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RESUMO

A epilepsia € um conjunto de distarbios neurologicos resultantes de um elevado
namero de funcdes cerebrais desordenadas que desenvolvem alteragcdes neuronais.
Nos ultimos anos as células-tronco tém sido alvo de pesquisas com a analise do
potencial terapéutico para diversos processos patologicos. A auséncia de um
tratamento farmacoldgico apropriado para a epilepsia incentiva o estudo da
utilizacdo das células-tronco neurais na reparacdo das lesdes neurais por essa
doenca. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico das células-tronco
neurais, provenientes da regiao subventricular do cérebro de ratos, na reparacao de
lesdo tecidual em ratos Wistar epilépticos. Uma prospeccédo cientifica e tecnoldgica
foi realizada nas bases de dados INPI, Latipat, Spacenet e Science Direct sobre a
tematica. O isolamento e cultivo de células-troncos neurais para a obtencdo das
neuroesferas foram realizados para teste de viabilidade por azul de tripan,
identificacéo celular por Qtracker® 655 Cell Labeling Kit e marcagao por proteina glial
fibrilar 4cida e Nestin, além da avaliacdo do estresse oxidativo por meio das
atividades glutationa reduzida, superoxido dismutase e catalase. Utilizou-se 24 ratos
para a inducéo da epilepsia por pilocarpina, pentilenotetrazol e picrotoxina, dos quais
12 receberam a infusdo de neuroesferas. Os encéfalos foram submetidos a anélise
do estresse oxidativo e histopatolégica. Na prospeccdo tecnologica foram
observados 10043 pedidos de depdsito de patente e 64378 artigos cientificos
publicados, todos né&o relacionados diretamente as neuroesferas e terapia da
epilepsia. Em relagéo ao isolamento e cultivo de neuroesferas foi observado que a
cultura apresentou 95% de células viaveis, com morfologia e caracteristicas
especificas para esse tipo celular, além de ndo apresentarem estresse oxidativo
entre o 7° e 30° dia de cultivo celular. Apos 30 dias da infuséo celular pela veia da
cauda dos ratos, as neuroesferas foram rastreadas nos encéfalos. A dose dos
farmacos indutores de epilepsia comprometeu o microambiente cerebral, visto que
ndo foi observado estresse oxidativo na cultura celular a ser infundida, mas as
regides encefalicas com e sem infusdo das neuroesferas apresentaram estresse
oxidativo. Na analise histopatologica, foi visto processo de gliose, necrose, areas de
desmielizacdo e hemorragias na regido cerebral provocada pela epilepsia, e apesar
de persistirem no grupo tratado com neuroesferas, foi verificado que as células se
distribuiram por todo o tecido cerebral, diferenciando-se principalmente no grupo
epiléptico por pilocarpina. Portanto, as células-tronco neurais sinalizam potencial
promissor na reparacdo de lesdes e uma estratégia para a melhora de danos
ocasionados pela epilepsia.

Palavras-Chave: Farmacologia; Neuroesferas; Sistema Nervoso Central; Terapia
Celular.
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ABSTRACT

Epilepsy is a set of neurological disorders resulting from a high number of brain
functions disordered developing neuronal changes. Currently, stem cells have been
the subject of research with the analysis of the therapeutic potential for various
pathological processes. The absence of an appropriate pharmacological treatment
for epilepsy encourage the study of the use of neural stem cells in the repair of
affected damage by this disease. The aim of this study was to evaluate the
therapeutic potential of neural stem cells from the subventricular zone of the brain of
rats in tissue injury repair in epileptic rats. A scientific and technological exploration
was performed in INPI, Latipat, Spacenet e Science Direct databases about the
subject. The isolation and cultivation of neural stem cells to obtain the neurospheres
were performed to test feasibility, by Trypan Blue, cell identification Qtracker® 655
Cell Labeling Kit and marked by glial fibrillary acidic protein and Nestin, besides the
evaluation of stress by oxidative activities of reduced glutathione, superoxide
dismutase and catalase. Twenty four rats were used for epilepsy induced by
pilocarpine, pentylenetetrazole and picrotoxin, of which 12 received the infusion of
neurospheres marked with Qtracker® for cell tracking. The brains were submitted to
analysis of oxidative stress and histopathological. Technological prospecting were
observed 10043 patent and 64378 papers published, both not directly related to the
neurospheres and epilepsy therapy. In regard to isolation and neural stem cell culture
it was observed that the culture showed 95% viable cells with specific morphology
and characteristics of this cell type, not presenting oxidative stress between the 7th
and 30th days of cell culture. After 30 days of cell infusion by caudal vein of rats, the
neurospheres were tracking in the brains. The dose inducing drugs of epilepsy
committed the brain microenvironment, since there was no oxidative stress in cell
culture, but there was in brain regions with and without infusion of neuroeferas.
Histological analysis was seen gliosis process, necrosis, areas of demyelination and
hemorrhages in the brain region caused by epilepsy, and despite persists in the
group treated with neurospheres, it was found that the cells were distributed
throughout the brain tissue, differentiating particularly in the epileptic group by
pilocarpine. Therefore, the neural stem cells indicate promising potential for injury
repair and a strategy for the improvement of damage caused by epilepsy.

Keywords: Neurospheres; Pharmacology; Central Nervous System; Cellular
Therapy.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figural. Mecanismo e natureza das crises epilépticas por meio da
ativacdo dos elementos excitatorios (glutamato, sédio e célcio) .. 27

Figura 2.  Efeitos da neurotransmisséo colinérgica induzida por pilocarpina 29

Figura 3. Isolamento, cultivo e diferenciacédo de células-tronco neurais em
neuroesferas, obtidas a partir da zona subventricular de
eNCEFAIO AAUITO ....vvvviiiiiiiiiiei e 36

CAPITULO I: Utilizacdo de células-tronco neurais como terapia da epilepsia:
Uma prospeccéo tecnoldégica.

Figural. Delineamento realizado nos bancos de dados para a
prospeccao tecnolégica em células-tronco neurais e epilepsia ... 56

Figura2. Evolucdo anual de pedidos de depésitos de patentes referentes
ao uso de células-tronco neurais ou neuroesferas em disturbios
neuroldgicos na base de dados INPI, Latipat e Espacenet .......... 59

Figura 3. Evolucdo anual da publicacdo de artigos cientificos referentes
ao uso de células-tronco neurais ou neuroesferas em disturbios
neuroldgicos na base de dados Science Direct ..........cccvevveeeveenn. 60

CAPITULO IlI: Avaliacdo do estresse oxidativo em culturas de células-tronco
neurais isoladas da regido subventricular de encéfalo de ratos.

Figural. Protocolo de isolamento das células-tronco neurais (CTN) da
regido subventricular (RSV) do encéfalo de ratos ............cccceeeeee. 69

Figura 2. Determinacdo dos niveis de superoxido-dismutase (SOD),
catalase (CAT), nitrito, proteina total, glutationa reduzida (GSH) e
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) de células-
tronco neurais em cultivo celular por espectrofotémetro, seguindo
ProtoCcoloS €SPECITICOS .....uuviiieeiiiiiiiiii e 71



Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Fotomicrofotografias da cultura de CTNP isoladas da regiao
subventricular do encéfalo de ratos Wistar. A. Primeiro dia de
cultivo celular (células com tamanho e morfologia difusas), 10x. B.
Formacdo de neuroesferas com morfologia esférica, 7 dias de
cultivo, 10x. C. Neuroesferas com 15 dias de cultivo, 95% de
viabilidade celular, 10x. D. Células em 30 dias de cultivo iniciando
desagrega- «o celul ar e f o) ma
diferenciacao celular (D2), 10X .....ccuvvriieriiiiiiiiieiee e e e

Fotomicrografias fluorescentes de neuroesferas apds 15 dias de
cultivo, isolada da zona subventricular de encéfalo de rato. A.
Neuroesferas com Qtracker - Dapi, corte parafinado sem
coloracdo, 20x. B. Neuroesferas com Qtracker - sem Dapi, corte
parafinado sem coloracdo, 20x. C. Neuroesferas marcada por
GFAP - Dapi, a fresco sobre a lamina e coberta com laminula,
40x. D. Neuroesferas marcadas por GFAP - FITC, a fresco sobre
a lamina e coberta com laminula, 40x. E. Neuroesferas marcadas
com Nestin - Dapi, a fresco sobre a lamina e coberta com
laminula, 40x. F. Neuroesferas marcadas com Nestin i FITC, a
fresco sobre lamina e coberta com laminula, 40X ............ccccevevnnee

Alteracdes nos niveis de TBARS e nitrito nas culturas de células-
tronco neurais durante o 1°, 7° e 30° dias de cultivo. A. Nitrito. B.
Substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Os valores
representam a meédia + E.P.M da quantificacdo de Nitrito e
TBARS. ? p<0,05 quando comparado ao 1° dia de cultura celular;
P p<0,05 quando comparado ao 7° dia de cultura celular (ANOVA
e t-Student-Newman-Keuls). Resultados expressos em nmol de
MDA/g de tecido (TBARS) € MM (NItrit0) .......ccccuvvvveeiviiiiieeiriinieeeenn.

Atividade antioxidante em culturas com células-tronco neurais
com 1, 7 e 30 dias de cultivo celular. A. Concentracdo da
glutationa reduzida (GSH). B. Atividade da catalase (CAT). C.
Atividade de superdxido dismutase (SOD). Os valores
representam a meédia + E.P.M dos niveis de atividade dos
antioxidantes em estudo. ®p<0,05 quando comparado ao 1° dia de
cultura celular; ® p<0,05 quando comparado ao 7° dia de cultura
celular (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls). Os resultados foram
expressos em mM (GSH), mM/min/ug de proteina (CAT) e U/mg
de proteina (SOD) .......uuiiiiiiiiiie e

74

75

76



CAPITULO IIl: Potencial terapéutico das célulasronco neurais em modelos
experimentais de epilepsia em ratogVistar.

Figura 1. Fotomicrografias da cultura celular de neuroesferas isoladas da
regido subventricular do encéfalo de ratos. A. Formacdo de
neuroesferas com morfologia esférica, 7 dias de cultivo, aumento
20x. B. Neuroesferas com 15 dias de cultivo, aumento 20X .......... 91

Figura 2. Fotomicrografias do encéfalo de ratos marcadas com Qtracker®
655 em corte parafinado sem coloragdo, ap6s 30 dias da infusédo
das NEUIOESTEIAS ......uiiii i 92

Figura 3. Niveis de peroxidacéo lipidica (TBARS) e de ions nitritos (NO3)
no hipocampo, corpo estriado e cortex frontal de ratos com estado
epiléptico ndo tratado e tratado com cultura de neuroesferas. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de animais
usados nos experimentos, n=4 por grupo. *p<0,05 versus ABC4
(ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste);
4p<0,05 versus Al (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post
hoc teste). °p<0,05 versus B1 (ANOVA e t-Student-Newman-
Keuls como post hoc teste). “p<0,05 versus C1 (ANOVA e t-
Student-Neuman-Keuls como post hOC teSte) ........cccvvvvvviieienniennnn. 93

Figura4. Atividade antioxidante da GSH (glutationa reduzida) no
hipocampo, corpo estriado e cértex frontal de ratos com estado
epiléptico ndo tratados e tratados com cultura de neuroesferas.

