UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

TRANSPLANTE DE CELULAS
MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA
NA EPILEPSIA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR

LITIO E PILOCARPINA EM RATOS

Zaquer Suzana Munhoz Costa Ferro

Porto Alegre
2008



Zaquer Suzana Munhoz Costa Ferro

TRANSPLANTE DE CELULAS
MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA NA
EPILEPSIA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR

LITIO E PILOCARPINA EM RATOS

Tese apresentada ao Departamento de
Fisiologia do Instituto de Ciéncias
Bésicas e da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, como
requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias
Bioldgicas: Fisiologia.

Orientador: Dr. Jaderson Costa da Costa.

Porto Alegre
2008



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC-RS) e no
Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia do Centro de pesquisa Gongalo
Muniz- FIOCRUZ-BA.

Com apoio financeiro do: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico — CNPq; Fundacdo da Universidade Federal do Parana - FUNPAR-SC; Pandurata
Alimentos Ltda.; Faculdade Gama e Souza-RJ, Decit/SCTIE/MS, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS) FIOCRUZ-BA e PUC-RS.



DEDICATORIA

Aos meus amores Fani e Egon, pela luz da
presenca, minha inspiragdo e o motivo

de querer dias melhores.

Ao meu amor Pedro, pelo carinho, tranquilidade,
seguranca, incentivo e por tudo

gue Somos e vivemos.

A meus pais Valeriano e Janiz, pelos valores

que sempre me transmitiram.



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Jaderson Costa da Costa
por acolher, apostar, orientar, acompanhar e pontuar este projeto.
Pelo exemplo de profissionalismo, ao senhor todo 0 meu respeito e admiracao.

Dr. Ricardo Ribeiro dos Santos
gue me acolheu com disponibilidade, atencéo, amizade e dedicacéo.
Dra. Milena Soares pela atencéo, paciéncia, estimulo, objetividade e profissionalismo.
Meus colegas do Neurolab por tantas aprendizagens, especialmente a
Simone Salamoni, Andrea Alencar, Michele Pedroso, Mariana Santos, Ricardo Breda
e Dr. Ney Azambuja que, de uma forma ou outra, tornaram este caminho mais suave.

Fernanda Borba Cunha e Affonso Vitola,
gue me acompanharam durante esta trajetéria com entusiasmo e paciéncia.

Meus colegas do LET]I pelas horas dispensadas em meu auxilio especialmente a
Carine Azevedo, Marcus Leal e Denis Zubieta.

Dra. Beatriz Longo pela acolhida, alegria, apoio constante, atencdo e amizade.

Dra. Denise Machado, Jeremiah Mistrelo e Chistian Viezzer,
do Centro de Terapia Celular, pela eficiente ajuda e colaboragéo.

Dra. Janine Rossato e Dr. Léder Xavier por contar com a parceria.

Por fim, gostaria de agradecer ao PPG — Fisiologia, a UFRGS e ao CNPq pelo apoio para o
desenvolvimento desta tese.



No rancho que hd no interior
de mim mesmo

eu, gadcho de fé

Me arrincono e medito.

Despido o poncho da vaidade
e do orgulho

tiro o chapéu, apago o pito

e me achego pra uma prosa
com o patrdo maior..

Gracias patrdo

pelos meus parceiros
nessa ronda da vida
sempre de prontiddo para
me amadrinharem na
campereada mais custosa
ou para matearem comigo
na hora do sossego...

Odilon Ramos



SUMARIO

AGRADECIMENTOS
PARTE |
I. RESUMO
I. ABSTRACT
II. SIGLAS E ABREVIATURAS
I1I. INTRODUCAO
II1.1 — Epilepsia
I11.2 — Epilepsia do Lobo Temporal
II1.2.1 — Epidemiologia
II1.3 — Formagao hipocampal
II1.4 — Fisiopatologia das crises parciais na epilepsia do lobo temporal
II1.5 — Alteragdes estruturais e funcionais associadas a epilepsia do lobo temporal
II1.5.1 — Esclerose hipocampal
II1.5.2 — Brotamento das fibras musgosas
II1.5.3 — Alteragdes dentriticas
I11.5.4 — Génese de novas células
I11.5.4.1 — Gliose
II1.5.4.2 — Neurogénese
II1.6 — Modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal
I11.6.1 — Modelo pilocarpina
II1.7 — Estudo experimental da memoria
II1.8 — Células-tronco
II1.8.1 — Células-tronco da medula 6ssea
I11.8.1.1 — Células-tronco hematopoiéticas
I11.8.1.2 — Células-tronco mesenquimais
II1.9 — Propriedades das células-tronco no hipocampo epiléptico
IV.10 — Justificativa
V. OBJETIVOS
V.1 — Objetivo Geral

111

10
13
13
14
14
15
17

19
20
22
23
23

24
25
26
27
30

33

34

36
37
39

40
40



V.2 — Objetivos Especificos
V.2.1 — Grupo Agudo
V.2.2 — Grupo Crdnico
PARTE II
I. MATERIAIS E METODOS
I.1 — Animais experimentais
[.2 — Delineamento dos experimentos
.3 — Indugdo da epilepsia pelo modelo litio e pilocarpina
.4 — Obtengao e preparo das células mononucleares da medula 6ssea
.5 — Controle da crises
1.6 — Perfusdo e fixacdo para imunofluorescéncia e histologia
1.7 — Analise histologica
I.8 — Estimativa da densidade neuronal
1.9 — Estimativa de volume
[.10 — Estudo do brotamento neuronal pela técnica de Neo-Timm
[.11 — Estudo da migragao da células mononucleares da medula dssea por
imunofluorescéncia
.12 — Estudo eletrofisioldgico
[.13 — Versao espacial do Labirinto Aquatico de Morris (LAM)
[.13.1 — Treino na versao espacial do Labirinto Aquatico de Morris
[.14 — Analise dos dados e estatistica
II. RESULTADOS
II.1 — Grupo Agudo
I1.2 — Grupo Cronico
PARTE Il
1. DISCUSSAO
II. CONCLUSOES
II.1 PERSPECTIVAS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO

40
40
41

43
44
44
48
49
51
52
52
53
55
57

58
59
66
68
70
71
72
102

128

137
139
140
157



PARTE |



| RESUMO

A epilepsia ¢ uma condi¢cdo cronica frequentemente acompanhada de perda celular e
disturbio cognitivo. Na maioria das vezes, ¢ dificil saber o quanto isso se deve a patologia
de base que provoca as crises epiléticas, as crises epilépticas por si ou seu tratamento com
farmacos antiepilépticos, bem como o contexto sécio-cultural do paciente. Para investigar
o efeito das células mononucleares da medula 6ssea (CMO) sobre a neuroplasticidade no
sistema nervoso central, induzida pelo status epilepticus, provocado por litio e pilocarpina,
foram estudados ratos epilépticos e controles que receberam o transplante de (1x10’
CMO/100ul ou o mesmo volume de solugdo salina, na veia da cauda), 90 min ap6s SE
(grupo agudo) ou 22 dias apds SE (grupo cronico). Aqui mostramos que, no grupo agudo,
ao compararmos os ratos controles com os transplantados, as CMO estavam presentes em
(1-3, 5, 10 e 120 dias) ap6s o transplante no cérebro epiléptico. Em 10 dias expressavam o
marcador de microglia (CD11b), em 120 dias expressaram o marcador de neurénio jovem
(doublecortina). Verificamos por video-monitoracdo, (15-21dias) apds o SE, que os ratos
do grupo tratado com CMO ndo apresentaram crises espontaneas recorrentes (CER), e que,
entre (120-127 dias) ap6s SE, 20% dos ratos transplantados apresentaram CER.
Observamos perda neuronal significativa nas trés regides hipocampais analisadas (CAl,
CA3 e hilo do GD) no grupo epiléptico que recebeu o transplante de solugdo salina, sendo
extremamente significativa na regido de CA1 (em 10 dias); CA1, CA3 e no hilo do GD em
(120 dias) ap6s o SE. Entretanto, no grupo tratado com CMO, a perda neuronal foi menor
nas regides analisadas em 120 dias apds SE. As medidas do volume hipocampal revelaram
que ndo foram observadas diferengas significantes entre o grupo epiléptico tratado com
CMO quando comparado com o grupo controle ndo epiléptico, tanto em 10 quanto em 120

dias apos SE. O volume hipocampal entre os ratos epilépticos (ndo-tratado e tratado)



apresentou diferenca significativa em 120 dias ap6s SE. No estudo da atividade elétrica em
fatias hipocampais, ao compararmos os dados dos ratos epilépticos encontramos uma
tendéncia a maior facilidade de se obter LTP no grupo tratado com CMO (80% das fatias)
enquanto no grupo tratado com solucdo salina ocorreu inducdo em (30% das fatias) 10 dias
apos SE. Esta facilidade de indugdo foi maior em 120 dias apds SE, onde a indug¢ao da LTP
ocorreu em 100% das fatias do grupo epiléptico tratado com CMO e em nenhuma do grupo
epiléptico tratado com solugdo salina. O desempenho dos ratos epilépticos de ambos os
grupos experimentais foi prejudicada no teste de aprendizagem espacial do labirinto
aquatico. Embora que esta fun¢do foi menos afetada nos ratos epilépticos tratados com
CMO do que os ratos nao tratados.

No grupo cronico, avaliamos por video-monitoragdo o comportamento dos ratos
epilépticos entre os dias 15-21 apds SE, no dia 22 os ratos foram transplantados com CMO
de dois diferentes doadores (1) ratos Wistar e (2) camundongos EGFP C57/bl6, ou solugao
salina e foram observados por mais 7 dias (1) e 14 dias (2). Verificou-se que independente
do doador os ratos tiveram uma diminui¢do na freqiiéncia das CER de aproximadamente
50% e de 53,5% [doadores (1) e (2), respectivamente], quando comparado o periodo pos
com o pré-tratamento. Verificamos que as células GFP-positivas foram encontradas
dispersas por todo o cérebro dos ratos epilépticos 45 dias apds o transplante, e estavam
presentes principalmente nas areas corticais ¢ no giro denteado do hipocampo. Algumas
destas células expressaram o marcador de neuronio adulto (NeuN) e de células da glia
(GFAP). No entanto, ndo foram observadas nos grupos agudo e cronico, células GFP-
positivas no cérebro dos ratos controle (ndo epilépticos). A andlise quantitativa de secgdes
do cérebro de ratos do grupo epiléptico tratado com CMO mostrou que o nimero de
neurdénios nao diferiu significativamente do grupo controle (ndo-epiléptico) nas duas

regides avaliadas (CA1 e hilo). No estudo do brotamento neuronal o grupo de ratos tratado



com CMO apresentou aproximadamente 78,6% menos brotamento das fibras musgosas
que os ratos epilépticos ndo tratados. No estudo eletrofisiolégico a LTP induzida por
estimulacdo tetanica foi obtida em (100%) das fatias hipocampais obtidas de ratos
controles ndo-epilépticos, em (100%) das fatias de ratos epilépticos tratados com CMO e
em nenhuma das fatias dos ratos epilépticos tratados com solug@o salina. Nossos dados
sugerem que o transplante de células mononucleares da medula 6ssea protege e/ou previne

a progressao da epilepsia cronica.



