs. Assim, conclui-se que o
método e meio de congelamento permite a preservacdo das NSFs e a sua capacidade
proliferativa em cultivo. Nao obstante, investigacdes adicionais sdo necessarias para
determinar se o processo de congelamento e descongelamento afeta a capacidade e

potencial de diferenciacdo das NSFs.

Figura 11 - Cultivo de células descongeladas derivadas da zona subventricular (SVZ) de fetos de cobaias
cultivadas como neurosferas

Fonte - Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Células da SVZ foram cultivadas em meio contendo B27, FGF e EGF, por aproximadamente 15
dias. Os cultivos foram enté@o congelados e descongelados, utilizando-se protocolos-padrédo. (A) Células
descongeladas, dia 0, aumento 20x. (B) Células descongeladas, com um dia, aumento 20x. (C) Células
descongeladas, com 15 dias, aumento 4x. (D) Células descongeladas, com 15 dias, aumento 10x.
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5.4 VIABILIDADE E MORTE DAS NSFs

Para avaliar-se a viabilidade celular utilizou-se o método colorimétrico MTT. Este
método avalia a atividade metabdlica das células quantificando a reducdo metabdlica
do MTT, resultando na producéo de cristais de formazano, de cor violeta, no interior das
células. A intensidade da cor é aferida em espectofotdbmetro, e pode ser correlacionada
com a quantidade de células vivas. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste
T—n&o pareado.

NSFs dissociadas provenientes de fetos, de animais com uma semana de vida,
animais com um més de vida e animais com 180 dias de vida foram avaliadas. Todas
as amostras tinham aproximadamente 15 dias de cultivo. Comparando as idades com o
feto, observou-se que houve diferenca estatistica entre as idades (Figura 12), sendo as
células provenientes de fetos mais viaveis do que aquelas derivadas de animais com
mais idade.
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Figura 12 - Viabilidade das células derivadas da zona subventricular (SVZ) de cobaias
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Fonte- Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Células da SVZ de fetos, cobaias com uma semana, um més e 180 dias de idade foram
cultivadas até a formacgédo de neuroesferas (NSFs). As NSFs foram entdo submetidas a ensaios de MTT.
Andlise realizada em espectrofotdmetro. As barras indicam as médias de triplicatas + desvio padréo. * p<
0,05

A morte celular por apoptose foi estimada pelo método Anexina V em NSFs
dissociadas provenientes de SVZ de fetos. As células estavam com 15 dias de cultivo.
De um total de 1,9 milhdo de células, apenas aproximadamente 2,3% estavam em
processo apoptético (Figura 13).

A morte celular por necrose também foi avaliada em NSFs dissociadas
provenientes de cultivo de 15 dias. Células com membrana plasmatica comprometida
permitem a entrada do Azul de Trypan (GibcoBRL), enquanto que células viaveis
excluem o corante. Ao microscopio, as células mortas apresentam coloracdo azul,
engquanto que as vivas sao claras e regringentes. Foram feitas duas contagens por
pessoas diferentes. De um total de 1,78 milhdo de células, aproximadamente 3,1%

encontravam-se mortas (resultados ndo mostrados).
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Figura 13 - Morte celular por apoptose
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Fonte- Fonseca, E. T. (2012).
Legenda: Neuroesferas (NSFs) derivadas de células da SVZ de fetos de cobaias, com 15 dias de cultivo,
foram submetidas a ensaio de anexina V para verificar ocorréncia de apoptose

55 INDUCAO DE DIFERENCIACAO E IDENTIFICACAO DE MARCADORES
NEURAIS

Para os ensaios de diferenciacdo, as NSFs provenientes de fetos de cobaias
foram cultivadas em meio descrito no item 4.8. As NSFs foram plaqueadas sobre
superficie previamente tratada com poli-L-lisina e laminina. Nos cultivos induzidos, apés
dois dias de cultivo, ja foi possivel observar a aderéncia das NSFs na superficie do
frasco bem como uma quantidade variavel de células, com morfologia diferente das
originais, se afastando das NSFs (Figura 14A). O cultivo foi mantido por uma semana
em estufa a 37 °C com CO? a 5% umidificada e, ao final deste periodo, j4 ndo era mais

possivel a identificagdo das NSFs. O que se notava era uma grande quantidade de
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células morfologicamente diferentes das originais (Figural4B). Em contraste, NSFs
plagueadas em superficie tratada com poli-L-lisina e laminia e mantidas em meio com
fatores de crescimento, mantiveram a proliferacdo como neuroesferas, ndo observando-

se diferenciacdo celular (Figura 14C).