Os valores representam a média + E.P.M. do nUmero de animais
usados nos experimentos, n=4 por grupo. p<0,05 versus ABC4
(ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste);
4p<0,05 versus A1l (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post
hoc teste). °p<0,05 versus B1 (ANOVA e t-Student-Newman-
Keuls como post hoc teste). °p<0,05 versus C1 (ANOVA e t-
Student-Newman-Keuls como post hoC teste) .......cccceevvivviiiiciennnns 94

Figura 5. Atividade antioxidante de SOD (superéxido dismutase) no
hipocampo, corpo estriado e cértex frontal de ratos com estado
epiléptico ndo tratados e tratados com cultura de neuroesferas.

Os valores representam a média + E.P.M. do nUmero de animais
usados nos experimentos, n=4 por grupo. p<0,05 versus ABC4
(ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste);
4p<0,05 versus A1l (ANOVA e t-Student-Newman-Keuls como post
hoc teste). °p<0,05 versus Bl (ANOVA e t-Student-Newman-
Keuls como post hoc teste). °p<0,05 versus C1 (ANOVA e t-
Student-Newman-Keuls como post hoC teste) ......cccccceeveeeeeiiiiines 95



Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Atividade antioxidante de catalase no hipocampo, corpo estriado e
cortex frontal de ratos com estado epiléptico ndo tratados e
tratados com cultura de neuroesferas. Os valores representam a
média £ E.P.M. do nimero de animais usados nos experimentos,
n = 4 por grupo. p<0,05 versus ABC4 (ANOVA e t-Student-

,,,,,,,,,,,,

Fotomicrografias de cortes histolégicos do encéfalo de ratos apos
30 dias da infusdo de neuroesferas, coradas com Hematoxilina-
EOSING ... ——————

Fotomicrografias de cortes histolégicos do encéfalo de ratos apoés
30 dias da infusdo de neuroesferas, coradas com Hematoxilina-
EOSING ...t ———————

96

97



LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA

Tabelal. Classificacdo das crises epilépticas segundo a International
League Against EPIEPSY ....coovviiiiiiiiiieiieeieee e 32

Tabela 2. Farmacos antiepilépticas desenvolvidas para controle das crises
L= 1] =] o] 1 o> < 34

CAPITULO I: Utilizacdo de células-tronco neurais como terapia da epilepsia:
Uma prospeccéo tecnoldégica.

Tabelal. Quantificacdo de pedidos de depdsito de patentes e artigos
cientificos por palavras-chave nos bancos de dados do INPI,
Latipat, Espacenet e Science Dir€Ct .........cccceeeeeeeeeeiieiiviieiieiieiinens 57


http://www.ilae.org/
http://www.ilae.org/

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACh Acetilcolina

ANOVA Analysis of variance

CAT Catalase

CCS Centro de Ciéncias da Saude

ClI Cloreto

CTN Células-Tronco Neurais

CTNP Células-Tronco Neurais Progenitoras
CEEA Comité de Etica em Experimentacéo Animal
CuSO, Sulfato de Cobre

DAPI Marcador do nucleo celular

DMEM/F-12 Meio de cultivo celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient

mixture F-12 Ham

DND Doencas Neurodegenerativas

DNA Acido Desoxirribonucleico

DTND Reagente de Ellman / 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico
EDTA Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
EGF Fator de Crescimento Epidérmico
E.P.M. Erro Padréo da Média

EPO European Patente Office

Espacenet Escritorio Europeu de Patentes

FGF Fator de Crescimento de Fibroblastos
FITC Isotiocianato de Fluoresceina

GABA Acido Gama Aminobutirico

GABAA Acido Gama Aminobutirico - receptor A
GEINTEC Gestao, Inovacao e Tecnologia

GFAP Proteina glial fibrilar &cida

GSH Glutationa reduzida

HCI Acido Cloridrico

HE Hematoxilina-Eosina

H,0, Peréxido de Hidrogénio



ILAE
INPI

i.p

ILAE
INPI
LABCelt
LAPNEX
Latipat
Na,CO3
NaOH
NaKC4H4O6
NMDA
NO

NSC
NUPCelt
PBS

PIL

PTZ
PTX
PVC
RSV
SNC
SOD
SOX2
TBARS

International League Against Epilepsy
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
Intraperitoneal

International League Against Epilepsy
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
Laboratorio de Cultivo de Células-tronco
Laboratério de Pesquisa em Neuroquimica Experimental
Patentes da América Latica e Espanha
Carbonato de Sadio

Hidroxido de sodio

Tartarato de Sodio e Potassio
N-metil-D-aspartato

Oxido Nitrico

Célula-Tronco Neural

Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco

Solucédo tampéo fosfato de sodio
Pilocarpina

Pentilenotetrazol

Picrotoxina

Policloreto de Polivinila

Regido Subventricular

Sistema Nervoso Central
Superéxido dismutase

Fator de Transcricdo da Familia Sox

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt 20
2 REVISAO DE LITERATURA ..o, 24
2. L EPIEPSIA ..evveeiiiiiiiee et e e e e e e 25
2.1.1 Fisiopatologia da epilepsial ........c..uuuueiiiiiiiiiiieeei e 26
2.1.1.1 Modelo de convulsao por pilocarping .............cocccuvevmenminiiiieiieeeeeeene 28
2.1.1.2 Modelo de convulséo por pentilenotetrazol ..............cccccceeeviiiveinnnnn. 29
2.1.1.3 Modelo de convulSao por PICrotOXiNa ......c.ovveeveeviiiiieeeeiiie e eeeiiien 29
2.1.2 Epilepsia e estresse oXidatiVo ...........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiie e eeeeeeeeeeeaeaeanns 30
2.1.3 Tipos de Crises epilepliCas .........c.uueeereeiiiiiiiie e e 31
2.1.4 Terapéutica para epPilePSIa ... coceeeeee e e 32
2.2 CEIUIAS-TrONCO NEUIAIS ....uuuviieiiiiiiiieiieeeeees et e ee e e e e e e e e ee e e aeee s 35
2.2.1 NEUIOGENESE ...uuceieeeeieeee ettt s s e e e e e e e e e e e e e e e aeaaee eaaaeaaeaeeeenenes 37
2.3 Terapia CelUIAr ...........uuiiiiiiiiiiiieee e e 38
] (=] €= o = 41

3 CAPITULO I: Utilizagdo de células-tronco neurais como terapia da

epilepsia: uma prospeccao tecnol0giCa ......ooovveevviiiiniiiiiieeeeeeeeeeee e 52
RESUIMO .. e e e e e e e e e e e e ee e e eenans 53
Y 0L L = T PSPPSR 54
G I [ 0 (o To [F o3 T R PP P PP TP 55
3.2 Material € MELOUOS ........uuiiiiiiiiiiiiee e e eee s 56
3.3 RESUIAUOS ....ceeviiiiieiiieiee et e 56
G I ST ol B 1S 7= (o LR 60
TRl 0] o [od 1157 T LU PUPPRPTRRRR 61
(TS (=T =] [ = LSO EPPPUURPP 62

4 CAPITULO II: Avaliacdo do estresse oxidativo em culturas de

células-tronco neurais isoladas da regidao subventricular de encéfalo

(o [N = L (0 L TR 64
S TS] U1 [0 TP 65
DS G .o 66

o R [ 11 o o [ 1o T NN 67



4.2 Material € MELOUOS .....noeeeee e e e 68

4.2.1 Isolamento e cultivo de células-tronco neurais - CTN .........ccccvvvvnennn. 68
4.2.2 Viabilidade, identificacdo e Marcacgao celular ..............ccccevvvvvnninennnnn. 70
4.2.3 Determinagao do estresse OXidatiVo ............cceeeveeeiirieiineinninnieceeine 71

4.2.3.1 Determinacao dos niveis de peroxidacao lipidica e teor de nitrito ... 72

4.2.3.2 Determinacdo da atividade superéxido dismutase, catalase e

(o[ e= U ToT 0 F= R =T (U4 T - PSS 72
4.2.4 AnAlises eStatiStiCaS .......ccoceiiiiieiiiiiie e e 73
G B o =S | = To [0 1 TR 73
4.3.1 Obtencao e identificacdo das neuroesferas ..........ccccceeeeeeiiiiiveeeviennnnnn. 73
4.3.2 As neuroesferas e 0 estresse oXidatiVo .........cccccceeeeeeiiiiiiineieee e 75
. DISCUSSEO ...eeeeeeieeeieiieeieeeutnensesaaa s e s e eaaaaeaaeaeaaeeaneeeesesansnnnnsn seeresnnnnnnnnnnnn 77
R o] o 115 Lo R 79
REFEIENCIAS ...ttt et e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e s s e 81

5 CAPITULO Ill: Potencial terapéutico das células-tronco neurais em

modelos experimentais de epilepsia em ratos Wistar .........cccccceveeeeeennn. 84
RESUIMO ..t e e e et e e e ee e e e ee e eenans 85
ADSEIIACT ..t e e e e e e e e ae e e aaen 86
L0 11 70T (U o= T L UPUPTRP 87
5.2 Material € MELOUOS .......coevviieieeieiiieeiiiiirr e s e e e e e e e e e e ee aeeeeaeaeaaeaeeeeneens 87
5.2.1 Animais e delineamento experimental .............ccoov oo 87
5.2.2 Isolamento e cultura das células-tronCco NeuUrais .............c.ccveeeeeerennee. 88
5.2.3 Rastreamento das células-tronco com Qtracker® 655 .........cccocvevennn 89
5.2.4 Infus@o das neuroesferas NO rato ..........ccevvveieeiiiiiiieeee e 89
5.2.5 Determinacao do estresse oxXidatiVo ..........ccoovvvvevveeeeeiiiiinceeeeeeeieeieiienns 90
5.2.6 Avaliacao histopatolOgiCa ........ceeeveeeeieeiiiiiiieeee e 90
5.2.7 ANAlISES @StAtiSHICAS ....uvvuvvriiiiiiiiiiiiiiiiie e e eeees e e eee s 90
5.3 RESUIAUOS ....ceevviiiieeiieiee ittt e e 91
5.4 DISCUSSAO ...cceiiiiieiiiii ittt e e sttt et e e e e e e e e e bbbe s b e e e ee s 100
5.5 CONCIUSEO e e e e e e e e e e e aeaaeeeeeeaeees 101
[TE] (=T =] [ = LU ESPRURRPR 102
6 CONSIDERACOES FINAIS ..ot 105



INTRODUCAO




22

1 INTRODUCAO

O século XXI esta sendo classificado como o século da convergéncia
tecnolégica uma vex que o agrupamento da ciéncia e da tecnologia fazendo
diferenca na qualidade de vida da sociedade. Desta forma, abre-se a possibilidade
de usar a ciéncia a favor da saude humana por meio da cura de doengas e
disfuncbes até entdo causadoras de grandes males a humanidade: as doencas
neurodegenerativas (EMERICK; MONTENEGRO; DEGRAVE, 2007). Estas doencas
surgem por disfuncdo neuronal (PALOP et al, 2006), acumulo gradual do
enovelamento de proteinas e da aceleracdo da formacdo de agregados
(LANSBURY; LASHUEL, 2006), morte neuronal (BREDESEN et al., 2006) ou da
progressdo de doencas causadas por células ndo neuronais (LOBSIGER;
CLEVELAND, 2007).

