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APRESENTACAO

Esta tese estd organizada em trés capitulos:
Capitulo I: Introdugao

Capitulo II: Efeito do transplante de células mononucleares da medula dssea sobre o
metabolismo cerebral da glicose in vivo e o comportamento depressivo no modelo

experimental de epilepsia cronica induzido por pilocarpina.

Capitulo III: Transplante de células-tronco neurais (NSC) derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) apds status epilepticus ameniza o
desenvolvimento de epilepsia cronica e preserva fungdes de memoria, cogni¢ao e

depressao.
O Capitulo I compreende uma introducao sobre epilepsia e terapia celular.

O Capitulo II compreende de Resumo, Abstract, Objetivos, Materiais e Métodos,
Discussdo, Resultados e Conclusdes referentes ao trabalho desenvolvido no Laboratorio de
Neurociéncias e Centro de Pesquisa Pré-Clinica do Instituto do Cérebro do Rio Grande do
Sul (InsCer) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sob a
orientacdo do Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa. Nos anexos deste capitulo, esta inserido o
parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), figuras suplementares ¢ o artigo

original submetido a revista Epilepsia.

O Capitulo III é composto por Resumo, Abstract, Objetivos, Materiais e Metddos,
Discussao, Resultados e Conclusdes referentes ao trabalho desenvolvido durante o periodo
de doutorado sanduiche no Institute for Regenerative Medicine da Texas A&M University

Health Science Center, sob orientagcdo do Prof. Dr. Ashok K. Shetty.

Na secdo “Apéndices” estdo os artigos cientificos publicados dentro da linha de pesquisa

em epilepsia e células-tronco.
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Capitulo 1

Introducao



1. EPILEPSIA

Estima-se que a incidéncia da epilepsia atinja cerca de 1% da populacio nos paises
desenvolvidos e cerca de 2% nos paises em desenvolvimento, apesar das dificuldades
metodoldgicas para a determinacdo e obtencdo de dados acerca desta doenga (Sander and
Hart 1999, Engel 2001). Atualmente o tratamento medicamentoso das epilepsias ¢
essencialmente sintomatico, visando primariamente o controle das crises através de
farmacos antiepilépticos. No entanto, aproximadamente 30% dos pacientes ndo respondem

a esta terapéutica, tornando-se refratarios ao tratamento (Loscher 2002).

A epilepsia compreende uma ampla categoria de sindromes caracterizadas por crises
espontaneas e recorrentes resultantes de um disparo intenso, sincronizado e ritmico de
populagdes neuronais no sistema nervoso central (SNC) e de excitabilidade excessiva, na
auséncia de condicdo toxico-metabolica ou febril (Gastaut 1973, Rogawski and Porter
1990, McNamara 1994). Fatores causais, tais como predisposi¢ao individual, presenca de
lesdo cerebral ou alteragdes bioquimicas ou elétricas no cérebro podem estar envolvidos no

desenvolvimento da epilepsia (Guerreiro, Guerreiro et al. 2000).

1.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT)

Entre as epilepsias refratarias ao tratamento medicamentoso, aquelas com origem no
lobo temporal sdo as mais frequentes (Valério 1995, Blumcke, Beck et al. 1996, Yacubian
1998). A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ caracterizada clinicamente pelo
desenvolvimento gradativo de crises espontaneas e recorrentes (CERs) — crises parciais
complexas, com ou sem generalizagdo secundéria associada a progressiva perda neuronal e
declinio do desempenho cognitivo, independentemente da doenga subjacente. Na maioria
das vezes, antes da apresentagdo de CERs, os pacientes experimentam crises convulsivas
febris prolongadas na infancia ou outros danos iniciais nos primeiros anos de vida, seguido
de periodo livre de crises que perdura por um longo tempo. Alguns estudos sugerem que
essas crises convulsivas febris prolongadas possam estar envolvidas com o

desenvolvimento da ELT (Dube, Brewster et al. 2009).



Em um estudo foi mostrado diferengas fenotipicas entre os hipocampos de pacientes
com epilepsia mesial do lobo temporal que apresentaram crises convulsivas febris e os que
ndo apresentaram essas crises durante a infancia, como por exemplo, maior perda neuronal
no hipocampo dos pacientes que apresentaram essas crises anteriormente (Bando, Alegro et
al. 2011). As crises do lobo temporal frequentemente iniciam-se entre os 5-10 anos de vida,
quando respondem aos farmacos anti-epilépticos, mas recorrem durante a adolescéncia, ou
mais tarde, quando, em geral, passam a ndo mais responder adequadamente ao tratamento

medicamentoso (Engel 1996).

As crises do lobo temporal tendem a seguir uma sequéncia de eventos relativamente
fixa. Um fendmeno clinico bastante comum nos pacientes com ELT ¢ a presenga da aura na
fase ictal, ou seja, imediatamente antes do inicio de uma crise parcial complexa. Esta
consiste de uma sensa¢do de mal epigéstrico ascendente, sensagdes dismnésticas (déja vu) e
psiquicas — medo subito desproposital, alucinacdes olfatorias e gustativas. As
manifestagdes decorrentes das crises parciais complexas, que geralmente duram 1 a 2
minutos, iniciam com parada de atividade, olhar fixo ndo responsivo, postura distonica,
automatismos oroalimentares € motores estereotipados. Apdés a remissdo da crise, o
paciente pode apresentar desorientacdo, amnésia do evento, déficit de memoria recente e
afasia. Uma avaliagcdo neuropsicologica do paciente com ELT pode revelar distarbios de
memoria. Esta disfungdo € proporcional ao grau de atrofia das estruturas mesiais, sobretudo

do hipocampo (Yacubian 1998).

Na maioria das ELT ha comprometimento das estruturas mesiais do lobo temporal,
estabelecendo-se a esclerose mesial temporal (EMT) (Leite and Cavalheiro 1998). As
principais modificacdes fisiopatologicas da EMT incluem morte neuronal, gliose reativa,
brotamentos de colaterais axonicas das células granulares (fibras musgosas) na regido da
camada molecular interna do giro denteado, alteracdes na morfologia e localiza¢do dos
dendritos, e neurogénese na camada subgranular do giro denteado (Blumcke, Beck et al.
1999, Blumcke, Thom et al. 2002, Guedes, Galvis-Alonso et al. 2006). Alguns pacientes
com ELT, também, podem apresentar esclerose do lobo temporal associada com a esclerose
hipocampal. A ELT com a esclerose do hipocampo ¢ frequentemente associada com

comprometimento da memoria (Motamedi e Meador, 2003). Em um estudo foi verificado



que, aproximadamente, 11% dos pacientes com esclerose hipocampal eram acompanhados
de esclerose do lobo temporal, sugerindo que este processo seja acompanhado de uma
displasia re-organizacional e uma extensdo da EMT como uma patologia separada (Thom,

Eriksson et al. 2009).

A perda de sub-populagdes neuronais especificas € uma caracteristica de diversos
distarbios neurologicos, e em grande parte dos casos de epilepsia do lobo temporal ocorre
extensiva perda neuronal dentro de regides especificas do hipocampo. Em estudos sobre a
EMT, observou-se uma perda neuronal gradual nos varios subcampos hipocampais (Figura
1) atingindo em ordem decrescente: CAl e setor de Sommer (pré-subiculo); hilo do giro
denteado (GD) e CA3; células granulares do GD e CA2 (Blumcke, Beck et al. 1999).
Também aparece perda neuronal em outras dreas mesiais temporais como na camada III do
cortex entorrinal (Du, Whetsell et al. 1993) e no nucleo lateral da amigdala (Pitkanen,

Tuunanen et al. 1998).
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Figura 1. Figura comparativa entre hipocampo humano normal e esclerdtico. A) Espécimem de autdpsia
controle mostrando hipocampo humano normal. B) Esclerose hipocampal em Espécimem cirrgico, com
perda neuronal extensiva no hilo (h) e nas areas de CA3 e CAl, e sobrevivéncia de neurdnios de CA2 e

subiculares (sub) (Sloviter 2005)

Existem teorias que tentam explicar como a estrutura hipocampal estd envolvida
com o inicio das CERs, sendo que a morte das células musgosas da regido hilar parece ser

um mecanismo fundamental para o quadro epileptogénico. A teoria das “células em cesto



dormentes” postula que a morte neuronal do hilo do giro denteado promove uma perda da
excitagdo das células GABAérgicas em forma de cesto, que por sua vez deixam de inibir as
células granulares e estas passam a apresentar maior saida excitatoria. Ja a hipdtese do
“brotamento sinaptico” propde que a perda do alvo das células granulares, provocada pela
morte das células musgosas, induz uma reorganizagao sindptica ¢ axonal destas em direcao
a camada molecular interna do hilo do giro denteado, criando um circuito recorrente
monossinaptico excitatorio entre as células granulares. A veracidade destas teorias tem sido
contestada tanto do ponto de vista fisiologico como anatémico. No entanto, acredita-se que
estas hipodteses nao sao excludentes, e que tanto os mecanismos de reorganizagdo axonal,
como os de desinibi¢cdo poderiam estar envolvidos no processo de epileptogénese da EMT

(Sloviter 1991, Leite and Cavalheiro 1998).

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA

Foram desenvolvidos diversos modelos animais de epilepsia ou de crises
epilépticas. Os principais induzem uma cascata de eventos moleculares e estruturais que
resultam em modificagdes nas propriedades neuronais intrinsecas, bem como nas redes
neuronais, tornando-as epileptogénicas. Nos modelos denominados agudos, o animal
apresenta crises convulsivas somente durante a agdo do agente indutor, enquanto que nos
modelos ditos cronicos as crises recorrem a intervalos variados de tempo ap6s a indugdo,
podendo acompanhar toda a vida do animal (Cavalheiro, Leite et al. 1991, Sanabria and
Cavalheiro 2000). Dentre os modelos cronicos de epilepsia sintomatica incluem os modelos
nos quais a epilepsia ¢ induzida por métodos quimicos ou elétricos em animais previamente
sadios (Kandratavicius, Balista et al. 2014). J4 os modelos genéticos empregam animais
com mutagdes espontaneas ou animais transgénicos € knockout para o desenvolvimento da

epilepsia (Suzuki 2004).

Os principais modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal envolvem
condi¢des nas quais a epilepsia € consequéncia de um dano encefélico induzido por um
episodio agudo de status epilepticus (SE), este podendo ser desencadeado através da
aplica¢do de convulsivantes quimicos, como pilocarpina (PILO) ou 4cido cainico (KA), e

pode durar varias horas (Cavalheiro, Riche et al. 1982, Leite, Bortolotto et al. 1990). O



dano cerebral induzido pelo SE nos animais pode ser considerado equivalente a uma injuria
precipitante inicial vista em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial, a qual
geralmente ¢ apresentada como crise febril prolongada (Mathern, Babb et al. 1996). Nesses
modelos, o SE ¢ interrompido depois de determinado tempo e ¢ seguido de um periodo
latente variavel (Leite, Garcia-Cairasco et al. 2002). Apds o periodo latente, inicia-se a fase
cronica, que se caracteriza pela ocorréncia de crises espontdneas e recorrentes, as quais
podem persistir por toda a vida (Coulter, McIntyre et al. 2002). Assim, em geral, estes
modelos reproduzem melhor a epilepsia humana, porque apresentam CERs precedidas por
uma fase de laténcia e alteragdes neuropatoldgicas semelhantes aquelas encontradas em
individuos com ELT. Os avangos tecnologicos permitiram estudos funcionais/metabdlicos
do cérebro, tais como os exames de tomografia por emissdao de positrons (PET, do inglés
Positron Emission Tomography) utilizando a flior-desoxiglicose marcada com Fluor-18
('F-FDG) que permite visualizar a atividade metabdlica cerebral utilizando equipamentos
de microPET para animais de pequeno porte (Mirrione, Schiffer et al. 2007). Esta técnica
tem sido utilizada na investigagdo das alteragdes metabolicas no cérebro de varios
disturbios cerebrais, incluindo a epilepsia e doencas neurodegenerativas, € podem agora ser
avaliados em animais de pequeno porte (Goffin, Bormans et al. 2008, Guo, Gao et al. 2009,
Jupp, Williams et al. 2012, Lee, Park et al. 2012, Choi, Kim et al. 2014, Zimmer, Parent et
al. 2014).

Tanto na epilepsia do lobo temporal humana quanto em modelos experimentais de
epilepsia cronica, a perda progressiva de neuronios correlaciona-se com o acometimento de
estruturas importantes na memoria e aprendizagem, comprometendo estas fungdes
(Sarkisian, Tandon et al. 1997). Evidéncias clinicas, complementadas por estudos pré-
clinicos sugerem que ha um grande déficit cognitivo apds o SE, inferido através de medidas
de aprendizagem ou memoria. Em particular, ha relatos do comprometimento tanto da
memoria explicita, quanto da memoria implicita (Liu, Gatt et al. 1994, Holmes 1997). A
propagacao das crises a partir dos focos epilépticos para as areas adjacentes ¢ acompanhada
por varios sintomas comportamentais € cognitivos, uma vez que varias das regioes
responsaveis por essas fungdes sdo afetadas na ELT (Vlooswijk, Jansen et al. 2010,

Braakman, van der Kruijs et al. 2012).



O hipocampo ¢ uma regido vital para as fungdes de memoria, cognig¢ao, depressao e
humor (Deng, Aimone et al. 2010, Samuels e Hen 2011), sendo a regido mais afetada pela
epilepsia do lobo temporal. Desta perspectiva, estratégias de intervencdo que sao eficientes
para prevenir ou restringir a progressdo da lesdo na memoria, disfuncdo de humor e
desenvolvimento da epilepsia cronica possui imenso valor. As intervencdes terapéuticas
ideais sdo aquelas capazes de promover neurogénese com a incorporacdo adequada de
novos neurdnios nos circuitos hipocampais danificados (Shetty 2014). Esses requisitos sdo
importantes porque a neurogénese do hipocampo desempenha papéis vitais na formagao de
memorias dependentes do hipocampo e a manutencao da fungdo humoral (Deng, Aimone et
al. 2010, Snyder, Soumier et al. 2011). Assim como, a probabilidade de que a neurogénese
anormal segue apds a lesdo e contribui para uma reorganiza¢do sindptica aberrante no
hipocampo, bem como, disfungdes de memodria e humor, e o desenvolvimento da ELT

cronica (Scharfman e Gray 2007, Shetty 2014).

1.2.1 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina

Dentre os modelos farmacolégicos disponiveis, o da epilepsia induzida por
pilocarpina (PILO; um agonista colinérgico muscarinico) ¢ um dos que mais se aproxima
da ELT. Inicialmente descrito por Turski e colaboradores (Turski, Cavalheiro et al. 1983),
este modelo cronico de epilepsia tem sido utilizado com o intuito de avaliar os mecanismos
envolvidos na epilepsia da infincia bem como as consequéncias imediatas e tardias das
crises epilépticas. Este modelo reproduz as condigdes necessarias para a inducdo de uma
sintomatologia semelhante aquela observada durante uma crise epiléptica, bem como
alteracdes morfologicas idénticas as observadas em tecido epiléptico humano (Cavalheiro,

Leite et al. 1991).

Extraida das folhas das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus
microphyllus, a PILO ¢ um alcaloide que induz um estado comportamental cronico que
parece depender da facilitacdo de descargas em salva em neurdnios hipocampais, por meio
do bloqueio de correntes i6nicas de potéassio, que sdo dependentes da ativacdo muscarinica

(Im) (Sanabria e Cavalheiro 2000). A partir da ativagdo de muitos neuronios durante o SE



induzido pela PILO, ocorre uma ativagdo secundaria do sistema glutamatérgico e assim,
excitotoxicidade no hipocampo e demais estruturas. O dano neuronal excitotoxico agudo
associado a outras alteracdes moleculares leva a morte neuronal, mecanismos de
reorganizacdo sinaptica, sinaptogé€nese e neurogénese no giro denteado, bem como
mudancas nas propriedades -eletrofisioldégicas neuronais. Alteragdes decorrentes na
circuitaria hipocampal compdem um quadro permanente de epileptogénese (Sanabria e

Cavalheiro 2000).

O modelo de pilocarpina ¢ amplamente utilizado em uma série de estudos.
Dependendo dos objetivos dos experimentos, sdo usadas diferentes dosagens de
pilocarpina, procedimentos de pré e pods-tratamento, € também, diversas linhagens de
animais (Curia, Longo et al. 2008). Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro
de, no minimo, 30 minutos. Os ratos apresentam crises epilépticas de intensidade variavel,
caracterizadas por imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades,
ataxia e crises tonico-clonicas. Esta crise aguda ¢ seguida por um periodo latente, com
normalizacdo progressiva do EEG, sendo uma fase em que o animal permanece sem crises
comportamentais ¢ que dura em média 14 a 25 dias. A partir dai, surgem crises epilépticas
espontaneas recorrentes, caracterizando a fase cronica (Leite, Bortolotto et al. 1990,
Cavalheiro, Leite et al. 1991). Neste modelo, a perda neuronal estd localizada
principalmente nas regides do hipocampo, cortex piriforme e entorrinal, tdlamo, amigdala e
neocortex (Turski, Cavalheiro et al. 1983). Além disso, a extensdo da lesdo hipocampal esta

diretamente relacionada com a durag¢ao do SE (Lemos ¢ Cavalheiro 1995).

1.2.2  Modelo experimental de Epilepsia Induzida por Acido Cainico (KA)

O 4cido cainico (KA) ¢ um anéalogo de L-glutamato e um agonista de receptores de
cainato ionotropicos extraido de algas vermelhas (Digenea simplex) encontradas em aguas
tropicais e subtropicais. Assim como o modelo da pilocarpina, o modelo de epilepsia
induzida pelo KA também ¢ amplamente utilizado para o estudo da ELT (Levesque e Avoli
2013) e foi um dos primeiros compostos utilizados para modelar ELT em roedores
(Sharma, Reams et al. 2007). A administragdo sistémica ou intracerebral de KA causa

despolariza¢ao neuronal, principalmente no hipocampo, consequentemente dando origem



as crises epilépticas (Ben-Ari, Lagowska et al. 1979, Cavalheiro, Riche et al. 1982, Hellier,
Patrylo et al. 1998).

Os animais submetidos a injecdo de KA apresentam crises espontaneas e
recorrentes, com generalizagdo secundaria na maioria das vezes e freqiiéncia variavel, e
geralmente acompanhada de esclerose hipocampal (Raedt, Van Dycke et al. 2009). As
crises comportamentais sdo muito similares aquelas apresentadas no modelo da pilocarpina,
com trés fases tipicas da epilepsia: fase aguda, fase latente e fase cronica (Leite, Garcia-
Cairasco et al. 2002). Para a inducao de SE por injecdo de KA sistémica, os animais
geralmente recebem doses graduais via intraperitoneal (Rao, Hattiangady et al. 2006,
Hattiangady e Shetty 2010), e doses menores para a administracdo intracerebral (Shetty,

Zaman et al. 2005).

Os animais apresentam crises epilépticas de intensidade variavel, caracterizadas por
imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises
tonico-clonicas, mais uma vez semelhante ao modelo da pilocarpina. Esta crise aguda ¢
seguida por um periodo latente, com normalizacdo progressiva do EEG
(eletroencefalograma), sendo uma fase em que o animal permanece sem crises
comportamentais ¢ que dura em média 30 a 60 dias. A partir dai, surgem crises epilépticas
espontaneas recorrentes, caracterizando a fase cronica do modelo (Rao, Hattiangady et al.

2006, Hattiangady e Shetty 2008).

1.3 DEPRESSAO NA EPILEPSIA

A depressao representa uma das comorbidades mais comuns em pacientes com
epilepsia (Kanner 2003). Embora os aspectos psicossociais desses pacientes possam
contribuir para a depressdo associada a epilepsia, existe um consenso crescente de que esta
condicdo tem base neurobiologica (Kanner 2005). Evidéncias clinicas e experimentais
sugerem que os desequilibrios em tais neurotransmissores como GABA, glutamato,
norepinefrina e serotonina, os quais sdo comumente observados em pacientes com

epilepsia, podem contribuir para o desenvolvimento da depressdo (Kanner 2006,
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Kondziella, Alvestad et al. 2007). Um estudo clinico enfatizou deficiéncias similares no
funcionamento do sistema adrenocortical hipotaldmico pituitario em pacientes com
epilepsia e aqueles com depressao (Zobel, Barkow et al. 2004). Alguns relatos clinicos tém
implicado a neurodegeneracdo ou disfuncdo do hipocampo no desenvolvimento de
depressao em pacientes com epilepsia (Gilliam, Maton et al. 2007, Shamim, Hasler et al.

2009).