Figura 14 - Ensaios de diferenciacdo celular de células derivadas da zona subventricular (SVZ) de fetos
de cobaias cultivadas como neurosferas (NSFs)

Fonte - Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: Apés cultivo inicial até a sua formacdo, as NSFs foram cultivadas em superficie tratada com
poli-L-lisina para promover a adesé&o.Foi utilizado meio suplementado com B27 e sem fatores de
crescimento para NSFs. (A) Dois dias de cultivo. Observar o inicio da formac¢do de células com
morfologia diferente ao redor das NSFs. Aumento 10x. (B) Sete dias de cultivo.Observar a quantidade de
células com morfologia diferente e a incapacidade de se delimitar o formato das NSFs. Aumento 20x. (C)
Células controle. Sete dias de cultivo. Observar a proliferacdo de células morfologicamente parecidas e a
persisténcia da NSFs em seu formato original. Aumento de 10x
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Dentre os marcadores investigados, a nestina, Beta-lll-tubulina, mGalC e GFAP
foram identificados em NSFs induzidas a diferenciagéo (Figura 15A, B, C e D).

Na marcacdo para a nestina, observa-se uma grande quantidade de células
positivas nas NSFs como também em células individualizadas.

A marcacao para o GFAP caracterizou-se por coloracao citoplasmatica difusa, de
intensidade variavel entre as células. Observou-se grande quantidade de células
positivas fazendo parte das NSFs.

Células positivas para mGalC e Beta-lll-tubulina foram melhor visualizadas dentre
as células que se desprenderam das NSFs. Ambas as marcagfes caracterizaram-se

por coloracédo citoplasmatica.

Figura 15 - Imunofluorescéncia (IF) em células de neuroesferas (NSFs) cultivadas sob condi¢Ges de
diferenciagdo
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Fonte — Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: NSFs cultivadas em meio suplementado com B27 sem fatores de crescimento para NSFs foram submetidas a IF indireta, utilizando-se
anticorpos primarios especificos para marcadores neurais. Células marcadas com anticorpo anti-nestina conjugado com FITC (verde); Células
marcadas com anticorpo antiBeta-lllI-tubulina conjugado com FITC (verde); Células marcadas com anticorpo anti-mGalC conjugado com FITC
(verde); Células marcadas com anticorpo anti-GFAP conjugado com Texas Red (vermelho). Ndcleos corados com DAPI (azul). Barra = 20 um
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5.6 CITOMETRIA DE FLUXO

Para a quantificacdo das populacdes celulares geradas apds inducdo de
diferenciacdo, as NSFs provenientes de fetos de cobaias foram cultivadas em meio
suplementado com B27 e sem os fatores de crescimento para NSFs. Ap6s 10 dias de
cultivo as andlises da caracterizagdo imunofenotipica das células diferenciadas
indicaram que da populacéo analisada, cerca de 13,3% eram positivas para o marcador
de células neurais indiferenciadas (nestina), cerca de 5,5% eram positivas para o
marcador de neurdnios (beta-1ll-tubulina), cerca de 9% eram positivas para o marcador
de astrocitos (GFAP) e cerca de 7,8% eram positivas para o marcador de
oligodendrécitos (mGalC) (Figura 16).



Figura 16 - Dot Plot e histogramas da imunofenotipagem das NSFs diferenciadas provenientes de fetos de cobaias.
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Fonte - Fonseca, E. T. (2012).
Legenda: Analise de marcadores para tipos celulares especificos em NSFs induzidas a diferenciacdo. Em cada figura, as areas delimitadas nos

Dot Plots correspondem a populagdo analisada apés exclusdo da populagdo celular morta e seu histograma correspondente. Em (A) notar a
expressao antigénica de marcadores para células neurais indiferenciadas (nestina); em (B) para células neurais (Beta-1ll-tubulina); em (C) para

astrocitos (GFAP) e em (D) para oligodendrécitos (mGalC)
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5.7 MODULACAO DE CALCIO (Ca*") INTRACELULAR

A variagdo intracelular de calcio foi utilizada como indicador de funcionalidade
das células neurais diferenciadas. Apos diferenciacdo, 0s neurotransmissores acido
gama-aminobutirico (GABA) e glutamato foram adicionados ao meio, separadamente. A
droga Thapsigargin (THG) (2 nM) foi adicionada como controle positivo. Imagens foram
coletadas continuamente apoés a adicdo das drogas. Imagens estaticas representativas
obtidas em determinados intervalos apés a adicdo das drogas estdo apresentadas nas
figuras 17A, 17B e 17C. Em resumo, nenhuma atividade foi detectada sem a adicdo dos
neurotransmissores (Figura 17A), contrastando com marcacdo da maioria das ceélulas
apos adicdo do THG (Figura 17D). Estimulagdo de um numero variavel de células foi
observada apods adicdo de glutamato (Figura 17B) e GABA (Figura 17C). Esses
resultados indicam que as células diferenciadas a partir das NSFs apresentam

indicadores funcionais de neurdénios.
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Figura 17 - Células provenientes de NSFs cultivadas sob condi¢des de diferenciagcdo incubadas com o
marcador de Ca’* intracelular Fluo 3AM.