A epilepsia é uma doenca neurodegenerativa, caracterizada pela manifestacao
de crises convulsivas recorrentes e espontaneas que se desenvolvem a partir de
alteracGes neuronais em areas do sistema nervoso central, principalmente na regiao
do hipocampo (BRUNTON et al., 2006; NIKALJE et al., 2011).

Devido as alteragBes na excitabilidade neuronal decorrente do processo
epiléptico, ha a formagéo excessiva de radicais livres (FLOYD, 1990; WALDBAUM e
PATEL, 2010). Em condicdes normais, 0 cérebro possui sistemas antioxidantes que
reduzem a atuacdo das substancias prooxidantes, mas o desequilibrio nesse
mecanismo gera um processo fisiopatoldgico que pode ocasionar a toxicidade
celular e, consequentemente, dano ou morte neuronal (HALLIWELL, 2007; GOMES
etal., 2011)

Quando os neurbnios sao perdidos durante a progressao da doenca, 0s
medicamentos se tornam menos eficazes (HUNG et al., 2010). A utilizacdo de
células-tronco e a mobilizacdo de células-tronco enddgenas dentro do cérebro de
adultos tém sido propostas como promissoras terapias para as doencgas
neurodegenerativas (RAMASAMY et al., 2013). Testes em modelos animais tém
demonstrado que a substituicdo neuronal e a reconstrucdo parcial do circuito
neuronal sdo possiveis. Além disso, hd evidéncias em ensaios clinicos que a
substituicdo celular no cérebro doente pode levar a um alivio sintomatico (HITOSHI
et al., 2004; LINDVALL et al., 2004; RAMASAMY et al., 2013).
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Por conta disso, as células-tronco tém sido alvo de muitas pesquisas e
discussbes no meio cientifico, devido a sua elevada plasticidade e ao seu potencial
terapéutico para diversos processos patologicos, tanto em espécies domésticas
como em silvestres (MONTEIRO et al., 2008; ROCHA et al., 2012; PESSOA et al.,
2014; CARVALHO et al., 2015; ARGOLO NETO et al., 2016). A plasticidade é
definida como a capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em diversas
linhagens de células e tecidos (MEIRELLES et al., 2006), tendo, portanto, as células-
tronco neurais como um dos tipos de células-tronco que ao serem cultivadas e
induzidas a diferenciacdo, formam as neuroesferas. Estes aglomerados celulares

podem gerar neurdnios, astrécitos e oligodendrocitos (SAREEN et al., 2009).

Os ensaios clinicos utilizando as células-tronco apresentam graus variados de
éxito, sendo de fundamental importdncia o conhecimento de suas caracteristicas
biol6gicas, necessarias para isolamento, expansao e diferenciagdo em células de
uma linhagem especifica (BERTINE et al., 2009).

Diante disso e da auséncia de um tratamento farmacoldgico apropriado, assim
como a suscetibilidade que a epilepsia pode provocar para outras neuropatologias,
h& o incentivo para a andlise do potencial neurogénico das células-tronco neurais e
a sua aplicabilidade na reparacéo dos danos acometidos por essa doenca (KWAN et
al., 2010). Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial terapéutico das células-
tronco neurais, provenientes da regidao subventricular do cérebro de ratos, na

reparacao de lesdo tecidual em ratos epilépticos.

Essa tese se encontra organizada da seguinte forma: Introducdo sobre a
epilepsia e a utilizacdo das células-tronco como terapia; Revisdo de Literatura,
caracterizando a epilepsia, quanto a sua fisiopatologia e terapéutica, além de relatar
as possibilidades do uso de células-tronco na terapia da epilepsia; Capitulo | -
Utilizacdo de células-tronco neurais como terapia da epilepsia: uma prospeccao
tecnoldgica, relatando uma busca de anterioridade para analise do uso de células-
tronco neurais e neuroesferas na terapia da epilepsia. O capitulo Il T Avaliacdo do
estresse oxidativo em culturas de células-tronco neurais isoladas da regiao

subventricular de encéfalo de ratos, referindo-se ao protocolo de isolamento das
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células-tronco neurais, a sua identificagdo por marcacdo celular com proteina glial
fibrilar acida, e a avaliacdo do estresse oxidativo em culturas de neuroesferas
isoladas da regido subventricular do cérebro de ratos Wistar, tendo em vista a sua
posterior utilizacdo na terapia celular da epilepsia em ratos; O capitulo Il i Potencial
terapéutico das células-tronco neurais em modelos experimentais de epilepsia em
ratos Wistar, relatando sobre a potencialidade terapéutica das células-tronco neurais
na epilepsia por meio de biomarcadores de estresse oxidativo e analise
histopatoldégica em modelos de epilepsia em ratos Wistar. A tese é finalizada com as
consideragdes finais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Epilepsia

A epilepsia € um conjunto de disturbios neurologicos que resultam de um
elevado numero de funcbes cerebrais desordenadas, sendo caracterizadas por
crises recorrentes e espontaneas que, aparecendo subitamente, constituem
episodios intermitentes de atividade elétrica excessiva do cérebro acompanhada dos
correspondentes sintomas clinicos (ENGEL e PEDLEY, 1997; GILLIAM et al., 2004;
VEZZANI e GRANATA, 2005; FABENE et al., 2008). Tal atividade cerebral pode,
eventualmente, interferir no comportamento, na percepc¢do, produzindo uma
variedade de manifestacbes cognitivas, sensoriais e motoras (NOE e MANNO,
2005), além de estabelecer perda de células ou neurodegeneracdao (VEZZANI e
GRANATA, 2005).

A epilepsia é conhecida desde tempos remotos, sendo na Grécia e em Roma
vista como um castigo exercido pelos deuses ou espiritos malignos contra a pessoa.
Foi somente em meados do século XIX que se iniciou a abordagem cientifica do
fendmeno epiléptico (ENGEL e PEDLEY, 1997). Esse disturbio neurologico acomete
1% da populacdo do mundo, representando 60 milhdes de pessoas. Destes, 50%

dos casos de epilepsia comegcam na infancia ou adolescéncia (THURMAN, 2011).

As causas para a ocorréncia das crises convulsivas ainda néo estéo totalmente
elucidadas, mas sabe-se que cicatrizes provocadas por traumatismos cranianos,
interrupcdo do fluxo sanguineo devido acidente vascular cerebral, tumores ou
doencas infecciosas, drogas ou traumatismo de parto podem também desencadear
uma descarga excessiva e anormal nas células nervosas, e assim, levar,
dependendo do local e severidade da descarga, a uma diversidade de formas
clinicas(T! T! NC! OJLU; SERDAKG®D,2a2; TRINKA et al., 2015).
Os breves movimentos involuntarios caracteristicos da epilepsia podem ser por meio
de crise parcial afetando apenas uma parte do cérebro ou por crise generalizada ao

afetar toda a extenséo dos dois hemisférios cerebrais (TRINKA et al., 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hemisf%C3%A9rios_cerebrais
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2.1.1 Fisiopatologia da epilepsia

As crises convulsivas surgem por ictogénese quando ha um rompimento do
equilibrio entre excitagcdo e inibicdo no cérebro (SCHARFMAN, 2007) ou por
epileptogénese ao se transformar em foco gerador de descargas convulsivas devido
lesbes adquiridas do tecido cerebral que induzem uma reorganizagao dos circuitos
cerebrais (SILVA; CABRAL, 2008). Evidéncias clinicas recentes demonstram que a
inflamacdo se faz presente na fisiopatologia da epilepsia humana (VEZZANI,
FRIEDMAN, 2011; VEZZANI et al., 2011).

O desencadeamento convulsivo acontece por alteragdes em varios sistemas de
neurotransmissores (OLIVEIRA et al., 2001), por alteracbes despolarizantes nos
focos epilépticos pelo receptor pds-sinaptico de glutamato do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato) e por excitabilidade intrinseca do sistema nervoso que € intimamente
controlada pela abertura ou bloqueio de canais ibnicos. Estes ultimos, na atual
hipotese fisiopatoldgica, explicam os distlrbios que provocam crises convulsivas por
meio de alteracbes na permeabilidade da membrana celular, interferindo no
desencadeamento das demais formas convulsivas supracitadas (KWAN; BRODIE,
2000).

Os canais ibnicos interferem na excitabilidade dos neurénios por meio da
liberacdo de neurotransmissores, sendo os canais de Na*, K*, Ca*® e CI os mais

alterados nas crises convulsivas (STEINLEIN, 2004).

Os canais de Na' e K* estabelecem o controle do potencial da membrana
neuronal e sdo um dos principais responsaveis pela ripida despolarizacdo dessa
membrana, presente amplamente e de forma desordenada nos processos
epilépticos (KWAN et al., 2001; PISCIOTTA; PRESTIPINO, 2002). Os canais de K",
através do mecanismo voltagem-dependente, auxiliam na repolarizacdo da
membrana do neur6nio despolarizado, que juntamente com os canais de Na’,
evitam a repeticdo do potencial de acdo. A despolariza¢édo € induzida pelo acimulo
extracelular de K* (Di NUZZO et al., 2014), e assim, juntamente com os canais de

sbdio, ativam ou cessam as crises convulsivas (D'ADAMO et al., 2014)

Os canais de Ca*? também s&o voltagem-dependente, pois dependendo de sua
concentragdo celular pode ativar ou inibir a atividade epiléptica, e desta forma, tem

participacdo importante nos processos funcionais do sistema nervoso (CATTERALL,
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2000; SILVA et al., 2014). A partir do influxo de Ca*?, ocorre o aumento desse ion no
meio celular provocando a hiperexcitabilidade no neurdnio e, consequentemente, as
sinapses excitatérias (SILVA; SOUZA; SILVA, 2014). Desta forma, com o
desencadeamento das descargas excessivas, subitas e recorrentes na substancia
cinzenta, ocorrerd 0 aumento do neurotransmissor glutamato e dos ions sodio e
célcio, e diminuicdo do neurotransmissor GABA e dos ions cloreto e potassio,
ocasionando as crises convulsivas. O glutamato, diferentemente do GABA, medeia
as respostas sindpticas excitatérias rapidas (Figura 1). Esse neurotransmissor
possui canais seletivos de cations, principalmente dependentes de Ca*? (Di NUZZO
et al., 2014; RITTER et al., 2004).

Figura 1. Mecanismo e natureza das crises epilépticas por meio da ativacdo dos elementos
excitatorios (glutamato, sédio e célcio).

Celula Glial

Neurdnio Pré-sindptico

uum AUPW

» Lglutamato

@ Glutamina
Neurdnio Pos-sinaplico

Fonte: RITTER e colaboradores (2004)

Legenda: 1 i jons Na' induzem a despolarizacdo de membrana e liberacdo do L-glutamato das
vesiculas; 2 T o L-glutamato se liga aos receptores e abre canais idnicos; 3 1 recaptacédo do L-
glutamato por meio de seus transportadores; 4 i o L-glutamato é degradado em glutamina pela acao
da enzima glutamina sintetase; 5 i transporte da glutamina da célula glial para o neurdnio; 6 i
conversdo da glutamina em L-glutamato pela acdo da enzima glutaminase.
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Em contrapartida, os canais de Cl' estdo associados ao GABA, um dos
principais neurotransmissores inibitorios (DU et al., 2005). Esses canais sao ativados
pelo aumento do volume celular, pela acidificacdo do pH extracelular e por
hiperpolarizagdo da membrana (STALEY, 1994). Desta forma, a concentragéo de CI’
na membrana plasmatica determina se o GABA despolariza ou hiperpolariza a
membrana poés-sindptica (REGESTA; TANGANELLI, 1999). Quando ocorre a crise
convulsiva, o GABA se ligara aos receptores, abrindo um canal por onde entrara
ion cloreto na célula neuronal, fazendo com que a célula fique hiperpolarizada,
dificulte a despolarizagdo e, como consequéncia, da-se a diminuicdo da conducao
neuronal, que provocard a inibicdo do SNC (STALEY, 1994).