O estabelecimento e a validagdo de modelos animais que apresentem essa
comorbidade na epilepsia sdo fundamentais para a compreensdo dos mecanismos dessa
condi¢do, e para o desenvolvimento pré-clinico de novas terapias. A depressdo tem sido
descrita em alguns modelos de epilepsia experimental (Sarkisova, Midzianovskaia et al.
2003, Jones, Salzberg et al. 2008, Mazarati, Siddarth et al. 2008). De fato, varios
medicamentos antiepilépticos, podem causar comportamento depressivo, enquanto alguns
antidepressivos aumentam o risco de crises, particularmente em situagdes de overdose
(Hesdorffer e Kanner 2009). A intervengao cirurgica da epilepsia pode ser uma eficiente
opcao para estes pacientes, mas a remoc¢ao da area epileptogénica pode determinar eventual
perda de fungdes cerebrais limitando o nimero de pacientes que podem receber este
tratamento (Paglioli, Palmini et al. 2004, Paglioli, Palmini et al. 2006). Dentro desse
panorama, torna-se fundamental que sejam estudadas e disponibilizadas novas alternativas

terapéuticas, entre elas a terapia com células-tronco.

1.4 TERAPIA CELULAR

As células-tronco (CT) representam uma unidade natural do desenvolvimento
embrionario e da reparacao tecidual e constituem um subconjunto de células imaturas, que
tém como caracteristica serem indiferenciadas e ndo-especializadas. Assim, estas células
apresentam a capacidade tanto de se autorregenerar, quanto de se diferenciar através de
uma determinada via molecular e originar diferentes linhagens celulares (Figura 2)

(Morrison, Shah et al. 1997).

As células-tronco s3o em geral classificadas como células-tronco embrionérias e

células-tronco adultas ou somaticas. As células-tronco embrionarias sdo derivadas do
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blastocisto e sdo consideradas pluripotentes, isto ¢, t€ém a capacidade de originar células
derivadas das trés camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma. Ja as
células-tronco adultas ou somaticas sdo células indiferenciadas que, no entanto, se
encontram em tecidos diferenciados (especializados). Essas células sdo responsaveis pelo
reabastecimento tecidual ao longo da vida e estdo presentes na maioria dos tecidos, tais
como, o0 sangue, a pele, o figado, o coracdo e o cérebro (Morrison, Shah et al. 1997, Kaji e

Leiden 2001).

Endoderme
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Figura 2. Modelo da diferenciacio das células-tronco. A partir de uma célula pluripotente, as células-
tronco perdem gradualmente seu potencial de diferenciagdo. Células-tronco multipotentes tém potencial de
transdiferenciacdo em linhagem neuronal. HSC: célula-tronco hematopoiética; MSC: célula-tronco

mesenquimal; NSC: célula-tronco neural. Adaptado de Carney e Shah, 2011 (Carney e Shah 2011).

Como resultado do progresso continuo do conhecimento a respeito da capacidade
regenerativa do sistema nervoso e do potencial terapéutico das células-tronco, houve um
grande aumento no interesse em se estudar estratégias baseadas em terapia celular para o
tratamento de doencas neuroldgicas (Figura 3). A hipdtese se baseia na ideia de que, uma
vez introduzidas no SNC, essas células poderiam promover a reposi¢do das células perdidas
durante o curso da doenga ou ainda modular a regeneracdo enddgena e cascatas

inflamatoérias através da expressao de fatores troficos.
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Figura 3. Aplicacido de células tronco no SNC. As células-tronco seriam isoladas e transplantadas no
cérebro doente ou medula espinhal, diretamente ou apos pré-diferenciagdo em cultura para tipos especificos

de neuronios e células gliais (Lindvall e Kokaia 2006).

Dois tecidos amplamente utilizados para a coleta de células-tronco adultas sdo a
medula dssea e o sangue de cordao umbilical. Nestes tecidos, as células-tronco sao
encontradas na fragdo mononuclear que, apds separadas das demais células, apresentam a
importante caracteristica de expressarem marcadores de células indiferenciadas (Kobylka,

Ivanyi et al. 1998).

Recentemente, estudos t€ém demonstrado que o transplante de células-tronco tem
melhorado a fun¢do em modelos experimentais de acidentes vasculares cerebrais (Haas,
Weidner et al. 2005), doenga de Parkinson (Kim, Auerbach et al. 2002), doenga de
Huntington (Dunnett e Rosser 2004), traumatismo raquimedular (Koda, Okada et al. 2005,
Kaminski, Falavigna et al. 2013), esclerose lateral amiotréfica (Venturin, Greggio et al.
2016), hipoxia-isquémia (de Paula, Vitola et al. 2012, Greggio, de Paula et al. 2014) e
epilepsia (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).
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1.4.1 Células-tronco da medula 6ssea (CTMO)

A MO ¢ uma fonte permanente de células-tronco e contém trés tipos de populagdes:
células-tronco hematopoiéticas (CTH), células-tronco mesenquimais (CTM) e
possivelmente progenitoras endoteliais (Korbling e Estrov 2003). J4 foi demonstrado que as
células da MO podem dar origem, in vivo, a células de outras linhagens como microglia e
neurdnios (Eglitis, Dawson et al. 1999, Brazelton, Rossi et al. 2000, Mezey, Chandross et
al. 2000). A incorporagdo destas células no tecido nervoso parece ser intensificada frente a
um dano tecidual. Ainda, mesmo que estas células ndo regenerem o tecido lesado por
diferenciagdo em determinado tipo celular, ¢ provavel que a recuperacdo de fungdes
cerebrais ou estabilizagdo da doenca neurologica ocorra por outros mecanismos bioldgicos,
tais como, a liberacao de citocinas, ativagao de células enddgenas ou expressao/modulacao
de fatores troficos. Além disso, as células-tronco da MO tém se mostrado eficazes em
muitos estudos com modelos experimentais de inimeras doengas do sistema nervoso, como
em lesdes da medula espinhal (Koda, Okada et al. 2005), acidentes vasculares cerebrais
(Haas, Weidner et al. 2005), doenca de Parkinson (Levy, Bahat-Stroomza et al. 2008) e
também na epilepsia (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-
Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015).

A fracdo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) utilizada como
tratamento neste trabalho consiste em diferentes tipos celulares, incluindo mondcitos,
precursores mesenquimais e endoteliais, que podem ter diferentes potenciais terapéuticos
(Costa-Ferro, Souza et al. 2012). Essas células podem ser facilmente obtidas a partir de um
pequeno volume de medula dssea do proprio paciente, sem necessidade de serem
expandidas em culturas, evitando maiores manipulagdes. Portanto, as CMMO fornecem
uma fonte facilmente acessivel de células para a realizagdo de transplantes autologos,

visando a translacdo deste tratamento na epilepsia.
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1.4.2 Células-tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC)

A Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (SCNT do inglés Somatic Cell
Nuclear Transfer), desenvolvida por John Gurdon, em 1962, foi a técnica precursora da
reprogramagdo de células somadticas, mostrando que ovocitos de anfibios anucleados sdo
capazes de restaurar a pluripoténcia ao material nuclear extraido de células adultas (Gurdon
1962). Apos, a técnica SCNT foi reproduzida em diversos tipos celulares, incluindo
humanos e outros mamiferos (Campbell, McWhir et al. 1996, Chesne, Adenot et al. 2002,
Chung, Eum et al. 2014, Nityanandam e Baldwin 2015).

A técnica de geragdo de células pluripotentes através da reprogramacdo de
fibroblastos de camundongos, e apos, de células humanas, foi desenvolvida pelos
pesquisadores japoneses Kazutoshi Takahashi e Shinya Yamanaka (Takahashi e Yamanaka
2006, Takahashi, Tanabe et al. 2007). Em seus experimentos, os pesquisadores realizaram a
reprogramagdo de células somadticas através da ativagdo de fatores de transcricdo pela
transfeccdo de genes que conferem a pluripoténcia celular. Estas células foram
reprogramadas pela adicao de quatro diferentes genes: OCT4, KLF-4, SOX-2, E C-MYC,
por meio de vetores virais. As células produzidas por esse método sao chamadas de células-
tronco pluripotentes induzidas (iPSC do inglés Induced Pluripotent Stem Cells) e sao muito
similares as células-tronco embrionarias (ESC, do inglés Embryonic Stem Cells),
apresentando as mesmas caracteristicas de auto renovacao e potencial de diferenciacdo em
linhagens dos trés folhetos embrionarios (Fries, Blieden et al. 1994, Takahashi e Yamanaka
2006). O Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, no ano de 2012, foi dividido entre os
pesquisadores Gurdon e Yamanaka, por apresentaram uma mudan¢a no paradigma
referente a compreensao da diferenciacao celular e da plasticidade de células diferenciadas

(Nityanandam e Baldwin 2015).

Desde entdo, diversos métodos visando aumentar a eficiéncia de protocolos de
reprogramagdo, manuten¢do e diferenciacdo das iPSC vem sendo aprimorados e
desenvolvidos com sucesso, permitindo a geracdo de varios subtipos celulares in vitro. As
1PSC podem ser geradas de pacientes portadores de uma determinada doenca ou individuos
saudaveis e, posteriormente, diferenciadas em células adultas especificas. A diferenciagao

celular a partir das iPSC ¢ considerada uma ferramenta de grande utilidade para a busca de
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novas drogas, contando com o desenvolvimento de modelo celular de diversas doencas e

terapia celular (Zhang, Zhang et al. 2013).

1.4.2.1 Células-tronco neurais (NSC)

Em particular, um grande ntimero de estudos demonstrou enorme interesse em
células-tronco neurais (NSC, do inglés, Neural Stem Cells) por elas poderem ser geradas a
partir de diferentes tipos de células, como ESC e iPSC ou ainda, por poderem ser obtidas a
partir de regides do cérebro adulto em desenvolvimento (Hattiangady e Shetty 2011,
Hattiangady e Shetty 2012, Shetty 2012, Shetty 2014) (Figura 4). Muitos estudos recentes
demonstraram que as NSCs podem sobreviver a transplantes intracerebrais, serem
introduzidas em regides danificadas do cérebro, secretar fatores neurotroficos, o que
influencia na sobrevivéncia de células hospedeiras e promove recuperagao funcional em
modelos de doengas neurologicas (Turner e Shetty 2003, Waldau, Hattiangady et al. 2010,
Shetty 2011, Shetty 2014, Shetty e Upadhya 2016, Upadhya, Hattiangady et al. 2016).
Além disso, estudos exploram a possibilidade do uso de NSC como um tratamento
prospectivo para contencao de epileptogénese e prevencao do desenvolvimento da ELT
cronica, diminuindo a disfungdo de humor e memoria causados por danos no hipocampo

(Chu, Kim et al. 2004, Hattiangady e Shetty 2012).

=

Disease Modeling

/-’ Neurohs ﬁ /
~ / (£ Drug Discovery
. . t Pl ; \ Astrocytes
N

=

Toxicity Screening

Cell Therapy



16

Figura 4. Reprogramacio, diferenciacio e aplicacio das iPSC. Células somaticas adultas podem ser
reprogramadas através de genes de transfeccdo gerando células pluripotentes induzidas (iPSC). As iPSC
podem ser diferenciadas em diversos tipos celulares, incluindo células progenitoras neurais, estas podendo se
diferenciar em diferentes linhagens neuronais, bem como astrocitos e oligodendrocitos. Essas células
neurodiferenciadas podem ser utilizadas para diferentes finalidades como geracdo de modelos celulares de
diversas patologias, busca por novos farmacos, avaliagdo da toxicidade e para o uso como terapia celular no

tratamento de diferentes doecas. Fonte: Stem Cell Technologies.

1.4.3  Terapia celular na epilepsia

Na epilepsia, a exemplo de outros disturbios do sistema nervoso central, hd perda de
sub-populagdes neuronais, o que representa uma consequéncia importante na patogenia da
doenca. Esta observacdo vem estimulando a pesquisa que objetiva repor os neurdnios
perdidos durante o processo da doencga, bem como os mediadores fisiologicos que eles
produzem (DaCosta 2012). Nos ultimos anos, um grande numero de abordagens
alternativas usando diferentes terapias celulares vem sendo estudado e mostrando inimeros
efeitos benéficos no tratamento da epilepsia (Shetty e Hattiangady 2007, Acharya,
Hattiangady et al. 2008, Shetty 2011), tais como cé¢lulas GABAérgicas (Gernert, Thompson
et al. 2002, Thompson 2009, Cunningham, Cho et al. 2014, Shetty e Upadhya 2016),
neurdnios/progenitores neurais derivados de células-tronco embrionérias (Ruschenschmidt,
Koch et al. 2005, Carpentino, Hartman et al. 2008), células precursoras estriatais
(Hattiangady, Rao et al. 2008), células-tronco/fetais hipocampais (Rao, Hattiangady et al.
2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, Shen, Liu et al. 2010), células mononucleares da
medula 6ssea (CMMO) (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011,
Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al.
2015), células-tronco mesenquimais (CTM) (Li, Ren et al. 2009, Abdanipour, Tiraihi et al.
2011, Long, Qiu et al. 2013), células-tronco neurais (Chu, Kim et al. 2004, Jing, Shingo et
al. 2009, Hattiangady, Kuruba et al. 2010, Waldau, Hattiangady et al. 2010, Hattiangady e
Shetty 2012, Miltiadous, Kouroupi et al. 2013, Hattiangady, Bates et al. 2015), entre outros

tipos celulares.

O nosso grupo de pesquisa vem explorando e demonstrando um eficaz potencial

teraputico das células mononucleares da medula 6ssea no modelo experimental de
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epilepsia induzida por pilocarpina. Em nosso laboratério, demonstrou-se que a
administracio de CMMO em animais com epilepsia aguda impede o aparecimento de CERs
em curto prazo, bem como diminui a frequéncia de crises quando os mesmos animais sao
avaliados 120 dias apos o transplante (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010). Adicionalmente,
verificou-se a preservacao da densidade de neurdnios hipocampais, bem como das sinapses
na colateral hipocampal de Schaeffer, nos animais que receberam tratamento celular
quando comparados com controles epilépticos ndo-tratados. Ainda, em estudos
subsequentes, demonstramos que ha diminuicdo da frequéncia de crises ndo somente
quando os animais sdo tratados no periodo agudo da doenga, mas também quando o
transplante ¢ feito durante o periodo cronico (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro,
Souza et al. 2012). As CMMO também revertem o déficit cognitivo associado ao modelo
da pilocarpina (Venturin, Greggio et al. 2011), além de proteger contra a perda neuronal e
gliose reativa relacionadas ao modelo de epilepsia estudado (Costa-Ferro, Vitola et al.

2010, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).

Entretanto, as células administradas foram raramente encontradas no encéfalo dos
animais transplantados, sugerindo que o mecanismo responsavel pela prevengdo das crises,
pela reducao da perda neuronal e pela reorganizacdo da rede hipocampal nao esteja
relacionado a diferenciagdo direta das células imaturas transplantadas em células nervosas.
Dados obtidos pelo nosso grupo indicam que entre os mecanismos de agao das CMMO
podem estar relacionados com a modulagdo da resposta inflamatdria, alterando os niveis de
citocinas como IL-1f, IL-6, TNF-a e IL-10, bem como com a modula¢do da expressdo de
fatores troficos BDNF, GDNF, NGF, VEGF e TGF-B1 (Costa-Ferro, Souza et al. 2012,
Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Recentemente, foi
demonstrado que o transplante autélogo de CMMO em pacientes com epilepsia do lobo
temporal mesial apresentou reducdo das crises recorrentes € uma melhora significativa da
memoria, além de evidenciar também, a seguranca do tratamento (DaCosta, Portuguez et al.

2016).

Além da avaliacdo do efeito terapéutico da administracdo de células-tronco em
modelos experimentais de epilepsia, estudos vém evidenciando a utilizagdo de sistemas de

imagem nao-invasivos, como o microPET afim de verificar as repercussdes in vivo do



18

transplante dessas células. Esse sistema permite que se visualize e quantifique dados
moleculares funcionais in vivo em animais de pequeno porte, ¢ tem sido amplamente
utilizado na investigacdo de aspectos relacionados a terapia celular na epilepsia,

especificamente no modelo da pilocarpina.

A utilizacao das iPSCs para compreensao dos mecanismos das epilepsias e para
futuras aplicagdes terapéuticas esta evoluindo rapidamente e se tornando uma estratégia
singular. Modelos in vitro de iPSC s3o de valor significativo para investigar novos
compostos farmacoldgicos para diversas doencas neuroldgicas, incluindo a epilepsia.
Adicionalmente, proporcionam uma alternativa terapéutica com um grande potencial para o
tratamento da epilepsia do lobo temporal, uma vez que possuem a capacidade de gerar
células-tronco neurais, progenitores neurais € tipos especificos de neurdnios, os quais
podem se integrar e reparar o sistema nervoso epiléptico. Avancos em varias areas ainda
sd0 necessarios para impactar significativamente o desenvolvimento de pesquisas na
epilepsia e a terapia celular utilizando estas abordagens, porém células derivadas de iPSCs
de pacientes com epilepsia tém demonstrado potencial para revelar subjacentes mecanismos
envolvidos na doenga e identificar potenciais tratamentos (Du e Parent 2015, Parent e
Anderson 2015, Tidball e Parent 2016). Outra abordagem para utilizagdo de iPSC na
epilepsia € o seu uso para a terapia celular através do transplante de células-tronco neurais
derivadas de iPSC em modelos animais e a posterior avaliacdo dos seus efeitos terapéuticos
diretamente no cérebro lesionado, acompanhando assim, a integracdo dessas células em

redes de desenvolvimento e maturacdo in vivo.

Além da sua capacidade para modelar a patologia molecular e celular da epilepsia,
as 1IPSCs humanas s3o uma grande promessa terapéutica como fonte autdloga de material
para terapia celular para o tratamento das epilepsias (Southwell, Nicholas et al. 2014). Os
estudos envolvendo a utilizacdo de iPSC para o tratamento da epilepsia em modelos
experimentais, geralmente, diferenciam as iPSC em células-tronco neurais e/ou
progenitoras neurais e estas sao transplantadas no cérebro de animais com epilepsia. Estes
estudos buscam explorar a sobrevivéncia, migracao e integracdo dessas c€lulas no sistema
nervoso, para posteriormente, avaliar os beneficios terapéuticos (Hattiangady and Shetty

2012, Shetty 2014). Assim como, outros estudos demonstram grande potencial na
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utilizacdo de interneuronios derivadas de iPSC de pacientes para o tratamento das
epilepsias (Zipancic, Calcagnotto et al. 2010, Maisano, Litvina et al. 2012, Shetty e
Upadhya 2016).
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1. EPILEPSIA

Estima-se que a incidéncia da epilepsia atinja cerca de 1% da populacio nos paises
desenvolvidos e cerca de 2% nos paises em desenvolvimento, apesar das dificuldades
metodoldgicas para a determinacdo e obtencdo de dados acerca desta doenga (Sander and
Hart 1999, Engel 2001). Atualmente o tratamento medicamentoso das epilepsias ¢
essencialmente sintomatico, visando primariamente o controle das crises através de
farmacos antiepilépticos. No entanto, aproximadamente 30% dos pacientes ndo respondem

a esta terapéutica, tornando-se refratarios ao tratamento (Loscher 2002).

A epilepsia compreende uma ampla categoria de sindromes caracterizadas por crises
espontaneas e recorrentes resultantes de um disparo intenso, sincronizado e ritmico de
populagdes neuronais no sistema nervoso central (SNC) e de excitabilidade excessiva, na
auséncia de condicdo toxico-metabolica ou febril (Gastaut 1973, Rogawski and Porter
1990, McNamara 1994). Fatores causais, tais como predisposi¢ao individual, presenca de
lesdo cerebral ou alteragdes bioquimicas ou elétricas no cérebro podem estar envolvidos no

desenvolvimento da epilepsia (Guerreiro, Guerreiro et al. 2000).