Fonte - Fonseca, E. T. (2012).

Legenda: NSFs induzidas a diferenciac&o por 7 dias foram incubadas com o marcador de Ca** Fluo 3AM.
Durante a filmagem, imagens foram captadas em quatro momentos: antes da adicdo dos
neurotransmissores, durante a adicAo do neurotransmissor glutamato, durante a adicdo do
neurotransmissor GABA e durante a adi¢gdo da droga-controle THG. Em (A) e (D) o momento antes da
adicdo do neurotransmissor glutamato; em (B) o momento apds adi¢cao do glutamato; em (C) e (F) apés a
adicdo da THG e em (F) apds a adicdo do GABAA. As setas nas fotos (B) e (E) indicam a fluorescéncia
detectada ap6s adi¢cdo dos neurotransmissores glutamato e GABA, respectivamente. Notar em (C) e (F) a
grande quantidade de células fluorescentes em resposta a adi¢cdo da THG. Barra = 50 um
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6 DISCUSSAO



68

6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram a presenca de células-tronco neurais (CTNS)
na SVZ de fetos de cobaias proximos a termo. Essas células, quando dissociadas do
tecido e cultivadas in vitro sdo capazes de originar neuroesferas (NSFs). As células que
compde as NSFs sdo potentes para gerar NSFs secundarias, com caracteristicas
morfologicas semelhantes as primarias. Essas NSFs podem ser cultivadas por varias
passagens, preservando as suas propriedades morfologicas e proliferativas. Também
podem ser congeladas e, apés descongelamento, retomam a proliferacdo e divisdo em
cultivo. A presenca de CTNs nas NSFs cultivadas foi demonstrada pelo uso de
anticorpos especificos contra marcadores de populacdes celulares. Células com
marcadores para CTNs (nestina) e para os trés tipos celulares neurais principais,
neurénios (Beta-lll-tubulina), astrocitos (GFAP) e oligodendrécitos (mGalC), foram
identificadas por imunofluorescéncia nas NSFs submetidas a diferenciacdo. Ensaios de
proliferacdo e diferenciacdo indicam que as NSFs podem se diferenciar nos trés
principais tipos celulares do sistema nervoso. Além disso, ensaios preliminares de
funcionalidade indicam que células neurais diferenciadas das NSFs apresentam
indicadores de funcionalidade neuronal. Esses resultados sao promissores e podem
embasar estudos adicionais visando uma caracterizacao funcional mais detalhada e,
eventualmente, visando viabilizar o uso terapéutico de CNTSs.

Desde os estudos pioneiros por Reynold e Weiss (1992), que verificaram que
células com propriedades de CTNs podiam ser cultivadas como NSFs a partir do
cérebro adulto, o ensaio de formacdo de NSFs tem sido amplamente utilizado na
pesquisa de células-tronco neurais. Células dissociadas do tecido estriado, que inclui a
SVZ, quando cultivadas in vitro eram capazes de se proliferar como agregados
celulares ndo aderentes a superficie do frasco. A maioria das ceélulas dessas NSFs
expressava a nestina, uma proteina constituinte dos filamentos intermediarios de
células-tronco neuroepiteliais. Subsequentemente, apds dissociacdo e cultivo em
superficie aderente, as células eram capazes de se diferenciar em neurdnios e células

da glia. Esses ensaios foram pioneiros na demonstragdo de células-tronco
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multipotentes no cérebro de mamiferos adultos e foram precursores na utilizagdo do
ensaio de formacdo de NSFs na pesquisa de CTNs e neurogénese em mamiferos
(PASTRANA et al., 2011). Desde esses estudos iniciais, o ensaio tem sido aperfeicoado
de modo a acomodar as novas descobertas e permitir a investigacdo de outros
aspectos da neurogénese. Nao obstante a sua inegavel utilidade e ampla utilizacdo, o
método apresenta restricdes, sobretudo devido a variabilidade introduzida por
diferentes protocolos utilizados. Essa variabilidade metodoldgica tem, eventualmente,
poduzido resultados diferentes e, muitas vezes conflitantes, entre diferentes estudos.
Essa variabilidade metodolégica pode, inclusive, comprometer os resultados, a sua
interpretacdo, extrapolacéo e equivaléncia com os mecanismos biologicos que ocorrem
in vivo. Devido a isso, previamente ao desenvovimento do presente estudo, varios
protocolos foram revisados e, apds a sua andlise, foram selecionados aqueles que

aparentemente mais se adequavam aos propoésitos e objetivos deste trabalho.