Modelos experimentais de epilepsia, especialmente aplicados em
camundongos e ratos, sdo usados para compreender a fisiopatologia da atividade
convulsivante, que se apresenta semelhante a epilepsia de humanos. As analises
desses modelos permitem verificar alteracdes histopatolégicas, fatores
neuroquimicos e comportamentais relacionados ao estado epiléptico (FREITAS et
al., 2006).

2.1.1.1 Modelo de convulséo por pilocarpina

As convuls@es induzidas por pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico
(CAVALHEIRO, 1995), podem gerar perdas neuronais no hipocampo, corpo
estriado, cortex frontal, entre outras areas cerebrais (FREITAS et al., 2007). Ha dois
modelos: pilocarpina administrada em doses de 300-400 mg/kg e em doses de 30-
60 mg/kg, sendo precedido (16-24 h) por administracdo de cloreto de litio (3 mEqg/kg)
para diminuir os prejuizos periféricos (JOPE; MORRISETT; SNEAD, 1986).

A pilocarpina hiperexcita a sintese e a liberacdo da acetilcolina (ACh). Desta
forma, ela modifica a atividade das enzimas do sistema limbico colinérgico e suas
interages com outros neurotransmissores, como, por exemplo, o0 GABAérgico e o
glutamatérgico (FREITAS et al., 2006; EHLERT et al., 1995). A figura 2 demonstra a
neurotransmissao colinérgica. Segundo Fernandes (2013), a liberacdo de ACh ativa
0 receptor muscarinico M1 e bloqueia as correntes de saida de potassio
transmembrana, provocando lesdo neuronal devido ao efeito excitotoxico dos

receptores de glutamato e influxo de Ca*?,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hiperpolariza%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Despolariza%C3%A7%C3%A3o
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Figura 2. Efeitos da neurotransmissao colinérgica induzida por pilocarpina.

SINAPSE COLINERGICA

Ca*2

RECEPTORES SNC
MUSCARINICOS

[ 8 POTASSIO
@ @ IqINN I GLUTAM’AT(é
a+t” ca+
4

HIPERPOLARIZAGAO
LESAO NEURONAL
EXOCITOSE I I

Fonte: Adaptado de EHLERT e colaboradores (1995)

2.1.1.2 Modelo de convulsdo por pentilenotetrazol

O pentilenotetrazol (PTZ) € um antagonista ndo competitivo do receptor GABA,
especificamente do GABAa. Esta caracteristica deve-se a esse convulsivante néo
ocupar o local do receptor, mas apenas se ligar no poro do canal que blogqueia o
movimento de ions que estéo ligados ao GABAA (SCHENBERG et al., 2001; SMITH
et al., 2007).

O mecanismo de acdo do PTZ consiste em inibir os canais de cloreto e o efluxo
de K* do neurdnio que estéo associados aos receptores GABA, (LOSCHER, 1998).
Desta forma, ocorre um desequilibrio no estado excitacao/inibicao (glutamato/GABA)
provocando hiperexcitacdo no neurdnio e crise epiléptica. O nivel dos eventos
convulsivos ap6s a infusdo do PTZ dependera da dose administrada no animal
(JAIN et al., 2011). Doses baixas de PTZ (20 mg/kg) produzem crises de auséncia
(SNEAD, 1999) e doses superiores a 50 mg/kg produzem crises do tipo ténico-
clonicas generalizadas (ENGEL, 1989).

2.1.1.3 Modelo de convulséo por picrotoxina

A picrotoxina (PTX) atua como antagonista do receptor GABA, sendo um
poderoso estimulante do SNC quando utilizado como indutor de convulsdes devido o

seu antagonismo aos receptores GABAérgicos (ZIA et al., 1995).
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Assim como o pentilenotetrazol, a PTX age sobre os canais de cloreto que, ao
bloguea-los, interferem no receptor GABA e, conseguentemente, no receptor
glutamato que age com efeito excitatério neuronal, provocando crises convulsivas,
diferindo por apresentar um desenvolvimento sintomatolégico mais lento. Vale
ressaltar que a picrotoxina ndo apenas reduz o fluxo de cloreto, mas principalmente
atua na frequéncia no tempo de abertura média do canal (NEWLAND; CULL-
CANDY, 1992).

2.1.2 Epilepsia e estresse oxidativo

A elevacdo das funcbes cerebrais desordenadas e a atividade elétrica
excessiva do cérebro, decorrentes da epilepsia, geram radicais livres que podem

causar danos nas macromoléculas celulares, levando, eventualmente, a morte
celular (FRANTSEVA et al., 2000; WALZ et al., 2000).

Os radicais livres estédo presentes em todos o0s sistemas bioldgicos. A producéo
deles ocorre quando, por exemplo, ndo ha a reducdo completa do oxigénio. Ao invés
disso, o oxigénio é reduzido a radicais superoxidos, hidroxil e peroxido de hidrogénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006). Em condig¢fes fisiolégicas normais, o sistema
nervoso possui antioxidantes (glutationa reduzida, superoxido dismutase e catalase)
gue atuam na eliminacdo desses radicais livres. Mas, devido aos seus respectivos
niveis baixos, especialmente da catalase, a regido cerebral tem dificuldade de
eliminar o peroxido de hidrogénio produzido como resultado da epilepsia, e, assim,
gera espécies reativas de oxigénio que causam efeitos deletérios no cérebro
(SHIVAKUMAR et al., 1991; LIANG et al., 2000; PATEL, 2004).

O cérebro possui um baixo sistema antioxidante, que aliado ao seu alto
consumo de oxigénio e elevado teor de acidos graxos poliinsaturados, a regiao fica
extremamente susceptivel a danos oxidativos (BERGAMINI et al., 2004; KHAIROVA
et al., 2012).

Durante o desencadeamento da epilepsia ocorre 0 aumento da peroxidacao
lipidica, principalmente no hipocampo de ratos, demonstrando que os radicais livres

podem estabelecer a neuropatogenia (FREITAS et al., 2004a).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cull-Candy%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1317428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cull-Candy%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1317428
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Além disso, Tran e colaboradores (2005) e Berry e colaboradores (2000)
demonstraram que as convulsdes induzidas também elevam o metabolismo do 6xido
nitrico, que além de ativarem os receptores glutamatérgicos, estimulando a acéo
excitatoria do sistema nervoso central, também atua no bloqueio dos agregados
plaquetérios, interferindo no processo inflamatério. Caso ndo haja a acdo dos
sistemas antioxidantes, danos neuronais irdo ocorree e interferir no desenvolvimento

motor, sensitivo e cognitivo do ser afetado (FREITAS et al., 2004b)

2.1.3 Tipos de crises epilépticas

A epilepsia é classificada de acordo com manifestacfes clinicas, fisiopatologia
e etiologia (SHORVON, 1990). Engel e Pedley (1997) classificaram a epilepsia
guanto a etiologia em crises idiopaticas (a causa do disturbio é devido a
predisposicdo hereditaria, tendo boas respostas a terapia com farmacos
antiepilépticos); crises sintoméaticas (a causa € devido consequéncias geradas por
um transtorno do sistema nervoso central, tendo resisténcia a terapia); e crises
criptogénicas (a causa € oculta e muitas vezes multifatorial). Em 2010, a Comission
on Classification and Terminology da ILAE (International League Against Epilepsy)
substituiu os termos idiopatico, sintomatico e criptogénico por genética, estrutural ou

metabdlica e causa desconhecida, respetivamente (BERG et al., 2010).

A International League Against Epilepsy elaborou um esquema contendo os

tipos de crise conforme a prognose, fisiopatologia e etiologia (Tabela 1).


http://www.ilae.org/

Tabela 1: Classificacéo das crises epilépticas segundo a International League Against Epilepsy
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Grupos de Local afetado Manifestacao
crises
Crise parcial simples
sem comprometimento da
redes neuronais consciéncia
Parciais limitadas a hemisfério Crise parcial complexa

do cérebro

com comprometimento da
consciéncia
Crise secundariamente
generalizada
com comprometimento da
consciéncia e evoluindo para uma
crise convulsiva bilateral

Generalizadas

Redes neurais nos
dois hemisférios do
cérebro

Tonico-clonico
contracédo dos 4 membros com
periodo pds-critico com confusao
mental e sonoléncia
Clénicos
mioclonias (contracdo muscular
subita e involuntaria) repetidas
Tonicas
contracdo muscular por poucos
segundos a minutos
Miocldnicas
contracdo muscular subita
Auséncia
perda ou ndo de consciéncia com
manifestacbes motoras

Desconhecido

espasmos epilépticos

Fonte: BERG et al. (2010).

2.1.4 Terapéutica para epilepsia

O século XXI tem se destacado na abordagem terapéutica da epilepsia, seja

por meios de medicamentos novos ou quimicamente modificados em busca de

melhores perfis farmacoldgicos (BIALER, 2002), seja por meios cirurgicos (WIEBE;
JETTE, 2012) ou ainda pela infusdo de células-tronco (BONNAMAIN; NEVEU;

NAVEILHAN, 2012).

A farmacoterapia € a estratégia mais utilizada no controle das crises epilépticas

ou pelo menos na diminui¢cdo da frequéncia e da severidade da epilepsia (BALDONI

et al., 2013). Mas essa terapia fornece apenas o tratamento sintomatico e ndo o

controle da progresséo da doenca (DEVINSKY, 2004). Apesar disso, a ndo adesao a


http://www.ilae.org/
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essa terapia pode gerar problemas clinicos e econémicos, além do descontrole das
crises (HOVINGA et al., 2008).

O maior conhecimento dos mecanismos de acdo envolvidos no
desencadeamento da epilepsia e o diagnostico preciso aliado a prética clinica sédo
estratégias que propiciam a escolha terapéutica mais adequada para cada tipo de
paciente que apresente esse disturbio (GLAUSER et al., 2013).

A busca por medicamentos mais eficazes para o tratamento da epilepsia tem
sido o desafio de varios pesquisadores. No mercado farmacéutico ja existem varias
farmacos antiepilépticas (Tabela 2), e outras que ainda estdo em processo de
desenvolvimento. Para a descoberta de novos farmacos, é necesséario o
conhecimento dos diferentes mecanismos de acédo da atividade epiléptica, levando
em consideracdo a geracao de compostos que inibam a acdo do neurotransmissor
excitatorio glutamato (BLOOM, 2010); potenciacdo da atividade do neurotransmissor
inibitorio  GABA (SHANK et al., 2000); ativacdo da corrente de potassio
hiperpolarizante (MCNAMARA, 2010); e modulacdo dos canais ibnicos que

propiciem o potencial de agcao nos neurdnios (SHANK et al., 2000).
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Tabela 2: Farmacos antiepilépticas desenvolvidas para controle das crises epilépticas

Antiepilépticos

Atuacéo

Mecanismo de acao

Benzodiazepinicos

Modulagéo do receptor

GABAA
(MCNAMARA, 2006)

4 Frequéncia de abertura
dos canais de ions de
cloreto
- Hiperpolariza a membrana

Fenobarbital

Inibicdo da acéo do
glutamato
(MCNAMARA, 2006)

- Bloqueio dos canais de
sédio provoca o aumenta a
acao do GABA através dos

receptores GABAA.