1.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT)

Entre as epilepsias refratarias ao tratamento medicamentoso, aquelas com origem no
lobo temporal sdo as mais frequentes (Valério 1995, Blumcke, Beck et al. 1996, Yacubian
1998). A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ caracterizada clinicamente pelo
desenvolvimento gradativo de crises espontaneas e recorrentes (CERs) — crises parciais
complexas, com ou sem generalizagdo secundéria associada a progressiva perda neuronal e
declinio do desempenho cognitivo, independentemente da doenga subjacente. Na maioria
das vezes, antes da apresentagdo de CERs, os pacientes experimentam crises convulsivas
febris prolongadas na infancia ou outros danos iniciais nos primeiros anos de vida, seguido
de periodo livre de crises que perdura por um longo tempo. Alguns estudos sugerem que
essas crises convulsivas febris prolongadas possam estar envolvidas com o

desenvolvimento da ELT (Dube, Brewster et al. 2009).
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Em um estudo foi mostrado diferengas fenotipicas entre os hipocampos de pacientes
com epilepsia mesial do lobo temporal que apresentaram crises convulsivas febris e os que
ndo apresentaram essas crises durante a infancia, como por exemplo, maior perda neuronal
no hipocampo dos pacientes que apresentaram essas crises anteriormente (Bando, Alegro et
al. 2011). As crises do lobo temporal frequentemente iniciam-se entre os 5-10 anos de vida,
quando respondem aos farmacos anti-epilépticos, mas recorrem durante a adolescéncia, ou
mais tarde, quando, em geral, passam a ndo mais responder adequadamente ao tratamento

medicamentoso (Engel 1996).

As crises do lobo temporal tendem a seguir uma sequéncia de eventos relativamente
fixa. Um fendmeno clinico bastante comum nos pacientes com ELT ¢ a presenga da aura na
fase ictal, ou seja, imediatamente antes do inicio de uma crise parcial complexa. Esta
consiste de uma sensa¢do de mal epigéstrico ascendente, sensagdes dismnésticas (déja vu) e
psiquicas — medo subito desproposital, alucinacdes olfatorias e gustativas. As
manifestagdes decorrentes das crises parciais complexas, que geralmente duram 1 a 2
minutos, iniciam com parada de atividade, olhar fixo ndo responsivo, postura distonica,
automatismos oroalimentares € motores estereotipados. Apdés a remissdo da crise, o
paciente pode apresentar desorientacdo, amnésia do evento, déficit de memoria recente e
afasia. Uma avaliagcdo neuropsicologica do paciente com ELT pode revelar distarbios de
memoria. Esta disfungdo € proporcional ao grau de atrofia das estruturas mesiais, sobretudo

do hipocampo (Yacubian 1998).

Na maioria das ELT ha comprometimento das estruturas mesiais do lobo temporal,
estabelecendo-se a esclerose mesial temporal (EMT) (Leite and Cavalheiro 1998). As
principais modificacdes fisiopatologicas da EMT incluem morte neuronal, gliose reativa,
brotamentos de colaterais axonicas das células granulares (fibras musgosas) na regido da
camada molecular interna do giro denteado, alteracdes na morfologia e localiza¢do dos
dendritos, e neurogénese na camada subgranular do giro denteado (Blumcke, Beck et al.
1999, Blumcke, Thom et al. 2002, Guedes, Galvis-Alonso et al. 2006). Alguns pacientes
com ELT, também, podem apresentar esclerose do lobo temporal associada com a esclerose
hipocampal. A ELT com a esclerose do hipocampo ¢ frequentemente associada com

comprometimento da memoria (Motamedi e Meador, 2003). Em um estudo foi verificado
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que, aproximadamente, 11% dos pacientes com esclerose hipocampal eram acompanhados
de esclerose do lobo temporal, sugerindo que este processo seja acompanhado de uma
displasia re-organizacional e uma extensdo da EMT como uma patologia separada (Thom,

Eriksson et al. 2009).

A perda de sub-populagdes neuronais especificas € uma caracteristica de diversos
distarbios neurologicos, e em grande parte dos casos de epilepsia do lobo temporal ocorre
extensiva perda neuronal dentro de regides especificas do hipocampo. Em estudos sobre a
EMT, observou-se uma perda neuronal gradual nos varios subcampos hipocampais (Figura
1) atingindo em ordem decrescente: CAl e setor de Sommer (pré-subiculo); hilo do giro
denteado (GD) e CA3; células granulares do GD e CA2 (Blumcke, Beck et al. 1999).
Também aparece perda neuronal em outras dreas mesiais temporais como na camada III do

cortex entorrinal (Du, Whetsell et al. 1993) e no nucleo lateral da amigdala (Pitkanen,

Tuunanen et al. 1998).
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Figura 1. Figura comparativa entre hipocampo humano normal e esclerdtico. A) Espécimem de autdpsia
controle mostrando hipocampo humano normal. B) Esclerose hipocampal em Espécimem cirrgico, com
perda neuronal extensiva no hilo (h) e nas areas de CA3 e CAl, e sobrevivéncia de neurdnios de CA2 e

subiculares (sub) (Sloviter 2005)

Existem teorias que tentam explicar como a estrutura hipocampal estd envolvida
com o inicio das CERs, sendo que a morte das células musgosas da regido hilar parece ser

um mecanismo fundamental para o quadro epileptogénico. A teoria das “células em cesto
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dormentes” postula que a morte neuronal do hilo do giro denteado promove uma perda da
excitagdo das células GABAérgicas em forma de cesto, que por sua vez deixam de inibir as
células granulares e estas passam a apresentar maior saida excitatoria. Ja a hipdtese do
“brotamento sinaptico” propde que a perda do alvo das células granulares, provocada pela
morte das células musgosas, induz uma reorganizagao sindptica ¢ axonal destas em direcao
a camada molecular interna do hilo do giro denteado, criando um circuito recorrente
monossindptico excitatorio entre as células granulares. A veracidade destas teorias tem sido
contestada tanto do ponto de vista fisiologico como anatémico. No entanto, acredita-se que
estas hipodteses nao sao excludentes, e que tanto os mecanismos de reorganizagdo axonal,
como os de desinibi¢cdo poderiam estar envolvidos no processo de epileptogénese da EMT

(Sloviter 1991, Leite and Cavalheiro 1998).

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA

Foram desenvolvidos diversos modelos animais de epilepsia ou de crises
epilépticas. Os principais induzem uma cascata de eventos moleculares e estruturais que
resultam em modificagdes nas propriedades neuronais intrinsecas, bem como nas redes
neuronais, tornando-as epileptogénicas. Nos modelos denominados agudos, o animal
apresenta crises convulsivas somente durante a agdo do agente indutor, enquanto que nos
modelos ditos cronicos as crises recorrem a intervalos variados de tempo ap6s a indugdo,
podendo acompanhar toda a vida do animal (Cavalheiro, Leite et al. 1991, Sanabria and
Cavalheiro 2000). Dentre os modelos cronicos de epilepsia sintomatica incluem os modelos
nos quais a epilepsia ¢ induzida por métodos quimicos ou elétricos em animais previamente
sadios (Kandratavicius, Balista et al. 2014). J4 os modelos genéticos empregam animais
com mutagdes espontaneas ou animais transgénicos € knockout para o desenvolvimento da

epilepsia (Suzuki 2004).

Os principais modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal envolvem
condi¢des nas quais a epilepsia € consequéncia de um dano encefélico induzido por um
episodio agudo de status epilepticus (SE), este podendo ser desencadeado através da
aplica¢do de convulsivantes quimicos, como pilocarpina (PILO) ou 4cido cainico (KA), e

pode durar varias horas (Cavalheiro, Riche et al. 1982, Leite, Bortolotto et al. 1990). O
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dano cerebral induzido pelo SE nos animais pode ser considerado equivalente a uma injuria
precipitante inicial vista em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial, a qual
geralmente ¢ apresentada como crise febril prolongada (Mathern, Babb et al. 1996). Nesses
modelos, o SE ¢ interrompido depois de determinado tempo e ¢ seguido de um periodo
latente variavel (Leite, Garcia-Cairasco et al. 2002). Apds o periodo latente, inicia-se a fase
cronica, que se caracteriza pela ocorréncia de crises espontdneas e recorrentes, as quais
podem persistir por toda a vida (Coulter, McIntyre et al. 2002). Assim, em geral, estes
modelos reproduzem melhor a epilepsia humana, porque apresentam CERs precedidas por
uma fase de laténcia e alteragdes neuropatoldgicas semelhantes aquelas encontradas em
individuos com ELT. Os avangos tecnologicos permitiram estudos funcionais/metabdlicos
do cérebro, tais como os exames de tomografia por emissdao de positrons (PET, do inglés
Positron Emission Tomography) utilizando a flior-desoxiglicose marcada com Fluor-18
('F-FDG) que permite visualizar a atividade metabdlica cerebral utilizando equipamentos
de microPET para animais de pequeno porte (Mirrione, Schiffer et al. 2007). Esta técnica
tem sido utilizada na investigagdo das alteragdes metabolicas no cérebro de varios
disturbios cerebrais, incluindo a epilepsia e doencas neurodegenerativas, € podem agora ser
avaliados em animais de pequeno porte (Goffin, Bormans et al. 2008, Guo, Gao et al. 2009,
Jupp, Williams et al. 2012, Lee, Park et al. 2012, Choi, Kim et al. 2014, Zimmer, Parent et
al. 2014).

Tanto na epilepsia do lobo temporal humana quanto em modelos experimentais de
epilepsia cronica, a perda progressiva de neuronios correlaciona-se com o acometimento de
estruturas importantes na memoria e aprendizagem, comprometendo estas fungdes
(Sarkisian, Tandon et al. 1997). Evidéncias clinicas, complementadas por estudos pré-
clinicos sugerem que ha um grande déficit cognitivo apds o SE, inferido através de medidas
de aprendizagem ou memoria. Em particular, ha relatos do comprometimento tanto da
memoria explicita, quanto da memoria implicita (Liu, Gatt et al. 1994, Holmes 1997). A
propagacao das crises a partir dos focos epilépticos para as areas adjacentes ¢ acompanhada
por varios sintomas comportamentais € cognitivos, uma vez que varias das regioes
responsaveis por essas fungdes sdo afetadas na ELT (Vlooswijk, Jansen et al. 2010,

Braakman, van der Kruijs et al. 2012).
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O hipocampo ¢ uma regido vital para as fungdes de memoria, cognig¢ao, depressao e
humor (Deng, Aimone et al. 2010, Samuels e Hen 2011), sendo a regido mais afetada pela
epilepsia do lobo temporal. Desta perspectiva, estratégias de intervencao que sao eficientes
para prevenir ou restringir a progressdo da lesdo na memoria, disfuncdo de humor e
desenvolvimento da epilepsia cronica possui imenso valor. As intervencdes terapéuticas
ideais sdo aquelas capazes de promover neurogénese com a incorporacdo adequada de
novos neurdnios nos circuitos hipocampais danificados (Shetty 2014). Esses requisitos sdo
importantes porque a neurogénese do hipocampo desempenha papéis vitais na formagao de
memorias dependentes do hipocampo e a manutencao da fungdo humoral (Deng, Aimone et
al. 2010, Snyder, Soumier et al. 2011). Assim como, a probabilidade de que a neurogénese
anormal segue apds a lesdo e contribui para uma reorganiza¢do sindptica aberrante no
hipocampo, bem como, disfungdes de memodria e humor, e o desenvolvimento da ELT

cronica (Scharfman e Gray 2007, Shetty 2014).

1.2.1 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina

Dentre os modelos farmacolégicos disponiveis, o da epilepsia induzida por
pilocarpina (PILO; um agonista colinérgico muscarinico) ¢ um dos que mais se aproxima
da ELT. Inicialmente descrito por Turski e colaboradores (Turski, Cavalheiro et al. 1983),
este modelo cronico de epilepsia tem sido utilizado com o intuito de avaliar os mecanismos
envolvidos na epilepsia da infincia bem como as consequéncias imediatas e tardias das
crises epilépticas. Este modelo reproduz as condigdes necessarias para a inducdo de uma
sintomatologia semelhante aquela observada durante uma crise epiléptica, bem como
alteracdes morfologicas idénticas as observadas em tecido epiléptico humano (Cavalheiro,

Leite et al. 1991).

Extraida das folhas das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus
microphyllus, a PILO ¢ um alcaloide que induz um estado comportamental cronico que
parece depender da facilitacdo de descargas em salva em neurdnios hipocampais, por meio
do bloqueio de correntes i6nicas de potéassio, que sdo dependentes da ativacdo muscarinica

(Im) (Sanabria e Cavalheiro 2000). A partir da ativagdo de muitos neuronios durante o SE
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induzido pela PILO, ocorre uma ativagdo secundaria do sistema glutamatérgico e assim,
excitotoxicidade no hipocampo e demais estruturas. O dano neuronal excitotoxico agudo
associado a outras alteracdes moleculares leva a morte neuronal, mecanismos de
reorganizacdo sinaptica, sinaptogé€nese e neurogénese no giro denteado, bem como
mudancas nas propriedades -eletrofisioldégicas neuronais. Alteragdes decorrentes na
circuitaria hipocampal compdem um quadro permanente de epileptogénese (Sanabria e

Cavalheiro 2000).

O modelo de pilocarpina ¢ amplamente utilizado em uma série de estudos.
Dependendo dos objetivos dos experimentos, sdo usadas diferentes dosagens de
pilocarpina, procedimentos de pré e pods-tratamento, € também, diversas linhagens de
animais (Curia, Longo et al. 2008). Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro
de, no minimo, 30 minutos. Os ratos apresentam crises epilépticas de intensidade variavel,
caracterizadas por imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades,
ataxia e crises tonico-clonicas. Esta crise aguda ¢ seguida por um periodo latente, com
normalizacdo progressiva do EEG, sendo uma fase em que o animal permanece sem crises
comportamentais e que dura em média 14 a 25 dias. A partir dai, surgem crises epilépticas
espontaneas recorrentes, caracterizando a fase cronica (Leite, Bortolotto et al. 1990,
Cavalheiro, Leite et al. 1991). Neste modelo, a perda neuronal estd localizada
principalmente nas regides do hipocampo, cortex piriforme e entorrinal, tdlamo, amigdala e
neocortex (Turski, Cavalheiro et al. 1983). Além disso, a extensdo da lesdo hipocampal esta

diretamente relacionada com a durag¢ao do SE (Lemos ¢ Cavalheiro 1995).

1.2.2  Modelo experimental de Epilepsia Induzida por Acido Cainico (KA)

O 4cido cainico (KA) ¢ um anéalogo de L-glutamato e um agonista de receptores de
cainato ionotropicos extraido de algas vermelhas (Digenea simplex) encontradas em aguas
tropicais e subtropicais. Assim como o modelo da pilocarpina, o modelo de epilepsia
induzida pelo KA também ¢ amplamente utilizado para o estudo da ELT (Levesque e Avoli
2013) e foi um dos primeiros compostos utilizados para modelar ELT em roedores
(Sharma, Reams et al. 2007). A administragdo sistémica ou intracerebral de KA causa

despolariza¢ao neuronal, principalmente no hipocampo, consequentemente dando origem
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as crises epilépticas (Ben-Ari, Lagowska et al. 1979, Cavalheiro, Riche et al. 1982, Hellier,
Patrylo et al. 1998).

Os animais submetidos a injecdo de KA apresentam crises espontaneas e
recorrentes, com generalizagdo secundaria na maioria das vezes e freqiiéncia variavel, e
geralmente acompanhada de esclerose hipocampal (Raedt, Van Dycke et al. 2009). As
crises comportamentais sdo muito similares aquelas apresentadas no modelo da pilocarpina,
com trés fases tipicas da epilepsia: fase aguda, fase latente e fase cronica (Leite, Garcia-
Cairasco et al. 2002). Para a inducao de SE por injecdo de KA sistémica, os animais
geralmente recebem doses graduais via intraperitoneal (Rao, Hattiangady et al. 2006,
Hattiangady e Shetty 2010), e doses menores para a administracdo intracerebral (Shetty,

Zaman et al. 2005).

Os animais apresentam crises epilépticas de intensidade variavel, caracterizadas por
imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises
tonico-clonicas, mais uma vez semelhante ao modelo da pilocarpina. Esta crise aguda ¢
seguida por um periodo latente, com normalizacdo progressiva do EEG
(eletroencefalograma), sendo uma fase em que o animal permanece sem crises
comportamentais ¢ que dura em média 30 a 60 dias. A partir dai, surgem crises epilépticas
espontaneas recorrentes, caracterizando a fase cronica do modelo (Rao, Hattiangady et al.

2006, Hattiangady e Shetty 2008).

1.3 DEPRESSAO NA EPILEPSIA

A depressao representa uma das comorbidades mais comuns em pacientes com
epilepsia (Kanner 2003). Embora os aspectos psicossociais desses pacientes possam
contribuir para a depressdo associada a epilepsia, existe um consenso crescente de que esta
condicdo tem base neurobiologica (Kanner 2005). Evidéncias clinicas e experimentais
sugerem que os desequilibrios em tais neurotransmissores como GABA, glutamato,
norepinefrina e serotonina, os quais sdo comumente observados em pacientes com

epilepsia, podem contribuir para o desenvolvimento da depressdo (Kanner 2006,
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Kondziella, Alvestad et al. 2007). Um estudo clinico enfatizou deficiéncias similares no
funcionamento do sistema adrenocortical hipotaldmico pituitario em pacientes com
epilepsia e aqueles com depressao (Zobel, Barkow et al. 2004). Alguns relatos clinicos tém
implicado a neurodegeneracdo ou disfun¢do do hipocampo no desenvolvimento de
depressao em pacientes com epilepsia (Gilliam, Maton et al. 2007, Shamim, Hasler et al.

2009).

O estabelecimento e a validagdo de modelos animais que apresentem essa
comorbidade na epilepsia sdo fundamentais para a compreensdo dos mecanismos dessa
condi¢do, e para o desenvolvimento pré-clinico de novas terapias. A depressdo tem sido
descrita em alguns modelos de epilepsia experimental (Sarkisova, Midzianovskaia et al.
2003, Jones, Salzberg et al. 2008, Mazarati, Siddarth et al. 2008). De fato, varios
medicamentos antiepilépticos, podem causar comportamento depressivo, enquanto alguns
antidepressivos aumentam o risco de crises, particularmente em situagdes de overdose
(Hesdorffer e Kanner 2009). A intervengao cirurgica da epilepsia pode ser uma eficiente
opcao para estes pacientes, mas a remoc¢ao da area epileptogénica pode determinar eventual
perda de fungdes cerebrais limitando o nimero de pacientes que podem receber este
tratamento (Paglioli, Palmini et al. 2004, Paglioli, Palmini et al. 2006). Dentro desse
panorama, torna-se fundamental que sejam estudadas e disponibilizadas novas alternativas

terapéuticas, entre elas a terapia com células-tronco.

1.4 TERAPIA CELULAR

As células-tronco (CT) representam uma unidade natural do desenvolvimento
embrionario e da reparacao tecidual e constituem um subconjunto de células imaturas, que
tém como caracteristica serem indiferenciadas e ndo-especializadas. Assim, estas células
apresentam a capacidade tanto de se autorregenerar, quanto de se diferenciar através de
uma determinada via molecular e originar diferentes linhagens celulares (Figura 2)

(Morrison, Shah et al. 1997).

As células-tronco s3o em geral classificadas como células-tronco embrionérias e

células-tronco adultas ou somaticas. As células-tronco embrionarias sdo derivadas do
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blastocisto e sdo consideradas pluripotentes, isto ¢, t€ém a capacidade de originar células
derivadas das trés camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma. Ja as
células-tronco adultas ou somaticas sdo células indiferenciadas que, no entanto, se
encontram em tecidos diferenciados (especializados). Essas células sdo responsaveis pelo
reabastecimento tecidual ao longo da vida e estdo presentes na maioria dos tecidos, tais
como, o0 sangue, a pele, o figado, o coracdo e o cérebro (Morrison, Shah et al. 1997, Kaji e

Leiden 2001).
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Figura 2. Modelo da diferenciacio das células-tronco. A partir de uma célula pluripotente, as células-
tronco perdem gradualmente seu potencial de diferenciag@o. Células-tronco multipotentes t€ém potencial de
transdiferenciacdo em linhagem neuronal. HSC: célula-tronco hematopoiética; MSC: célula-tronco

mesenquimal; NSC: célula-tronco neural. Adaptado de Carney e Shah, 2011 (Carney e Shah 2011).

Como resultado do progresso continuo do conhecimento a respeito da capacidade
regenerativa do sistema nervoso ¢ do potencial terapéutico das células-tronco, houve um
grande aumento no interesse em se estudar estratégias baseadas em terapia celular para o
tratamento de doencas neurologicas (Figura 3). A hipotese se baseia na ideia de que, uma
vez introduzidas no SNC, essas células poderiam promover a reposicao das células perdidas
durante o curso da doenga ou ainda modular a regeneracdo endodgena e cascatas

inflamatorias através da expressdo de fatores troficos.
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Figura 3. Aplicacdo de células tronco no SNC. As células-tronco seriam isoladas e transplantadas no
cérebro doente ou medula espinhal, diretamente ou apds pré-diferenciagdo em cultura para tipos especificos

de neurodnios e células gliais (Lindvall e Kokaia 2006).