6.1 IDENTIFICACAO DE AREAS NEUROGENICAS

A marcacéo por BrdU in vivo (HASHIMOTO et al., 2008) ou in vitro (PIPER et al.,
2001) tem sido utilizada ha muito tempo para o mapeamento de células em
proliferacdo, em humanos e animais (PIPER et al., 2001; BUDDENSIEK et al., 2010). O
BrdU, como analogo de nucleotideo, é incorporado nas cadeias nascentes de DNA, e a
sua incorporacgdo indica a atividade mitotica, indicador de proliferagdo celular (TAUPIN,
2007). Embora a atividade de reparo de DNA (que também utiliza e incorpora
nucleotideos) esteja ativa em células diferenciadas e em repouso, como 0s neurdnios, a
incorporacédo ativa do BrdU é um bom indicador de atividade mitética.

Os estudos pioneiros da neurogénese em cobaias utilizaram timidina marcada
com tritium (3") como indicador de sintese de DNA, marcando células que estavam
iniciando atividade mitotica (ALTMAN; DAS, 1967). Naquele estudo, proliferacédo celular
indicativa de neurogénese foi identificada no hipocampo de cobaias na vida pés-natal,

indicando que a neurogénese prossegue na vida pds-natal nessa espécie, mesmo que
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0S neonatos possuam o encéfalo com dimensdes e desenvolvimento proximos aos de
animais maduros. Embora esse método de marcacdo também seja adequado para
identificar células em proliferagéo, a utilizacdo de is6topo radioativo como marcador e a
necessidade de autoradiografia para revelar a reacdo dificultava o procedimento.
Posteriormente, a marcacdo com BrdU substituiu com vantagens esse método.
Anteriormente, acreditava-se que uma regido restrita da SVZ, a SVZa, era a
responsavel pela geracdo de precursores neurais (KORNACK; RAKIC, 2001) e que
regibes mais caudais eram as responsaveis pela geracdo de células da glia (GARCIA-
VERDUGO et al.,, 1998). No presente estudo, células positivas para o BrdU — e
potencialmente em divisdo - foram identificadas distribuidas pela SVZ de cobaias recém
nascidos. Embora 0 n examinado tenha sido pequeno, esse achado foi bastante
consistente. Com base nesses achados, aliando-se ao fato de que estudos anteriores
tem demonstrado que progenitores neurais podem estar presentes em varias areas da
SVZ (JIAO; CHEN, 2008), optou-se pela coleta e andlise de toda a SVZ.
Independentemente desses achados preliminares, e que serviram de orientagdo para o
restante do trabalho, um mapeamento mais fino das areas de incorporagédo de BrdU no
encéfalo de animais com diferentes idades pode permitir a identificacdo e relativa
contribuicBo para a neurogénese poOs-natal das diversas areas potencialmente
neurogénicas do encéfalo de cobaias. A marcacdo com BrdU pode viabilizar o estudo
da evolugdo qualitativa e quantitativa de areas neurogénicas ao longo da vida pés-natal,
por exemplo. Da mesma forma, pode permitir a investigagdo de fatores e estimulos que
desencadeiem e/ou alterem a atividade neurogénica em determinadas areas, como

traumatismos cranio-enceféalicos e isquemia cerebral, por exemplo.

6.2 OBTENGCAO E CULTIVO DE NEUROESFERAS

A SVZ dos ventriculos laterais de fetos de cobaias em final de gestacgéo foi de facil
localizacdo. ApOs a necropsia e remocao do encéfalo da caixa craniana, essa area era

facilmente identificada com o auxilio de uma lupa e excisada do restante do encéfalo.
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Durante a excisdo, tomou-se o cuidado de evitar a excisdo concomitante de tecidos
adjacentes.

Os fragmentos excisados eram digeridos com tripsina associado a dissociacdo
mecanica, resultando em uma suspensao celular que era, entdo, colocada em cultivo.
Em seguida, as células eram cultivadas em frascos revestidos com poly-hema, em meio
sem soro contendo os fatores de crescimento EGF e FGF. Tipicamente apos 7 a 10
dias, as neurosferas (NSFs) ja puderam ser visualizadas no sobrenadante dos cultivos.
Gargcia-Verdugo et al. (1998) deram o nome de “cluster” a este aglomerado de células
provenientes da SVZ que possuem a capacidade de gerar neurbnios, astrocitos e
oligodendrécitos.

Em estudo com camundongos adultos, Reynolds e Weiss (1992) concluiram que a
presenca do EGF no meio de cultivo é imprescindivel para a divisdo celular, embora
Alvarez-Buylla e Garcia-Verdugo (2002) acreditem que a utilizacdo somente do FGF,
estimule a proliferacdo das células da SVZ in vitro. Em estudo comparativo de células-
tronco embrionarias de camundongos e ratos, Smith et al. (2003) demonstraram que
progenitores neurais embrionarios cultivados em meio livre de soro e suplementado
com FGF apresentam um padrdo similar de proliferacdo, com uma taxa constante (ou
regular) de divisdo celular até 4-5 semanas, seguida de reducdo da proliferacdo. No
presente estudo, ndo foi tentado o cultivo de NSFs com apenas um dos fatores de
crescimento, ndo se podendo inferir, portanto, acerca das exigéncias das células de
cobaias para a proliferacao e geracéo de NSFs. Em geral, as NSFs foram mantidas por
até 2 — 3 semanas.