| ABSTRACT

The epilepsy is a chronic condition frequently accompanied by cellular loss and cognitive
disturbance. Most of the time, it is difficult to know how much this occurs due to the base
pathology that provokes epileptic crises, the epileptic crises by themselves or their
treatment with anti-epilepsy medications, as well as the patient’s social-cultural context. In
order to investigate the effect of bone marrow mononuclear cells (BMCs) on the
neuroplasticity in the central nervous system, induced by status epilepticus, provoked by
lithium and pilocarpine, epileptic and control rats were studied and received a transplant of
(1x10” BMC/100ul or the same volume of saline solution, in the vein of the tail), 90 min
after SE (acute group) or 22 days after SE (chronic group). Here we have demonstrated
that, in the acute group, when comparing the control rats to the transplanted ones, BMCs
were presented in the epileptic brain (1-3, 5, 10 and 120 days) after the transplant. In 10
days they expressed the microglial marker (CD11b), in 120 days they expressed the young
neuronal marker (doublecortin). We verified by video monitoring, (15-21 days) after SE,
that the rats from the treated group with BMCs did not present spontaneous recurrent
seizures (SRS), and that, between 120-127 days after SE, 20% of the transplanted animals
presented SRS. We observed significant neuronal loss in the three analyzed hippocampus
regions (CA1l, CA3 and hilo of GD) in the epileptic group that received the transplant of
saline solution, being extremely significant in the region of CA1 (in 10 days); CAl, CA3
and in hilo of GD in (120 days) after the SE. However, in the group treated with BMCs,
the neuronal loss was smaller in the areas analyzed in (120 days) after SE. The measures of
the hippocampus volume revealed significant differences not observed between the
epileptic group treated with BMCs, when compared to the non-epileptic control group, as

in 10 as in 120 days after SE. Nevertheless, the hippocampus volume between the epileptic



rats (non-treated and treated) presented a significant difference in 120 days. In the study of
electrical activity in hippocampal slices, by comparing the epileptic rats data, we found a
tendency of a greater facility in obtaining LTP in the treated group with BMCs (80% of the
slices) while in the treated group with a saline solution an induction in (30% of the slices)
it occurred 10 days after SE. This facility of induction was higher in 120 days after SE,
where the induction of LTP occurred in 100% of the slices in the epileptic group treated
with BMCs and in none of the epileptic group treated with saline solution. In the spatial
reference memory version of the water Maze test, the performance of both epileptic
experimental groups was impaired. Although this function was less affected in epileptic
rats treated with BMCs than in saline treated rats.

In the chronic group, we evaluated the epileptic rats behavior through video monitoring
between the days 15-21 after SE, in the day 22 the rats were transplanted with BMCs from
two different donors (1) Wistar rats and (2) EGFP C57/bl6 Mice, or saline solution, and
were observed for more 7 days (1) and 14 days (2). It was verified that regardless on the
donor, the rats had a decrease in the frequency of SRS of approximately 50% and of 53,5%
[donors (1) and (2), respectively], when comparing the pos-period with the pre-treatment.
We verified that the GFP-positive cells were found scattered through the whole epileptic
rats brain 45 days after the transplant, and they were mainly present in the cortical areas
and the dentate gyrus of hippocampus. Some of these cells expressed an adult neuronal
marker (NeuN) and glial cells (GFAP). Nevertheless, this was not observed in acute and
chronic groups, GFP-positive cells in the brain of the control rats (non-epileptic). The
quantitative analysis of the sectors from the brain of the epileptic rats group treated with
BMCs demonstrated that the number of neurons did not differ significantly from the
control group (non-epileptic) in two evaluated regions (CAl and hilo). In the study of

neuronal sprouting, the group of rats treated with BMCs presented approximately 78,6%



less sprout than the rats from the non-treated group. In the electrophysiological study LTP
induced by tetanic stimulation was obtained in (100%) of the hipocampal slices of non-
epileptic control rats, in (100%) of the slices of epileptic rats treated with BMCs and in
none of the slices from the epileptic rats treated with saline solution. Our data suggest that
the transplant of cells from the bone marrow protects and/or prevents the progression of

chronic epilepsy.
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11 SIGLAS E APREVIATURAS

ANOVA: Analise de variancia

BrdU: 5-bromo-2-deoxyuridine - deoxi-bromo-uridina

CA: corno de Ammon (Cornu de Ammonis)

CAl: Regido 1 do Corno de Amon

CA2: Regido 2 do Corno de Amon

CA3: Regido 3 do Corno de Amon

CA4: Regiao 4 do Corno de Amon

CD11b: marcador de microglia

CER: Crises espontaneas recorrentes

CMO: Células mononucleares da medula dssea

CT: Células-tronco

CTE: Células-tronco embrionarias

CTECs:células-tronco embrionarias de camundongos

CTNs: Células-tronco neurais

CTH: Célula-tronco hematopoiética

CTM: Célula-tronco mesenquimal

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindol — marcador nuclear

DCX: Doublecortin — marcador de neurdnios jovens — (proteina associada a micro
tubulos)

DMEM: do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium — Meio de cultura de
células

DZ: Diazepan

EGFP: do inglés Enhanced Green Fluorescent Protein, transgénico para proteina
fluorescente verde

EH: Esclesore hipocampal

ELT: Epilepsia do lobo temporal

FAEs: Farmacos Antiepilépticos

g: Forga gravitacional (unidade de rotacao)

GABA: acido gama aminobutirico

GD: Giro denteado

GFAP: do inglés Glial fibrillary acidic protein - proteina acida fibrilar
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HFS: Estimulagao de alta freqiiéncia do inglés High Frequenccy Stimulation
1.p: Intraperitoneal

IML: Camada molecular interna

KA: Acido cainico

KCI: cloreto de potassio

KHz: Kilo Hertz

LAM: Labirinto Aquatico de Morris

LCR: liquido Cefalorraquidiano Artificial

LCRa: Liquido Cefalorraquidiano Artificial (de dissec¢do)

Li-pilo: Litio e pilocarpina

LTP: Potenciacao de longa duragao, do inglés Long Term Potentiation

mA: miliampere

MO: Medula dssea

MS: Metilescopolamina

mV: milivolt

pm: micrémetro

uM: micromolar

NaCl: Cloreto de sédio

NeuN: do inglés Neuronal nuclear antigen — proteina nuclear especifica de
neurdnios pos-mitoticos

NI: Nao-induc¢ao

NMDA: Receptores N-metil-d-aspartato

PBS: Solugao salina de Fosfato Tamponada do inglés Phosphate Buffer Salina
PEPS: Potencial excitatorio pds-sinaptico

PEPSC: Potencial excitatério pds-sinaptico de campo

S-100B: Marcador de astrocitos adultos

SE: Status Epilepticus

SNC: Sistema nervoso central

TO-PRO: Marcador de 4cido nucléico — marcador nuclear

VLA-1: do inglés very late activation antigen 1, (integrina composta pelas cadeias
al e B1)

VLA-2: do inglés very late activation antigen 2, (integrina composta pelas cadeias
a2 e fBl)
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VLA-3: do inglés very late activation antigen 3, (integrina composta pelas cadeias
a3epl)
VLA-4: do inglés very late activation antigen 4, (integrina composta pelas cadeias
ad e B1)
VLA-5: do inglés very late activation antigen 5, (integrina composta pelas cadeias
adSeBl)
VLA-6: do inglés very late activation antigen 6, (integrina composta pelas cadeias
a6 e B1)
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11 Introducéo

111.1 Epilepsia

A epilepsia ¢ uma disfungdo cerebral caracterizada clinicamente por alteracdes
subjetivas ou comportamentais subitas e estereotipadas (crises epilépticas), decorrente de
uma atividade elétrica anormal, de inicio subito, que acomete uma ou vérias areas do
encéfalo, com tendéncia a se repetir ao longo da vida (Da COSTA et al., 1998;
MELDRUM et al., 1999).

As epilepsias e sindromes epilépticas sdo classificadas em mais de 40 tipos
distintos. Esta classificagdo ¢ definida ndo sé pelo tipo de manifestagdo, mas também por
caracteristicas clinicas, como padrdo de recorréncia das crises, causa, idade de inicio dos
eventos epilépticos, presenca ou auséncia de ocorréncia na familia, padroes
eletroencefalograficos, e prognoéstico da doenca (ENGEL & PEDLEY, 1997).

O termo Status Epilepticus (SE) ¢ definido como ‘“crises epilépticas
suficientemente prolongadas, ou repetidas em intervalos curtos, que resultam num estado
epiléptico continuo e duradouro” (GASTAUT, 1973). Estima-se que entre 1 a 8% dos
pacientes epilépticos apresentaram em algum periodo da sua doenca, pelo menos um
episodio de SE. O SE esta associado com risco significativo de déficit cognitivo (AKMAN
et al., 2003).

A incidéncia de crises epilépticas ¢ maior na infincia ¢ na adolescéncia, quando
comparada com a que ocorre na vida adulta, sendo que a maioria das epilepsias inicia
durante as fases iniciais do desenvolvimento (Da COSTA et al., 1998).

Quando uma lesdo cerebral é o fator etioldgico, os sintomas da epilepsia muitas
vezes aparecem apoOs um periodo sem crises na seqliéncia da lesdo aguda (ANGELERI et

al., 1999), (PAGNI & ZENGA, 2006) e (STATLER, 2006). A duragdo do periodo latente
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(periodo livre de crises em humanos) pode variar amplamente, de meses a anos (TREIB et
al., 1996) e (BENARDO, 2003). O processo em que, apés um insulto cerebral agudo,
alteracdes patologicas e fisiopatologicas gradualmente ocorrem em determinadas regides
cerebrais, levando a expressao de epilepsia, é referido como epileptogénese.

Estruturas do lobo temporal, nomeadamente o hipocampo, a amigdala, o cortex
piriforme s3o mais suscetiveis a epileptogénese pods-insultos no cérebro;
consequentemente, epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum de epilepsia

no paciente adulto (ENGEL, 1989).

111.2 Epilepsia do lobo temporal

A ELT pode ser caracterizada por um conjunto de manifestagdes clinicas, cujo
ponto comum ¢ a ocorréncia de crises parciais complexas, presumivelmente, originarias do
lobo temporal (ENGEL et al, 1997). Na maioria dos casos envolve as estruturas temporais
mesiais, mas pode haver crises com origem no neocortex lateral (HAUSER, 1991). Os
principais tipos de crises que surgem dos lobos temporais sdo crises parciais simples,
parciais complexas e parciais complexas com generalizagdo secundaria (COCKERELL &

SHORVON, 1997).

111.2.1 Epidemiologia

A ELT ¢ a forma predominante em pacientes adultos, sendo estimado que ocorra
em 50% a 60% dos portadores de epilepsia. Aproximadamente 30 % a 40 destes pacientes
tém crises refratarias aos farmacos antiepilépticos (FAE) disponiveis (HANSER, 1991). A

epilepsia do lobo temporal associada a esclerose hipocampal (EH) corresponde a 60% dos
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casos de ELT (GASTAUT et al, 1975; ENGEL, 2001), sendo esse tipo de epilepsia a causa
mais freqiiente da epilepsia refrataria na idade adulta (BABB & BROWN, 1986; ENGEL
et al, 1993), que pode ter controle de crises em 80% a 90% dos pacientes submetidos ao
tratamento cirurgico (ENGEL et al, 1993).

Em vista dos fatores mencionados acima, uma breve descri¢do anatdmica da
formag¢ao hipocampal parece relevante para a compreensdo do envolvimento desta

estrutura nas epilepsias.

111.3 Formacao hipocampal

A formagdo hipocampal ¢ composta pelo giro denteado (GD), hipocampo
propriamente dito ou corno de Ammon (CA), complexo subicular (subiculo, para-subiculo
e pré-subiculo) e cortex entorrinal. O hipocampo, ou CA, conforme a descri¢do de Lorente
de N6 (1934), subdivide-se em CALl (a, b, ¢), CA2, CA3 (a, b, c) e CA4, e é composto
principalmente por células piramidais, que constituem a camada piramidal. A regido
superior (regio superior) da estrutura ¢ chamada de CAl, a inferior (regio inferior) de
CA3, com a pequena area CA2 entre elas, e a ultima area de CA4. A area CA4, também
chamada de hilo hipocampal, foi posteriormente incorporada ao GD, e passou a ser
conhecida por regido polimorfa do giro denteado.