Valproato
Sodico

Topiramato

Elevacéo da acao
GABAérgica

(COSTA et al., 2012)

Intensificacdo da acéo
GABA
por mecanismos
desconhecidos; Inibicdo
do subtipo AMPA do

receptor de glutamato.
(CZUCZOR; PRZESMYCKI,
2001; MCNAMARA, 2006)

- Inibe os canais de sédio e,
possivelmente, os canais
tipo T de calcio.

- Inibe a conduténcia de
saodio;
v da duracéo das crises
espontaneas;
v frequéncia do potencial
de acdo no neurdnio

Felbamato

Potenciacéo da
neurotransmissao
GABAérgica; Reducéo
do glutamato
(MCNAMARA, 2006)

- Bloqueio dos canais de
sodio e calcio do tipo L
dependentes da voltagem.

Gabapentina

Elevacao da sintese de

GABA
(MCNAMARA,
2006)

- Blogueio das subunidades
U2l do canal
voltagem-dependente

Como ja mencionado, a cirurgia € mais uma alternativa no tratamento da

epilepsia, pois se pode dissecar a parte do encéfalo onde esta localizada a zona
epileptogénica (WIEBE; JETTE, 2012). Mas mesmo realizado essa cirurgia, o

paciente ainda necessita ficar em tratamento farmacologico (KWAN; BRODIE, 2000).

Rogawski e Holmes (2009) sugerem que células pluripotentes humanas podem

ser uma nova terapéutica nao invasiva no tratamento da epilepsia, mas € necessario

investigar se essas células podem agir como agente modificador da doenca.


http://www.galenoalvarenga.com.br/medicamentos/benzodiazepinicos-rivotril-diazepan-lexotam-frontal-e-outros
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Portanto, o tratamento da epilepsia continua a ser um desafio para a ciéncia, ja
gue a terapéutica classica ndo se revelou totalmente satisfatoria (BIALER, 2002).
60% dos pacientes com epilepsia conseguem o controle completo de suas crises
com farmacos antiepilépticas (BROWN et al., 2009) e desses pacientes, alguns
apresentam efeitos colaterais e interacbes farmacoldgicas bastante relevantes
(McCABE, 2000).

2.2 Células-tronco neurais

As células-tronco estdo sendo alvos constantes de investigacdes para o
tratamento de diversas doencas, principalmente as neurodegenerativas
(BONNAMAIN; NEVEU; NAVEILHAN, 2012). Isso se deve a capacidade em se
diferenciarem e autorreplicarem em mdaltiplas linhagens celulares, além de
regenerarem tecidos. O aprimoramento de métodos para o0 crescimento e
diferenciacdo dessas células é a propensao internacional de autorizacdo do seu uso
nas pesquisas (SANTIN; NUNEZ; MOURA, 2015).

As células-tronco, também denominadas células-mé&e ou células estaminais,
dividem-se em células embrionérias e em células derivadas de tecidos adultos.
Estas ultimas linhagens celulares sdo multipotentes (capazes de gerar tipos
celulares que compdem tecidos e Orgaos especificos de seu local de origem) e
pesquisadas para substituicdo, reparo ou incremento de tecidos ou 6rgdos lesados
(FUCHS; SEGRE, 2000).

Dentre a linhagem adulta, tem-se as células-tronco neurais (CTN). Este tipo
celular é proveniente da neuroectoderme (DELEYROLLE; REYNOLDS, 2009),
sendo capaz de se diferenciar em neurdnios, astrocitos e oligodendrocitos, além de

integrar circuitos neurais ou substituir neurdnios danificados (HOSSINI et al., 2015).

Em procedimentos in vitro, as células-tronco neurais formam estruturas
esféricas ndo aderentes, denominadas neuroesferas. Estas células sdo uma mistura
heterogénea de CTN e progenitores especificos (neurdnios, astrocitos e
oligodendrocitos). Além disso, elas podem se apresentar em diferentes fases
mitdticas ou em apoptose, e ainda em interfase ou com processos apoptéticos
(LOBO et al., 2003; MARIANO et al., 2015).
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Schwindt e colaboradores (2005) e Vescovi e colaboradores (1993) afirmaram
gue as neuroesferas podem ser dissociadas e subcultivadas, tendo os fatores EGF
(fator de crescimento epidérmico) e FGF (fator de crescimento de fibroblastos) como
suplementos para o seu desenvolvimento em cultura. Apos a retirada desses fatores
de crescimento do meio de cultivo, as neuroesferas se diferenciam em neurdnio,
astrocito e oligodendrécito (Figura 3). A obtencédo desse tipo celular € um modelo
experimental considerado importante para estudo in vitro devido a obtencao celular

em grande escala para posterior utilizacdo em terapias celulares (SUN et al., 2011).

Figura 3. Isolamento, cultivo e diferenciacdo de células-tronco neurais em neuroesferas, obtidas a
partir da zona subventricular de encéfalo adulto.

células-tronco neurais

FGF/EGF
® BB p%s @
Células- Divisao
tronco assimétrica [}
2
- &l
* aex
Astrocito
2 -8
2 =~ @&« Diferenciacao €€«

Oligodendrocito

Neurosfera
R < { ¢

Neurdnio

Fonte: Adaptado de Schwindt et al. (2005)

Kuhn e colaboradores (1997) mostraram que o FGF induziu a proliferacdo e
expansdo de neuroesferas quando infundido na zona subventricular de cérebro de

ratos adultos. Gritti e colaboradores (1999) também demonstraram que, além do
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FGF, o EGF também é fator de crescimento de cultura de neuroesferas ex vivo, e
gue ambos expressam semelhancas quanto a dinamica de proliferacdo celular das
neuroesferas, apesar de terem efeitos diferentes em células-tronco neurais adultas,
pois estas, ao serem cultivadas somente com FGF, dividem-se lentamente e,

guando cultivados somente com EGF, divide-se mais rapidamente.

Além disso, é necessario, apos infusdo, acompanhar as neuroesferas e as
células-tronco neurais. Isto € possivel por marcadores celulares de superficie, de
morfologia ou intracelular. Porém, inexistem marcadores que diferenciem as CTN
das neuroesferas in vitro, e a diferenciacdo ocorre por meio do comportamento de
cada uma na cultura (LOUIS et al., 2008). Dentre os marcadores celulares mais
comuns a serem usados nas culturas estdo os marcadores intracelulares Nestin
(LENDAHL; ZIMMERMAN; MCKAY, 1990), Sox2 (ELLIS et al., 2004) e GFAP
(DOETSCH; GARCIA-VERDUGO; ALVAREZ-BUYLLA, 1999), além dos marcadores
de superficie Notchl (NAGATO et al., 2005) e o de morfologia Hoechst 33342 (KIM;
MORSHEAD, 2003).

2.2.1 Neurogénese

A descoberta da neurogénese em regides especificas do encéfalo adulto, como
na zona subventricular e no hipocampo, trouxe novas perspectivas para as
pesquisas relacionadas a terapia celular e regeneracdo do sistema nervoso (VAN et
al., 1999).

A neurogénese consiste na formagdo de novos neurdnios por processos
complexos que envolvem divisao celular, especificacdo de destino, diferenciacéo e
integracdo das células-tronco neurais recém-formadas durante toda a vida do
individuo (COLUCCIZD'AMATO; BONAVITA; DI, 2006). Portanto, a formacdo nao
ocorre somente no periodo embrionario dos mamiferos, mas também na idade
adulta (ERIKSSON et al., 1998).

O processo de neurogénese ocorre no cérebro, especificamente na zona do
giro dentado do hipocampo (HSIEH, 2012) e na zona subventricular (HSIEH, 2012;
SPALDING et al., 2013) do ser humano, sendo restrita a essas areas em ratos
(HORNER; GAGE, 2000). A neurogénese no hipocampo ndo € estatica, pois ela

reage aos estimulos fisioldégicos e patologicos. Esses estimulos podem ser
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observados durante um exercicio fisico ou uma crise epiléptica, em que ambas tem
a capacidade de aumentar a neurogénese (KURUBA; HATTIANGADY; SHETTY,
2009).

O estudo desse processo tem se tornado relevante devido a regidao do
hipocampo ser o centro da aprendizagem e da memoria, além de locais de disfuncdo
de vérias doencas neurodegenerativas (KURUBA; HATTIANGADY; SHETTY, 2009).

2.3 Terapia Celular

A capacidade de proliferacdo e diferenciagdo das células-tronco possibilitou
que as terapias celulares fossem tema de extensa pesquisa, proporcionando uma
estratégia promissora para a cura das doencas neurodegenerativas - DND (LUNN et
al., 2011).

As DND representam um desafio para a medicina regenerativa, principalmente
porque ha poucas opcdes terapéuticas (LUNN et al., 2011), e estas ndo permitem a
cura, apenas reduzem os sintomas da doenca, mas a doenca continua a progredir
(ENGELHARDT et al., 2005). Considerando o atual processo de envelhecimento
populacional, essa realidade tende a se agravar, elevando ainda mais os gastos
publicos, que, em alguns paises, passam dos bilhdes de ddélares (LUNN et al.,
2011).

O SNC adulto possui capacidade limitada de autorreparacdo devido a sua
pouca producdo de elementos celulares importantes para regeneracdo apés uma
lesdo. E por isso, que a maioria dos tratamentos dessas lesdes neuronais apenas
aliviam os sintomas e previnem danos correlatados (NAM et al., 2015). No entanto, o
conhecimento sobre neurogénese nas regides subventricular e hipocampo no
cérebro abre a possibilidade de reparacdo desse sistema através da infusdo de

células-tronco, especificamente, de células-tronco neurais (LOSCHER et al., 2008)

Devido a reduzida capacidade proliferativa das células-tronco neurais
endogenas, faz-se necessario o isolamento e expansdo das CTN in vitro, para
aquisicdo de quantidade necessaria que gere eficacia quando utilizadas em
transplantes para reparagédo de lesdes neuronais (NAM et al., 2015). Aggarwal e

Harikumar (2009) afirmaram que o transplante desses tipos celulares contorna essa
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limitacdo enddgena, pois possuem a capacidade de se diferenciar em células
neuronais de todas as linhagens (astrocitos, neurénios e os oligodendrdcitos) e

promovem a autorre novagéo.

InvestigacBes estdo sendo feitas sobre o uso dessas células-tronco e seus
efeitos positivos no tratamento de pacientes com DND diversas, como alotransplante
de células mesencefalicas fetais em Parkinsonianos, que proporcionaram melhora a
longo prazo, inclusive com reinervacdo parcial do nucleo estriado em alguns
pacientes (BJORKLUND; LINDVALL, 2000; RICHARDSON et al., 2005), além da
recuperacao funcional em pacientes com Huntington tratados com neuroblastos de
fetos humanos derivados do ndGcleo estriado (BACHOUD-LEVI et al., 2006).
Contudo, ainda ha alguns obstaculos a serem transpostos, dentre 0s quais
OLANOW e pesquisadores (2003) e BONNAMAIN e colaboradores (2012) citam
disponibilidade tecidual, pureza e viabilidade celular, além dos efeitos colaterais

indesejados.