Em diferentes experimentos com fetos de camundongos, as NSFs eram
dissociadas mecanica (KULESHOVA et al., 2009) ou enzimaticamente (MILOSEVIC et
al., 2005) antes de serem replagueadas em meio de cultivo fresco. No presente estudo,
observou-se que a utilizacdo somente da pipeta de 200 pl era eficaz na dissociacdo das
NSFs provenientes de fetos ou de animais com uma semana de vida. Nas NSFs
provenientes de animais com 30 e 180 dias de idade, verificou-se maior dificuldade na
individualizacdo das células utilizando somente a dissociacdo mecéanica. Com isso,
passou-se a associar a tripsina ao meétodo de dissociagdo. Desta forma, as células a

serem dissociadas passavam por tratamento com tripsina seguido de dissociacao
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mecanica. Apos a individualizagéo, plaqueamento e cultivo, as NSFs foram submetidas
a varios repigques, com ou sem dissociacdo mecanica/enzimatica, sempre em meio
contendo EGF e FGF. Apds alguns dias, as NFSs subcultivadas proliferavam e
aumentavam de tamanho. N&o foram observados sinais de senescéncia durante os 57
dias de cultivo, uma vez que nao identificaram-se diferencas nos padrbes de
proliferagédo ou crescimento celular. A senescéncia em cultivo de longa duracéo ainda é
controversa. Alguns estudos observaram um dramatico decréscimo na proliferacdo do
cultivo de progenitores neurais (SVENDSEN et al., 1997) enquanto outros mantiveram
os cultivos por periodos de até 140 dias (SMITH et al., 2003). Estes resultados sugerem
gue a senescéncia parece ndo ser evento biologico consistente nessas ceélulas, mas
sim pode resultar de falhas em providenciar um ambiente propicio para a sobrevivéncia

e continua proliferacdo (SMITH et al., 2003).

6.3 CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

Para beneficiar-se dos resultados da pesquisa e futura aplicacdo terapéutica, é
essencial que as NSFs mantenham a sua multipotencialidade ap0s criopreservacao.

Na literatura, varios protocolos e meios de criopreservacdo sao descritos
(MILOSEVIC et al., 2005; KULESHOVA et al., 2009; MA et al., 2010). O meio utilizado
para congelamento das NSFs consistia de 90% SFB (soro fetal bovino) + 10% de
DMSO. O DMSO, com ou sem soro fetal, tem sido comumente utilizado como
crioprotetor (KULESHOVA et al., 2009). As NSFs foram congeladas integras ou apos
dissociagdo e foram mantidas no nitrogénio liquido por 25 dias. Ap0os o
descongelamento, observou-se que a capacidade proliferativa das NSFs congeladas
dissociadas nao foi afetada pela criopreservacdo. Nesse protocolo de congelamento, ja
a partir do 4° dia pés-descongelamento novas NSFs foram visualizadas. Entretanto, as
NSFs integras descongeladas ndo apresentaram o mesmo resultado, apresentando
baixa viabilidade e proliferacdo lenta/ausente apds o descongelamento. Isso pode ser

devido a dificuldade de penetracdo do crioprotetor DMSO no interior das massas
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celulares que compdem as NSFs, sobretudo aquelas maiores (MA et al., 2010). Testes
de multipotencialidade ainda n&o foram realizados a partir de NSFs congeladas e
descongeladas, porém acredita-se que a capacidade de originar as células da glia e
neurdnios ndo seja afetada, uma vez que estudos anteriores comprovaram que essa
capacidade ndo € afetada pela criopreservacao (MILOSEVIC et al., 2005). Por outro
lado, a experiéncia adquirida recomenda o congelamento de células individualizadas, e

nao NSFs integras.

6.4 MARCADORES CELULARES

As CTNs sdo consideradas multipotentes, pois s&o capazes de originar 0s
principais tipos celulares do tecido nervoso, ou seja, neurdnios, astrocitos e
oligodendrécitos (JANDIAL et al., 2007). Os neurbnios se constituem nas unidades
celulares fundamentais do sistema nervoso. Sdo células altamente polarizadas que,
durante sua maturacdo, originam subpopulacfes celulares distintas que possuem
diferentes funcbes (ZIGMOND et al., 1999). Os oligodendrécitos sédo células produtoras
de mielina, que possibilita a rapida condugéo do impulso nervoso ao longo dos axonios.
Os astrocitos, por sua vez, sao células em forma de estrela, que fornecem importante
suporte estrutural e metabdlico aos neurénios (DOETSCH, 2003).