O GD possui trés camadas: molecular, granular, e hilo que, entre outros tipos,
contém as células musgosas. A camada granular ¢ constituida predominantemente pelas
células granulares. Os axonios dessas células, as fibras musgosas, estabelecem contato
sinaptico com as células piramidais de CA3 e com as células do hilo, onde fazem sinapse
com varios tipos de células (AMARAL et al., 1989), entre elas as células musgosas. Os

mais importantes interneurdnios deste complexo sdo as células em cesto que recebem
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projecdes excitatdrias das células musgosas. As células em cesto sdo consideradas de
influéncia inibitdria, fazem sinapse com as células piramidais do CA e com as granulares
do GD (ROBERTS, 1986). A camada das células granulares faz limite, de um lado, com a
camada polimorfa (hilo), e de outro, com as camadas moleculares interna e externa. A
camada molecular interna ¢ também conhecida como camada supragranular do GD.

Segundo Brown e Zador (1990), a circuitaria basica do hipocampo pode ser
tradicionalmente descrita em termos de um circuito tri-sinaptico, conforme as observagoes
de Andersen (1966; BROWN & ZADOR, 1990). Em uma descri¢do simplificada, as
informagdes do cortex entorrinal chegam ao hipocampo através de fibras que constituem a
via perfurante e alcancam as células granulares do GD (I). As células granulares se
projetam para o CA3 por seus axonios conhecidos como fibras musgosas (II). Essas fibras
fazem sinapse com as células musgosas do hilo e com as células piramidais de CA3, que,
por sua vez, através de suas projegdes, alcancam as células piramidais do CA1 por vias
eferentes, formando o sistema colateral de Schaffer (III). Estas trés sinapses (I, II e III)
definem a via tri-sinaptica (BROWN & ZADOR, 1990). A regido CAl envia projecoes
ipsolateralmente para o subiculo e cortex entorrinal, de onde seguem para outras areas. No
hilo, as células musgosas, que sdo inervadas pelas fibras musgosas (axdnios das células
granulares, como mencionamos acima), se projetam para as células em cesto e estas, por
sua vez, para as células granulares, estabelecendo, assim, um circuito recorrente inibitdrio
com estas ultimas.

Estes circuitos sdo de extrema importancia para a discussdo sobre a participagao
do hipocampo na génese das crises epilépticas. As sinapses desta circuitaria sdo
predominantemente excitatorias. Os circuitos inibitérios que modulam esta excitagdo

decorrem de diversos tipos de interneurdnios inibitdrios localizados tanto no hipocampo
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propriamente dito quanto no GD. Os principais neurotransmissores envolvidos nestes
circuitos sdo o glutamato e 0o GABA (BROWN & ZADOR, 1990).

O subiculo representa a transi¢do do cortex de trés camadas do hipocampo
(molecular, piramidal e polimorfa) e do GD (molecular, granular e polimorfa) para o
cortex de seis camadas da darea entorrinal do giro para-hipocampal. Diferengas
citoarquitetonicas permitiram dividir essa estrutura em para-subiculo, pré-subiculo e
subiculo propriamente dito (LORENTE de NO, 1934). O cortex entorrinal, que nos
roedores ¢ subdividido em regides medial e lateral, constitui a aferéncia mais importante
do hipocampo ¢ do GD pela via perfurante (INSAUSTI et al., 1987; AMARAL et al.,

1989).
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Figura 1 — Esquema representativo da circuitaria entorrinal-hipocampal (A). AB: angular bundle;
CA1/CA3:camadas 1 e 3 do CA; Cpu:putamen caudado; GD:giro denteado; EC:cortex entorrinal (III e V-VI
camadas corticais); PC:cortex periforme; Te3=cortex temporal, area 3; PaSub:parasubiculo; PrSub:pré-
subiculo; Sub:subiculo (AVANZINI & FRANCESCHETTI, 2003). Esquema da organizag¢do interna do
hipocampo em (B). Os nimeros romanos indicam as camadas celulares do cortex entorrinal e os numeros de
1 a 4 indicam a seqiiéncia de ativagdo do circuito.

I11.4 Fisiopatologia das crises parciais na epilepsia do lobo temporal
A crise epiléptica ¢ definida como sinais e sintomas transitorios devido a atividade
anormal excessiva ou sincronica de neurdnios cerebrais (FISCHER et al., 2005). A

atividade elétrica anormal nas crises parciais origina-se de um agrupamento de neuronios
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que apresentam a excitabilidade aumentada (epileptiforme). O aumento da excitabilidade
pode resultar de fatores diferentes, como a alteragdo de propriedades celulares ou conexdes
sinapticas causadas por uma cicatriz local, alteracdo vascular, malformacgdes, tumor, etc.
Cada neurdnio do agrupamento neuronal evidencia resposta elétrica estereotipada de “onda
despolarizante paroxistica”, que consiste de uma despolarizacdo repentina grande e de
longa duracdo (20-40 mV / 50-200ms), que produz um trem de potencias de acdo, seguida
de uma pos-hiperpolarizagdao. A onda despolarizante paroxistica e a pos-hiperpolarizagao
sdo dependentes das propriedades intrinsecas da membrana do neurénio e aferéncias
sinapticas de neurdnios excitatorios (glutamatérgicos) e inibitorios (GABAérgicos),
respectivamente.

O sistema glutamatérgico hipocampal tem um papel fundamental nos processos de
plasticidade neuronal, incluindo a neurogénese, remodulagdo dentritica, potencializagdo de
longa duragdo (McEWEN, 2001), mas também pode estar envolvido nos processos de dano
celular nos disturbios neuroldgicos como a epilepsia, por hiperexcitacdo de receptores
glutamatérgicos (ROGAWSKI & DONEVAN,1999). Nesse contexto, o que determina a
vulnerabilidade entre os neurdnios hipocampais, em face de um evento epiléptico, parece
estar relacionado as variagdes na expressao de receptores e proteinas. O hilo hipocampal, o
CA1 e o CA3, sdo ricos em receptores glutamatérgicos — Assim, as regioes de CAl tém
maior concentragdao do receptor do tipo NMDA, enquanto o hilo ¢ CA3 s3o areas ricas em
receptores do tipo cainato (TREMBLAY & BEN-ARI, 1984; GEDDES & COTMAN,
1986, FISHER, 1998). Estes receptores, quando ativados, permitem um influxo de calcio
que, em altas concentragdes, pode levar a morte neuronal (BABB et al., 1991; SLOVITER,
1991). Estudo neuropatoldgico realizado em pacientes com esclerose mesial temporal
evidencia um brotamento axonal exuberante de circuitos excitatorios, e de uma alteracao

de receptores glutamatérgicos (MEBERG & ROUTTENBERG, 1991). O aumento da
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suscetibilidade do tecido nervoso as crises epilépticas tem sido relacionado a anormalidade
de neurotransmissdo do sistema nervoso central (SNC), por um aumento na transmissao
excitatéria ou diminui¢do na transmissdo inibitéria, ou por ambos 0s mecanismos

(MELDRUM, 1984).

111.5 Alteragdes estruturais e funcionais associadas a epilepsia do lobo temporal

111.5.1 Esclerose hipocampal

A esclerose hipocampal observada na ELT ¢ um padrao tipico de perda neuronal
das células piramidais do CAl, CA3 e de neurdnios do hilo denteado. As células
piramidais do CA2 e as células granulares do GD sdo relativamente mais resistentes a
danos neuronais (MELDRUM & BRUTON, 1992; FISHER, 1998; COVOLAN et al.
2000). A perda neuronal é acompanhada por uma intensa gliose e reorganizagdo sinaptica.
Muitas evidéncias sugerem que as células musgosas do hilo hipocampal, principal alvo das
fibras musgosas, sdo as mais vulneraveis do hipocampo na ELT (MARGERISON &
CORSELLIS, 1966; MOURITZEN-DAM, 1980), ¢ uma das primeiras populagdes
neuronais a morrer em modelos experimentais de epilepsia (NADLER et al., 1980;
SLOVITER, 1987; CAVAZOS & SUTULA, 1990; OBENAUS et al., 1993; FISHER,
1998).

O mecanismo como a esclerose neuronal determina a hiperexcitabilidade neuronal
ainda ndo ¢ claramente definido. Uma hipotese importante, a das “células em cesto
dormentes”, atribui um papel fundamental a perda das células musgosas, que normalmente
excitariam interneuronios GABA-érgicos para produzir uma inibi¢do tonica poderosa na

populacdo de células granulares (SLOVITER,1987; 1991), (Figura 2A). Quando as células
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musgosas morressem as c€lulas em cesto tornar-se-iam desprovidas da sua principal
aferéncia excitatéria e ndo mais seriam capazes de inibir as células granulares
efetivamente. Como resultado, as células granulares tornar-se-iam desinibidas e
hiperexcitaveis. Em contraste, a hipotese das “células musgosas irritdveis” (Figura 2B)
(RATZLIFF et al, 2002) propde que a intensidade na morte das células musgosas ndo ¢
significativa e, pelo contrario as células musgosas poderiam fazer parte de um circuito
excitatdrio, pois, apos sua delecdo, foi observada uma diminui¢do da excitabilidade das
células granulares. O desenvolvimento de marcadores especificos e técnicas sensiveis para
a detecg@o dos tipos neuronais vulneraveis e resistentes as crises, associados aos estudos
funcionais, contribuirdo para a melhor definicdo do papel da perda neuronal na

epileptogénese.

111.5.2 Brotamento das fibras musgosas

Uma das formas de plasticidade neuronal, em resposta a uma lesdo no sistema
nervoso central, ¢ a reorganizacdo sinaptica que decorre de um brotamento axonal
(FROTSCHER et al., 1997). Tal processo pode ter inicio com a degeneragdo de axdnios
especificos e de seus terminais. Essa degeneracdo axonal, por sua vez, induz a substitui¢ao
dos axdnios lesados por axdnios intactos sobre o tecido desnervado (COTMAN &
KAHLE, 1997).

Objeto de intensa investigagdo, o brotamento pds-lesional ¢ um fendomeno
detalhadamente descrito em areas cerebrais como o neocortex e areas limbicas
(FROTSCHER et al.,1997; McKINNEY et al., 1997) em situagdes de doengas e distirbios
neurologicos, como por exemplo na ELT (TAUCK & NADLER, 1985; SUTULA et al.,

1988; CRONIN et al., 1992).
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Uma das alteragdes plasticas mais estudadas ¢ o brotamento aberrante observado
no hipocampo de pacientes epilépticos e em modelos experimentais de ELT. Conhecido
como brotamento das fibras musgosas, ele consiste na formagdo de novos contatos
sinapticos assimétricos e recorrentes entre os terminais das fibras musgosas e dendritos das
proprias células granulares no terco interno da camada molecular (LAURBERG &
ZIMMER 1981; (TAUCK & NADLER, 1985; CAVAZOS & SUTULA, 1990; ISOKAWA
et al., 1993; OKAZAKI et al., 1995). Esta reorganizacao sinaptica pode ter inicio a partir
de um SE, que promove a perda das projecdes das células musgosas hilares, o que,
consequentemente, deixa as células granulares deaferentadas. Tem sido sugerido que, em
substitui¢do as sinapses perdidas, as fibras musgosas crescem, atravessam a camada das
células granulares na dire¢ao da camada molecular interna, ¢ formam contatos sinapticos
assimétricos e recorrentes com os dendritos das proprias células granulares (TAUCK &
NADLER, 1985; CAVAZOS & SUTULA, 1990; MELLO et al., 1993; ELMER et al.,
1997). As fibras musgosas contém altas concentracdes de zinco em seus terminais
sinapticos ¢ podem ser facilmente visualizadas por técnicas adequadas para a marcagdo
deste metal, como a técnica de Timm. Os botdes sindpticos das fibras musgosas podem ser
reconhecidos por uma caracteristica coloracdo preta, indice de uma alta concentragdo de
zinco (DANSCHER, 1981), o que permite a visualizagdo dessa reorganizagdo sinaptica na
camada molecular interna (Figura 2C).