Outro modelo de terapia celular consiste na estimulacdo da proliferacéo
endogena de células-tronco, na migracao e na diferenciacédo pela infusdo de fatores
especificos, como a transformacéo de fator de crescimento (FALLON et al., 2000),
ou inclusao de FGF e EGF (NAKATOMI et al., 2002)

Por muito tempo as pesquisas envolvendo terapia com células-tronco neurais
centraram-se na doenca de Parkinson, acidente vascular cerebral e lesdo da medula
espinhal. Mas, atualmente, com o conhecimento do processo de desencadeamento
da epilepsia, assim como da perda de tipos especificos de neurbnios nas crises
epilépticas e 0 modo de substituicdo seletiva ou a apreensao de geracdo de danos
dessas areas, fez com que a epilepsia se tornasse um alvo promissor para 0 uso
dessas células na terapia (KWAN; BRODIE, 2000). Ren e Boison (2010) afirmaram
gue células-tronco mesenquimais ja foram isoladas de medula 6ssea para se

verificar o seu efeito neuroprotetor e potencial na epilepsia.

Miller e Bai (2012) afirmaram que ha trés grandes desafios em transpor para a
clinica a terapia com as células-tronco realizada em laboratério. A primeira é se
essas células possuem propriedades funcionais semelhantes aos seus homoélogos
guando testado em roedores, apesar de estudos ja terem demonstrado que modelos

animais podem ser diretamente aplicaveis as células humanas. Outro desafio &
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saber quais as células-tronco mais adequadas com a terapéutica em que se quer
aplica-las, pois as diferentes condicbes dos locais possuem condicbfes mais
adequadas para um tipo de célula do que outros. E o terceiro desafio é a definicdo

dos niveis de heterogeneidade nas populacdes de células transplantadas.
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3 CAPITULO |

UTILIZACAO DE CELULAS-TRONCO NEURAIS COMO TERAPIA DA EPILEPSIA:
UMA PROSPECCAO TECNOLOGICA

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho

Resumo

A Epilepsia € um dos disturbios neurolégicos mais comuns dentre as doengas
neurodegenerativas, e o transplante de células-tronco € uma importante ferramenta
na reparacdo desses disturbios do sistema nervoso. O objetivo desse artigo foi a
realizacdo de uma prospeccao tecnoldgica para avaliar a utilizagdo de células-tronco
na terapia da epilepsia por meio de patentes nas bases de dados nacionais e
internacionais 1 Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), Patentes da
América Latina e Espanha (Latipat) e Escritorio Europeu de Patentes (Espacenet), e
publicacdes cientificas na base de dados Science Direct, utilizando palavras chaves
em portugués, espanhol e inglés, sendo validos os que apresentassem 0s termos
descritos nos campos de pesquisa: titulo e resumo. Observou-se um ndamero
reduzido de patentes relacionadas as palavras-chave células-tronco neurais e
epilepsia/neuroesferas e epilepsia quando comparada as publicacdes de artigos
cientificos, assim como a reduzida protecdo tecnologica em base de dados
nacionais. Portanto, faz-se necessario o estudo de novas terapias para a epilepsia

por meio do uso de tratamentos naturais e promissores na inovacgao tecnoldgica.

Palavras-chave: Células-tronco neurais; Epilepsia; Neuroesferas; Prospeccao

tecnoldgica.
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USE OF NEURAL STEM CELLS FOR THERAPY OF EPILEPSY: AN
EXPLORATION TECHNOLOGY

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho

Abstract

Epilepsy is the most common neurological disorders among the neurodegenerative
diseases and stem cell transplantation is an important tool in the repair of nervous
system disorders. The aim of this papers to carry out a explorations technology to
assess the use of stem cells in epilepsy therapy through patents in national and
international databases - National Institute of Industrial Property (INPI), United
Patents Latina and Spain (Latipat) and European Patent Office (Espacenet), and
scientific publications in the Science Direct database using keywords in Portuguese,
Spanish and English, It is validly to submit the terms described in the search fields:
title and abstract. There was a small number of patents related to specific keywords
to the use of neural stem cells in epilepsy therapy compared to scientific articles
publishing, as well as reduced technological protection in national database.
Therefore, it is necessary to study new therapies for epilepsy through the use of

natural and promising treatments on technological innovation.

Keywords: Neural stem cells; Epilepsy; Exploration technology; Neurospheres.
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3.1 Introducgéo

As CTN, obtidas de regides especificas do sistema nervoso de adultos e fetos,
sao cultivadas in vitro para formar neuroesferas com um misto de CTN e células-
tronco neurais progenitoras (CTNP) quando na presenca dos fatores de crescimento
FGF (VESCOVI et al., 1993; GRITTI et al., 1996) e EGF (BONNAMAIN; NEVEU;
NAVEILHAN, 2012). A retirada desses fatores leva a diferenciacdo das CTNP em
células do sistema nervoso, como astrocitos, neurbénios e oligodendrocitos, o que as
tornam potenciais terapéuticas alternativas para as doencgas neurodegenerativas,
como a epilepsia (CLEVELAND, 2007; HUNG et al, 2010; LOBSIGER,;
BONNAMAIN; NEVEU; NAVEILHAN, 2012).

A descoberta da neurogénese em regides especificas do encéfalo adulto, como
a zona subventricular e o hipocampo, trouxe novas perspectivas para as pesquisas
relacionadas a terapia celular e regeneracédo do sistema nervoso (VAN et al., 1999;
BJORKLUND; LINDVALL, 2000; GAGE, 2002; KIM; de VELLIS, 2009).

A epilepsia é uma doenca neurodegenerativa, que compreende crises
espontaneas e recorrentes causada por alteracfes neurolégicas devido a atividade
elétrica anormal no cortex, especificamente na regido lobo temporal e hipocampo
(FRENCH et al., 1993; HIRTZ et al., 2007; NAEGELE et al., 2010; MARQUES et al.,
2011). Essa doenca continua a ser resistente a tratamento com farmacos
antiepilépticas em 25-36% dos pacientes (KWAN; BRODIE, 2000) representando,
assim, um desafio para a medicina regenerativa devido as poucas opcdes
terapéuticas (LUNN et al., 2011) e estas ndo permitem a cura, apenas reduzem o0s
sintomas da doenca ou retardam seu avanco, e a doenca continua a progredir
(ENGELHARDT et al., 2005; PALOP et al., 2006).

Diante disso, observa-se que as células-tronco neurais representam uma
promessa alcancavel na terapéutica da epilepsia, sendo relevante a realizacdo de
pesquisas com o0 escopo de tentar isola-las, caracteriza-las e aplica-las como terapia
alternativa. Portanto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver uma prospeccao
tecnoldgica, em bases de dados nacionais e internacionais, sobre a utilizacdo desse

tipo celular na terapia da epilepsia.
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3.2 Material e métodos

A prospeccao tecnolégica ocorreu em bases de dados nacionais e
internacionais de pedido de depoésito de patentes e de artigos cientificos. Os
documentos encontrados até o presente momento foram analisados individualmente,
a fim de caracterizar o avanco tecnolégico considerando a area de interesse, 0 ano
de depdsito ou publicacdo, pais de publicacdo e/ou depdsito do artigo e patente,
respectivamente. O levantamento foi realizado em agosto de 2015. Foram utilizados
termos em inglés, espanhol e portugués para a busca nas bases dos pedidos de
depdsito de patentes, e termos em inglés em bases de artigos cientificos, sendo
considerados vdlidos os documentos que apresentassem as palavras-chave

pesquisadas no titulo e/ou no resumo (Figura 1).

Figura 1 i Delineamento realizado nos bancos de dados para a prospeccao tecnologica em células-
tronco neurais e epilepsia.

L Bancos de dados

-

[ Patentes ] Artigos cientificos
INPI L Espacenet ] Science Direct
Latipat
Portugugs
Pormigués Espanhol Inglés Inglés
|
/—’Células—tronco neurais e progenitoras - Neuroesferas \
- Células e tronco e neurais - Epilepsia
- Neuroesferas e epilepsia - Células-tronco neurais e epilepsia
- Antioxidante e neuroesfera - Células-tronco e progenitoras neurais
- Antioxidante e células-tronco neurais - Estresse oxidativo e células-tronco neurais
Qmesse oxidativo e epilepsia - Estresse oxidativo & neuroesferas /

3.3 Resultados

A partir da andlise das palavras-chave: células-tronco neurais e progenitoras;
neuroesferas; células e tronco e neurais; epilepsia; células-tronco neurais e

epilepsia; neuroesferas e epilepsia; células-tronco e progenitoras neurais;
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antioxidante e neuroesfera; estresse oxidativo e neuroesferas; antioxidante e
células-tronco neurais; estresse oxidativo e células-tronco neurais; estresse
oxidativo e epilepsia, foi obtido os numeros de pedidos de patentes depositados e

artigos cientificos por base de dados de acordo com os termos utilizados (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo de pedidos de depésito de patentes e artigos cientificos por palavras-chave
nos bancos de dados do INPI, Latipat, Espacenet e Science Direct.

Palavras-chave INPI Latipat Espacenet Science Direct
Células-tronco neurais e progenitoras 1 2 366 3498
Neuroesferas 0 1 49 587
Células e tronco e neurais 3 31 1655 e
Epilepsia 19 1288 6256 30064
Células-tronco neurais e epilepsia 0 1 4 292
Neuroesferas e epilepsia 0 0 0 27
Células-tronco e progenitoras neurais 0 1 366 8411
Antioxidante e neuroesfera 0 0 0 320
Estresse oxidativo e neuroesferas 0 0 0 544
Antioxidante e células-tronco neurais 0 0 0 5276
Estresse oxidativo e células-tronco 0 0 0 8663
neurais
0 0 0 6696

Estresse oxidativo e epilepsia

Fonte: dados das pesquisas nas bases de dados.
Legenda: INPI - Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (palavras-chave em portugués);
Latipat i patentes depositadas na Espanha e em paises da América Latina (palavras-chave em
portugués e espanhol); Espacenet 7 patentes depositadas em mais de 90 paises, inclusive nos
Estados Unidos, China, Japédo, Coréia do Sul, Alemanha e Brasil (palavras-chave em inglés).

* Nao é possivel a busca de artigo por esse tipo de palavra-chave.

Na consulta das palavras-chave aos bancos de dados nacionais e
internacionais para pedido de depoésito de patentes relacionados ao tema desta
pesquisa encontrou-se 23, 1324 e 8696 patentes nas bases INPI, Latipat e
Espacenet, respectivamente; e na consulta ao banco de dados Science Direct
obteve-se 64378 artigos (Tabela 1). Estes dados mostram que a quantidade de

patentes nas trés bases de dados pesquisadas representam aproximadamente 16%
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da quantidade de artigos cientificos publicados na base de dados analisada. Além
disso, foi observado que dentre as patentes depositadas na INPI em relacdo a
terapia da epilepsia, todas estéo relacionadas ao uso de outros tipos de substancias
e nao as células-tronco; na base Latipat que compreende as patentes depositadas
na América Latina e Espanha, a terapia da epilepsia, assim como outros disturbios
neuroldgicos como o acidente vascular cerebral e a isquemia, é pela utilizacdo de
células-tronco embrionarias; e na base Espacenet as patentes encontradas também
sdo com células-tronco embrionérias, além de células-tronco mesenquimais
derivadas de placenta e células estaminais neurais. Esta Ultima esta relacionada a
sua inclusdo em uma composicdo farmacéutica no tratamento de pacientes com

distarbios do SNC ou sistema nervoso periférico.