Dois tecidos amplamente utilizados para a coleta de células-tronco adultas sdo a
medula dssea e o sangue de cordao umbilical. Nestes tecidos, as células-tronco sao
encontradas na fragdo mononuclear que, apds separadas das demais células, apresentam a
importante caracteristica de expressarem marcadores de células indiferenciadas (Kobylka,

Ivanyi et al. 1998).

Recentemente, estudos tém demonstrado que o transplante de células-tronco tem
melhorado a funcdo em modelos experimentais de acidentes vasculares cerebrais (Haas,
Weidner et al. 2005), doengca de Parkinson (Kim, Auerbach et al. 2002), doenga de
Huntington (Dunnett e Rosser 2004), traumatismo raquimedular (Koda, Okada et al. 2005,
Kaminski, Falavigna et al. 2013), esclerose lateral amiotréfica (Venturin, Greggio et al.
2016), hipoxia-isquémia (de Paula, Vitola et al. 2012, Greggio, de Paula et al. 2014) e
epilepsia (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).
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1.4.1 Células-tronco da medula 6ssea (CTMO)

A MO ¢ uma fonte permanente de células-tronco e contém trés tipos de populagdes:
células-tronco hematopoiéticas (CTH), células-tronco mesenquimais (CTM) e
possivelmente progenitoras endoteliais (Korbling e Estrov 2003). J4 foi demonstrado que as
células da MO podem dar origem, in vivo, a células de outras linhagens como microglia e
neurdnios (Eglitis, Dawson et al. 1999, Brazelton, Rossi et al. 2000, Mezey, Chandross et
al. 2000). A incorporagdo destas células no tecido nervoso parece ser intensificada frente a
um dano tecidual. Ainda, mesmo que estas células ndo regenerem o tecido lesado por
diferenciagdo em determinado tipo celular, ¢ provavel que a recuperacdo de fungdes
cerebrais ou estabilizagdo da doenca neurologica ocorra por outros mecanismos bioldgicos,
tais como, a liberacao de citocinas, ativagao de células enddgenas ou expressao/modulacao
de fatores troficos. Além disso, as células-tronco da MO tém se mostrado eficazes em
muitos estudos com modelos experimentais de inimeras doengas do sistema nervoso, como
em lesdes da medula espinhal (Koda, Okada et al. 2005), acidentes vasculares cerebrais
(Haas, Weidner et al. 2005), doenca de Parkinson (Levy, Bahat-Stroomza et al. 2008) e
também na epilepsia (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-
Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015).

A fracdo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) utilizada como
tratamento neste trabalho consiste em diferentes tipos celulares, incluindo mondcitos,
precursores mesenquimais e endoteliais, que podem ter diferentes potenciais terapéuticos
(Costa-Ferro, Souza et al. 2012). Essas células podem ser facilmente obtidas a partir de um
pequeno volume de medula dssea do proprio paciente, sem necessidade de serem
expandidas em culturas, evitando maiores manipulagdes. Portanto, as CMMO fornecem
uma fonte facilmente acessivel de células para a realizagdo de transplantes autologos,

visando a translacdo deste tratamento na epilepsia.
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1.4.2 Células-tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC)

A Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (SCNT do inglés Somatic Cell
Nuclear Transfer), desenvolvida por John Gurdon, em 1962, foi a técnica precursora da
reprogramagdo de células somadticas, mostrando que ovocitos de anfibios anucleados sdo
capazes de restaurar a pluripoténcia ao material nuclear extraido de células adultas (Gurdon
1962). Apos, a técnica SCNT foi reproduzida em diversos tipos celulares, incluindo
humanos e outros mamiferos (Campbell, McWhir et al. 1996, Chesne, Adenot et al. 2002,
Chung, Eum et al. 2014, Nityanandam e Baldwin 2015).

A técnica de geragdo de células pluripotentes através da reprogramacdo de
fibroblastos de camundongos, e apos, de células humanas, foi desenvolvida pelos
pesquisadores japoneses Kazutoshi Takahashi e Shinya Yamanaka (Takahashi e Yamanaka
2006, Takahashi, Tanabe et al. 2007). Em seus experimentos, os pesquisadores realizaram a
reprogramagdo de células somadticas através da ativagdo de fatores de transcricdo pela
transfeccdo de genes que conferem a pluripoténcia celular. Estas células foram
reprogramadas pela adicao de quatro diferentes genes: OCT4, KLF-4, SOX-2, E C-MYC,
por meio de vetores virais. As células produzidas por esse método sao chamadas de células-
tronco pluripotentes induzidas (iPSC do inglés Induced Pluripotent Stem Cells) e sao muito
similares as células-tronco embrionarias (ESC, do inglés Embryonic Stem Cells),
apresentando as mesmas caracteristicas de auto renovacao e potencial de diferenciacdo em
linhagens dos trés folhetos embrionarios (Fries, Blieden et al. 1994, Takahashi e Yamanaka
2006). O Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, no ano de 2012, foi dividido entre os
pesquisadores Gurdon e Yamanaka, por apresentaram uma mudan¢a no paradigma
referente a compreensao da diferenciacao celular e da plasticidade de células diferenciadas

(Nityanandam e Baldwin 2015).

Desde entdo, diversos métodos visando aumentar a eficiéncia de protocolos de
reprogramagdo, manuten¢do e diferenciacdo das iPSC vem sendo aprimorados e
desenvolvidos com sucesso, permitindo a geracdo de varios subtipos celulares in vitro. As
1PSC podem ser geradas de pacientes portadores de uma determinada doenca ou individuos
saudaveis e, posteriormente, diferenciadas em células adultas especificas. A diferenciagao

celular a partir das iPSC ¢ considerada uma ferramenta de grande utilidade para a busca de
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novas drogas, contando com o desenvolvimento de modelo celular de diversas doencas e

terapia celular (Zhang, Zhang et al. 2013).

1.4.2.1 Células-tronco neurais (NSC)

Em particular, um grande ntimero de estudos demonstrou enorme interesse em
células-tronco neurais (NSC, do inglés, Neural Stem Cells) por elas poderem ser geradas a
partir de diferentes tipos de células, como ESC e iPSC ou ainda, por poderem ser obtidas a
partir de regides do cérebro adulto em desenvolvimento (Hattiangady e Shetty 2011,
Hattiangady e Shetty 2012, Shetty 2012, Shetty 2014) (Figura 4). Muitos estudos recentes
demonstraram que as NSCs podem sobreviver a transplantes intracerebrais, serem
introduzidas em regides danificadas do cérebro, secretar fatores neurotroficos, o que
influencia na sobrevivéncia de células hospedeiras e promove recuperagao funcional em
modelos de doengas neurologicas (Turner e Shetty 2003, Waldau, Hattiangady et al. 2010,
Shetty 2011, Shetty 2014, Shetty e Upadhya 2016, Upadhya, Hattiangady et al. 2016).
Além disso, estudos exploram a possibilidade do uso de NSC como um tratamento
prospectivo para contencao de epileptogénese e prevencao do desenvolvimento da ELT
cronica, diminuindo a disfungdo de humor e memoria causados por danos no hipocampo

(Chu, Kim et al. 2004, Hattiangady e Shetty 2012).
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Figura 4. Reprogramacio, diferenciacio e aplicacio das iPSC. Células somaticas adultas podem ser
reprogramadas através de genes de transfeccdo gerando células pluripotentes induzidas (iPSC). As iPSC
podem ser diferenciadas em diversos tipos celulares, incluindo células progenitoras neurais, estas podendo se
diferenciar em diferentes linhagens neuronais, bem como astrocitos e oligodendrocitos. Essas células
neurodiferenciadas podem ser utilizadas para diferentes finalidades como geracdo de modelos celulares de
diversas patologias, busca por novos farmacos, avaliagdo da toxicidade e para o uso como terapia celular no

tratamento de diferentes doecas. Fonte: Stem Cell Technologies.

1.4.3  Terapia celular na epilepsia

Na epilepsia, a exemplo de outros disturbios do sistema nervoso central, hd perda de
sub-populagdes neuronais, 0 que representa uma consequéncia importante na patogenia da
doenca. Esta observacdo vem estimulando a pesquisa que objetiva repor os neurdnios
perdidos durante o processo da doencga, bem como os mediadores fisiologicos que eles
produzem (DaCosta 2012). Nos ultimos anos, um grande numero de abordagens
alternativas usando diferentes terapias celulares vem sendo estudado e mostrando inimeros
efeitos benéficos no tratamento da epilepsia (Shetty e Hattiangady 2007, Acharya,
Hattiangady et al. 2008, Shetty 2011), tais como cé¢lulas GABAérgicas (Gernert, Thompson
et al. 2002, Thompson 2009, Cunningham, Cho et al. 2014, Shetty e Upadhya 2016),
neurdnios/progenitores neurais derivados de células-tronco embrionérias (Ruschenschmidt,
Koch et al. 2005, Carpentino, Hartman et al. 2008), células precursoras estriatais
(Hattiangady, Rao et al. 2008), células-tronco/fetais hipocampais (Rao, Hattiangady et al.
2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, Shen, Liu et al. 2010), células mononucleares da
medula 6ssea (CMMO) (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011,
Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al.
2015), células-tronco mesenquimais (CTM) (Li, Ren et al. 2009, Abdanipour, Tiraihi et al.
2011, Long, Qiu et al. 2013), células-tronco neurais (Chu, Kim et al. 2004, Jing, Shingo et
al. 2009, Hattiangady, Kuruba et al. 2010, Waldau, Hattiangady et al. 2010, Hattiangady e
Shetty 2012, Miltiadous, Kouroupi et al. 2013, Hattiangady, Bates et al. 2015), entre outros

tipos celulares.

O nosso grupo de pesquisa vem explorando e demonstrando um eficaz potencial

teraputico das células mononucleares da medula 6ssea no modelo experimental de
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epilepsia induzida por pilocarpina. Em nosso laboratério, demonstrou-se que a
administracio de CMMO em animais com epilepsia aguda impede o aparecimento de CERs
em curto prazo, bem como diminui a frequéncia de crises quando os mesmos animais sao
avaliados 120 dias apos o transplante (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010). Adicionalmente,
verificou-se a preservacao da densidade de neurdnios hipocampais, bem como das sinapses
na colateral hipocampal de Schaeffer, nos animais que receberam tratamento celular
quando comparados com controles epilépticos ndo-tratados. Ainda, em estudos
subsequentes, demonstramos que ha diminuicdo da frequéncia de crises ndo somente
quando os animais sdo tratados no periodo agudo da doenga, mas também quando o
transplante ¢ feito durante o periodo cronico (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro,
Souza et al. 2012). As CMMO também revertem o déficit cognitivo associado ao modelo
da pilocarpina (Venturin, Greggio et al. 2011), além de proteger contra a perda neuronal e
gliose reativa relacionadas ao modelo de epilepsia estudado (Costa-Ferro, Vitola et al.

2010, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).

Entretanto, as células administradas foram raramente encontradas no encéfalo dos
animais transplantados, sugerindo que o mecanismo responsavel pela prevengdo das crises,
pela reducao da perda neuronal e pela reorganizacdo da rede hipocampal nao esteja
relacionado a diferenciagdo direta das células imaturas transplantadas em células nervosas.
Dados obtidos pelo nosso grupo indicam que entre os mecanismos de agao das CMMO
podem estar relacionados com a modulagdo da resposta inflamatdria, alterando os niveis de
citocinas como IL-1f, IL-6, TNF-a e IL-10, bem como com a modula¢do da expressdo de
fatores troficos BDNF, GDNF, NGF, VEGF e TGF-B1 (Costa-Ferro, Souza et al. 2012,
Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Recentemente, foi
demonstrado que o transplante autélogo de CMMO em pacientes com epilepsia do lobo
temporal mesial apresentou reducdo das crises recorrentes € uma melhora significativa da
memoria, além de evidenciar também, a seguranca do tratamento (DaCosta, Portuguez et al.

2016).

Além da avaliacdo do efeito terapéutico da administracdo de células-tronco em
modelos experimentais de epilepsia, estudos vém evidenciando a utilizagdo de sistemas de

imagem nao-invasivos, como o microPET afim de verificar as repercussdes in vivo do
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transplante dessas células. Esse sistema permite que se visualize e quantifique dados
moleculares funcionais in vivo em animais de pequeno porte, ¢ tem sido amplamente
utilizado na investigacdo de aspectos relacionados a terapia celular na epilepsia,

especificamente no modelo da pilocarpina.

A utilizacao das iPSCs para compreensao dos mecanismos das epilepsias e para
futuras aplicagdes terapéuticas esta evoluindo rapidamente e se tornando uma estratégia
singular. Modelos in vitro de iPSC s3o de valor significativo para investigar novos
compostos farmacoldgicos para diversas doencas neuroldgicas, incluindo a epilepsia.
Adicionalmente, proporcionam uma alternativa terapéutica com um grande potencial para o
tratamento da epilepsia do lobo temporal, uma vez que possuem a capacidade de gerar
células-tronco neurais, progenitores neurais € tipos especificos de neurdnios, os quais
podem se integrar e reparar o sistema nervoso epiléptico. Avancos em varias areas ainda
sd0 necessarios para impactar significativamente o desenvolvimento de pesquisas na
epilepsia e a terapia celular utilizando estas abordagens, porém células derivadas de iPSCs
de pacientes com epilepsia tém demonstrado potencial para revelar subjacentes mecanismos
envolvidos na doenga e identificar potenciais tratamentos (Du e Parent 2015, Parent e
Anderson 2015, Tidball e Parent 2016). Outra abordagem para utilizagdo de iPSC na
epilepsia € o seu uso para a terapia celular através do transplante de células-tronco neurais
derivadas de iPSC em modelos animais e a posterior avaliacdo dos seus efeitos terapéuticos
diretamente no cérebro lesionado, acompanhando assim, a integracdo dessas células em

redes de desenvolvimento e maturacdo in vivo.

Além da sua capacidade para modelar a patologia molecular e celular da epilepsia,
as 1IPSCs humanas s3o uma grande promessa terapéutica como fonte autdloga de material
para terapia celular para o tratamento das epilepsias (Southwell, Nicholas et al. 2014). Os
estudos envolvendo a utilizacdo de iPSC para o tratamento da epilepsia em modelos
experimentais, geralmente, diferenciam as iPSC em células-tronco neurais e/ou
progenitoras neurais e estas sao transplantadas no cérebro de animais com epilepsia. Estes
estudos buscam explorar a sobrevivéncia, migracao e integracdo dessas c€lulas no sistema
nervoso, para posteriormente, avaliar os beneficios terapéuticos (Hattiangady and Shetty

2012, Shetty 2014). Assim como, outros estudos demonstram grande potencial na
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utilizacdo de interneuronios derivadas de iPSC de pacientes para o tratamento das
epilepsias (Zipancic, Calcagnotto et al. 2010, Maisano, Litvina et al. 2012, Shetty e
Upadhya 2016).
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Capitulo 11

Efeito do transplante de células mononucleares da medula 6ssea sobre o
metabolismo cerebral da glicose in vivo e o comportamento depressivo no
modelo experimental de epilepsia cronica induzido por pilocarpina.
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RESUMO

A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ um dos tipos mais comuns de epilepsia na populagao
mundial, e muitas vezes, consequentemente, ¢ acompanhada por comorbidades como a
depressdo. A depressdo tem sido considerada uma importante comorbidade da epilepsia,
sendo relatada tanto em pacientes com ELT quanto em modelos experimentais de epilepsia.
No entanto, ndo hd um consenso estabelecido sobre quais regides cerebrais estdo associadas
com a manifestagdo da depressdo na epilepsia. Com a alta refratariedade da ELT, novas
alternativas terapéuticas tém sido avaliadas como, por exemplo, a terapia celular. O
transplante de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) vem sendo utilizado para o
tratamento da epilepsia e tem mostrado um grande nimero de efeitos benéficos nesta
neuropatologia. A epilepsia afeta o consumo de glicose cerebral, bem como a rede
metabolica e a conectividade entre regides cerebrais. Por outro lado, o PET com *F-FDG
tem sido amplamente utilizado para investigar o metabolismo cerebral em pacientes com
ELT ou disturbios depressivos e na investigagdo experimental em animais de pequeno porte
avaliados por imagens obtidas no microPET. Nos investigamos longitudinalmente as
alteracdes no metabolismo cerebral da glicose no modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina e observamos o efeito do transplante das CMMO no comportamento depressivo
e no metabolismo cerebral de FDG durante a fase cronica da epilepsia. Nossos resultados
evidenciaram que os ratos tratados com pilocarpina apresentaram comportamento
semelhante aqueles observados na depressio associado a menor metabolismo de "*F-FDG
em vdrias regides cerebrais relacionadas a fisiopatologia da epilepsia e da depressdo
durante a fase crdénica. O tratamento com CMMO reduziu a disfungdo cognitiva € o
comportamento depressivo mostrado pelos animais cronicamente epiléticos. No entanto, o
transplante CMMO parece ndo afetar o metabolismo cerebral da glicose nesses animais.
Adicionalmente, encontramos uma rede metabdlica hipersincronica nos animais
cronicamente epilépticos e uma rede metabolica reduzida em animais tratados com as
CMMO, semelhante aos animais controles. Este estudo corrobora com evidéncias
adicionais de comportamento depressivo como comorbidade no modelo de epilepsia
induzida pela pilocarpina associado a significativa alteragdo do metabolismo da glicose e da
rede metabdlica entre as regides cerebrais envolvidas em ambas as patologias. Além disso,

este estudo sugeriu um potencial efeito do transplante de CMMO para reducao da
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frequéncia de crises, déficit cognitivo e comportamento depressivo, bem como contribuiu

para normalizacdo da rede metabolica em animais cronicamente epiléticos.
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ABSTRACT

Temporal lobe epilepsy (TLE) is one of the most common kind of epilepsy syndromes
in the world population. Depression is an important comorbidity of epilepsy. It has been
reported in patients with TLE and different experimental models of epilepsy. However,
there is no established consensus about which brain regions are associated with the
manifestation of depression in epilepsy. BMMC transplantation has been used for treatment
of epilepsy and has showed a large number of benefit effects in this neuropathology. '®F-
FDG has been widely used to investigate the cerebral metabolism in patients with TLE or
depression disorders, and recently in animal models using microPET imaging. We
investigate longitudinally the alterations in cerebral glucose metabolism in rats submitted to
the pilocarpine model and observe the effect of BMMC transplantation in cerebral FDG
uptake to correlate it to depressive behavior during the chronic phase of epilepsy. Our
results demonstrated that pilocarpine-treated rats showed depression-like behavior and
reduced '*F-FDG uptake in several brain regions related to the pathophysiology of both
epilepsy and depression during chronic phase. Besides, BMMC treatment reduced cognitive
dysfunction and depressive-like behavior showed by chronically epileptic rats. However,
the BMMC transplantation did not affect the brain glucose metabolism in those animals.
Additionally, we found a hypersynchrony metabolic network in the chronically epileptic
animals, and reduced connectivity in BMMC-treated animals, similar to Control rats. This
study suggests further evidence of depressive behavior as a comorbidity in the pilocarpine-
induced epilepsy model, and an important alteration of glucose metabolism and metabolic
network among brain regions of interest for both pathologies. Additionally, this study
suggested a potential effect of BMMC transplantation for reduction of seizure frequency,
cognitive deficits and depressive-like behavior, as well as contribute to normalize the

connectivity in the metabolic network in chronically epileptic animals.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as alteracdes do metabolismo cerebral da glicose in vivo em ratos

submetidos ao modelo da pilocarpina e monitorar a resposta terapéutica do transplante de

cé¢lulas mononucleares da medula 6ssea sobre o metabolismo cerebral da glicose e

comportamento depressivo durante a fase cronica da epilepsia.

1)

2)

3)

4)

5)

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Monitorar in vivo o metabolismo de glicose na progressdo da epilepsia apos a
administracdo de pilocarpina em diferentes tempos durante a fase cronica,
utilizando imagem de microPET e o radiofarmaco '8F-FDG.

Investigar in vivo o efeito do transplante de CMMO sobre o metabolismo da glicose
em animais com epilepsia tratados durante o periodo cronico, comparando com
grupo epiléptico ndo tratado e controle, em diferentes tempos, utilizando imagem de
microPET e o radiofarmaco '®F-FDG.

Verificar o efeito do transplante de CMMO sobre o comportamento depressivo,
déficit cognitivo e frequéncia de crises no modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina.

Avaliar a relagao entre os dados obtidos por imagem de microPET com a frequéncia
de crises espontaneas recorrentes, bem como, com o comportamento depressivo e
déficit cognitvo entre os grupos epilépticos tratados com as CMMO.