A partir da observagdo desta alteracdo, muitos trabalhos tém se concentrado na
investigacdo dos principais aspectos do brotamento das fibras musgosas ¢ do seu
comprometimento na epileptogénese do lobo temporal (TAUCK & NADLER, 1985;
SUTULA et al., 1988, 1989; LEMOS & CAVALHEIRO, 1995; WUARIN & DUDEK,
1996; OKAZAKI & NADLER, 1997; PARENT et al., 1997; KOYAMA & IKEGAYA,

2004).
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Figura 2. Hipotese que levariam a epilepsia: A) Células Dormentes, B) Hipdtese das células musgosas
irritaveis e C) Brotamento.

111.5.3 Alteragdes dendriticas

As alteracdes morfologicas e localizagdo dos dendritos foram observadas no
hipocampo de pacientes com ELT assim como em modelos experimentais da ELT. Franck
e colaboradores (1995) demonstraram uma alta densidade de espinhas nos dendritos
localizados na porg¢do basal das células granulares do GD de pacientes com ELT. Em ratos
normais as células granulares do GD apresentam transitoriamente dendritos na sua por¢ao
basal. Apenas durante o desenvolvimento [(GOULD et al, 1997, ISOKAWA (1998,
2000)], demonstraram que apos periodos de SE induzidos por pilocarpina ocorre
inicialmente perda transitoria e generalizada dos dendritos das células granulares.
Entretanto, ap6s o periodo de 15-35 dias, foi observado o aparecimento de muitas espinhas

dendriticas. De forma similar, no modelo de epilepsia induzida por estimulacao elétrica da
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via perfurante ¢ observado o aparecimento de dendritos basais nas células granulares
(SPIGELMAN et al, 1998). Posteriormente, Ribak e colaboradores (2000) e Dashtipour e
colaboradores (2002), também no modelo de epilepsia induzido por pilocarpina,
observaram presenca de sinapses assimétricas entre dendritos basais hilares e as fibras
musgosas. O aparecimento anormal de dendritos basais nas células granulares e a presenga
de sinapses assimétricas desses dendritos com as fibras musgosas, na ELT, podem ser parte

dos mecanismos que levam ao aumento da excitabilidade na circuitaria hipocampal.

111.5.4 Génese de novas células

111.5.4.1 Gliose

A proliferacdo glial ¢ um achado proeminente no hipocampo de pacientes com
ELT, associada a esclerose hipocampal (NISHIO et al., 2000). A gliose reativa ¢
geralmente caracterizada por proliferacdo e hipertrofia de corpos celulares gliais, que
expressam aumento substancial nos niveis da proteina acidica fibrilar (GFAP) que expressa
o aumento de astroglia (TURSKI et al, 1983). No modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina, 60 dias apods o episddio de SE, ¢ observada maior expressao da proteina GFAP
no hipocampo e outras estruturas como tadlamo, amigdala e neocortex. No entanto, estas
alteracdes podem ocorrer de forma heterogénea, e ¢ sugerido que as diferencas podem estar
associadas a diferencas na freqiiéncia de crises recorrentes espontaneas (CARZILO et al,
2002). O papel da astrogliose na génese e progressao da ELT tem sido pouco explorado ¢

ainda nao esta bem definido.
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111.5.4.2 Neurogénese

Kaplan e Hinds (1977) foram os primeiros a sugerir a ocorréncia de neurogénese
das células granulares do giro denteado em adultos. Em 1990, Gage e colaboradores,
revelaram que um grande numero de células granuladas recém geradas no giro denteado de
ratos adultos. Posteriormente, Van Praag (2002) demonstrou que estas células integram o
circuito hipocampal e tém propriedades fisioldgicas similar as células granulares maduras.

Em ratos adultos, os precursores neuronais residem na zona proliferativa
supragranular do giro denteado, onde proliferam e migram continuamente para a camada
de células granulares. Quando chegam a esta regido, desenvolvem morfologia de células
granulares (SEKI & ARAI, 1993). Ribak e colaboradores (2000) demonstram dendritos na
camada molecular em ratos epilépticos e ndo-epilépticos. Por imunohistoquimica
colocalizando doublecortina, um marcador de microtibulos em neurdnios jovens, Ribak e
colaboradores (2004) descreveram a presenga de neurdnios recém formados com dendritos
na borda hilar em ratos adultos normais. Houser (1992) descreve que em pacientes com
epilepsia do lobo temporal, a maioria das células da camada granular é preservada, mas
frequentemente, as células granulares ectdpicas sdo encontradas no hilo e na camada
molecular interna. Parent e colaboradores (1997) descrevem a incorporagdo de deoxi-
bromo-uridina (BrDU), um marcador de duplicacdo de DNA, isto é, de mitose, em ratos
submetidos ao estado de mal epiléptico. Os mesmos autores descrevem que crises
convulsivas de longa duracdo aumentam de maneira importante a neurogénese ¢ as c¢lulas
da zona proliferativa sdo estimuladas e passam a se dividir. Uma por¢ao substancial destas
células migra para a camada de células granular, mostra fenotipo de neurénios e
caracteristicas de células granulares. Usando marcadores especificos, os autores também
mostraram que as células granulares, recém-geradas, apresentam processos semelhantes ao

brotamento subragranular das fibras musgosas, projetando-se para regides atipicas como a
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camada molecular interna do giro dentado. Em 2007, Parent confirma que as crises
recorrentes influenciam a neurogénese das células granulares do giro dentado e, estes
neurdnios granulares ectopicos contribuem para a hiperexcitabilidade, a epileptogénese e
distarbios de memoria na epilepsia. Por outro lado, Hattiangady e colaboradores (2004)
demonstraram que a ELT cronica esta associada a reducdo de 64% a 81% de novos

neurénios no GD adulto de em comparagdo com o hipocampo de ratos ndo epilépticos.

111.6 Modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal

Para investigar a ELT, foi desenvolvida uma variedade de modelos animais
(LOSCHER, 1997, COULTER et al., 2002). Tém-se verificado uma crescente tendéncia no
uso de modelos experimentais de animais epilépticos cronicos, por melhor mimetizarem
caracteristicas anatomopatoldgicas dos quadros de epilepsia humana. Os danos cerebrais
induzidos por crises epilépticas sdo facilmente encontrados nestes modelos de ELT.

Como ja foi amplamente descrito na literatura (BEN-ARI, 1985; CRONIN &
DUDEK, 1988; CAVALHEIRO et al., 1991; LEITE et al., 1991; MELLO et al., 1993), os
modelos da pilocarpina e do acido cainico (KA) induzem uma série de eventos que, de
maneira cronologica, simulam os observados na ELT. Dentre estes, merecem destaque a
inducdo do SE, seguida de um periodo silencioso, ¢ o desenvolvimento posterior de um
quadro caracterizado pela presenca das crises espontineas recorrentes (CER). Nas
preparacdes agudas, as crises sdo unicas, provocadas por um agente epileptogénico
externo, enquanto nas preparagdes cronicas, as crises tém um cardter espontineo e
recorrente. O SE, promovido pelos agentes epileptogénicos KA e Pilo sist€émicos,
determina morte neuronal acentuada no complexo hipocampal, a qual se segue o

brotamento das fibras musgosas, juntamente com as CER em ratos.
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O modelo cronico da Pilocarpina se caracteriza por um brotamento das fibras
musgosas mais intenso e pela freqiiéncia maior de CER, quando comparado ao modelo do

KA (OKAZAKI et al., 1995).

111.6.1 Modelo da pilocarpina

O modelo experimental de epilepsia induzida por pilocarpina foi inicialmente
descrito por Turski e colaboradores (1983). A Pilocarpina ¢ definida como um agonista
colinérgico muscarinico, extraido de plantas pilocarpineas, do género Pilocarpus
jaborandi, abundantes na regido norte do Brasil. A injecdo sistémica de pilocarpina induz
SE em ratos. O modelo reproduz a epilepsia do lobo temporal humana, incluindo
semelhancas em patologia, alteracdes comportamentais, e a ocorréncia de convulsdes tanto
parcial e generalizada (TURSKI et al., 1989). Atualmente, ¢ um dos modelos mais
frequentemente utilizados em estudos que investigam os mecanismos basicos da epilepsia
e em iniciativas para testar novos compostos para o tratamento da epilepsia e
epileptogenesis (CAVALHEIRO et al., 2006).

Ao modelo epileptogénico da pilocarpina tem sido acrescido litio, uma vez que
este ¢ responsavel por potencializar a ag¢do da pilocarpina na indu¢do do SE,
incrementando a morte neuronal seletiva inerente a epilepsia, possivelmente por uma up-
regulation da sintese dos receptores dopaminérgicos ¢ dos receptores colinérgicos
muscarinicos (HIRSCH et al, 1992; RIGOULOT et al, 2004).

Ao receber pilocarpina, os ratos apresentam crises epilépticas de intensidade
variavel, caracterizadas por imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de
extremidades, ataxia e crises tonico-clonicas (RACINE, 1972). Interrompendo-se as crises

com um farmaco antiepiléptico, benzodiazepinico. Apds a recuperagdo, o animal
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permanece sem crises por um periodo de tempo (periodo latente). Analises anteriores
baseadas em video ou observacdes visual dos animais sugerem que a média de laténcia de
SE para o aparecimento de crises epilépticas espontaneas varia de 10 a 18 (ARIDA et al.,
1999, LEITE & CAVALHEIRO, 1995 e PRIEL et al., 1996). Apds este periodo, surgem
crises epilépticas espontaneas recorrentes, caracterizando a epilepsia experimental cronica
do lobo temporal. Acredita-se que este procedimento determina insulto excitotoxico
secundario a hiperatividade neuronal prolongada, provocando morte neuronal em areas
susceptiveis, como o GD e as regides CA1 e CA3 do hipocampo, induzindo uma cascata
de eventos que levam a modificagcdes nas propriedades intrinsecas dos neuronios, bem
como das redes neuronais (SANABRIA & CAVALHEIRO, 2000). Isto ¢ semelhante ao
que acontece em outros modelos de epilepsia experimental e em pacientes com epilepsia

do lobo temporal.

111.7 Estudo experimental da memoria

A possibilidade de guardar memorias ¢ uma caracteristica adaptativa importante,
uma vez que novos conhecimentos moldam e modificam toda a variedade de
comportamentos no decorrer do desenvolvimento de um organismo. Izquierdo (2002)
descreve “Memoria ¢ a aquisicdo, a formacdo, a conservagdo e a evocacdo de
informagdes”, adquirida através de experiéncias. As memorias derivam de mudancas da
transmissdo sindptica entre os neuroénios que ocorrem como resultado da atividade neural
prévia (BLISS & COLLINGRIGDE, 1993). Entretanto, um numero muito grande de
neurénios (do hipocampo e regides corticais) pode inibir a formagdo e evocagdo de
memoria (IZQUIERDO, 2003).