Diversas moléculas tem sido utilizadas como marcadores celulares (células
progenitoras e células diferenciadas) de linhagens e de estadios de diferenciagédo
celular na neurogénese, tanto em estudos in vivo quanto in vitro. Em geral, a Beta-lll-
tubulina (marcador neuronal), nestina (células indiferenciadas), GFAP (astrocitos) e
mGalC (oligodendrdécitos) sdo os marcadores mais utilizados em estudos em ratos e em
camundongos (SEABERG; KOOY, 2002; JAO; CHEN, 2008; BAIZABAL;
COVARRUBIAS, 2009; LI et al., 2009). Além destes, a NeuN (neurdnios) (BAIZABAL,;
COVARRUBIAS, 2009; LI et al.,, 2009), O4 (oligodendrocitos maduros) (SEABERG;
KOOQY, 2002; JIAO; CHEN, 2008; BAIZABAL; COVARRUBIAS, 2009; LI et al., 2009) e
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MAP2ab (neurdnios) (SEABERG; KOOY, 2002; LIU et al., 2004; JIAO; CHEN, 2008)
também s&o utilizados como marcadores de células cultivadas in vitro.

A falta de anticorpos especificos para os marcadores de células de cobaias
representou — e representa - um dos principais entraves na identificacdo das
subpopulacbes celulares envolvidas na neurogénese nessa espécie. Assim, no
processo de escolha dos anticorpos utilizados, pela semelhanca filogenética entre
espécies, deu-se prioridade a anticorpos produzidos contra proteinas de roedores
(ratos, coelhos, camundongos); e de preferéncia, que houvesse uma certa previsao de
reatividade com outras espécies, em especial cobaias. Como segundo critério de
escolha, preferiram-se anticorpos policlonais, pelo espectro mais amplo de
reconhecimento e, neste caso, pela maior possibilidade de reconhecer proteinas
semelhantes, ndo necessariamente idénticas. A falta de controles positivos para
atestar-se da correta execucdo da técnica e reatividade dos anticorpos utilizados se
constituiu em outra dificuldade na padronizacdo e execucédo da técnica de IF.

Dentre os marcadores investigados, a nestina, Beta-lll-tubulina, mGalC e GFAP
foram identificados em NSFs induzidas a diferenciacdo. Na marcagdo para a nestina
observou-se uma grande quantidade de células positivas nas NSFs como também em
células individualizadas. A nestina é uma proteina do filamento intermediario que foi
inicialmente identificada em estadios primarios do desenvolvimento do sistema nervoso
central e periférico, embora mais tarde tenha sido identificada em células progenitoras
de outros tecidos ndo-neurais (TAKAMORI et al.,, 2009). No encéfalo de mamiferos
adultos, esta proteina tem sido detectada em CTNs da SVZ e DG (DOETSCH et al.,
1997), sendo portanto, utilizada como marcador de células imaturas do SNC. Embora
as NSFs tenham sido induzidas a diferenciacdo, ficou evidente que restaram muitas
células com caracteristicas de CTNs, ndo s6 no centro das NSFs como também
individualizadas. J& Schwartz et al. (2003) encontraram maior quantidade de células
positivas para a nestina na margem externa das NSFs, comparando com células
positivas para GFAP, que ficaram mais no centro. No presente trabalho n&o foi
realizada dupla marcagcdo, de forma que ndo se pode inferir se ha diferenca na

localizagéo de células positivas para nestina ou GFAP.
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Andlise por citometria de fluxo revelou que o percentual de células positivas para a
nestina decresce gradativamente em cultivo sob condicbes de diferenciacéo
(MCLAREN et al., 2001), reduzindo de aproximadamente 30% das células
indiferenciadas para 16% do total de células diferenciadas (MARTIN et al., 2009). No
presente trabalho foi analizada a expressdo de marcadores por citometria de fluxo
apenas apoOs a diferenciacdo, ndo tendo sido possivel acompanhar alteracdes de
expressao no decorrer da diferenciacdo. Apos a diferenciacdo, cerca de 13,3% das
células eram positivas para o marcador de células neurais indiferenciadas (nestina).