Analisar a rede metabdlica a partir dos dados obtidos do microPET em animais com
epilepsia tratados com as CMMO durante o periodo crénico, comparando com

grupo epiléptico ndo tratado e controle.
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2. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Centro de Pesquisa Pré-Clinica (CPP) do Instituto do
Cérebro do Rio Grande do Sul (InsCer) e Laboratorio de Neurociéncias do InsCer e
Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande
do Sul, os quais possuem a infraestrutura e os equipamentos necessarios para a realizagao

dos experimentos.

2.1 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos com 40-45 dias
de vida. Todos os animais foram procedentes do Centro de Modelos Bioldgicos
Experimentais (CeMBE) da PUCRS. Os ratos foram mantidos no alojamento de animais do
Prédio 14, CeMBE/PUCRS, durante os exames de imagem molecular os animais
permaneceram alojados no Centro de Pesquisa Pré-Clinica (CPP) do InsCer, e para a
execucdao de testes comportamentais relacionados a memoria, eles foram mantidos no
alojamento do Prédio 64 do Hospital Sao Lucas da PUCRS. Em todos os alojamentos, os
animais permaneceram sob iluminag@o e temperatura controladas (ciclo claro-escuro de 12
horas e aproximadamente 24°C), com racao e agua ad libitum. Também foram utilizados
ratos machos EGFP+ com idade entre 30-40 dias. Estes foram doadores de CMMO e
expressam a proteina verde fluorescente EGFP (do inglés enhanced green fluorescent

protein) (Hakamata et al. 2001).

2.2 CONSIDERACOES ETICAS

Os protocolos experimentais utilizados foram submetidos para avaliacdo e
aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS (CEUA) e registrados
sob numero 7293 (Anexo I), e seguiram as normas internacionais de experimentacdo com
animais de laboratorio. Todos os procedimentos foram realizados tomando os cuidados

necessarios para reduzir a0 maximo o numero de animais empregados e seu sofrimento.
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2.3 MODELO EXPERIMENTAL DE EPILEPSIA INDUZIDA POR
PILOCARPINA

Para a indugdo de status epilepticus (SE) por injecdo de pilocarpina intraperitoneal,
geralmente ¢ necessario doses acima de 300mg/kg (Turski, Cavalheiro et al. 1983, Leite,
Bortolotto et al. 1990, Cavalheiro, Leite et al. 1991). Assim, os ratos receberam pilocarpina
(PILO, 320 mg/kg) via intraperitoneal, conforme previamente descrito (Venturin, Greggio
et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Para cessar as
manifestagdes comportamentais da PILO (Priel 1996) os ratos receberam diazepam (10
mg/kg, i.p., 90 minutos apos o inicio do SE). Os ratos foram pré-tratados com
metilescopolamina (1 mg/kg, 1.p.) para atenuar as manifestagdes periféricas da pilocarpina,
pois esta ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica, assim obtendo um maior efeito central
da PILO, a qual ultrapassa a barreira. Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro,
ou seja, hd persisténcia de crises continuas durante, no minimo, 30 minutos. Os ratos
apresentam crises epilépticas de intensidade varidvel, caracterizadas por imobilidade,
tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises tOnico-clonicas.
Esta crise aguda ¢ seguida por um periodo latente, com normalizacdo progressiva do EEG,
sendo uma fase em que o animal permanece sem crises comportamentais € que dura em
média de 14 a 25 dias. A partir dai, surgem crises epilépticas espontaneas e recorrentes,

caracterizando a fase cronica da epilepsia (Cavalheiro, Leite et al. 1991).

Apos a injecao de PILO, os ratos permaneceram em caixas de acrilico transparentes
e foi observado as manifestacdes destes animais, utilizando a escala de Racine para
classificé-las (Racine 1972) (Quadro 1). Foram incluidos no estudo somente os animais que

atingiram os graus 4 ¢ 5 desta escala durante a inducao do SE.

Escala de Racine (1972)
0 - Imobilidade
1 - Automatismos faciais
2 — Mioclonias de cabega e pescogo
3- Clonias de patas anteriores
4- Clonias de patas posteriores

5- Elevacgdo e queda
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Quadro 1. Escala de Racine contendo os graus de resposta dos animais a injegdo de PILO. Fonte: Racine
1972.

Ap6s decorridos 15 dias da inducdo do SE, os animais foram monitorados por video
e observacao direta durante o periodo de sete dias (pré-transplante) para a andlise do
surgimento de CERs. Somente aqueles que apresentaram CERs referente aos graus 4 ¢ 5 da

escala de Racine foram incluidos no estudo.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Foram estabelecidos trés grupos de estudo, onde cada grupo continha 8 animais:

Controle: Estes animais receberam solugdo salina em substituigdo a PILO aos 45 dias de
vida, e 100 pL de solugdo salina via veia da cauda apds completarem 22 dias da injecdo de

salina.

Grupo Pilo: Neste grupo foi induzido SE mediante aplicacdo de pilocarpina conforme
protocolo descrito acima. Ao completarem 22 dias da inje¢ao de PILO, receberam 100uL
de solucdo salina, via veia da cauda, conforme previamente descrito (Venturin, Greggio et

al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).

Grupo Pilo+CMMO: Este grupo recebeu tratamento idéntico aos grupos Pilo, exceto ao
completarem 22 dias da injecdo de PILO os animais receberam transplante de CMMO no
lugar de salina (100 pL contendo 107 células EGFP"), via veia da cauda, conforme

previamente descrito (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010).

Apos a indugdo do SE (correspondente ao periodo latente, no qual ha auséncia de
crises comportamentais), os animais foram previamente marcados em diferentes locais do
corpo, com tinta preta a base de ervas naturais e mantidos em suas gaiolas transparentes e
tiveram suas crises monitoradas por video-monitoramento sem a necessidade de remogao
do seu ambiente. Os animais foram filmados por um periodo de 12 horas (6 horas do ciclo
claro e 6 horas do ciclo escuro), ao longo de 7 dias anteriores ao transplante de CMMO ou

salina e 24 dias consecutivos do transplante, o qual foi dividido em trés periodos de 8 dias
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cada: Pos-transplante I (Pos-T 1), Pos-transplante II (P6s-T II) e Pos-transplante 111 (Pos-T
III). Apos 22 dias da inje¢do da pilocarpina, os animais receberam o transplante intravenoso
de CMMO ou salina (via veia da cauda). Nos dias 1, 7, 14 e 24 dias pds-transplante foram
feitos os exames de imagem por microPET, através da inje¢do do radiofarmaco "*F-FDG
afim de avaliar o metabolismo cerebral nos animais de todos os grupos experimentais. Apos
60 dias da inducao de SE, foram realizados testes comportamentais para avaliar memoria e
cognicdo e o comportamento depressivo dos animais submetidos ao modelo da pilocarpina

(Figura 1).

(7 dias) (24 dias)

VM pré-T D ;% ﬁM pos-T

L14¢24 [ ™
22 dias pos -SE 4),,-\ da& pos—T @ 60 dias pos-SE |-
A KSL s —
o _f,J =
Indugao SE Transplante i. v Exames de Imagem Testes Comportamentais

(PILO 320 mg/kg i.p.) (100 uL SS ou 10’ CMMO) por microPET (memoria e depressdo)

Figura 1. Delineamento do estudo. Inducio de SE por injegdo de pilocarpina; 15 dias apds a indugdo do SE
comega a video-monitorizagdo das crises durante sete dias antes do transplante e segue por 24 dias pos-
transplante. Apos 22 dias p6s-SE foi feito o transplante das CMMO ou salina (100 uL contendo solugdo salina
ou 1x10” CMMO. Os exames de imagem por microPET foram realizados 1, 7, 14 ¢ 24 dias ap6s o transplante
de salina ou CMMO. Apds 30 dias pds-transplante (aproximadamente 60 dias pds-SE) iniciaram-se os testes
comportamentais para a avaliagdo da cognicdo, memoria e depressdo. SE: Status epilepticus; Pilo:
Pilocarpina; VM Pré-T: Video-monitoramento pré-transplante; VM Pos-T: Video-monitoramento pos-

transplante; SS: Solugio salina, CMMO: Células Mononucleares da Medula Ossea.

2.5 OBTENCAO DAS CELULAS

Para a obtencao das células-tronco (CT) da medula 6ssea (MO), ratos Lewis, que
expressam a proteina GFP, foram anestesiados e dissecados e a MO de ossos longos

(4mero, fémur e tibia) foi aspirada com o auxilio de uma agulha de 26 G contendo heparina
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(10.000 U em 50 mL de PBS). O material foi centrifugado a 400 % g por 10 minutos. As
células foram ressuspensas em meio RPMI-1640 e fracionadas em gradiente de densidade
gerado pela centrifugagdo a 400 X g em uma solugdo de Ficoll-Paque. A camada
mononuclear formada sobre o Ficoll-Paque foi coletada e lavada com DPBS. As
concentragoes celulares foram determinadas em camara de Neubauer ¢ a viabilidade celular
foi determinada pelo método de exclusdo com azul de tripan. As células foram
ressuspendidas em DMEM com 10% FBS e 10 mM HEPES (Costa-Ferro, Vitola et al.
2010, Venturin, Greggio et al. 2011). Posteriormente, as populacdes celulares presentes
foram caracterizadas pela deteccdo de antigenos de superficie e analisadas por um
citometro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose,
USA). Foram preparadas aliquotas contendo 107 células para administracdo nos animais

com epilepsia.

2.6 PRODUCAO DE FLUOR-18

O Fluor-18 ¢ um radioisotopo de meia-vida curta (109,8 minutos), e foi produzido
através de um acelerador circular de particulas (Papash e Alenitsky 2008). O InsCer conta
com um ciclotron de 8 MeV (PETTrace, GE®). O ciclotron ¢ formado por trés
componentes principais: campo eletromagnético, um par de eletrodos de cobre em formato
de semicirculo localizados entre os polos de um ima, chamados de Dees, ¢ uma fonte de
ions capaz de gerar ions negativos de alta intensidade. Além disso, toda sua estrutura ¢

mantida sob vacuo (maior que 107 torr).

Apo6s a ionizacao do gés hidrogénio na fonte de ions, os ions H- sdo injetados em
uma lacuna localizada entre os Dees. Quando uma radiofrequéncia de potencial alternado
for aplicada aos Dees, os ions negativos aceleram em dire¢do ao Dee de potencial positivo.
Devido ao campo magnético ser perpendicular aos Dees e ao movimento das particulas, os
ions negativos se movimentam de forma circular e ganham energia, velocidade e raio a
medida que os Dees alternam seu potencial de positivo para negativo, e vice-versa. Quando
a energia cinética ideal das particulas aceleradas ¢ alcangada, os ions carregados

negativamente passam através de uma folha de carbono ultrafina (stripper), que extrai seus
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elétrons. Carregados positivamente, os ions mudam de dire¢do e atingem o alvo, que ¢
bombardeado. O alvo ¢ liquido, composto de d4gua enriquecida com oxigénio 18 (['*O]H20)
que, através da reacdo nuclear '*O(p,n)'*F, produz o flior nucleofilico (‘*F). O corpo do
alvo é de nidbio. A 4gua enriquecida proveniente do ciclotron contendo o '*F produzido na
irradiagdo passa através de uma coluna de troca i6nica (Waters Accel plus QMA cartrige)
onde o radioisétopo fica retido. Em seguida, o '*F ¢ eluido por meio de uma solugio aquosa
de acetonitrila contendo carbonato de potassio (K2CO3) e Kryptofix 2.2.2, obtendo o
fluoreto de potassio complexado com o Kryptofix 2.2.2. A 4gua residual ¢ removida através

de aquecimento ou utilizando-se acetonitrila anidra e fluxo de nitrogénio (Hartmann 2013).

2.7 SINTESE DE *F-FDG

O uso de radiofarmacos como o 'F-FDG, por exemplo, em modelos animais de
epilepsia oferece a oportunidade de investigar a relagdo ontoldgica entre o
hipometabolismo limbico observado na epilepsia, a epileptogénese, os efeitos das crises e
sua base patofisioldgica (Jupp, Williams et al. 2012). Além disso, novos tratamentos podem

ser investigados ao longo dessa janela de avaliagdo (Mirrione e Tsirka 2011).

O FDG ¢ um dos radiofdrmacos mais utilizados em exames de PET. Ele ¢ um
andlogo da glicose, exceto que na molécula de FDG hé uma substitui¢do no grupo hidroxila
do carbono 2 da glicose por um 4tomo de fluor. A sintese de '*F-FDG foi realizada através
de substituicao nucleofilica. A pureza radionuclidica foi avaliada por um espectrometro de
raios gama analisador multicanal com detector de Nal, pela determinacdo da energia dos
fotons Y (gama). Também foi realizado o tempo de meia-vida (t2) com auxilio de um
curidmetro. O critério de aceita¢do segue as exigéncias da farmacopoéia. O t'% deve estar
entre 105-115 minutos. A energia do pico principal encontrado deve ser 0.511+£5% MeV,
representando no minimo 96% da radioatividade total. A pureza radioquimica foi
determinada por técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Ambas as técnicas comparam o perfil da amostra com o

perfil do composto padrao.
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A pureza Quimica (presenga de Kryptofix 2.2.2) também foi determinada. O
Kryptofix ¢ um catalisador comumente utilizado para a sintese de radiofdrmacos com flaor-
18, por meio de substituicdo nucleofilica. Por se tratar de um composto extremamente
toxico, sua presenca no produto final deve estar dentro dos limites estabelecidos nos
compéndios oficiais. A metodologia empregada foi a cromatografia em camada delgada,
comparando a amostra com a solugdo padrdo. Como a maioria dos agentes para imagem
molecular sdo compostos organicos, ¢ necessario utilizar solventes organicos durante as
sinteses. Apds a sintese e apos a purificagdao, o produto final ainda pode conter pequenas
quantidades destes compostos. A técnica utilizada para sua detec¢ao foi a cromatografia
gasosa. Adicionalmente, o produto foi esterilizado antes de ser injetado nos animais. Foi

aplicado o método de esterilizagdo por membrana filtrante (filtro Millipore GS 0,22um).

2.8 ESCANEAMENTO POR MICROPET

Foram investigadas in vivo — por meio de escaneamentos microPET - diferengas no
metabolismo da glicose no tecido epiléptico para os diferentes periodos da fase cronica da
epilepsia. Os escaneamentos foram feitos 1, 7, 14 e 24 dias apos o transplante de CMMO
ou salina (ou seja, 23, 29, 36 e 46 dias ap6s a inducao de SE, respectivamente), totalizando
88 escaneamentos de microPET (5-8 animais por grupo). Os animais foram transportados
para o Centro de Pesquisa Pré-Clinica do InsCer 48h antes do primeiro scan e

permaneceram no alojamento até a realizagdo do ultimo scan.

Para o escaneamento foi utilizado um sistema Triumph™ microPET (Gamma
Medica-Ideas, Sherbrooke, QC, Canada) disponivel no Centro de Pesquisa Pré-Clinica do
Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul. O equipamento consiste de um subsistema

completamente digital de microtomografia por emissdo de poésitrons (microPET; LabPET-
4%).

Em cada dia de scan, os animais foram individualmente anestesiados utilizando uma
mistura de isoflurano e oxigénio (3-4% de indugio e 2-3% de manutencio) e 1 mCi de '®F-
FDG foi administrado através da veia da cauda. Em seguida, os animais foram devolvidos

conscientes a gaiola durante um periodo de 40 minutos para captacdo do marcador. Os
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animais permaneceram sobre uma placa aquecida para manter a temperatura corporal em
torno de 36 graus. Apds o periodo de captacgdo, o rato foi colocado numa posi¢ao supinada
na cama apropriada do aparelho, que foi aquecida a fim de manter a temperatura do animal,
e analisado com o microPET sob anestesia inalatoria. Para leituras do radiofarmaco, foram
realizadas aquisi¢des estaticas por 10 minutos com um campo de visao (FOV: 3,75 cm)

centrado na cabega do rato.

O sistema de microPET, assim como o seu equivalente clinico, possui a capacidade
de determinar a distribui¢do espacial e temporal in vivo de compostos marcados com um
dado radionuclideo. Baseia-se no principio de que um is6topo, a exemplo do '*F, produzido
em ciclotron e ligado a uma molécula especifica (radiofarmaco), decai com a emissao de
positrons. Apds uma série de colisdes com elétrons atdmicos do tecido, este pdsitron perde
energia e aniquila-se com um elétron, produzindo dois fotons de alta energia que sdo
emitidos em diregdes opostas. A deteccao coincidente destes fotons, por um equipamento
apropriado, ¢ a base para a geragdo de uma imagem por microPET (Figura 2) (Lancelot e
Zimmer 2010). O sistema ¢ uma modalidade de imagem funcional para investigacio
molecular e permite analisar processos bioquimicos, fisiologicos, patologicos ou
farmacologicos in vivo (Phelps 2000, Xi, Tian et al. 2011). Atualmente, os equipamentos de
microPET possuem uma resolugdo espacial intrinseca de aproximadamente 1 mm?,
compativel com estudos em animais de pequeno porte, tais como ratos e camundongos
(Kiessling e Pichler 2011). A técnica tem sido empregada em modelos animais de epilepsia
que utilizam &cido cainico ¢ no modelo da pilocarpina (Kornblum, Araujo et al. 2000,
Mirrione, Schiffer et al. 2006, Goffin, Bormans et al. 2008, Guo, Gao et al. 2009, Jupp,
Williams et al. 2012, Lee, Park et al. 2012).
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Figura 2. Representacio esquematica para o principio do microPET. (a) O ciclotron gera radionuclideos
emissores de positrons. Estes compostos sdo geralmente isdtopos tais como oxigénio-15 (**0), nitrogénio-13
(®N), carbono-11 (*'C) e fluor-18 (**F) com tempo de meia-vida de 2, 10, 20 e 110 minutos, respectivamente.
(b) Estes radionuclideos sdo incorporados em moléculas durante uma etapa de radiosintese, gerando um
“radiotragador” especifico ('*F-FDG). (c) Exames de microPET sdo obtidos apds a administra¢do intravenosa
ou intraperitoneal deste radiotracador. O marcador acumula-se no tecido em estudo e o seu radionuclideo
decai através da emissdo de um positron. Apds percorrer alguns poucos milimetros, o pésitron colide com um
elétron e libera, simultaneamente, dois raios gama (fotons) com energia de 511 KeV em dire¢des opostas.
Estes fotons sdo detectados por uma cdmara PET e simultaneamente localizados dentro de um periodo fixo de
tempo por uma série de detectores opostos, que corresponde a multiplos anéis constituidos por cristais de
cintilagdo. (d) Através de um numero significativo de eventos radioativos, algoritmos matematicos
reconstroem tridimensionalmente uma imagem que demonstrara a distribuicdo de moléculas emissoras de

positron em determinado tecido corporal (Lancelot e Zimmer 2010).

2.9 RECONSTRUCAO DAS IMAGENS E REDE METABOLICA CEREBRAL

Ap6s a aquisicdo no microPET, todos os dados foram reconstruidos usando um
algoritmo de expectativa-maximizagdo de subconjuntos (3D-OSEM) com 20 iteracdes e
sem corre¢do de atenuacdo. Cada imagem reconstruida do microPET foi normalizada
espacialmente em um modelo de '8F-FDG utilizando a normalizagio cerebral com o auxilio
do software PMOD 3.5 (PMOD Technologies, Zurique, Suica) e a caixa de ferramentas

Fusion. Utilizou-se um modelo voxel de interesse (VOI, do inglés Voxel of Interest) do
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cérebro de rato de MRI para sobrepor as imagens normalizadas, anteriormente
corregistradas a base de dados de imagens do microPET. O metabolismo da glicose em
todas as regides foi expresso como valor de captacdo padronizado (SUV, do inglés

Standardized Uptake Value) (Schiffer, Mirrione et al. 2006, Baptista, Saur et al. 2015).

Adicionalmente, foi realizada a analise baseada em voxel através do software
SPM12 (Statistical Parametric Mapping) (Wellcome Trust Centre for Neuroimaging) para
detectar possiveis alteragdes extras ndo detectadas pela andlise por VOI. Uma vez que, a
andlise por PMOD utiliza regides cerebrais predefinidas e a andlise por SPM investiga o
cérebro inteiro, sendo estatisticamente mais sensivel (Parthoens, Servaes et al. 2015). Para
isso, foram utilizadas as caixas de ferramentas SAMIT ¢ WFU e as imagens foram
suavizadas com um kernel gaussiano isotrépico de 1,2 mm (Parente, Feltes et al. 2016,

Vallez Garcia, Otte et al. 2016).