Os varios tipos de memorias sdo classificados por diversos critérios, como, por

exemplo, de acordo com o tempo que duram e com o seu conteudo. Segundo o critério
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temporal, as memorias sao classificadas de acordo com o tempo que permanecem
disponiveis apds a aquisicdo. Conceitua-se uma memoria de longa duragdo, se a memoria
pode ser evocada dias, semanas ou anos apods ser formada. No entanto, se ela puder ser
evocada apenas por um curto periodo de tempo (horas) apos a aquisi¢do, ¢ chamada de
memoria de curta duracdo (IZQUIERDO et al., 1998). Alteragdes na memoria sio
comumente encontradas em pacientes com ELT, especialmente na memoria verbal (no
aprendizado e na consolidagdo desta informagdo), podendo apresentar déficit mais severo
com a alta freqiiéncia de crises (HENDRIKS et al., 2004).

Estudos com lesdes em primatas demonstraram que o hipocampo, o cortex ento e
perirrinal sdo importantes para as memorias declarativas (ZOLA-MORGAN et al., 1993) A
necessidade do hipocampo e as suas conexdes estarem intactas para a formagdo de
memorias declarativas em animais foi bem estudada em tarefas que se utilizam dicas
espaciais (MORRIS et al., 1986). Esta estrutura ¢ particularmente pléstica, podendo
apresentar alteracdes morfoldgicas como sinaptogénese e neurogénese no adulto (BEN-
ARI et al., 1990; RAMIREZ-AMAYA et al., 1996).

Inumeros trabalhos eletrofisioldgicos, farmacoldgicos € comportamentais sugerem
que a Potenciagdo de Longa Duragdo (LTP, do inglés Long Term Potentiation) no
hipocampo e talvez em outras regides do encéfalo (amigdala e cortex cerebral) possam
contribuir para certas formas de aprendizado e memoéria em mamiferos (BLISS &
COLINGRIGDE, 1993). Ao longo dos anos, demonstrou-se que a LTP compartilha
inimeras e importantes caracteristicas com o aprendizado de novas memorias, sendo
apontada pelos estudiosos do assunto como um mecanismo de memoria (BLISS &
COLINGRIGDE, 1993). Ha evidéncias que mostram certa semelhanga entre os dois
fendmenos: o processo da LTP ocorre em estruturas cerebrais envolvidas no processo da

memoria (MAREN & BAUDRY, 1995).



29

Timothy Bliss & Terje Lomo, (1973) estimularam uma via nervosa especifica no
hipocampo de coelhos. Descobriram que quando aplicado a uma via hipocampal, um
tétano (periodo breve de atividade elétrica de alta freqiiéncia) produzia um aumento na
efetividade sindptica, que durava por horas em um animal anestesiado e podia, quando
repetida, durar dias ou mesmo semanas em um animal alerta e livre para mover-se. Esse
tipo de facilitagdo ¢ agora denominado facilitagdo de longa duracdo ou potenciagdo de

longa duragdo (BLISS et al., 1973; SQUIRE & KANDEL et al., 2003) (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema mostrando o posicionamento dos eletrodos (registro e estimulo) para a indugéo da LTP
(Adaptado de ZIGMOND et al., 2000).

A LTP da transmissdo sindptica no hipocampo ¢ considerada o modelo
experimental principal para as alteragdes sinapticas que podem estar na base do
aprendizado e memoria (MALENKA & NICOLL, 1999). Segundo Medina e colaboradores
(1997), a LTP apresenta diversas caracteristicas que a tornam uma candidata para ser um
importante mecanismo do armazenamento de longa duracdo. Primeiro, ocorre em cada
uma das trés vias principais mediante as quais a informacdo flui no hipocampo: a via
perforante, a via das fibras musgosas e¢ a vias das colaterais de Schaffer. Segundo, ¢

induzida rapidamente: uma tUnica série de estimulos elétricos de alta freqiiéncia pode
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dobrar a efetividade de uma conexao sinaptica. Terceiro, uma vez induzida, ¢ estavel por
uma ou mais horas ou mesmo por dias, dependendo do numero de vezes que o tétano ¢

repetido (SQUIRE & KANDEL, 2003).

111.8 Células-Tronco

O estudo das células-tronco (CT) tem-se mostrado uma area bastante explorada
nos diversos segmentos da biologia nos ultimos 10 anos. Esse crescente interesse estad
relacionado as possibilidades que as CT oferecem em terapias celulares, representando
uma revolugdo no entendimento dos mecanismos de reparo e regeneracdo tecidual.
Destaca-se ainda o fato de poderem ser aplicadas em terapias para diversas doengas para as
quais ndo ha tratamento eficaz (revisado por MIMEAULT, HAUKE & BATRA, 2007).

As trés propriedades das células-tronco que, juntas, as distinguem de todas as
outras células sdo: 1) a habilidade em dar origem a novas células-tronco indefinidamente,
freqlientemente denominada auto-renovagao, 2) a habilidade de se diferenciar em mais de
uma linhagem celular (por divisdo assimétrica pode formar uma célula-tronco filha
idéntica a ela propria e outra célula filha que ¢ diferente e, em geral de potencial mais
restrito); e 3) a capacidade de originar células funcionais nos tecidos derivados da mesma
linhagem (VERFAILLIE, 2002). Assim, as CT sao células indiferenciadas capazes de se
diferenciar originando progenitores maduros, bem como células efetoras completamente
diferenciadas. E importante distinguir as CT dos muitos tipos de células progenitoras, de
forma que as primeiras se auto-renovam por toda a vida de um organismo, enquanto as
células progenitoras possuem auto-renovagao e potencialidade limitadas. As CT podem ser
classificadas segundo sua potencialidade de diferenciagdo, algumas células sdo mais

pluripotentes que outras. Sao chamadas de totipotentes as células capazes de gerar todos
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os tipos celulares embrionarios e extra-embrionarios, como o zigoto; podem originar todas
as células que formam o embrido (propriamente dito) e sdo provenientes da camada interna
pré-embrido (blastocisto) (a partir de 32-64 células, aproximadamente, a partir do 5° dia de
vida, CT-embrionarias) (SOLTER, 2006). Células-tronco adultas (pds-natal) sao
multipotentes - capazes de gerar tipos celulares que compdem tecidos e 6rgaos especificos
de seu local de origem - mas também, pluripotentes, ou seja, com capacidade de gerar
células de outros orgdos e tecidos. Sao pluripotentes, mas, com a habilidade de
diferenciagdo mais restrita (KRAUSE et al, 2001; HERZOG, CHAI & KRAUZE, 2003).

As CT podem ser encontradas nos embrides, no tecido fetal (membrana amnidtica
e corddo umbilical) e no tecido adulto como na medula déssea, coragdo, cérebro, tecido
adiposo, musculo, pele, olhos, rins, pulmdes, figado, trato gastro intestinal, pancreas,
mama, ovarios, prostata e testiculos (revisado por MIMEAULT, HAUKE & BATRA,
2007).

As CT-embrionarias (CTE) s3o derivadas da massa interna do blastocito cinco
dias apds fertilizagdo (em humanos) e podem ser expandidas em cultura na presenga de
fatores especificos. O uso dos fatores troficos € essencial, visto que, na sua auséncia, as
CTE se diferenciam espontaneamente em todos os tipos de tecidos. Entretanto, o maior
obstaculo para o sucesso da aplicacdo na clinica células diferenciadas a partir de CTE ¢ a
da rejeicdo imune, formagdo de teratomas ou teratocarcinoma nos receptores in Vivo,
devido a presenca de diferenciadas e indiferenciadas CTEs no transplante (DRAPER et al.,
2004; TROUNSON, 2006 a e b; ANDREWS et al., 2005). Por outro lado, podem ser
amplamente expandidas em cultura, sem que ocorra perda aparente da potencialidade e da
capacidade de auto-renovacio (MIMEAULT & BATRA, 2006; TROUNSON, 2006;

CHEN et al, 2007).
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Em humanos adultos a primeira célula-tronco relatada foi a hematopoiética
(CTHs) (hematopoietic stem cells, HSC) (revisado por DOMEN & WEISSMAN,1999).
Esta célula localiza-se na medula oOssea, ¢ ja foi extensivamente caracterizada,
demonstrando ser uma célula multipotente que da origem as células do sangue
(KRAMPERA, 2006). Além da CTHs, outra célula encontrada na medula dssea ¢ a
mesenquimal (CTMs) (mesenchymal stem cells) e gera estroma medular, ossos, tendao,
cartilagem, tecido adiposo, muscular e células com caracteristicas neurais (PROCKOP,
1997; KOPEN et al., 1999; PITTENGER et al., 1999, revisado por KRAMPERA, 2006).
Outras células-tronco pos-natais ja foram descritas, como por exemplo; as células neurais,
que se situam no cérebro, ¢ ddo origem aos neurdnios, astrocitos e oligodendrocitos
(McKAY, 1997; BJORNSON et al, 1999; e GAGE, 2000). Varios investigadores
concordam que células-tronco adultas, possuem maior plasticidade e potencial de
diferenciagdo, circulando no sangue periférico e migrando para tecidos e Orgdos.
(ASAHARA & KAWAMOTO, 2004; MIMEAULT & BATRA, 2007; WRIGHT et al.,
2001; SCHATTEMAN et al., 2007.

A diferenciagdo das células-tronco adultas é subordinada aos estimulos bioquimicos
produzidos pelo tecido (nicho) ou meio de cultura no qual a célula esta inserida. Tais
estimulos, em sua maioria, decorrem de agdo de peptideos semelhantes a hormonios, que
como tais, regulam a atividade celular. Estes peptideos sdo denominados de fatores de
crescimentos. Podem ser produzidos autocrinamente pela célula alvo ou liberados através
da membrana plasmatica das células adjacentes, modulando a atividade celular
(TAKAHASHI et al., 2007). Embora o mecanismo exato da agfo dos fatores de
crescimento, sobre a atividade das células-tronco adultas, ndo esteja completamente
elucidado, reconhece-se que estas células se diferenciardo no tipo celular do tecido no qual

se encontram, mediante esse estimulo. Acreditava-se que as células-tronco adultas
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originam linhagens celulares diferentes por diferenciagdo, transdiferenciacdo e fusao

celular (HERZOG et al., 2003).

111.8.1 Células-tronco da medula 6ssea

O compartimento medular tem sido descrito como composto basicamente por trés
sistemas celulares: hematopoiético, endotelial e estromal. O sistema celular estromal inclui
— células endoteliais, células reticulares, adipocitos, osteoblastos e fibroblastos —
associados a matriz extracelular, assim como outros tipos de células (revisado por DEANS
E MOSELEY, 2000).

As células do estroma medular garantem suporte mecanico as células tronco-
precursoras hematopoéticas, além de produzirem matriz extracelular e fatores soltiveis que
regulam a hematopoiese (DEXTER, 1982). Proteinas da matriz, como colageno,
fibronectina, vitronectina e tenascina atuam em conjunto com fatores soliveis como o fator
da célula-tronco (stem cell factor), citocinas como fator estimulatorio, ¢ moléculas de
adesdo tais como as da superfamilia das integrinas (VLA-1, VLA-2, VLA-3, VLA-4,
VLA-5, VLA-6) na constitui¢ao do nicho da célula-tronco hematopoiética (revisado por
WHETTON E GRAHAM, 1999).

Lanzkron e colaboradores (1999) descrevem que na medula dssea podem ser
distinguidos dois tipos de células-tronco hematopoéticas (CTHs): HSCs-LTR (long-term) e
HSCs-SRT (short-term), e que o potencial de proliferagdo destas células in vivo (por curto
ou longo tempo) esta associado com a fase do ciclo celular em que se encontram no
momento do transplante (SZILVASSY, 2003). Uma segunda classe de células-tronco

contida na medula 6ssea sdo as células-tronco mesenquimal (CTMs — também chamada de
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células estromais). Assim como, células progenitoras endoteliais t€ém sido encontradas na
circulagdo (ASAHARA et al.,1999).