A tubulina é a principal constituinte dos microtibulos, sendo que a expressao da
classe lll (Beta-1ll) € primariamente restrita ao sistema nervoso central e periférico. A
descoberta de que neurosferas do GD de roedores adultos sdo unipotentes, dando
origem somente a células da glia foi um achado inesperado (SEABERG; KOQY, 2002),
uma vez que a presenca de células que dao origem a novos neurénios no GD de
adultos de diversas espécies (ALTMAN; DAS, 1967; PALMER et al., 2001) tem sido
bem documentada, inclusive em cobaias (GUIDI et al., 2005). Piper et al. (2001)
concluiram que o encéfalo de fetos humanos possui progenitores neurais que, quando
cultivados in vitro, sdo capazes de gerar neurdonios maduros no intervalo de apenas
duas semanas. Os resultados do presente trabalho indicam que, além do GD, a SVZ de
cobaias também pode ser uma area produtora de novos neurénios in vitro. No estudo
desenvolvido por MCLaren et al., (2001), os autores concluiram que o decréscimo no
percentual de células positivas para nestina, em células induzidas a diferenciacéo, se
deve a gradativa substituicdo por células positivas para Beta-llI-tubulina. O percentual
de células positivas para Beta-lll-tubulina aumenta de aproximadamente 25% em
células indiferenciadas para mais de 70% das células diferenciadas (MARTIN et al.,
2009). No presente trabalho, apos 10 dias de diferenciacdo, a citometria de fluxo
resultou cerca de 5,5% de células positivas para o marcador de neurdnios (Beta-llI-
tubulina). A diferenca pode estar relacionada ao protocolo de diferenciacdo, uma vez
gue os autores utilizaram FGF no meio de diferenciacdo, o que resultou numa melhor
migracéo celular a partir das neuroesferas.

GFAP é também um componente dos filamentos intermediarios que esta presente

em astrocitos. A marcacdo para o GFAP caracterizou-se por coloracdo citoplasmatica
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difusa, de intensidade variavel entre as células. Embora néo fossem quantificadas, a
imunofluorescéncia revelou um grande nimero de células positivas para o GFAP nas
NSFs. A analise por citometria de fluxo revelou que apés diferenciacao, cerca de 9% da
populacdo celular era positiva para o marcador de astrocitos. Ara et al. (2010)
encontraram cerca de 30% de células GFAP positivas em células induzidas a
diferenciacdo. J& Martin et al. (2009) observaram o marcador de astrocitos GFAP
expresso em aproximadamente 20% das células indiferenciadas, aumentando para
cerca de 35% das células diferenciadas.

O mGalC é o principal lipidio na formacdo da mielina, sendo, portanto, muito
utilizado como marcador de oligondendrocitos. A utilizacdo da laminina e associagao
com a poli-L-lisina favoreceu um substrato eficiente para adesdo e diferenciacdo das
NSFs, com quantidade variavel de células mGalC positivas migrando para fora das
NSFs, embora estudos comprovem que o0 substrato utilizado para induzir a
diferenciacdo pode influenciar no comportamento das neuroesferas, gerando maior ou
menor quantidade de oligondrécitos nas células que migraram das neuroesferas
comparado com as que permaneceram (REN et al., 2009). Embora este padrdo nao
tenha sido identificado no presente trabalho, sabe-se que a utilizacdo do FGF no meio
durante os dois primeiros dias de plaqueamento para diferenciacdo permite uma melhor
migragdo das células para fora das NSFs (MARTIN et al., 2009). Células positivas para
mGalC foram melhor visualizadas dentre as células que se desprenderam das NSFs do
gue nas NSFs integras. Cerca de 7,8% das células induzidas a diferenciacdo eram
positivas para o marcador de oligodendrécitos (mGalC), resultado bastante semelhante
ao relatado por Martin et al. (2009) que encontraram cerca de 8% da populacéo total
analizada sendo positiva para este marcador. A positividade para o mGalC indica a
multipotencialidade das NSFs provenientes da SVZ dos cobaias, confirmando esta
regido como sendo produtora de CTNs, diferentemente do GD de ratos que abrigam
progenitores gliais especificos com limitada capacidade de auto-renovacédo (SEABERG;
KOQY, 2002).

Embora inicialmente considerava-se que as NSFs eram formadas por uma
populagdo homogénea de células multipotentes positivas para a nestina - marcador de

CTNs - atualmente é aceito que NSFs individuais sdo compostas por uma mescla de
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verdadeiras CTNs, células precursoras e ceélulas diferenciadas (MACLAREN et al.,
2001; PASTRANA et al., 2011). Como véarias subpopulacdes de células da SVZ podem
dar origem as NSFs, e a expressdo génica se altera dinamicamente ao longo do
processo de diferenciacdo (PASTRANA et al., 2011), células em diferentes estadios de
diferenciacdo e, assim, com diferentes marcadores, podem ser identificadas nas NSFs
(MCLAREN et al., 2001; MARTIN et al., 2009).

E importante salientar que, embora as condi¢cbes de diferenciacdo utilizadas no
presente estudo seja semelhante as usadas por diversos autores (MCLAREN et al.,
2001; MARTIN et al., 2009; ARA et al., 2010), deve-se considerar que o padrdo de
proliferacdo e diferenciacdo de CTNs pode apresentar peculiaridades espécie-
especificas (SMITH et al., 2003).