A rede metabolica baseada em PET tem um papel complementar na compreensao da
conectividade funcional do cérebro. O consumo cerebral de glicose ainda ¢ muito utilizado
como uma medida estatica, porém, o '®F-FDG pode ser utilizado para estudo de redes
metabolicas devido a possibilidade de acoplamento entre a atividade cerebral e o
metabolismo de glicose (Choi, Kim et al. 2014). Para a andlise do mapa metabdlico,
analisamos o metabolismo de FDG normalizado pela intensidade nos VOIs dos animais e
obtivemos uma matriz de correlagdo (20 x 20) com o auxilio do software Matlab para

avaliar a rede metabolica cerebral dos animais.

2.10 ANALISE ESTATISTICA DA IMAGEM MOLECULAR

A andlise estatistica dos dados gerados a partir de PMOD foi realizada utilizando
IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp, Nova lorque, EUA) e o modelo de Equacdo de
Estimacao Generalizada (GEE, do inglé€s Generalized Estimating Equation) foi usado para
considerar medidas repetidas para estudo longitudinal. O modelo GEE para a captacao de
BF_-FDG utilizando o SUV foi aplicado individualmente para cada regido do cérebro,
incluindo a interacdo das varidveis "grupo", "dia de scan" e "grupo x dia de scan". Os dados

foram ainda explorados através de comparagdo em pares de "grupo x dia de scan" em cada
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regido do cérebro para todos os periodos de scan realizados. A matriz de correlagdo AR (1)
foi selecionada de acordo com a quase-verossimilhanga sob os critérios de independéncia
do modelo de informacdo. A estatistica de Wald e os valores de p associados foram
considerados estatisticamente significativos em p <0,05 sem corre¢do para comparagoes
multiplas. Os resultados sdo apresentados como média = SEM. A andlise estatistica dos
dados gerados a partir do SPM foi realizada utilizando um teste t de 2 amostras (Controle
vs. Pilo) sem normalizacdo global. Para a avaliacdo das diferencas entre os grupos, os
valores de T foram interrogados com um valor de p <0,005 (ndo corrigido) € um limiar de
extensdo de 200 voxels. Apenas areas com mais de 400 voxels e clusters com valor p <0,05
corrigido para erro familiar foram consideradas significativas. Os resultados sdo

apresentados como média + SD.

Para a analise do mapa metabodlico, os coeficientes de correlagdo de Pearson (r)
entre cada par dos VOIs foram calculados de forma inter-sujeitos e foi obtida a matriz de
correlagdo (20 x 20) para cada grupo (Controle, Pilo e Pilo+CMMO) com auxilio do
software GraphPad Prism 6.0. Apds, foi construida uma matriz de rede ndo corrigida,
utilizando software Matlab. Os valores de SUV foram normalizados pela ponte e a forca de
cada ligacdo foi definida como coeficientes de correlagdao (Choi et al. 2014). Escolhemos
arbitrariamente R=0.8 como threshold e correlagdes com valores de p < 0,05 foram

considerados significantes.

2.11 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

O tratamento com pilocarpina leva a atrofia hipocampal, e sabe-se que o hipocampo
desempenha um papel fundamental na formagao e evocacdo de distintos tipos de memoria,
incluindo aquelas dependentes da integridade hipocampal e as com alto contetido
emocional. As memorias de curta e de longa duragdo possuem mecanismos moleculares
independentes, mas utilizam as mesmas estruturas nervosas para seu processamento, como
hipocampo, cortex entorrinal e amigdala (Izquierdo, Barros et al., 1998). Em relacdo ao
tempo de duragdo, as memorias de curta duragao sao aquelas que permanecem armazenadas
por um curto periodo de tempo (poucos minutos ou horas), j& as memorias de longa

duragdo sdo aquelas que ficam armazenadas por um longo periodo de tempo (varias horas,
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dias ou meses) (Izquierdo et al., 1998). Para avaliar se o déficit cognitvo e comportamento
depressivo causados pelas crises recorrentes neste modelo de ELT foram revertidos pelo
transplante de CMMO, os animais foram submetidos a tarefa de reconhecimento de objetos
(NORT, do inglés Novel Object Recognition Test), teste de separacao de padrao (PST, do
inglés Pattern Separation Test), teste do nado forcado (FST, do inglés Forced Swim Test),
teste de preferéncia por sacarose (SPT, do inglés Sucrose Preference Test) e teste de
alimentagdo relacionado a depressdo (ERDT, do inglés Eating Related Depression Test),
dois meses apods a indugdo do SE. Para todos os testes os avaliadores eram cegos quanto ao

tratamento.

2.11.1 Teste de reconhecimento de objetos (NORT)

O paradigma de reconhecimento de objetos (NORT) utiliza a tendéncia natural que
os roedores tém de explorar objetos novos, para medir sua memoria (Ennaceur e Delacour
1988). Para este experimento, seguimos protocolo previamente descrito por Hattiangady e
colaboradores para avliar a memoria de curta duragdo (Hattiangady e Shetty 2008,
Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Primeiramente, os animais foram expostos a um campo
aberto (60x40x60 cm, comprimento x largura x altura), feito de madeira, com frente de
vidro durante 10 minutos para habituacdo. No dia seguinte, os animais foram novamente
habituados no campo aberto por 5 minutos (Trial 1), e ap6és 15 minutos dois objetos
idénticos foram dispostos no campo em posi¢oes equidistantes e permitiu-se o animal
explorar livremente os objetos por 5 minutos (Trial 2). A terceira fase iniciou-se 15 minutos
apos, um dos objetos familiares ao animal foi substituido por um objeto novo e da mesma
forma, o animal pdde explorar livremente por 5 minutos (Trial 3). O tempo percentual gasto
explorando cada objeto foi calculado e expresso como percentual do tempo total de
exploracdo em segundos com o intuito de avaliar a memoria de curta duragdo. Roedores
saudaveis tendem a explorar o objeto novo por mais tempo, demonstrando assim memoria

quanto ao objeto familiar.
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2.11.2 Teste de separacao de padrao (PST)

Estudos anteriores mostraram que esta tarefa requer niveis normais de neurogénese
(Jain, Yoon et al. 2012, McAvoy, Besnard et al. 2015). Na primeira fase deste teste os
animais sdo habituados em um campo aberto (60x40x60 cm, comprimento x largura x
altura) por 5 minutos (Trial 1). Na segunda fase, 15 minutos apos, coloca-se um fundo
contendo um determinado padrdo no campo, junto com dois objetos idénticos e deixa-se o
animal explorar livremente por 5 minutos (Trial 2). A terceira fase inicia 30 minutos apds a
segunda, um padrdo diferente ¢ colocado no fundo da caixa com outros dois objetos
idénticos, diferentes dos utilizados na fase 2, ¢ da mesma forma permite-se o animal
explorar por mais 5 minutos (Trial 3). A quarta e tltima fase inicia 15 minutos apos a
terceira, 0 mesmo padrdo utilizado na fase 3 ¢ mantido no fundo da caixa e um objeto da
fase 2 (como objeto novo) ¢ inserido juntamente com um objeto da fase 3 (como objeto
familiar) (trial 4). Os parametros medidos incluem a percentagem de tempo gasto com o
objeto da fase 2 colocados no fundo com padrao utilizado na fase 3 (Upadhya, Hattiangady
et al. 2016).

2.11.3 Teste do nado forgado (FST)

O teste do nado forgado (FST), originalmente descrito por Porsolt e colegas
(Porsolt, Le Pichon et al. 1977), ¢ utilizado para mensurar o comportamento depressivo dos
animais. Neste estudo utilizamos o protocolo previamente descrito (Kodali, Parihar et al.
2015, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Os animais com fun¢do normal de humor
costumam gastar menos tempo em imobilidade (flutuag¢do) durante o teste. No primeiro dia,
os animais foram habituados ¢ treinados a atividade de nata¢dao individualmente em um
cilindro com 45 cm de altura com dgua a uma temperatura de 23-25°C e profundidade de
30 cm de modo que as patas dianteiras do animal ndo tocassem no fundo do recipiente
durante o teste. O animal foi colocado gentilmente no cilindro onde ficavam livres para
nadar, durante 10 minutos. Roedores saudaveis tendem a apresentar um comportamento de
luta, inicialmente, nadam durante a maior parte do tempo na dgua e mostram um
comportamento de imobilidade (flutuacao) por periodos mais curtos. Apds a habituagdo, o

animal retornou a sua gaiola que permaneceu sobre uma placa de aquecimento durante 30
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min. Vinte e quatro horas apos o treino foi feito o teste, onde os animais foram colocados
novamente no cilindro e, um por vez, ficavam livres para nadar durante 10 minutos. O
comportamento de cada animal durante todo o periodo do teste foi gravado por uma camera
de video. ApoOs o teste, da mesma forma, os animais retornaram as suas gaiolas que
permaneceram sobre uma placa de aquecimento durante 30 min. Durante a tarefa os
animais foram observados por pesquisadores treinados para agir a qualquer movimento de
afogamento. Caso algum animal demonstrasse manifestacdes de crises durante a tarefa, este

era removido imediatamente do cilindro e excluido do teste.

Em um segundo momento, avaliadores cegos analisaram as gravagdes e
mensuraram o tempo gasto em flutuagdo (imobilidade) de cada animal, dividindo a analise
entre 0s primeiros 5 minutos e ultimos 5 minutos de teste. Nos primeiros minutos os
animais tendem a nadar ativamente e fatores como fadiga podem influenciar na imobilidade
durante os Ultimos minutos. Imobilidade ¢ definida como o movimento minimo necessario
para manter a cabeca acima do nivel da 4gua e a natagdo ¢ identificada como um

movimento continuo horizontal no cilindro. A percentagem de tempo gasto em imobilidade

¢ utilizada como uma medida do comportamento depressivo.

2.11.4 Teste da preferéncia por sacarose (SPT)

Para analisar a anedonia (perda da capacidade de sentir prazer em atividades
prazerosas em condi¢des normais), foi empregado o teste de preferéncia por sacarose
(SPT). Este teste avalia a disfungdo de humor em roedores medindo a perda ou reducao da
preferéncia por liquidos doces como a solugdo de sacarose (Snyder, Soumier et al. 2011,
Baptista, Saur et al. 2015). Em condi¢des normais, animais saudaveis tendem a mostrar
preferéncia por beber sacarose a 4gua normal. Por outro lado, animais com comportamento
depressivo costumam consumir agua normal e sacarose em propor¢des similares. No
primeiro dia os animais foram treinados para adaptacdo a sacarose por 24 horas. Animais
foram alojados em gaiolas individuais com livre acesso a duas garrafas idénticas cada uma
contendo 100 mL de sacarose 1% e ragao provida ad libitum. No segundo dia, alocados nas

mesmas gaiolas, os animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de
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sacarose 1% e a outra contendo 100 mL de 4gua e rag¢do provida ad libitum. No terceiro dia,
os animais foram privados de 4gua e comida, permanecendo em jejum por 22 horas. No
quarto e ultimo dia, a preferéncia por sacarose foi avaliada apds 22 horas de jejum. Os
animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de sacarose 1% e a
outra contendo 100 mL de agua por duas horas. Decorridas duas horas de teste, as garrafas
foram removidas das gaiolas e o consumo de adgua e sacarose foram mensurados. Apos o
teste, os animais foram imediatamente colocados de volta a suas condigdes normais de
alojamento, com acesso livre a ragdo e agua. A taxa de preferéncia por sacarose foi
calculada através da seguinte férmula: consumo de sacarose/(consumo de agua + consumo

de sacarose) x 100 (Upadhya, Hattiangady et al. 2016).

2.11.5 Teste de alimentacao relacionada a depressdo (ERDT)

Este teste examina os niveis de depressdo e motivagdo para se alimentar apods
privagdo de comida por 24 horas. Esse teste foi adaptado a partir do teste de depressdo
relacionado a alimentacdo (ERDT) previamente descrito (Samuels e Hen 2011, Powell,
Fernandes et al. 2012). Por outro lado, ratos com depressdo demoram a chegar perto da
comida ou levam mais tempo para comer. Neste teste, toda comida foi removida das gaiolas
dos animais por 24 horas, porém agua foi provida durante o periodo de jejum. Apds 24
horas, poucos pellets de comida foram colocados em um pedago de filtro de papel
posicionado em um dos quatro cantos da gaiola em que o animal vive e cada animal foi
colocado em um canto oposto a comida, podendo explorar por 5 minutos. Os pellets de
comida fresca foram trocados para cada rato para eliminar qualquer problema relacionado a
odores. A laténcia da primeira mordida na ragao foi medida e comparada entre os grupos. O
animal era excluido caso ndo mordesse a comida dentro dos 5 minutos de teste. Em
condi¢des normais, os animais saudaveis rapidamente se locomovem em dire¢do aos pellets
de ragdo para come-los. Entretanto, os animais com comportamento depressivo levam mais
tempo para se dirigir & comida, ou apenas cheiram a comida, mas ndo a consomem

(Upadhya, Hattiangady et al. 2016).
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2.12  ANALISE ESTATISTICA DA AVALIACAO COMPORTAMENTAL

As andlises estatisticas foram realizadas através do software PrismGraph 6.0
(Graph-Pad Software, San Diego, CA). Os dados foram expressos em média e erro padrao
para varidveis de distribui¢do normal, e para todas as variaveis foi considerado um nivel de

significancia p< 0,05.

Para a andlise da frequéncia de crises foi utilizado o teste t de Student para amostras
pareadas e para a comparacao entre os periodos pré e pds-transplante foi utilizado ANOVA
de uma via com medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey. Para a analise dos
testes comportamentais foi utilizado teste t de Student e ANOVA de uma via seguida do

teste post-hoc de Newman-Kewls.
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Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)




85

Capitulo 111

Transplante de células-tronco neurais (NSC) derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) apos status epilepticus ameniza o
desenvolvimento de epilepsia cronica e preserva fungdes de memoria,

cognigdo e depressao.
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RESUMO

Viarias alteracdes epileptogénicas e inflamacao continua acontece apds inducgao de status
epilepticus (SE), que pode resultar no desenvolvimento de epilepsia do lobo temporal
(ELT) caracterizada por crises espontaneas e recorrentes (CERs) e prejuizos na cognicao,
memoria e humor. N&s testamos se a intervencdo precoce apds SE com o transplante
intrahipocampal de células-tronco neurais (NSC) derivadas de células-tronco pluripotentes
induzidas humanas (hiPSC) ¢ eficaz para reduzir a frequéncia de CERs e a disfungao
cognitiva e comportamento depressivo. Ratos F344 machos foram utilizados para inducao
de SE por acido cainico (KA) durante duas horas. Apds 7 dias da indugdo de SE os animais
receberam o transplante intrahipocampal de hNSCs (3 inje¢des/bilateral, ~ 100.000
células). Animais do grupo Sham receberam transplante intrahipocampal de meio celular ao
invés de hNSC, e animais do grupo SE receberam apenas a injecdo de KA, sem
procedimentos cirtirgicos. A monitoracdo das CERs de sessenta e quatro horas no 3° més
ap6s o SE revelaram diminuicdo das CERs nos animais transplantados, em comparagao
com animais dos grupos Sham ou SE. Sete dias de gravag¢des continuas de video-EEG no
quarto més apés SE corroboraram com esses achados. Além disso, os animais
transplantados mostraram habilidade para discernir pequenas mudangas no ambiente
(funcdo de separagdo de padrdes), habilidade para formar memorias de reconhecimento e
localizagao de objetos, bem como reducdo da disfungdo humoral e depressiva no teste de
preferéncia de sacarose e teste de alimentacdo relacionado & depressdo. Em contraste, os
ratos epilépticos tanto do grupo Sham quanto do grupo SE mostraram disfuncdo de
separacao de padrdes, distirbios de reconhecimento € memoria de localizagdo, bem como
comportamento depressivo. As analises histologicas realizadas 4 meses apoOs o transplante
revelaram excelente sobrevivéncia das células transplantadas nos hipocampos e se
diferenciaram na maior parte em neuronios NeuN+ (~ 87%). Também foi encontrado nos
hipocampos dos animais transplantados alguns neurénios GABA-érgicos (~ 12%),
astrocitos (11-16%) e Ki-67+ células em proliferacio (~1%). Contudo, as células
diferenciadas a partir das hNSC transplantadas ndo apresentaram a presenca de Oct-4+.
Além disso, o transplante de hNSC aumentou a neurogénese no hipocampo com migracao
aberrante reduzida dos novos neuronios, modulou a hipertrofia dos astrécitos e a ativagao

da microglia e preservou interneurdnios positivos ao neuropeptideo Y e a parvalbumina.
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Assim, o transplante precoce de NSC derivadas de hiPSC no hipocampo apos SE atenua
consideravelmente a epilepsia cronica induzida e preserva a funcdo cognitiva e melhora o

comportamento depressivo.
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ABSTRACT

Multiple epileptogenic changes and incessant inflammation ensue after status epilepticus
(SE) induced brain injury, which in due course result in chronic temporal lobe epilepsy
typified by spontaneous recurrent seizures (SRS) and impairments in cognition, memory
and mood. We tested whether early intervention after SE with grafting of hiPSC-derived
neural stem cells (hNSCs) into hippocampi is efficacious for curbing SRS and thwarting
cognitive, memory and mood dysfunction. Young male F344 rats first underwent kainic
acid induced SE for two hours and then received grafts of hNSCs into hippocampi at 7 days
post-SE (3 grafts/side, ~100,000 cells/graft). Other cohorts of rats underwent similar SE but
received either sham-grafting surgery or maintained as epilepsy-only controls. Sixty-four
hour observations in the 3rd month after SE revealed diminished SRS in grafted animals, in
comparison to animals in sham-grafted or epilepsy only groups. Seven days of continuous
video-EEG recordings in the 4th month after SE corroborated these findings. Furthermore,
grafted animals displayed competence for discerning minor changes in the environment
(pattern separation function), ability for forming recognition and location memories in
novel object recognition, object location and object in place tests, and no anhedonia-like
behavior in sucrose preference test. Contrastingly, epileptic rats in both sham-grafted and
epilepsy-only groups showed pattern separation, recognition and location memory
impairments and anhedonia. Histological analyses performed 4 months after grafting
revealed robust yield and mostly (~87%) neuronal differentiation of hNSC graft-derived
cells. Some GABA-ergic neurons (~12%), astrocytes (11-16%) and Ki-67+ proliferating
cells (~1%) were also seen among graft-derived cells. Yet, grafts did not contain Oct-4+
PSCs. In addition, hNSC grafting maintained normal levels of hippocampal neurogenesis
with reduced aberrant migration of newly born neurons, modulated the hypertrophy of
astrocytes and activation of microglia and rescued host neuropeptide Y and parvalbumin
positive interneurons. Thus, hiPSC-derived NSC grafting into the hippocampus early after
SE considerably mitigates SE-induced chronic epilepsy and preserves cognitive, memory

and mood function.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto foi verificar se células-tronco neurais derivadas de células-

tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC-NSC) apresentam potencial terapéutico no

controle das crises espontaneas e recorrentes € do dano neuronal progressivo induzido pela

epilepsia experimental, através da restauragdo da populacdo e/ou conexdes neurais

perdidas.

1))

2)

3)

4)

5)

6)

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a frequéncia de crises espontdneas e recorrentes (CERs) apos o
transplante intrahipocamapal das hiPSC-NSC em ratos com epilepsia induzida por
acido cainico;

Analisar o desempenho cognitivo dos animais ap6s o transplante das hiPSC-
NSC;

Verificar o comportamento depressivo dos animais apos o transplante hiPSC-
NSC;

Investigar a sobrevivéncia das hiPSC-NSC transplantadas nos hipocampos dos
animais com epilepsia cronica;

Avaliar a diferenciacdo das hiPSC-NSC transplantadas com diferentes marcadores
neuronais, gliais, proliferacao e pluripoténcia celular;

Analisar parametros como neurogénese, gliose reativa, microglia ativada, e
preservacao de interneurénios GABAérgicos nos hipocampos apos o transplante das

hiPSC-NSC em ratos com epilepsia induzida por acido cainico.
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2. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado durante o periodo de doutorado sanduiche no Institute for
Regenerative Medicine da Texas A&M University Health Science Center, o qual possui a

infraestrutura necessaria para a realizagao dos experimentos.