Krause e colaboradores (2001) demonstraram que o transplante de células da
medula o6ssea resultou na completa e permanente reconstituigdo dos tecidos
hematopoiéticos, e também se diferenciaram em uma variedade de células epiteliais no
figado, pulmdes, trato gastrintestinal e pele. Outros estudos demonstram que células da
medula 6ssea se diferenciaram em microglia e astrocitos em camundongos (HICKEY &
KIMURA, 1988.; EGLITIS & MEZEY, 1997). Da mesma forma, em 2000 grupos
diferentes (MEZEY et al., 2000; BRAZELTON et al., 2000) reportam a detec¢do de
células da medula dssea expressando marcadores neuronais.

A medula 6ssea é, na realidade, uma fonte permanente de células-tronco
pluripotentes, que podem originar ndo somente linhagens celulares hematopoiéticas e
mesenquimais (osso, cartilagem, adipocitos), mas também células de vasos sanguineos
(musculares lisos e endoteliais), ¢ em linhagens embriologicamente mais distantes, tais
como hepatdcitos e células do sistema nervoso (KORBLING & ESTROV, 2003). O
sistema hematopoiético de ratos ¢ humanos sdo organizados em uma hierarquia de tipos de
células clonogénicas com diferentes capacidades para auto-renovacdo, proliferagdo, e

diferenciagdo (SZILVASSY, 2003; Figura 4).

111.8.1.1 Células-tronco Hematopoiéticas

As CTHs da medula dssea sdao funcionalmente definidas por sua capacidade de
auto-renovagdo ¢ de diferenciar e produzir todos os tipos de células maduras do sangue
(KONDO et al, 2003). CTHs geram a progénie da linhagem hematopoiética: Linfocitos T e
B;  eritrécitos,  megacariocitos/plaquetas;  basofilos  /mastocitos;  eosinodfilos;

neutrofilos/granulécitos, ¢ mondcitos/macrofagos (BRYDER, ROSSI & WEISSMAN,
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2006; KIM et al., 2005; WILSON & TRUMPP, 2006, Figura 4) e possuem um alto
potencial de proliferagio (MORRISON et al.,, 1995.; KRAUSE et al.,, 2001). CTHs
prematuras ¢ dormentes podem ser localizadas na superficie do sangue. Elas também
podem interagir por formagao de jungdes aderentes como células de suporte, € também sdo
encontradas na microvasculatura endotelial da medula dssea (Revisado por MIMEAULT,
HAUKE & BATRA, 2007). A transi¢cdo entre o estado inativo e ativo das CTHs, bem
como sua migragdo ¢ controlada por uma rede de fatores de crescimento e citocinas como
o fator estimulatério de coldnia de granuldcitos-macrofagos (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) e fator estimulatorio de colénia de granulédcitos (granulocyte
colony-stimulating factor) na constitui¢do do nicho célula-tronco hematopoiética (revisado
por WHETTON & GRAHN, 1999). No entanto, menos que 0,1% das CTHs da medula
Ossea sdo células-tronco pluripotentes, capazes de proliferagio e auto-renovagao
(SZILVASSY, 2003). CTHs tém sido usadas em transplantes autdlogo e alogénico, no
tratamento de pacientes com doengas auto-imunes ¢ em doengas hematopoiéticas diversas,
para reconstituir a linhagem de células hematopoiéticas e o sistema imune (BRYDER,
ROSSI & WEISSMAN, 2006) e produzem fatores de crescimento e citocinas Uteis que
podem ajudar a reparar tecidos (PITTENGER, 2008). Prévios estudos demonstraram que
CTHs podem se diferenciar em células do figado (PETERSEN et al., 1999; LAGASSE et
al., 2000), pancreas (IANUS et al., 2003), cora¢ao (ORLIC et al., 2001 e JACKSON et al.,

2001), rim (MASUYA et al. 2003) e cérebro (EGLITIS & MEZEY, 1997 ).
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Figura 4: Representacdo esquematica do desenvolvimento das células hematopoiéticas (SZILVASSY, 2003).

111.8.1.2 Células-tronco mesenquimais

As CTMs sao encontradas na medula 6ssea de individuos adultos, imersas no
estroma (PITTENGER et al., 1999) e na parede vascular de tecidos periféricos. Sao células
aderentes, pluripotentes, ndo hematopoiéticas e progenitoras, encontradas em uma
quantidade muito pequena na medula 6ssea humana 1/10° (revisado por KRAMPERA et
al., 2006). No entanto, as CTMs podem se diferenciar em diversos tecidos de origem
mesenquimal, incluindo células estromais da medula dssea, adipdsitos, osteoblastos,
condrocitos, midcitos esqueletais e células do mesoderma visceral (revisado por
KRAMPERA et al, 2006). Elas podem ainda se diferenciar em tecidos de origem do
ectoderma in vitro (neurénios — WOODBURY et al, 2000) e in vivo (células neurais —
KOPEN et al., 1999), assim como, em tecidos de origem endodermal (hepatocitos —
PETERSEN et al, 1999). Recentemente, foi demonstrado que as CTMs podem exercer

atividade imunomodulatdria por induzir o aumento do nimero das células T regulatorias
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como CD4”, CD8 e CD25" (AGGARWAL & PITTENGER, 2004; GLENNIE et al, 2005),
e seus efeitos troficos (CAPLAN & DENNIS, 2006).

Assim, dados experimentais demonstram que estas células, uma vez
transplantadas, migram na corrente sanguinea para a area isquémica € uma pequena
percentagem delas expressam marcadores especificos (KRAMPERA et al, 2006). Nos
ultimos anos varios grupos investigam o potencial clinico das CTMs. Os dados disponiveis
na literatura sobre a expansao celular, caracterizagdo funcional, propriedades regenerativas

e imunossupressoras ainda sdo contraditorios.

111.9 Propriedades das células-tronco no hipocampo de animais epilépticos

Ruschenschmidt e colaboradores (2005) analisaram as caracteristicas de
precursores neurais derivadas de células-tronco embrionarias de camundongos (CTECs),
transplantadas no hipocampo de ratos epilépticos cronicos e controles. A maioria das
CTECs foram encontradas em clusters, no tecido cerebral, embora que uma pequena
quantidade de CTECs migraram no cérebro. No entanto, andlises eletrofisioldgicas
revelaram que essas células tém capacidade de gerar potencias de agdo e expressar
correntes de K' e Na' voltagem-dependente, bem como, correntes ativadas por
hiperpolarizacdo. Curiosamente, ndo foram encontradas diferencas nas propriedades
funcionais dos CTECs entre ratos controles e ratos tratados com pilocarpina.

Chu e colaboradores (2004) examinaram os efeitos do transplante de células-
tronco neurais (CTNs) humana sobre as CER em ratos submetidos a SE. O transplante foi
realizado um dia ap6s a inducdo da SE pela veia da cauda. Entre 28 e 35 dias apods a SE,
87% dos animais que receberam o transplante ndo apresentavam crises. Em contrapartida,

apenas 13% dos animais que receberam o transplante com CTNs humana apresentavam
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CER. Células do doador foram observadas em varias regides do cérebro, incluindo o
hipocampo. A investigacao de fendtipos revelou que apenas algumas células derivadas de
CTNs expressavam marcadores de neurdnios adultos .

Recentemente, Shetty e Hattiangady (2006) induziram status epilepticus por acido
cainico em ratos, 4 dias apos transplantaram CTNs isoladas do hipocampo, na regido CA3.
Os autores descrevem que algumas destas células migraram para o giro denteado ¢ se
diferenciaram em neurénios, sendo que, a maioria das células se diferenciaram em
astrocitos e algumas células transplantadas expressaram o neurotransmissor GABA.

E finalmente, Acharya e colaboradores (2007), avaliaram a eficiéncia das células
CTNs hipocampais de ratos na supressao de CER, na ELT cronica induzida por acido
cainico. Os resultados sugerem que o enxerto foi eficaz e ouve uma redugao na freqiiéncia
e intensidade das CER.

Experimentos realizados anteriormente com cé¢lulas-tronco em modelos

experimentais de epilepsia estdo representados na tabela 1.

Estudos de transplante de células-tronco em modelo experimental de epilepsia

Autores Tipo de Modelo Tempo de Local do Efeito Diferenciagéo
células animal transplante transplante
Chu et al. CTNs da ZV Pilocarpina 1 diaap6és SE  Veiadacauda  Redugao Algumas células se
2004 de cérebro das CERs diferenciaram em neurénios
humano com 15 28-35 dias GABA-érgicos no hipocampo
semanas de gestagao apos SE amigdala e cortex piriforme
Ruschenschmidt et al. Precursores neuronal Pilocarpina (IP) 1 més ap6s SE Intracerebral no  Nao analisado As propriedades funcionais
2005 deferenciados de CT de hipocampo nos animais transplantados
camundongos foi similar aos controles
Shetty e Hattiangady. CTNs hipocampais de ~ A.C (ICV) 4 dias ap6s Intracerebral no  Nao analisado Diferenciagao em neurdnios
2006 ratos a lesdo hipocampo e astrocitos
Acharya et al. CTNs hipocampais de ~ A.C (IP) 4 meses apés  Intracerebral no  ~ 50% de reducdo A maioria das células se
2007 ratos a lesdo hipocampo das CERs diferenciaram em astrocitos,

e algumas em neurdnios.

IP: intraperitoneal; ICV: intra cerebro ventricular; A.C: 4cido cainico; CTNs: células-tronco neuronal; CT: células-tronco; ZV: zona ventricular
SE: status epilepticos ; CERs: crises recorrentes espontaneas.

Tabela 1: Estudos com transplante de células-tronco revisado por Shetty e Hattiangady, 2007.

IV JUSTIFICATIVA
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Apesar dos inimeros trabalhos cientificos dedicados a elucidagao dos fendmenos
envolvidos na epilepsia e dos importantes avangos na area da epileptologia obtidos nos
ultimos anos, aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo sofrem de epilepsia
refrataria aos atuais tratamentos medicamentosos (revisado por ROGAWSKI et al., 1990).
O tratamento ¢ realizado com farmacos antiepilépticos e, considerando que
aproximadamente 1/3 dos pacientes com epilepsia s3o refratarios ao tratamento
medicamentoso (LOSCHER, 2002), cresce a necessidade de desenvolver terapéuticas
alternativas.

Nos ultimos 10 anos varios grupos estudam a biologia e potencial terapéutico das
células da medula 6ssea (Revisado por MEZEY, 2007 e KRAMPERA, 2006), no entanto
ndo encontramos nenhum relato da aplicagdo de células de medula éssea na terapia da
epilepsia.

Ha um potencial muito grande para a terapia com células de medula 6ssea no
tratamento das epilepsias refratarias, principalmente para aquelas que t€ém um curso
progressivo pela freqiiéncia de crises associada a polifarmacia.

Foram estes fatos que inspiraram a elaborag¢ao dos objetivos do presente trabalho,

descritos a seguir.

V OBJETIVOS
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V. 1 Objetivo Geral

Verificar se o transplante de células mononucleares da medula 6ssea apresenta
potencial terapéutico no controle das crises epilépticas e no dano neuronal progressivo
induzido pela epilepsia experimental, através da restauracdo da populacdo e/ou conexdes

neurais perdidas neste processo neurodegenerativo.