Ja em relacdo a base de dados dos artigos cientificos, foi observado a
utilizacdo de CTN e de neuroesferas na terapia da epilepsia um total de 292 e 27
artigos, respectivamente (Tabela 1). No primeiro caso, a grande maioria trata-se de
artigos de revisdo mencionando o potencial terapéutico para o uso desse tipo celular
em pacientes acometidos por epilepsia, e no segundo dado trata-se do isolamento
celular ou infuséo na regido cerebral com sua respectiva resposta celular. As demais
palavras-chave pesquisadas trazem como resultados a sua aplicacdo na terapia da

epilepsia como também em outras doencas que acometem o ser humano.

Em relacdo a evolugdo nos pedidos de deposito de patentes, foi analisada a
progressdo anual de patentes nas bases de dados ja mecionadas anteriormente
(Figura 2).
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Figura 2. Evolucdo anual de pedidos de depdsitos de patentes referentes ao uso de CTN ou
neuroesferas em distdrbios neurolégicos na base de dados INPI, Latipat e Espacenet.

10 - 0

8 i

Numero de Patentes
(o))
\

Anos de depdsito de patente

Fonte: Dados das pesquisas nas bases de dados.

A partir de 2001, houve o aumento do niumero de patentes, principalmente na
Espacenet (depdsito de patentes de mais de 90 paises) em relacdo ao uso de CTN,
neuroesferas ou células progenitoras na terapia de disturbios neuroldgicos,
principalmente a epilepsia, sendo bem elevada a quantificagcdo dos pedidos de

depdsitos no ano de 2011.

Além disso, na figura 2 observa-se que houve uma reducdo no numero de
pedidos de depoésitos de patentes no ano de 2012 quando relacionado a
guantificacado dos dois anos anteriores.

Em relacdo aos paises de origem dos depositantes na base de dados
pesquisadas, entre os 4 depositantes listados na pesquisa com o uso das CTN ou
neuroesferas na terapia da epilepsia, os Estados Unidos da América (EUA) detem 2

patentes, seguida pela China e Republica da Coréia com uma patente cada um.

A figura 3 mostra a evolu¢do anual das publicacdes de artigos cientificos na
base de dados Science Direct correlacionando as palavras-chave células-tronco
neurais e neuroesferas com epilepsia. Observa-se que a partir de 2008 as
publicacbes de artigos tenderam a aumentar em relagdo aos anos anteriores,
principalmente a partir de 2013, mostrando assim a relacdo na evolucdo anual de

publicacdes entre artigos e patentes. Deve-se ressaltar que a publicacdo de artigo



61

continuou nos anos 2014 e 2015, mas ndo se observou patentes depositadas

nesses mesmaos anaos.

Figura 3. Evolucdo anual da publicacdo de artigos cientificos referentes ao uso de CTN ou
neuroesferas em distlrbios neurolégicos na base de dados Science Direct.
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Fonte: Dados das pesquisas nas bases de dados.

3.4 Discusséao

A prospeccao tecnoldgica visa a busca de anterioridade das pesquisas
cientificas e tecnolégicas para que a partir da mesma seja possivel ampliar a
capacidade de antecipacdo, direcionando novos estudos ou completando os ja
existentes a fim de influenciar de forma significativa na atividade de inovagéo no
ambito empresarial, bem como no meio académico (AMPARO; RIBEIRO;
GUARIEIRO, 2012; OLIVEIRA-JUNIOR; ALMEIDA, 2012).

O monitoramento de informagcdo sobre um tema ao qual se deseja
cientificamente desenvolver deve constar da coleta, andlise e estruturagdo dos
dados obtidos. As principais fontes de informacdo em que se baseiam sdo as de
natureza técnica e cientifica por meio de artigos de periodicos, patentes,
conferéncias, etc. (AMPARO; RIBEIRO; GUARIEIRO, 2012).

Ao relacionar os termos epilepsia e neuroesferas observa-se que ndo ha
pedidos de depdsito de patentes nas bases de pesquisa, provavelmente devido a
tecnologia inerente nos estudos dessa area comecar a serem feitos recentemente a

partir da descoberta da neurogénese em regides especificas do encéfalo adulto e
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suas aplicacdes promissoras principalmente na terapia de Parkinson e Alzheimer
(BJORKLUND; LINDVALL, 2000; RICHARDSON et al., 2005; LUNN et al., 2011).

Na pesquisa realizada nas bases de dados, o INPI foi o que apresentou o
menor numero de pedidos de depdsito de patentes. Isto pode ser justificado pelas
objecBes ético-religiosas a utilizacdo das células-tronco, as incertezas geradas pelas
possiveis aplicacdes terapéuticas dessas células, bem como ao cenario regulatério,
ainda em construcdo no pais. No cenario internacional, somente a partir de 2001
elevou-se o numero de patentes devido a autorizagdo da pesquisa com células-
tronco embrionarias nos Estados Unidos (pais com maior nimero de patentes nessa
8rea) e, C 0 n s e q weamentorde pedgeisa com linhagens de células-
tronco por recursos federais (DINIZ; AVELINO, 2009).

Entretanto, houve uma reducéo de patentes e artigos no ano de 2012 devido
novamente a interferéncia das questdes ético-religiosas ao uso das células-tronco,
aliado, especificamente a patente, ao decorrente tempo necessario para que um
pedido de depdsito fosse aprovado e indexado em uma base de patente privada

apos sua publicacéo.

3.5 Concluséao

A andlise dos pedidos de depésito de patentes e dos artigos cientificos sobre
CTN, neuroesferas e células progenitoras na terapia da epilepsia até agosto de 2015
permite inferir que essa tecnologia, apesar de ndo ser recente, esta com um nimero
bastante reduzido de patentes até a presente data da pesquisa, possivelmente
refletindo, principalmente no caso do Brasil, a auséncia de investimento nacional em
pesquisas, inovacao e desenvolvimento de tecnologias e, refletindo mundialmente a
grande burocracia envolvida no processo de protecdo de pesquisa e aos entraves

ético-religiosos em relacéo a utilizacdo dessas células-tronco.
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4 CAPITULO I

AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CULTURA DE CELULAS-TRONCO
NEURAIS ISOLADAS DA REGIAO SUBVENTRICULAR DE ENCEFALO DE
RATOS WISTAR

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho

Resumo

As células-tronco neurais tem a capacidade de se diferenciarem em outros tipos
celulares, e atualmente estdo sendo utilizadas como alternativa terapéutica. Este
estudo avaliou o estresse oxidativo em culturas de células-tronco neurais isoladas
da regido subventricular de encéfalo de ratos. Foi realizado o isolamento das
células-troncos neurais para posterior teste de viabilidade por meio de teste com
azul de tripan, identificagéo por Qtracker® e marcacao por imunofluorescéncia para
células-tronco (Nestin) e astrécito (GFAP). Os niveis de peroxidacao lipidica, teor de
nitrito, concentracdo de glutationa reduzida e atividades das enzimas superoxido
dismutase e catalase foram avaliadas nas células com 1, 7 e 30 dias de cultivo
celular a fim de verificar o estresse oxidativo das culturas. Os resultados mostraram
gue o procedimento de isolamento das células-tronco neurais foi satisfatério, com
95% de viabilidade celular e positividade na marcacdo com Nestin e GFAP.
Verificou-se que no 1° dia de cultura celular houve estresse oxidativo, mas no 7° dia
de cultura essa situacao foi revertida, proporcionando protecdo as membranas das
células pela acdo dos antioxidantes glutationa reduzida, superdxido dismutase e
catalase, assim como no 30° dia. A avaliacdo do estresse oxidativo e padronizacéo
do isolamento de células-tronco neurais podem alterar o sistema antioxidante na

cultura, e assim, interferir na dindmica celular quando utilizadas em terapias.

Palavras-chave: Caracterizacdo celular; Células-tronco neurais progenitoras;

Estresse oxidativo; Neuroesferas.
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EVALUATION OF OXIDATIVE STRESS IN CULTURED NEURAL STEM CELLS
FROM THE RAT BRAIN SUBVENTRICULAR ZONE

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho

Abstract

Progenitor neural stem cells have the ability to differentiate into other cell types, and
they are currently being used as a therepeutic alternative. This study evaluated the
oxidative stress in cultured neural stem cells isolated from the subventricular region
of rat brain. It was performed the isolation of neural stem cells with subsequent
viability test by trypan blue test, identification by Qtracker® and lebeling by
immunofluorescence for stem cells (Nestin) and astrocyte (GFAP). The levels of lipid
peroxidation, nitrite content, reduced glutathione concentration, and superoxide
dismutase and catalase enzyme activity were evaluated in cells with 1, 7 and 30 days
cell culture to verify oxidative stress in the cultures. The results demonstrate that the
neural stem cell isolation procedure was satisfactory with 95% cell viability and
positive in labeling with Nestin and GFAP. It was found that on the first day of cell
culture there was oxidative stress, but on the 7th day of culture, this situation was
reversed, protecting cell membranes by the action of the antioxidants reduced
glutathione, superoxide dismutase and catalase, as well as in the 30th day. The
evaluation of oxidative stress and standardization of isolating neural stem cells can
alter the antioxidant system in culture, and thus interfere with the cellular dynamics

when used in therapies.

Keywords: Cell characterization; Neurospheres; Oxidative stress; Progenitor neural

stem cells.
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4.1 Introducéo

As células-tronco tem a capacidade de se diferenciarem em diversos tipos
celulares, assim como se autorrenovarem (SANTIN; NUNEZ; MOURA, 2015).
Devido a essas caracteristicas, esses tipos de células, e especificamente as células-
tronco neurais, estdo sendo utilizadas como alternativa terapéutica para doencas
neurodegenerativas (BONNAMAIN; NEVEU; NAVEILHAN, 2012), pois elas séo
capazes de se diferenciarem em linhagens celulares especificas do sistema
nervoso, além de integrarem circuitos neurais ou substituirem neurénios danificados
(HOSSINI et al., 2015).

Para a obtencéo desses tipos celulares, € essencial que se padronize a técnica
de isolamento celular para que haja uma reprodutividade constante, além de
caracteriza-las e avaliad-las para que o processo de utilizacdo das células-tronco
neurais nas terapias ndo se propague de forma inapropriada, induzindo os
pesquisadores ao erro e prejudicando o uso dessa alternativa nas terapias das
doencas neurodegenerativas (KEEFER et al., 2007; MUNOZ et al., 2008)

O estresse oxidativo € uma ameaca constante para a manutencéo das culturas
celulares (WICKENS, 2001; DASURI et al., 2013). Ele ocorre quando ha excessiva
producdo de radicais livres devido ao desequilibrio dos sistemas prooxidantes e
antioxidantes desencadeados por fatores enddgenos ou exdgenos (SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004; VON BORELL, 2001; LIOCHEV, 2013), podendo alterar
drasticamente a funcdo celular ao induzir danos no DNA, inibir processos que
ocorrem no nivel de mitocéndrias e lesionar estruturas celulares por peroxidagao
(DASURI et al., 2013).