6.5 MODULACAO DE CALCIO (Ca*") INTRACELULAR

Grande parte dos eventos celulares, fisiolégicos ou patologicos, € acompanhada
por alteracdes idnicas (TAKAHASHI et al., 1999). O célcio (Ca®") é o ion mais
abundante nos vertebrados e o mais versétil sinalizador intracelular que pode regular
varias fungbes celulares diferentes. A diferenca das concentracdes do ion livre
existentes no meio extracelular — em torno de mM — e intracelular — em torno de nM —
produzem um gradiente eletroquimico. Alteracbes de permeabilidade de membrana,
induzidas por estimuos fisiolégicos, podem induzir mudancas na concentragao
citossdlica de célcio (BERRIDGE et al., 2003). O ion em altas concentracfes
citossolicas pode prejudicar a fungdo ou mesmo causar a morte celular, apesar de ser
fundamental na sua sinalizagdo (GARCIA, 1999).

Os indicadores de Ca®*" mais utilizados s&o as sondas fluorescentes, pois em
geral, a sua emissdo de luz é bastante evidente para uma dada mudanca na
concentracdo de célcio. Dentre os diferentes indicadores de fluorescéncia de Ca** esta
o Fluo 3 AM. Este tem sido o indicador de Ca** mais adequado para microscopia de

fluorescéncia, microscopia confocal e citometria de fluxo. Quando excitado por meio de
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laser de argbnio, gera um comprimento de onda de radiagdo bastante visivel. O Fura 2
AM é um indicador de Ca** por meio da excitacdo ultravioleta. Irradiacéo ultravioleta é
mais citotoxica quando comparada com radiacdo a laser. Além disso, alguns
constituintes intracelulares emitem fluorescéncia intrinsica quando excitadas com
radiacdo ultravioleta, o que pode interferir com a avaliacdo exata da concentracédo de
ca® (TAKAHASHI et al., 1999).

No presente estudo, foi realizado um ensaio de modulacéo/influxo de Ca?*
intracelular em células diferenciadas a partir das NSFs de fetos de cobaias, para
investigar a funcionalidade relacionada a fisiologia neuronal. Os neurotransmissores
GABA e glutamato foram adicionados ao meio, bem como a droga Thapsigargin (THG)
como controle positivo. A THG é uma droga inibidora da SERCA e promove 0 aumento
na concentracdo citosdlica de Ca?* por meio da liberacdo deste fon do reticulo
endoplasmatico (BAGNARESI et al., 2009). A resposta celular se traduziu em aumento
da fluorescéncia apos a adicdo de cada droga.

Piper et al. (2001) ao caracterizarem precursores neurais a partir de tecido fetal
humano, utilizaram o Fura 2 AM para mensuracdo do Ca?' intracelular. Em células
diferenciadas (14 dias) 3-5% das células positivas para Beta-lll-tubulina expressaram
imunorreatividade para os neurotransmissores GABA (4% * 2%), glicina (6% + 3%) e
glutamato (12% + 4%). Esta marcacdo ndo foi evidenciada em todas as passagens
celulares, indicando que uma populacdo neuronal heterogénea havia sido gerada. No
presente estudo ndo tentou-se correlacionar a resposta aos diferentes estimulos com
os marcadores celulares e, embora ndo tenham sido quantificados, os resultados
demonstraram claramente um aumento da fluorescéncia de algumas células em
resposta a adicdo dos neurotransmissores GABA e glutamato. A resposta a adicdo do
GABA ja era esperada, uma vez que 0s novos neurdnios originados na SVZ migram
rostralmente para o bulbo olfatério onde se tornam interneurénios locais maduros
(ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VERDUGO, 2002). E ja tem sido bem documentado a
presenca do GABA e dopamina em uma quantidade significativa de interneurdnios do
BO de roedores (KOSAKA; KOSAKA, 2005). A resposta positiva ao glutamato pode ser
explicada pelo fato do glutamato ser o neurotransmissor excitatorio predominante no
SNC de mamiferos (COWAN et al., 1997). Quando adicionada a droga THG, observou-
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se um aumento de fluorescéncia generalizado das células em cultivo. Estes resultados
demonstram a presenca de indicadores funcionais de neurbnios em uma propor¢cao das
células diferenciadas, suportando a hipotese de que células da SVZ de fetos de cobaias
apresentam multipotencialidade, sendo capazes de originar células neurais funcionais

in vitro, desde que cultivadas e induzidas por estimulos adequados.
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- Células da SVZ de fetos cobaias cultivadas sob condicbes adequadas in vitro
sao capazes de originar neuroesferas (NSFs) com capacidade proliferativa;

- As células componentes das NSFs apresentam marcadores de células tronco
neurais, neurdnios, astrocitos e oligodendrécitos, em diferentes niveis;

- Células das NSFs podem ser induzidas a diferenciacdo, originando células com
caracteristicas morfologicas especificas e com propriedades funcionais compativeis
com neuronios.

- A capacidade de células da SVZ de cobaias originarem células neuronais €
promissora para embasar estudos futuros que possam, eventualmente, viabilizar 0 uso

terapéutico de células tronco em doencas do sistema nervoso.
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