V.2. Objetivos Especificos

V.2.1 Em ratos com epilepsia temporal induzida pelo modelo do litio e pilocarpina e
transplantados com células de medula éssea na fase aguda:
1. Avaliar a freqiiéncia de crises epilépticas.
2. Avaliar a nidagdo e expressdo de marcadores neuronais e gliais das células
transplantadas.
3. Awvaliar a reorganizagao cito-arquitetonica do hipocampo apds o transplante
celular.
4. Avaliar eletrofisiologicamente o circuito monossinaptico hipocampal através
da LTP.

5. Avaliar o desempenho dos animais no Labirinto Aquatico de Morris.

V.2.2. Em ratos com epilepsia temporal induzida pelo modelo do litio e pilocarpina e

transplantados com células de medula 6ssea na fase crénica:
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Avaliar a freqliéncia de crises epilépticas.

Avaliar a nidacdo e expressdo de marcadores neuronais e gliais das células
transplantadas.

Avaliar a reorganizacdo cito-arquitetonica do hipocampo apds o transplante
celular.

Avaliar o brotamento neuronal no hipocampo ap6s o transplante celular.
Avaliar eletrofisiologicamente o circuito monossindptico hipocampal através

da LTP.
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1.1 Animais experimentais

CAPITULOI

MATERIAIS E METODOS
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Para a realizacdo dos estudos, utilizaram-se ratos Wistar adultos, com 40-45 dias
de idade, pesando entre 110-130 gramas, provenientes do Biotério do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em
caixas apropriadas com capacidade para 5 animais, forradas com maravalha. Recebiam
agua e comida a vontade, e foram submetidos a ciclos de claro-escuro de 12 horas (luz a
partir das 7:00 horas e escuro a partir das 19:00 horas), a uma temperatura ambiente
mantida em torno de 22°C. As caixas eram trocadas a cada 2 dias. O maximo de precaucao
foi deliberado com o intuito de minimizar o sofrimento dos animais ¢ de reduzir o nimero
de animais utilizados. Todos os experimentos estiveram de acordo com as normas dos
“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revisado 1996) este
trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Pontificia Universidade Catolica do Rio

Grande do Sul (PUCRS) sob o protocolo de nimero 0502657.

1.2 Delineamento dos experimentos

Neste estudo avaliamos o efeito das CMO em ratos epilépticos que foram
transplantados em dois diferentes tempos apdés SE. Um grupo recebeu o transplante das
CMO imediatamente apos o SE o qual foi chamado de grupo agudo. Outro grupo recebeu
o transplante das CMO 22 dias ap6s o SE e foi chamado de grupo cronico.

Para a indugdo da epilepsia, com o uso do modelo Li-pilo (litio e pilocarpina),
animais do grupo agudo ¢ cronico foram distribuidos em dois subgrupos: A) grupo
Pilocarpina e B) grupo controle.

Grupo agudo: os animas do grupo pilocarpina (n=113) induzidos a epilepsia por
Li-pilo, ap6s receberem diazepam, foram divididos em: grupo Li-pilo-salina (que recebeu

no transplante solu¢do salina, n=46), grupo Li-pilo-CMO (que recebeu no transplante
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cé¢lulas mononucleares da medula 6ssea, n=67). O grupo controle-salina (que recebeu no
transplante solugdo salina, n=44), e grupo controle-CMO (que recebeu no transplante

células de medula 6ssea, n=4), (Figura 5).

> Li-pilo-salina
/ p
Pilocarpina
Li-pilo-CMO
Grupo Agudo <
Controle-salina
Controle
. = Controle-CMO

Figura 5 — Esquema com os grupos experimentais. Na indugdo do SE: Pilocarpina s@o animais que receberam
Li-pilo e Controle sdo animais que receberam solugdo salina. No transplante: Li-pilo-CMO (receberam
células mononucleares da medula 6ssea) e Li-pilo-salina (receberam solug@o salina). Controle-salina
(receberam solugao salina) e Controle-CMO (receberam células mononucleares da medula dssea).

Posteriormente aos 10, 15 e 120 dias pés SE foram realizados diferentes
protocolos experimentais para: quantificacdo das CER (video-monitoramento), migracao
celular por imunofluorescéncia, contagem celular (técnica do disector Optico), volume
celular (pela técnica de Cavalieri), ¢ a memoria pela atividade elétrica (LTP) e no Labirinto
aquatico de Morris (LAM).

Para quantificagdo das crises, os animais foram video-monitorados por 7 dias pelo
periodo de 12 horas ( 6 horas claro/6 horas escuro). O inicio das filmagens foi aos 15 ¢ 120

dias apods SE (Figura 6).
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0 1 10 15 120 (dias)

l 7dias 7dias
Li: 127mg/kg; i.p.

v v Inicio da filmagem
Pilo: 60mg/kg; i. p. Avaliagio l
Diazepam 10mg/kg; i.p. v Avaliagao

l Inicio da filmagem

Transplante das CMO: 1x10” Células

Figura 6- Esquema do delineamento experimental do grupo agudo. Li: litio, Pilo: pilocarpina, SE: status
epilepticus, CMO: células mononucleares da medula 6ssea, i.p.: intraperitonial. Avaliagdo: da migragdo
celular por (imunofluorescéncia), perda neuronal (pelo método do disector Optico), volume celular pelo
método de Cavalieri, e a memoria pelo estudo da LTP e o treinamento no LAM.

Grupo cronico: os animais induzidos a epilepsia por Li-pilo, apds receberem
diazepam, foram divididos em: Pilocarpina (n=100), e grupo controle (n=15). Aos 22 dias
ap6s o SE os animais do pilocarpina foram divididos em dois subgrupos um que recebeu o
transplante das CMO (n=50) e outro que recebeu o transplante de solugado salina (n=50).

As CER foram avaliadas com células de medula 6ssea de dois tipos diferentes de
doadores. Experimento 1: animais epilépticos que receberam o transplante das CMO de
ratos (epilépticos-CMO-r, n=8) ¢ epilépticos que receberam o transplante de solugao salina
[(controle), (epilépticos-r, n=6)]. EXperimento 2: animais que receberam no transplante
CMO de camundongos EGFP (epilépticos-CMO-m, n=23), animais que receberam no
transplante solugdo salina (epilépticos-m, n=23) e nestes grupos foi avaliado as crises
classe V da escala de Racine. Animais do grupo controle-salina que receberam transplante

de CMO de camundongos EGFP (controle-salina-m, n=4), (Figura 7).
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Epilépticos-salina

Epilépticos-salina-r

Pilocarpina

Epilépticos-salina-m

Epilépticos-CMO

Epilépticos-CMO-r

Grupo Crénico <

Epilépticos-CMO-m

Controle-salina

Controle

Controle-CMO

Controle-salina-m

Figura 7 — Esquema com os grupos experimentais do grupo cronico. Na indugdo da SE: Pilocarpina sdo
animais que receberam Li-pilo e Controle sdo animais que receberam solugdo salina. No transplante:
Epilépticos-CMO-r (receberam células mononucleares da medula dssea de ratos Wistar), Epilépticos-CMO-
m (receberam células mononucleares da medula dssea de camundongos transgénicos EGFP), e Epilépticos-
salina (receberam solugdo salina). Controle-salina (receberam solugao salina) e Controle-CMO-m (receberam

cé¢lulas mononucleares da medula 6ssea de camundongos transgénicos EGFP).

Aos 45 dias de transplante das CMO e /ou solucdo salina os animais do

experimento 2 foram sacrificados para diferentes protocolos experimentais: migragao

celular por imunofluorescéncia, atividade elétrica (LTP), contagem celular, e brotamento

das fibras musgosas, (Figura 8).
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l 7dias l4dias

Li:127mg/kg; i.p.

v
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Pilo: 60mg/kg; i.p. ;
l i Inicio da filmagem Avaliag¢do

Diazepam 10mg/kg; i.p.

v

Transplante das CMO: 1x10 células

Figura 8- Esquema do delineamento experimental do grupo Croénico Li: litio, Pilo: pilocarpina, SE: status
epilepticus, CMO: células mononucleares da medula 0ssea, i.p.: intraperitonial. Avaliagdo: das crises, da
migracdo celular por (imunofluoréscencia), da atividade elétrica (LTP), quantificagdo celular e brotamento
neuronal.

1.3 Inducéo da epilepsia pelo modelo litio e pilocarpina

Em ambos os experimentos no grupo A, os animais receberam cloreto de litio na
dose de 127mg/Kg 20-24 horas antes da administragdo da pilocarpina e receberam uma
dose de metilescopolamina (MS) (1mg/kg em 0.9% de NaCl) injetada intraperitonealmente
(i.p), 30 minutos antes da administracdo da pilo, que induz o SE. O pré-tratamento com
metilescopolamina foi aplicado com o objetivo de atenuar as manifestacdes periféricas da
pilocarpina. Decorridos 30 minutos da administragdo da metilescopolamina, o grupo
epiléptico recebeu 60mg/kg de cloridrato de pilocarpina via i.p, conforme protocolo
publicado (CLIFFORD et al., 1987), o inicio do SE foi considerado quando os animais
atingiram grau V da escala de Racine (RACINE, 1972), seguida de convulsdes tonico-

clonicas sustentadas por mais de cinco minutos. A partir deste momento iniciou-se a
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observagdo comportamental destes animais que permaneceram em caixas de acrilico

transparentes.

Aproximadamente 90 minutos apods a instalagdo do SE, (PRIEL et al., 1996), foi
injetado 10mg/kg de diazepam i.p. para interromper as crises (MELLO, 1993). Os animais
ainda receberam uma dose de soro fisioldgico ¢ nos dois dias seguintes foi adicionado
banana esmagada na dieta alimentar para a reposi¢do do potassio.

Grupos B, os animais dos grupos controle receberam tratamento semelhante,

porem foi substituida a pilocarpina por uma dose de solucao salina.

1.4 Obtencdo e preparo das células mononucleares da medula dssea

A GFP tornou-se, nos ultimos 10 anos, uma das proteinas mais importantes na
biologia molecular, pois se tornou uma valiosa ferramenta como marcador para expressao
génica intra e extracelular em organismos desde bactérias até camundongos transgénicos.

Para obtencdo das células de MO foram utilizados camundongos transgénicos
com idade entre 30 e 60 dias que expressam a proteina EGFP (n=58). As células da MO
foram obtidas do fémur, tibia e umero e preparadas para o transplante, como segue: 0s
animais doadores de MO foram anestesiados com 200 ul de uma solu¢do contendo 0,8%
de ketamina e 0,2% cloropromazina, e sacrificados através de deslocamento cervical.

A MO foi mobilizada com agulha fina, lavada com uma pequena quantidade de
PBS heparinizado e, seqiliencialmente passada através de agulhas 12 e 22g para produzir
uma suspensao de células individuais.

As células da MO foram separadas, por centrifugacdo, em gradiente de densidade

usando Histopaque®-1077 e 1119, 1:1 (Sigma, St. Louis, USA). Para tanto, as células da
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medula Ossea foram ressuspensas com 2 ml de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Media; Invitrogen, USA), colocadas sobre 2ml de Histopaque® e
centrifugadas (MSE Mistral 2000, USA) a 400g, durante 30 minutos em temperatura
ambiente. A camada de células mononucleares foi retirada e lavada com 10 ml de PBS
(Dulbeccos Phosphate Buffered Saline; Invitrogen, USA) e centrifugada a 1.500 rpm, por 3
minutos. As células foram ressuspensas em ImL de DMEM e contadas em hemocitdmetro
(Optik Labor, USA). A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo com azul
tripan. Estas células (1x10” células em 100 pl) foram injetadas na veia da cauda dos

animais dos distintos grupos de estudo (Figura 9). Também foram obtidas células de MO

de ratos Wistar utilizando-se a mesma técnica.