2.1 GERACAO DE CELULAS-TRONCO NEURAIS (NSC) A PARTIR DE
CELULAS-TRONCO PLURIPOTENTE INDUZIDAS HUMANAS (hiPSC)

O protocolo seguido para a inducdo de células-tronco neurais a partir de células-
tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) utilizando o meio de indugdo neural
Gibco® PSC. As placas de seis pogos foram preparadas com a matriz Geltrex (Termo
Fisher Scientific), e incubadas por uma hora a 37°C. Seguindo o protocolo, as hiPSCs
foram cultivadas em meio E8 (ES8, do inglés, Essential 8 Basal Medium, Gibco). Apos 24
horas, o meio E8 foi trocado para o meio de inducao neural (NIM, do inglés, Neural
Induction Medium), o qual consiste em meio Neurobasal e Suplemento de Indu¢ao Neural
(Gibco). O NIM foi trocado todos os dias, e no sexto dia de indugdo neural, as células
comegaram a alcangar a confluéncia maxima (80-90%) e todas as colonias de diferenciagdo
nao-neural foram removidas. No sétimo dia de indugdo neural, as hNSCs (P0) estavam
prontas para serem transferidas, e entdo, a expansdo neural foi iniciada. Apos as placas
serem incubadas com Geltrex, as células foram cultivadas em um meio de expansao neural
(NEM, do inglés, Neural Expansion Medium), o qual consiste em meio Neurobasal,
Advanced DMEMF-12 e Suplemento de Inducdo Neural (Gibco). As células foram
removidas das placas com a utilizagdo do reagente de dissociagdo celular StemPro Accutase
(Gibco). Em seguida, foram incubadas com o inibidor Y27632 ROCK (Sigma-Aldrich)
overnight. No dia seguinte, o NEM foi completamente removido para eliminar o inibidor
ROCK. Apés, as hNSC seguiram sendo expandidas apenas com o NEM. O meio foi
trocado em dias alternados, ¢ normalmente, as hNSCs alcancaram confluéncia entre 4 ¢ 6

dias ap0s o inicio de cada passagem.
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2.2 ANIMAIS E INDUCAO DO MODELO DE ACIDO CAINICO (KA)

Os ratos Fisher 344 (F344) foram obtidos de Harlan (Indianapolis, IN). Nos

induzimos SE em ratos F344 machos jovens (40 dias) via injecdes intraperitoneais de acido

cainico (3.0 mg/Kg peso corporal) até que eles exibissem SE. As crises foram analisadas

utilizando a escala de Racine (Racine 1972) e terminadas duas horas depois por diazepam

(5.0 mg/kg) como descrito em estudos prévios (Rao, Hattiangady et al. 2006, Hattiangady,

Rao et al. 2008). Todos os protocolos de animais foram revisados e aprovados pelo

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) do Central Texas Veterans Health

Care System, Temple TX. Os experimentos realizados estao ilustrados na Figura 1.

Controle m

Ratos F344

]
Lol

SE induzido por cido cainico
(3 mg/kg dose gradual i.p.)

7 dias apos SE

g

Transplante intrahipocampal
bilateral de hNSCs ou NEM
(100.000 células vivas)

l:’» meses apds SE

Testes Comportamentais (Cognigido, meméria ¢ depressio)

4 meses apos SE

Oﬁ

Indugdo Neural das hiPSCs

!

wp/

Expansio Neural e Preparagio
da Suspensdo Celular (hiPSC-NSC)

Diferenciagdo de hiPSC-NSCs

)b

W

Video-EEG

\r‘s '

Histologia

Figura 1. Delineamento experimental. Do topo até a direita estd exemplificada a preparacdo das NSCs

derivadas de hiPSC para o transplante. O processo inclui a expansdo de hiPSC como corpos embrionarios
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seguidos de indugdo neural e geragdo de hNSCs. Os proximos passos consistem na expansido das hNSCs e no
dia do transplante, a suspensao celular ¢ preparada para o transplante e o resto ¢ preparado para diferenciagao.
Da esquerda para baixo estdo descritos os passos para a preparagdo de ratos F344 machos jovens para os
grupos que foram para o procedimento cirtrgico receber o transplante cerebral, incluindo os animais do grupo
Sham, e o grupo SE que ndo recebeu nenhum transplante. O status epilepticus (SE) foi induzido através de
injegdes intraperitoneais graduais de acido cainico (KA). Para o transplante, em torno de 100.000 hNSCs
derivadas de hiPSC foram transplantadas em trés locais do hipocampo de ratos em 7 dias p6s-SE. Nos
animais do grupo Sham, foi injetado o meio de cultura de expansdo neural (NEM) nos mesmos locais do
hipocampo onde as hNSC foram injetadas no outro grupo. Os animais que ndo receberam transplante foram
designados aos grupos SE. A frequéncia do comportamento de crises espontaneas recorrentes (CERs) foi
medida 3 meses apos SE e as analises das crises por EEG foram feitas ~4 meses ap6s o SE. Os animais foram
perfundidos para analise histologica para avaliagdo dos efeitos do transplante no hipocampo em 4-5 meses

apods o transplante.

2.3 TRANSPLANTE INTRAHIPOCAMPAL DE hNSC DERIVADAS DE hiPSC

Sete dias ap6s a inducdo de SE, as hNSC foram transplantadas bilateralmente nos
hipocampos dos animais (n=20). O protocolo de transplante foi similar aos descritos nos
estudos anteriores do grupo (Hattiangady, Rao et al. 2006, Rao, Hattiangady et al. 2007,
Hattiangady e Shetty 2011). Para o transplante, IpL de suspensdo celular contendo
aproximadamente 100.000 células vivas, foi injetado utilizando-se uma seringa Hamilton
de 10uL em trés locais de cada hipocampo de acordo com as seguintes coordenadas
estereotaxicas: (I) antero-posterior (AP)= 3.0 mm a partir do bregma, lateral (ML)=2.0 mm
a partir da linha medial, e ventral (V)=3.2 mm a partir da superficie do cérebro; (II) AP=4.0
mm, ML=3.0 mm, V=4.0 mm; (III) AP=4.8 mm, ML=4.0 mm, V=4.0 mm. Também, foi
feito o transplante intrahipocampal do meio de expansdo neural (NEM) em ratos apos SE,
seguindo as mesmas coordenadas, servindo como controle celular (n=11). Apos, a cirurgia
os animais receberam cuidados especiais, incluindo comida macia e hidrogel, e inje¢des
subcutaneas de solucdo salina (10 mL/dia) por 5 dias apds a cirurgia. Além disso, todos os
animais que passaram por transplante (seja hNSC ou NEM) foram imuno-suprimidos
através de injegdes subcutaneas de ciclosporina (10 mg/Kg) a partir de 24-48 horas antes da

cirurgia e depois diariamente até a eutanasia.
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2.4 DIFERENCIACAO DAS hIPSC-NSC IN VITRO

As amostras da suspensao de hiPSC-NSC foram incubadas em placas de cultura de
24 pocos revestidas com Poly-L-Ornitina (PO) e incubadas durante 2 horas. Apds a
remogao da PO, as placas seguiram para incubagdo com Laminina (20 ug / mL) durante 1
hora, ambas a 37 °C. Apoés a lavagem da Laminina, a suspensdo celular foi transferida para
a placa contendo o meio de diferenciacdo (Meio Neurobasal, B-27 com &cido retinoico,
Glutamax, Nonessencial AA, L-Ascorbico, BDNF e GDNF) durante 15 dias. O meio foi
trocado a cada dois dias. No 15° dia de diferenciagao as células eram lavadas e fixadas em
paraformoladeido 4% (PFA 4%), e apds processadas para diferentes protocolos de
imunofluorescéncia para verificar as fragdes de células estaminais neurais (Nestin),
neurdnios imaturos (TUJ-1), neuronios GABAérgicos (GABA), astrocitos (GFAP),
oligodendrocitos (O1) e pluripoténcia (Oct-4 ¢ Tra -1).

2.5 MONITORAMENTO DE CRISES ESPONTANEAS RECORRENTES (CERS)

Um total de 64 horas de contagem de CERs via observacao direta foram realizadas
durante o terceiro més pos-SE em sessoes de 4 horas de observagdo continua (Rao,
Hattiangady et al. 2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, Waldau, Hattiangady et al. 2010,
Hattiangady, Kuruba et al. 2011). As crises foram observadas durante o dia por
pesquisadores treinados, evitando ruidos e atividades que pudessem estressar os animais
durante as sessdes de monitoracao. As crises foram contadas com a utilizacao da escala de
Racine (Racine 1972). Apds a conclusdo de todas as sessdes, a média de frequéncia de
todas as CER, a frequéncia de CER estagio V, a média de duragdo de cada CER, e o tempo

total de duracao de cada crise foram calculados.

2.6 MONITORAMENTO DE CERS VIA VIDEO-ENCEFALOGRAMA (VIDEO-
EEG)

Além da quantificacdo de CERs via monitoragdo direta, quatro meses apos a
inducdo de SE, video-encefalograma (video-EEG) foi gravado continuamente por sete dias

(24 horas por dia). A frequéncia de CERs foi medida para cada grupo. As gravacdes foram
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iniciadas somente apoOs todos os testes comportamentais terem sido finalizados. Para este
experimento, 0s animais passaram por cirurgia para implanta¢do de eletrodos, de acordo
com o protocolo descrito anteriormente (Hattiangady e Shetty 2011, Hattiangady, Mishra et
al. 2014, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Para a gravacao do EEG, eletrodos de metal
esterilizado com parafusos de montagem (Pastics One) foram implantados epiduralmente,
para gravagdo de EEG do cortex, foi implantado um acima do cortex parietal frontal direito
e, como eletrodo de referéncia, outro acima do cerebelo esquerdo. Um eletrodo
intracraniano de ago inoxidavel com encaixe (Teflon) também foi colocado no giro
denteado direito para gravar o EEG diretamente a partir do hipocampo (Rao, Hattiangady et
al. 2006). No cranio, também foi implantado um par de parafusos de ancoragem para
segurar os eletrodos de EEG com cimento dental. Todos os eletrodos e parafusos foram
cimentados no local, e apds, os eletrodos foram presos a um micro plugue, que foi entdao
cimentado na cabeca do animal. Duas semanas ap0s a cirurgia de implantagao de eletrodos,
a monitoracdo de EEG foi iniciada, utilizando um sistema de monitoramento de video-EEG
digital (AS40 da Grass Telefactor). Apds a finalizacdo de todas as andlises em video, a

média da frequéncia de todas as crises, e as CERs estagio V foram calculadas.

2.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

Viérios testes comportamentais foram aplicados para avaliar a funcdo ou memoria
cognitiva dependentes do hipocampo (Parihar, Hattiangady et al. 2011, Parihar,
Hattiangady et al. 2013, Hattiangady, Mishra et al. 2014, Kodali, Parihar et al. 2015). Trés
meses apos SE, para verificar a integridade de diferentes regides do cérebro envolvidas na
fungdo cognitiva, os animais foram testados para memoria de reconhecimento de objeto
(NORT) para fungdo do cortex perirrinal, teste de localizagao de objeto (OLT) para fungao
do hipocampo, teste de separacdo de padrao (PST) para a extensdo da neurogénese, teste de
local do objeto (OIPT) para testar a integridade do giro do cortex pré-frontal medial, cortex
perirrinal e hipocampo. Para avaliar o comportamento depressivo, foi aplicado um teste de
depressao relacionado a alimentacao (ERDT), e teste de preferéncia por sacarose (SPT).
Todos os protocolos dos testes de comportamento utilizados neste estudo foram descritos

recentemente em nosso estudo (Upadhya, Hattiangady et al. 2016).
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2.7.1 Teste de Localizagcao do Objeto (OLT)

Este teste examina a habilidade cognitiva de deteccdo minima de mudangas no
ambiente. Este teste inclui trés fases sucessivas com um intervalo entre fases de 15 minutos,
ilustrado na Figura 5 (A-C). A primeira fase ¢ a fase de habituagdo. O animal ¢ colocado no
centro de um campo aberto em uma caixa (100 cm, comprimento % 100 c¢m, largura x 60
cm, altura) para exploragao por 5 minutos (Trial 1). A segunda fase ¢ a fase de treino e
inicia 15 minutos apds a primeira fase, onde coloca-se dois objetos idénticos em lados
opostos dentro caixa (Trial 2). O animal ¢ colocado no centro da mesma caixa para explorar
livremente os objetos por 5 minutos. A terceira fase € a fase de teste, onde se deixa um dos
objetos no mesmo lugar e se coloca o outro em um novo local dentro da caixa (Trial 3). O
rato ¢ colocado no centro da caixa em um intervalo de 15 minutos entre cada fase. O
movimento do animal na terceira fase foi continuamente registrado e gravado em video
utilizando o programa Noldus Ethovision XT. Dados como o tempo gasto na exploragdo no
objeto movido para o novo local, no objeto que ficou no mesmo local e o tempo total gasto

foram medidos.

2.7.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (NORT)

O paradigma de reconhecimento de objetos (NORT) utiliza a tendéncia natural que
os roedores tém de explorar objetos novos para medir sua memoria (Ennaceur e Delacour
1988). Para este experimento, seguimos protocolo previamente descrito por Hattiangady e
colaboradores (Hattiangady e Shetty 2008, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Este teste
inclui quatro fases sucessivas com um intervalo entre fases de 15 minutos, ilustrado na
Figura 6 (A-C). Primeiramente, os animais foram expostos a um campo aberto durante 10
minutos para habituagdo. No dia seguinte, os animais foram novamente habituados no
campo por 5 minutos (Trial 1), e apos 15 minutos dois objetos idénticos foram dispostos no
campo em posi¢des equidistantes e permitiu-se o animal explorar livremente os objetos por
5 minutos (Trial 2). A terceira fase iniciou-se 15 minutos apds, um dos objetos familiares
ao animal foi substituido por um objeto novo ¢ da mesma forma, o animal pode explorar
livremente por 5 minutos (Trial 3). O tempo percentual gasto explorando cada objeto foi

calculado e expresso como percentual do tempo total de exploragdo em segundos com o
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intuito de avaliar a memoria de curta duragdo. Roedores saudaveis tendem a explorar o

objeto novo por mais tempo, demonstrando assim memoria quanto ao objeto familiar.

2.7.3 Teste de Separacao de Padrao (PST)

Estudos anteriores mostraram que esta tarefa requer niveis normais de
neurogénese (Jain, Yoon et al. 2012, McAvoy, Besnard et al. 2015). Este teste inclui trés
fases sucessivas com um intervalo entre fases de 15 minutos, ilustrado na Figura 7 (A-C).
Na primeira fase deste teste os animais sao habituados em um campo aberto por 5 minutos
(Trial 1). Na segunda fase, 15 minutos ap0s, coloca-se um fundo contendo um determinado
padrdo no campo, junto com dois objetos idénticos e deixa-se o animal explorar livremente
por 5 minutos (Trial 2). A terceira fase inicia 30 minutos apds a segunda, um padrao
diferente ¢ colocado no fundo da caixa com outros dois objetos idénticos, diferentes dos
utilizados na fase 2, ¢ da mesma forma permite-se o animal explorar por mais 5 minutos
(Trial 3). A quarta e tltima fase inicia 15 minutos ap0s a terceira, o mesmo padrao utilizado
na fase 3 ¢ mantido no fundo da caixa e um objeto da fase 2 (como objeto novo) ¢ inserido
juntamente com um objeto da fase 3 (como objeto familiar) (Trial 4). Os parametros
medidos incluem a percentagem de tempo gasto com o objeto da fase 2 colocados no fundo

com padrao utilizado na fase 3 (Upadhya, Hattiangady et al. 2016).

2.7.4 Teste de Localizagao de Objetos (OIPT)

Este teste envolve trés fases sucessivas com um intervalo de 15 minutos entre cada
fase (Fig. 8A-C). A primeira fase ¢ a fase de habituagdo, onde o animal foi colocado no
centro do campo aberto de uma caixa vazia para explorar livremente por 5 minutos (Trial
1). A segunda fase inicia 15 minutos apds a primeira, onde quatro objetos diferentes sdo
colocados na caixa (Trial 2). A terceira fase inicia 15 minutos apos a segunda, utilizando os
mesmos objetos, porém dois deles tem suas posicdes trocadas (Trial 3). Os parametros
foram medidos durante a terceira fase através de rastreamento por video e as analises
incluem a percentagem de tempo gasto explorando os objetos que tiveram suas posigdes

trocadas.
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2.7.5 Teste de alimentacao relacionada a depressdao (ERDT)

Este teste examina os niveis de depressdo e motivagdo para se alimentar apods
privagcdo de comida por 24 horas. Esse teste foi adaptado a partir do teste de supressdo de
alimento (NSFT, do inglés Novelty-Suppressed Feeding Test) previamente descrito
(Samuels e Hen 2011, Powell, Fernandes et al. 2012). Por outro lado, ratos com depressao
demoram a chegar perto da comida ou levam mais tempo para comer. Neste teste, toda
comida foi removida das gaiolas dos animais por 24 horas, porém agua foi provida durante
o periodo de jejum. Apds 24 horas, poucos pellets de comida foram colocados em um
pedaco de filtro de papel posicionado em um dos quatro cantos da gaiola em que o animal
vive e cada animal foi colocado em um canto oposto a comida, podendo explorar por 5
minutos. Os pellets de comida fresca foram trocados para cada rato para eliminar qualquer
problema relacionado a odores. A laténcia da primeira mordida na racdo foi medida e
comparada entre os grupos. O animal era excluido caso nao mordesse a comida dentro dos
5 minutos de teste. Em condigdes normais, os animais saudaveis rapidamente se
locomovem em direcdo aos pellets de racdo para come-los. Entretanto, os animais com
comportamento depressivo levam mais tempo para se dirigir a comida, ou apenas cheiram a

comida, mas nao a consomem (Upadhya, Hattiangady et al. 2016).

2.7.6 Teste de preferéncia por sacarose (SPT)

Para analisar a anedonia (perda da capacidade de sentir prazer em atividades
prazerosas em condi¢des normais), foi empregado o teste de preferéncia por sacarose
(SPT). Este teste avalia a disfungdo de humor em roedores medindo a perda ou reducao da
preferéncia por liquidos doces como a solu¢do de sacarose (Snyder, Soumier et al. 2011,
Baptista, Saur et al. 2015). Em condi¢des normais, animais saudaveis tendem a mostrar
preferéncia por beber sacarose a 4gua normal. Por outro lado, animais com comportamento
depressivo costumam consumir agua normal e sacarose em propor¢des similares. No
primeiro dia os animais foram treinados para adaptagdo a sacarose por 24 horas. Animais
foram alojados em gaiolas individuais com livre acesso a duas garrafas idénticas cada uma
contendo 100 mL de sacarose 1% e ragdo provida ad libitum. No segundo dia, alocados nas

mesmas gaiolas, os animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de
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sacarose 1% e a outra contendo 100 mL de 4gua e rag¢do provida ad libitum. No terceiro dia,
os animais foram privados de 4gua e comida, permanecendo em jejum por 22 horas. No
quarto e ultimo dia, a preferéncia por sacarose foi avaliada apds 22 horas de jejum. Os
animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de sacarose 1% e a
outra contendo 100 mL de agua por duas horas. Decorridas duas horas de teste, as garrafas
foram removidas das gaiolas e o consumo de adgua e sacarose foram mensurados. Apos o
teste, os animais foram imediatamente colocados de volta a suas condigdes normais de
alojamento, com acesso livre a ragdo e agua. A taxa de preferéncia por sacarose foi
calculada através da seguinte férmula: consumo de sacarose/(consumo de agua + consumo

de sacarose) x 100 (Upadhya, Hattiangady et al. 2016).