Os radicais livres sdo encontrados em todos os sistemas biolégicos e sao
capazes de reagir com todos os componentes celulares, culminando com a morte
celular (MARTIN et al., 1998; RIBEIRO, 2006; SANZ et al., 2006). Em condi¢des
normais, 0 mecanismo de defesa enzimatico mantém a integridade celular
(POWERS et al., 1994; DAJAS, 2012).

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade das enzimas antioxidantes,
assim como detectar os niveis de peroxidacao lipidica, glutationa reduzida e nitrito

em culturas de neuroesfera, isoladas da regido subventricular de encéfalos de ratos
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Wistar, averiguando a interferéncia no desenvolvimento celular para posterior

utilizacdo em terapias.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Isolamento e cultivo de células-tronco neurais - CTN

A coleta, o isolamento e o cultivo das CTN foram realizados no Nucleo
Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco (NUPCelt/UFPI). Os
procedimentos metodolégicos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA/UFPI) n® 001/14.

As CTN foram obtidas a partir da regido subventricular do encéfalo de quatro
ratos Wistar, adultos com 2 meses de idade, com peso de 250 g, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui.
Os animais foram mantidos em condigdes controladas de iluminagao (ciclo de 12h
claro/ escuro) e temperatura (25 = 2 °C), recebendo racéo padréo do tipo Purina e
agua ad libitum. Estes animais foram eutanasiados apds a conten¢do quimica com
50 mg/kg/peso corporal de Cetamin (Rhobifarma Pharmaceutical Industry Ltda)
associado a 2 mg/kg de Xilazin (Rhobifarma Pharmaceutical Industry Ltda) por via
intramuscular, e apés quinze minutos da contencdo quimica inicial, foi administrado
150 mg/kg de tiopental sédico (CHEMIE®) dose letal por via intramuscular em cada
animal. Confirmado o Obito, realizou-se a dissecacéao, coleta e cultivo das células,
seguindo o protocolo descrito por Azari e colaboradores (2010) com modificacdes
(Figura 1).
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Figura 1: Protocolo de isolamento das células-tronco neurais (CTN) da regido subventricular (RSV) do

encéfalo de ratos Wistar.
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Legenda: DMEM/F-12 (Meio de cultivo celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient mixture
F-12 Ham), EGF (fator de crescimento epidérmico), FGF (fator de crescimento de fibroblasto).

As células isoladas foram incubadas em 5 mL de tripsina com posterior inibi¢cao
em mesma quantidade de meio DMEM/F-12. As células passaram por uma
centrifugacdo a 110 g por 5 min, com posterior filtracdo em malha 40 um; em
seguida, no pellet resultante adicionou-se Meio Neural (DMEM/F-12 + GlutaMax™
Gibco® Life Technologies™, suplemento N-2 (100x Gibco® Life Technologies™),
EGF [20 ng/mL] (Gibco® Life Technologies™), FGF-basico [10 ng/mL] (Gibco® Life
Technologies™), heparina sédica 0,2% e penicilina-estreptomicina 10% (Gibco® Life
Technologies™), passando por trés centrifugacdes sucessivas a 110 g por 5 min
(Excelsa® centrifuga refrigerada, MOD. 280R), havendo troca de meio neural entre
cada uma dessas centrifugacdes. As células foram plaqueadas em garrafas 25 cm? e
cultivadas em meio neural até o 15° dia de cultivo, e apds esse periodo foi retirado
os fatores de crescimento EGF e FGF. As garrafas de cultura foram acondicionadas
em estufa de CO;, a 5% com temperatura mantida em 37°C. O meio de cultura foi
trocado em média a cada 3 dias, e monitorado diariamente para observacdo da
formacdo de neuroesferas pelo sistema computacional de analise de imagens
(LEICA® QWIN D4000, UK-Cambridge).
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4.2.2 Viabilidade, identificacdo e Marcagao celular

A cultura de neuroesferas foi submetida ao ensaio de viabilidade celular com
Trypan Blue (Gibco® Life Technologies™), além de identificacdo celular com
Qtracker® 655 Cell Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific), e marcada por anticorpos
primarios Nestin (Rat-401, Santa Cruz Biotechnology®, inc.) e GFAP (2A5, Santa
Cruz Biotechnology®, inc.), e anticorpo secundario Goat anti-mouse IgG-FITC (Santa
Cruz Biotechnology®, inc.), a fim de se identificar a presenca dessas CTN na cultura.
O meio com células suspensas, ao 15° dia de cultura, foi removido e centrifugado a
110 g por 5 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e

ressuspendeu-se as células em 1 mL de meio neural.

Para a mensuracdo da viabilidade celular foi homogeneizado a suspensao
celular com o azul de Tripan, e uma gota da suspensao foi colocada em camara de
Neubauer para contagem celular em microscopio (BIOVALi L2000A). Foram
contabilizadas as células vivas (coloracdo clara i capacidade de expulsar o azul de
tripan da célula) e as células mortas (coloracdo azul T perdeu a capacidade de
expulsar o azul de tripan por meio da membrana comprometida) para o calculo

percentual.

A identificagao celular por Qtracker Cell Labeling 655° foi feita mediante a sua
incubacdo com a suspensao celular por 1 h, a 37°C. Em seguida, foi centrifugada a
110 g por 5 min para a obtencao do pellet celular que foi ressuspendido em 1 mL de
PBS buffer (GIBCO® Life Technologies™).

A imunofluorescéncia pelo anticorpo Nestin e GFAP, marcadorores de células-
tronco indiferenciadas e de astrécitos, respectivamente, ocorreu inicialmente com a
fixacdo das neuroesferas com formaldeido 4%, permeabilizacdo com 0,1% de Triton
X-100 e em seguida, incubacdo em tubos distintos com o0s anticorpos primarios
Nestin e GFAP por 1 h. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes com
PBS e incubadas, também em tubos distintos com o anticorpo secundario Goat anti-
mouse IgG-FITC por mais 1 h, sendo lavadas novamente por trés vezes com PBS.

Foram preparadas laminas a fresco para analise em microscopia de fluorescéncia.
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4.2.3 Determinacéo do estresse oxidativo

A andlise do estresse oxidativo foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em
Neuroquimica Experimental (LAPNEX/UFPI). A cultura com as células-tronco
neurais foi centrifugada a 110 g por 5 min nos dias 1, 7 e 30 do cultivo celular. O
pellet formado foi homogeneizado com tampao fosfato de sédio pH=7,4 (pellet +
tampao [peso pellet em pL]) e utilizado para as dosagens de superéxido-dismutase
(SOD), catalase (CAT), nitrito, proteina total, glutationa reduzida (GSH) e
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) em espectrofotbmetro AJX-
3000PC (Figura 2).

Figura 2. Determinacdo dos niveis de superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), nitrito, proteina
total, glutationa reduzida (GSH) e substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) de células-
tronco neurais em cultivo celular por espectrofotdmetro, seguindo protocolos especificos.
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4.2.3.1 Determinacgéo dos niveis de peroxidacao lipidica e teor de nitrito

Os ensaios TBARS foram utilizados para quantificar a peroxidacéo lipidica,
seguindo o método previamente descrito por Draper e Hadley (1990). O homogenato
(250 pL), previamente preparado, foi levado para banho maria (37°C/ 15 min)
juntamente com o acido tricloroacético 10% (1 mL) e solucdo de &cido tiobarbitlrico
0,67% (1 mL). Apds o resfriamento, a amostra foi centrifugada com n-butanol (2 mL)
a 188 g por 5 min. A fase butandlica de coloracéo rosa foi tomada para leitura em

espectrofotometro a 535 nm.

Para determinar o teor de nitrito na cultura de células-tronco neurais, foi
adicionado em um tubo 500 €L do reagente d
de células a 10%. Foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 560 nm (GREEN;
TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981).

4.2.3.2 Determinacdo da atividade superoxido dismutase, catalase e glutationa

reduzida

O homogenato celular foi centrifugado (80 g, 45 min), e 0 sobrenadante usado
para ensaio de atividades de SOD. A atividade da SOD foi testada usando meio
reacional (tampao fosfato de potassio - pH 7,8, xantina, cianeto de potassio i 200
uM, e EDTA T 1 mM, pH 6,8), homogenato e xantina oxidase para gerar radicais
superoxido, sendo feita a leitura em espectrofotbmetro a 550 nm apos 6 min
(FLOHE; OTTING, 1984). A concentracdo de proteina total foi medida pelo método
de Lowry e colaboradores (1951).

A atividade da CAT foi medida pelo método que usa H,O, para gerar H,O e O,.
O meio reacional (H,O,, Tampao Tris HClI 1M e H,O destilada) foi misturado ao
homogenato, sendo realizada a leitura em espectrofotometro (230 nm, 6 min). Com
a amostra branco, foi feito a leitura na absorbancia relativa a 230 nm com apenas 1
mL do meio reacional (CHANCE; MAEHLY, 1955).

A concentracdo de GSH utilizou o método descrito por Sedlak e Lindsay
(1968). O homogenato foi centrifugado (472 g, 15 min) juntamente com H,O e acido
tricloroacético 50%. O sobrenadante foi homogeneizado com tampéo Tris HCI (pH
8,5) e DTND (0,01 M) para posterior leitura em espectrofotometro em 412 nm.
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4.2.4 Andlises estatisticas

Os dados numéricos obtidos foram descritos como meédia + erro padrdo da
média. A analise estatitica foi analisada por analise de variancia (ANOVA) com teste
Student Newman Keuls, sendo considerado estatisticamente diferente o valor de
p<0,05. O programa utilizado para essa andlise e para a confeccdo dos graficos foi
GraphPad Prism® verséo 6 para Windows (San Diego, CA, EUA).

4.3 Resultados
4.3.1 Obtencgéo e identificagdo das neuroesferas

Os isolados de CTN dos ratos foram acompanhados em cultura por 30 dias a
fim de se visualizar a formacdo e modificacbes das neuroesferas. Estes tipos
celulares apresentaram tamanho e morfologia variados. No 1° dia da cultura, as
células-tronco neurais tiveram morfologia pleomérfico (Figura 3A); do 7° ao 15° dias
formaram as neuroesferas e apresentaram-se morfologicamente esféricas (Figura
3B; 3C); e no 30° dia algumas neuroesferas apresentaram inicio de desagregacao
celul ar com forma-«o de fHAesp?2culasodo e out

diferenciagao celular (Figura 3D).
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Figura 3. Fotomicrofotografias da cultura de CTNP isoladas da regido subventricular do encéfalo de
ratos Wistar. A. Primeiro dia de cultivo celular (células com tamanho e morfologia difusas), 10x. B.
Formacédo de neuroesferas com morfologia esférica, 7 dias de cultivo, 10x. C. Neuroesferas com 15
dias de cultivo, 95% de viabilidade celular, 10x. D. Células em 30 dias de cultivo iniciando
desagrega-«o0 celul ar e )edfareaciagioceldla (DA)eBxp2 cul aso (D

A cultura celular identificada com Qtracker Cell Labeling 655 (Figura 4A; 4B) e
marcada com GFAP (Figura 4C; 4D) e Nestin (Figura 4E; 4F) emitiram fluorescéncia
das células. A imunopositividade para GFAP - Dapi (Figura 4C) e GFAP - FITC
(Figura 4D) apresentou formato esferéide e intensidade caracteristicos para

neuroesferas, pois houve marcacao da proteina &cida fibrilar glial.