2.8 PROCESSAMENTO DO TECIDO

Diferentes marcagdes de imunohistoquimica foram feitas para verificar se o
transplante de hiPSC-NSC promove maior restrigdo nas mudancas epileptogénicas e
inflamagao no hipocampo epiléptico. Apds o término de todos os testes comportamentais
(aos 4-5 meses poOs-transplante), os ratos foram perfundidos com PFA 4% para coleta de
tecidos cerebrais. Os cérebros foram coletados, pos-fixados em PFA 4% overnight e
criopreservados utilizando 10-30% de solucdo de sacarose. Apds a criopreservagdo, fatias
de 30 micrometros de espessura foram feitas através de cortes coronais no hipocampo
utilizando o criostato e foram coletadas em série em uma placa de 24 pocos contendo
tampao de fosfato (PB) conforme descrito em outros estudos (Rao, Hattiangady et al. 2005,
Hattiangady e Shetty 2012, Kodali, Parihar et al. 2015). Utilizando a técnica de free-
flotating, um conjunto de fatias (cada 10*-20? fatia) de todos os grupos foi processado para

diferentes marcacgoes.
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2.9 ANALISES IMUNOHISTOLOGICAS

2.9.1 Analise da sobrevivéncia das hNSC transplantadas

As fatias seriadas (cada 10 fatia) do cérebro dos animais transplantados com as
hNSC foram processadas com um marcador de antigeno nuclear humano (HNA, do inglés
Human Nuclear Antigen) para a identificagdo das células diferenciadas derivadas das hNSC
transplantadas. Para o protocolo, foi utilizado um anticorpo monoclonal anti-HNA (1:200,
Millipore), como descrito em outros estudos (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). As fatias
permaneceram em placas de 24 pocos e foram tratadas com tampao fosfato-salino (PBS, do
inglés Phosphate-Buffered Saline) contendo 20% de metanol e 3% de perdxido de
hidrogénio para remover a peroxidase enddgena; apds as fatias foram lavadas apenas em
PBS (1,5 mL) e incubadas em solugdo de bloqueio por 30 minutos em temperatura
ambiente (0,5 mL); em seguida, as fatias foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo
primario (0,5 mL); para finalizar, as fatias foram lavadas 3 vezes com PBS (1,5 mL cada
vez) e incubadas com o anticorpo secundario (0,5 mL) por 1 hora em temperatura ambiente,
e entdo foram lavadas e incubadas com complexo avidina-biotina (ABC, do inglés Avidin-
Biotin Complex; Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente. A reagdo a
peroxidase foi visualizada com a utilizagdo de solucdo Vector SG (Vector Laboratories,
Inc.) como o cromogénio, e as fatias foram lavadas uma vez em agua destilada e trés vezes
em PBS; em seguida, as fatias foram montadas e desidratadas com alcool etilico graduado e
contracoradas utilizando a solugdo de Nuclear Fast Red (Vector Laboratories, Inc.). Células
positivas para HNA foram analisadas em fatias seriadas por toda a extensdo antero-
posterior do hipocampo utilizando o método de contagem por fracionador o6ptico no sistema
Stereo Investigator (MicroBrightField Inc., Williston, VT), o qual consiste em uma camera
digital de video (Optronics Inc.) ligada a um microscopio Nikon E600 (Rao e Shetty 2004,
Hattiangady, Kuruba et al. 2011, Upadhya, Hattiangady et al. 2016).
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2.9.2 Analise da diferenciagdo das hNSC transplantadas no hipocampo

Para analisar a diferenciacdo das células transplantadas no hipocampo foi executada
dupla imunofluorescéncia, conforme descrito em estudos anteriores (Hattiangady e Shetty
2012, Shetty e Hattiangady 2013, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Para isso, foi aplicado
parcialmente 0 mesmo protocolo descrito acima, utilizando a marcagao de HNA. As fatias
foram mantidas em placas de 24 pocos e tratadas com PBS contendo 20% metanol e 3%
perdxido de hidrogénio para remover a peroxidase enddgena; apods as fatias foram lavadas
em PBS (1,5 mL) e incubadas em solucdo de bloqueio por 30 minutos em temperatura
ambiente (0,5 mL); em seguida, as fatias foram incubadas overnight a 4°C contendo o
anticorpo primario (HNA, 1:200; Millipore; 0,5 mL). Por fim, as fatias foram lavadas trés
vezes com PBS (1,5 mL cada vez) e incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor 488
(1:500, Invitrogen; 0,5 mL) por 1 hora em temperatura ambiente. Aqui, nds observamos as
células positivas para HNA co-localizadas com diferentes marcadores, como o antigeno
nuclear neurdnio especifico (NeuN, do inglés Neuron-Specific Nuclear Antigen; 1:1000;
Millipore) para neurdnios maduros; adcido gama-aminobutirico (GABA, do inglés Gamma-
AminoButyric Acid, 1:5000; Sigma) para neurdnios GABA¢érgicos; proteina glial fibrilar
acida (GFAP, do inglés Glial Fibrillary Acidic Protein; 1:1000, Sigma) para astrécitos e
NSCs; NG2 (do inglés Neural-glial antigen 2; 1:500, Millipore) para células precursoras de
oligodendrocitos e NSCs, Ki-67 (1:10.000; Vector Laboratories) para proliferagcdo celular e
Fator de transcricdo de ligacdo no octimero 4 (Oct-4, do inglés Octamer-Binding
Transcription Factor 4; 1:10,000, Millipore) para pluripoténcia. Para esses marcadores
foram utilizados os anticorpos secundarios Alexa Fluor 594 (1:500, Invitrogen). Para
analisar cada marcador, trés fatias representativas de cada grupo (n=5) foram processadas e
analisadas no microscopio confocal. Em cada fatia foram selecionadas no maximo 10 éreas
do hipocampo para contagem de células com dupla marcagdo. Os resultados foram

eXpressos como percentagens.
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2.9.3 Analise quantitaiva de novos neurénios DCX+ na zona subgranular

(SGZ-GCL) ¢ hilo

Para a visualizagdo dos novos neurdnios, foi utilizada a marcacdo com
doublecortina (DCX do ingés Doublecortin), a qual ¢ uma proteina associada a
microtibulos e € expressa por neuronios imaturos e¢/ou em diferenciagao, sendo considerada
um marcador endégeno de neurogénese (Rao e Shetty 2004, Ming e Song 2005). As fatias
foram tratadas com PBS contendo 20% metanol e 3% perdxido de hidrogénio; apds as
fatias foram lavadas em PBS e incubadas em solu¢do bloqueio por 30 minutos em
temperatura ambiente; em seguida, foram incubadas overnight em 4°C com o anticorpo
primario anti-DCX (1:250, Santa Cruz Biotechnology); entdo, as fatias foram lavadas trés
vezes com PBS e incubadas contendo o anticorpo secundario IgG biotinilado (1:400,
Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente; apds, as fatias foram
lavadas e incubadas com complexo ABC (Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em
temperatura ambiente. A reacdo cromogénica foi visualizada usando a solu¢ao Vector SG
(Vector Laboratories, Inc.), e as fatias foram lavadas uma vez com agua destilada e trés
vezes em PBS. Apos, as fatias foram montadas e desidratadas gradualmente em alcool
etilico e contracoradas para marcagao nuclear usando a solu¢ao de Nuclear Fast Red
(Vector Laboratories, Inc.), conforme descrito em estudos anteriores do grupo (Rao e

Shetty 2004, Rao, Hattiangady et al. 2005).

Os novos neurdnios marcados com DCX foram contados através do método
fracionador Optico na camada de células granulares da zona subgranular (SGZ-GCL, do
inglés Subgranular Zone-Granular Cell Layer) para todos os grupos e no hilo (DH, do
inglés Dentate Hilus) para grupos epiléticos tratados e nao-tratados (n=6/grupo) (Rao,
Hattiangady et al. 2005, Rao, Hattiangady et al. 2006, Hattiangady, Kuruba et al. 2011).
Todas as contagens utilizaram cada 15" fatia, e foram visualizadas por todo o hipocampo no
sistema Stereo Investigator (Microbright eld Inc.) que consiste em uma camera digital de

video (Optronics Inc.) conectada a um microscopio Nikon E600.
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2.9.4 Analise quantitativa de interneurénios NPY+ e PV+ no hipocampo

O procedimento utilizado para a imunohistoquimica de interneurénios
GABA¢érgicos que expressam o neuropeptideo Y (NPY, do inglés Neuropeptide Y) ou a
proteina ligante de calcio, parvalbumina (PV, do inglés Parvalbumin) foi descrito em
publicacdes anteriores do grupo (Shetty e Turner 1998, Hattiangady, Rao et al. 2005,
Megahed, Hattiangady et al. 2014). As fatias sdo tratadas com PBS contendo 20% de
metanol e 3% perdxido de hidrogénio; apds, as fatias foram lavadas em PBS e incubadas
em solu¢do bloqueio por 30 minutos em temperatura ambiente; em seguida, as fatias foram
incubadas overnight a 4°C contendo anticorpo primario anti-NPY (1:10,000; Millipore) e
anti-PV (1:2000; Sigma). No proximo dia, as fatias foram lavadas trés vezes com PBS e
incubadas com o anticorpo secundario IgG biotinilado (1:500, Vector Laboratories Inc.) por
1 hora em temperatura ambiente; as fatias foram lavadas e incubadas com complexo
avidina-biotina (ABC; Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente; a
reacdo a peroxidase foi visualizada por reacdo cromogénica utilizando solu¢ao Vector SG
(Vector Laboratories, Inc.) para NPY e solucdo diaminobenzidina (DAB) para PV. As
fatias foram lavadas uma vez em agua destilada e trés vezes em PBS; em seguida, todas as
fatias foram montadas e desidratadas gradualmente com alcool etilico e fatias NPY foram
contracoradas para coloragdo nuclear vermelha utilizando a solu¢do de Nuclear Fast Red
(Vector Laboratories, Inc.). Todas as contagens foram realizadas a cada 20* fatia do
hipocampo via quantificagdo do numero total de interneurdnios positivos para NPY e PV
no giro denteado (DG) do hipocampo para todos os grupos (n=6/grupo) utilizando o
método fracionador Optico como descrito em estudos anteriores (Rao e Shetty 2004,
Hattiangady, Kuruba et al. 2011, Kuruba, Hattiangady et al. 2011, Megahed, Hattiangady et
al. 2014).

2.9.5 Anadlise quantitativa das estruturas GFAP e IBA-1 no hipocampo

A metodologia utilizada para a imunohistoquimica de GFAP e a molécula
adaptadora ligante de calcio ionzada (IBA-1, do inglés lonized calcium binding adaptor
molecule 1) foi relatada em estudos anteriores do grupo (Shetty, Zaman et al. 2005, Kodali,

Parihar et al. 2015). As fatias foram tratadas com PBS contendo 20% metanol e 3%
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peroxido de hidrogénio; apds, as fatias foram lavadas em PBS e incubadas em solucao
bloqueio por 30 minutos em temperatura ambiente; depois, foram incubadas overnight a
4°C com anticorpo primario anti-GFAP (1:3000; Dako) e anti-IBA-1 (1:1000; Millipore).
No outro dia, as fatias foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com os anticorpos
secundarios IgG biotinilados (1:200, Vector Laboratories Inc.) por uma hora em
temperatura ambiente. As fatias foram lavadas e incubadas em solugdo com complexo
avidina-biotina (ABC; Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente; e
entdo, a reagdo a peroxidase foi visualizada com a utilizagao de solugdo Vector SG (Vector
Laboratories, Inc.) como o cromogénio, ¢ as fatias foram lavadas uma vez com agua
destilada e trés vezes em PBS. Em seguida, as fatias foram montadas e desidratadas
gradualmente em alcool etilico e contracoradas para coloragdo nuclear vermelha utilizando
solucao de Nuclear Fast Red (Vector Laboratories, Inc.). As areas ocupadas por astrdcitos
GFAP+ foram medidas por areas fracionadas de tecido dentro das subareas do DH, CA1l e
CA3 do hipocampo e os elementos microgliais IBA-1+ foram medidos nas subareas do
GCL, DH, CA1l e CA3 do hipocampo, conforme descrito em estudos anteriores (Shetty,
Rao et al. 2004, Parihar, Hattiangady et al. 2013). As imagens microscopicas das diferentes
regides do hipocampo foram capturadas através de lentes objetivas 20x e 40x em um
microscopio Nikon E600 equipado com uma camera digital de video conectada a um
computador. Cada imagem foi salva em escala de cinza, em arquivos no formato bitmap e
abertas no software Image J. Foi utilizado um valor limite que mantinha todos os elementos
imunomarcados de GFAP+ e IBA-1+ e o threshold foi selecionado para gerar uma imagem.
A partir dai um comando de analise foi selecionado no programa para medir a area ocupada
pelas estruturas GFAP+ e IBA-1+ (das areas fracionadas) das imagens binarias. Os calculos
foram feitos separadamente para cada regido hipocampal para cada animal em todos os

grupos experimentais (n=6-7).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Para comparagdes que envolvem trés ou mais grupos foi utilizado ANOVA de uma
via seguida do teste de post-hoc Newman-Keuls com comparagdes multiplas. O teste t de

Student foi aplicado quando as comparagdes envolviam somente dois grupos.
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Os dados foram expressos como média + SEM e um valor P menor que 0,05 foi

considerado como estatisticamente significante.
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Aims: Epilepsy affects 0.5-1% of the world's population, and approximately a third of these patients are
refractory to current medication. Given their ability to proliferate, differentiate and regenerate tissues, stem
cells could restore neural circuits lost during the course of the disease and reestablish the physiological
excitability of neurons. This study verified the therapeutic potential of bone marrow mononuclear cells
(BMMCs) on seizure control and cognitive impairment caused by experimentally induced epilepsy.

Main methods: Status epilepticus (SE) was induced by lithium-pilocarpine injection and controlled with
diazepam 90 min after SE onset. Lithium—pilocarpine-treated rats were intravenously transplanted 22 days
after SE with BMMCs obtained from enhanced green fluorescent protein (eGFP) transgenic C57BL/6 mice.
Control epileptic animals were given an equivalent volume of saline or fibroblast injections. Animals were
video-monitored for the presence of spontaneous recurrent seizures prior to and following the cell
administration procedure. In addition, rats underwent cognitive evaluation using a Morris water maze.

Key findings: Our data show that BMMCs reduced the frequency of seizures and improved the learning and
long-term spatial memory impairments of epileptic rats. EGFP-paositive cells were detected in the brains of
transplanted animals by PCR analysis.

Significance: The positive behavioral effects observed in our study indicate that BMMCs could represent a

promising therapeutic option in the management of chronic temporal lobe epilepsy.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Epilepsy is a chronic neurological disorder that affects 0.5-1% of
the population worldwide (Engel, 2001; Sander and Shorven, 1996).
The response to therapy in newly diagnosed cases is generally good,
but up to 30% of patients cannot achieve acceptable seizure control
despite adequate trials with potentially effective antiepileptic agents
(Loscher, 2002). In addition, there is the risk of a large number of
adverse effects, and surgical freatment is limited due to possible brain
function impairments.

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most frequent refractory form
of epilepsy in adult patients (Engel, 2001). Patients with TLE often
show extensive cell loss in temporal brain areas, especially in the
hippocampus; this characterizes mesial temporal sclerosis (MTS)-

* Comresponding author at: Laboratério de Neurociéncias, Instituto do Cérebro
(Inscer), Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), Avenida
Ipiranga 6690, Jardim Botinico, Prédio 60, 2° andar, sala 07, CEP 90619-900, Porto
Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 33203250; fax: +55 51 33203312

E-muail address: joc@pucrs.br (.C. DaCosta).

0024-3205/8 - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.1fs.2011.06.006

associated TLE. The main physiopathological findings observed in MTS
are neuronal loss, reactive gliosis, mossy fiber sprouting, dendritic
injury and neurogenesis (Babb et al, 1991; Blumcke et al, 1999).
Several clinical observations suggest that epilepsy is more complex
than recurrent seizures alone and that progressive cognitive impair-
ment should be included in the sequelae of refractory TLE, particularly
when associated with hippocampal sclerosis (Hermann et al, 2002;
Hermann et al., 2006; Oyegbile et al., 2006; Oyegbile et al., 2004).

Intense neuronal loss is intimately related to EMT and chronic
epileptic activity (Blumcke et al., 1999; Blumcke et al., 1996). Thus,
the replacement of cells lost during the course of disease or the
replacement of physiological mediators produced by the cells may
represent effective strategies in the treatment of refractory epilepsy.
Transplanted stem cells could exert their effects not only by
transdifferentiating but also by other means such as cell fusion, the
release of trophic factors or cytokines, or even by activating
endogenous neural stem cells (Terada et al., 2002).

A number of cell transplantation strategies have been studied in
experimental models of epilepsy (Carpentino et al,, 2008; Chu et al,,
2004; Gernert et al., 2002; Hattiangady et al., 2008; Huber et al., 2001:
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Introduction

SUMMARY

Aims: In previous studies, transplantation of bone marrow mononuclear cells (BMMCs) in
epileptic animals has been found to be neuroprotective. However, the mechanism by which
the BMMCs act remains unclear. We hypothesize that BMMCs may provide neuroprotec-
tion to the epileptic brain through trophic support. To test our hypothesis, we studied the
temporal expression of neurotrophins alter BMMC transplantation in the epileptic rat hip-
pocampus. Methods: Chronically epileptic rats were intravenously transplanted with
1 % 107 BMMCs isolated from GFP transgenic mice. Expression levels of BDNF, GDNF,
NGF, VEGF, and TGF-fil, and their receptors, were evaluated by ELISA and/or gRT-PCR
analysis. Results: Our data revealed increased protein expression of BDNF, GDNF, NGF,
and VEGF and reduced levels of TGF-£1 in the hippocampus of transplanted epileptic ani-
mals. Additionally, an increase in the mRNA expression of BDNF, GDNF, and VEGF, a
reduction in TGF-f1, and a decrease in mRNA levels of the TrkA and TGFR-f1 receptors
were also observed. Conclusion: The gain provided by transplanted BMMCs in the cpilep-
tic brain may be related to the ability of these cells in modulating the network of neurotro-

phins and angiogenic signals.

is low and poorly explains the benefits of the cellular treatment

[7.8,13]. Trophic factors are key elements during embryogenesis

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most frequent form of epilepsy

in adults [1]. It is charac d by the progressive occurrence of
spontaneous recurrent seizures (SRS) and affects mainly the hip-
pocampus [2]. Unfortunately, 30% of the patients become refrac-
tory to the antiepileptic drugs [3]. Surgical treatment is a
therapeutic option for these patients, but it is restricted due to pos-
sible brain function sequelae.

Cellular therapy-based studies have grown exponentially in the
field of epilepsy research and have shown benefits in experimen-
1al models [4-15]. We have previously reported that bone marrow
mononuclear cells (BMMCs) that are intravenously transplanted

reduce seizure frequency and improve cognitive deficits in chronic

epileptic rats [8,13]. However, the grafted cells uptake in the brain
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[16] and together with their receptors are selectively expressed in
different parts of the central nervous system (CNS) during devel-
opment. It has been demonstrated that stem cells have the ability
to generate a variety of growth factors both in vitre and in vive [17—
19]. Therefore, it is possible that the transplanted BMMCs could
secrete and/or promote the cerebral expression of trophic factors
that subsequently stimulate endogenous mechanisms of neuro-
protection.

Bao et al. [20] showed that increased levels of neurotrophic fac-
tors were assoclated with functional improvement following
transplantation of human bone marrow-derived mesenchymal
stem cells in ischemic rats. Furthermore, a large array of growth
factors was shown to improve cognitive deficits and to be
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APENDICE III

Neural Stem Cell or Human Induced
Pluripotent Stem Cell-Derived
GABA-ergic Progenitor Cell Grafting

in an Animal Model of Chronic Temporal
Lobe Epilepsy

Dinesh Upadhya,>* Bharathi Hattiangady,"** Geetha A. Shetty,"**
Gabriele Zanirati,'* Maheedhar Kodali,'** and Ashok K. Shetty'*?

'Institute for Regenerative Medicine, Texas A&M University Health Science Center
College of Medicine, Temple, Texas

*Research Service, Olin E. Teague Veterans” Medical Center, Central Texas Veterans Health
Care System, Temple, Texas

*Department of Molecular and Cellular Medicine, Texas A&M University Health Science
Center College of Medicine, College Station, Texas

Grafting of neural stem cells (NSCs) or GABA-ergic progenitor cells (GPCs)
into the hippocampus could offer an alternative therapy to hippocampal resec-
tion in patients with drug-resistant chronic epilepsy, which afflicts >30% of
temporal lobe epilepsy (TLE) cases. Multipotent, self-renewing NSCs could
be expanded from multiple regions of the developing and adult brain, human
embryonic stem cells (hESCs), and human induced pluripotent stem cells (hiP-
SCs). On the other hand, GPCs could be generated from the medial and lateral
ganglionic eminences of the embryonic brain and from hESCs and hiPSCs. To
provide comprehensive methodologies involved in testing the efficacy of trans-
plantation of NSCs and GPCs in a rat model of chronic TLE, NSCs derived
from the rat medial ganglionic eminence (MGE) and MGE-like GPCs derived
from hiPSCs are taken as examples in this unit. The topics comprise descrip-
tion of the required materials, reagents and equipment, methods for obtaining
rat MGE-NSCs and hiPSC-derived MGE-like GPCs in culture, generation of
chronically epileptic rats, intrahippocampal grafting procedure, post-grafting
evaluation of the effects of grafts on spontaneous recurrent seizures and cogni-
tive and mood impairments, analyses of the yield and the fate of graft-derived
cells, and the effects of grafts on the host hippocampus. © 2016 by John Wiley
& Sons, Inc.

Keywords: cell transplantation « chronic temporal lobe epilepsy » cognitive
and mood impairments « GABA-ergic progenitors  glial-cell line derived
neurotrophic factor « hippocampal neurogenesis » human induced pluripotent
stem cells « medial ganglionic eminence » phenotypic differentiation of graft-
derived cells « spontaneous recurrent seizures
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