Figura 9 — Ilustracdo dos passos para obtencdo e preparo das células-tronco da medula dssea: separacdo dos
ossos longos do animal (A e B), corte das epifises e lavagem em PBS (C), separacdo das células
mononucleares (D), separacdo da camada mononuclear (F), contagem e viabilidade celular (G) e o
transplante pela veia da cauda (H).
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1.5 Controle das crises
Para avaliar o efeito do transplante das CMO sobre as CER foram analisadas as
manifestagdes comportamentais dos animais. Para a video-monitora¢do foi usada uma
camara sensivel a luz preta e branca (Sony, Brasil) que filmava até 16 ratos
simultaneamente durante um periodo de 12 horas por dia (6 hs claro/escuro). Foram
analisadas as crises com manifestagdes visiveis e graduadas conforme Racine (1972),
(Figura 10).
Nos grupos agudo e cronico, foi quantificado o nimero de crises classe V de
Racine por dia e a duragdo de cada uma (em segundos) nos animais epilépticos e
transplantados com CMO e/ou com solugdo salina. As observacdes foram realizadas por 2

observadores independentes e cegos para o tipo de tratamento.

Figura 10 - Demonstrag@o do controle dos animais durante o SE (A-B) e durante a video-monitoracdo (C e
D). Em A, B e D a seta (vermelha) indica um dos animais em crise (grau de Racine V).
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1.6 Perfusao e fixagdo para o estudo de imunofluorescéncia e perda neuronal

Animais dos grupos agudo e cronico foram perfundidos para os procedimentos de
imunofluorescéncia 24 horas, 3, 5, 10 e 120 dias apds SE (grupo agudo) e 45 dias apos
transplante (grupo cronico). Para a técnica de Nissl aos 10 e 120 dias apos SE (grupo
agudo), e 45 dias apos o transplante (grupo crénico). Os animais foram anestesiados
completamente com Tiopental (40mg/kg i.p) e transcardialmente perfundidos com 200 ml
de salina 0,9% seguida de 500 ml de paraformaldeido 4% diluido em tampao fosfato 0,1 M
(PB) e pH 7.4. Os encéfalos foram cuidadosamente retirados e pds-fixados na mesma
solucdo por 24 h em temperatura ambiente, e mais 24 h em PBS com 30% de sacarose, e
entdo, foram congelados em nitrogénio liquido (-70°C) para posterior utilizagdo (Figura

10).

1.7 Analise histopatolégica

Para estimar as alteragdes volumétricas induzidas pela epilepsia nas regides CAl,
CA3 e hilo do GD e a possivel reposi¢cdo neural induzida pelas CMO nas regides
hipocampais lesadas pelo evento epiléptico, fatias hipocampais de ratos dos grupos agudo
e cronico foram corados pela técnica de Nissl conforme protocolo descrito abaixo.

Apo6s os animais serem perfundidos, os encéfalos foram fatiados no criostato em
seccoes de (30 um) e colocados em laminas histologicas. As ldminas foram hidratadas em
solucdes decrescentes de alcool (absoluto, 80%, 70%) e agua destilada, e colocadas em
uma solucdo de violeta de cresila 0,01% acetificado durante aproximadamente 1 minuto,
depois foram desidratados em uma solugdo crescente de alcool a (70%, 80, absoluto %) e
clareados em xilol, por ultimo cobertos com laminulas com resina Dammar (Figura 11e

12A).
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Figura 11 — Fotos ilustrativas dos procedimentos de: cirurgia para realizar a perfusdo dos animais, como parte
do protocolo realizado para histoquimica de Nissl, e imunofluorescéncia. Em (A) solugdes (1), bomba de
perfusdo (2) e as setas indicam canula inserida na artéria aorta através do coragdo. Momento em que os
encéfalos foram congelados em - 70°C (B). Em C e D, vemos o fatiamento do encéfalo no criostato.

1.8 Estimativa da densidade neuronal

No grupo agudo a estimativa da densidade neuronal foi realizada pelo método do
disector optico; (STERIO, 1984; GUNDERSEN, 1988; CRUZ-ORIVE, 1997; INSAUSTI
et. al., 1998). Onde as secc¢oes analisadas foram divididas em quadrados de igual tamanho,
e um a cada quatro quadrados foi analisado ao longo do eixo Z [figuras 12 A (D) e 12B
(A)]. Foi determinado um ponto superior da sec¢do denominado look-up ¢ um ponto
inferior da sec¢io denominado look-down. A distancia, entre o look-up e o look-down
determinou a altura do disector Optico (h). No espago compreendido, dentro do quadrado
analisado entre o look-up e o look-down, foi feito um escaneamento com o microscopio
optico, sendo que cada nucléolo identificado ao longo do escaneamento foi representativo
de um neuronio. Os nucléolos (neurdnios), que tocassem o limite superior e lateral direito

do quadrado analisado foram descartados da amostra.
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A estimativa da densidade neuronal foi realizada a partir da equacao:
Nv =(1/a*h)* (ZQ ~/ Z P —); onde: Nv = Densidade numérica estimada; a = Area do
quadrado; h = Altura do disector 6ptico; » Q- = numero total de neurdnios contados na
amostra; »'P- = numero total de quadrados utilizados. (STERIO, 1984; GUNDERSEN

1988; CRUZ-ORIVE 1997; INSAUSTI al., 1998). O coeficiente de erro do método de

Cavalieri foi calculado.

Figura 12A — Ilustragdo de 1aminas preparadas e posteriormente coradas pela técnica de Nissl (A - C) e como
foi realizada a contagem neuronal do grupo agudo (D).

No grupo croénico, as fatias cerebrais foram submetidas a quantificagdo dos

nucleolos das células integras, com o auxilio de uma lente quadriculada acoplada a ocular
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do microscopio. Os nucléolos (neurdnios), que tocassem o limite superior e lateral direito
do quadrado analisado foram descartados da amostra.

Os nucléolos corados pela técnica de Nissl foram quantificados em um aumento
de 40X no hipocampo dos dois hemisférios em trés sec¢oes de cada animal e em trés niveis
ao longo do eixo longitudinal. As regides hipocampais quantificadas foram CA1l, e hilo do
giro denteado, [Figural2B (B)]. As laminas foram avaliadas em um microscopio Olympus
AX 70 com sistema computadorizado de andlise de imagem do NIH (National Institute of

Health) acoplado a um computador Macintosh 8600/200.

A == CA1 B ! : :“_j (CA].

L — ' k.

5 KCAg hilo = - hilo

Figura 12B — As fotos ilustram fatias coradas com Nissl e as regides que foram analisadas, no grupo agudo
um quadrado de 800pm” em CA1, CA3 e hilo do GD (A). No grupo Crénico foram avaliados trés quadrados
de 24000pm” na regido de CA1 e um quadrado de 96000um? no hilo do GD (B).

1.9 Estimativa de volume

A estimativa do volume das diferentes regides hipocampais foi obtida pelo
principio de Cavalieri (CRUZ-ORIVE 1997; INSAUSTI et al., 1998; RODRIGUES et al.,
2004). Todas as seccdes foram analisadas no sentido rostral-caudal, em um microscopio
Nikon eclipse E-600 acoplado ao sistema de analise de Imagens Image-Pro Plus 4.6. Em
uma a cada 4 imagens de sec¢des obtidas foi realizada a medida da area (A) de cada regido,

sendo que a estimativa do volume foi obtida pela equagdo: V(est)=T *ZA; onde:



56

V (est)= Estimativa do volume; T= Distancia entre as secgdes analisadas; S’A=Soma das

areas (CRUZ-ORIVE 1997; INSAUSTI et al.,, 1998; RODRIGUES et al., 2004). O
coeficiente de erro do método de Cavalieri foi calculado pela formula proposta por Garcia

Fifiana (GARCIA & FINANA F., 2000), (Figura 13).
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Figura 13 - Vista geral da montagem da figura no microscopio para posterior medi¢do (A), imagem
ilustrativa de como foi realizado o delineamento do hipocampo para o calculo do volume (B).

I. 10 Estudo do brotamento neuronal pela técnica de Neo-Timm
Para a coloracdo Neo-Timm os animais foram perfundidos com tampao Millonig
[12M, pH 7.4, 25ml por animal), seguido de sulfeto de sédio (0,1%, pH 7.4,50 ml por

animal em 3 minutos), e por glutaraldeido (3%, pH 7.4, 100 ml por animal por 7 minutos)
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e novamente pela solucao de sulfeto de sdédio (200ml por 17 minutos). Apos a perfusao, os
cérebros foram retirados e imersos em solugdo de sacarose a 30% em PBS por 24 horas, ¢
entdo foram cortados em secgdes coronais de 40pum, montados em laminas e deixados para
secar. Posteriormente, as laminas foram imersas em uma solucdo reveladora a 21°C
composta por: goma arabica diluida em agua destilada (500g para 1 litro de 4gua), solugao
A: 4cido citrico, citrato de sédio e agua destilada (para 40ml: 10,25g, 9,45g ¢ 30ml,
respectivamente) e solugdo B: hidroquinona e dgua destilada (para 60ml, 3,73ml e 60ml,
respectivamente).

As laminas foram colocadas em dois “carrinhos” dentro de balsas de vidro e
foram retiradas as algas de metal (para ndo interferir a reagdo). Foram misturadas em um
recipiente 240 ml de Goma Arabica e a solu¢do A e B. As balsas foram colocadas em uma
bandeja com agua fria (18°C). Em uma camera escura foi acrescentado 2ml do nitrato de
prata (0,51g previamente diluido em 3ml de dgua destilada). A solucdo foi adicionada nas
balsas até que as laminas fossem totalmente cobertas e mantidas no escuro por 30 a 60
minutos. Apds as laminas foram retiradas da solu¢do e a reagdo foi interrompida por
lavagem com agua destilada por 10 minutos. Em seguida foram desidratas por (alcool a
70%, 95% e absoluto, seguido de xilol) e montadas com laminulas com balsamo do
Canada.

Foi avaliada a intensidade da coloragdo da camada molecular interna (IML) do
giro denteado através de uma escala de graduagdao (TAUCK & NADLER, 1985):

(0) nenhuma marcacdo de fibras musgosas na IML

(1) marcagdo fraca e esparsadas fibras musgosas na IML

(2) marcagdo moderada e continua das fibras musgosas na IML

(3) marcagdo intensa das fibras musgosas na IML
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O brotamento das fibras musgosas na IML foi avaliado por dois observadores
independentes, “cegos” a condi¢do experimental de cada animal. Os valores dados
intragrupos jamais variaram mais que um nivel entre si, tendo, portanto um alto grau de
concordancia, ¢ demonstrando a uniformidade dos critérios adotados. Para os resultados,

foi utilizada a média aritmética das notas dadas pelos dois observadores.

1.11 Estudo da migracdo das células mononucleares da medula 6ssea por
imunofluorescéncia

Os encéfalos foram aclimatados por 2 horas em (-20°C) e seccionados em
criostato (Leica, 1820) a temperatura de -24 °C. No nivel 2,8-4,5mm posterior do bregma;
(PAXINOS & WATSON, 1986) foram selecionadas 9 sec¢des de cada animal (Li-pilo-
CMO n=16, Li-pilo-salina: n=4, controle-salina: n=4, ¢ controle-CMO: n=4) do grupo
agudo e (epilépticos-CMO-m, n=6 e controle-salina-m, n=4) do grupo cronico.

As fatias cerebrais foram fixadas em uma solugdo de paraformaldeido 4% (Sigma,
Aldrich) por 10 minutos e lavadas duas vezes em PBS por 5 minutos (cada). As secgdes
foram incubadas com solugdo livre de proteina (Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca)
para bloqueio das reagdes ndo-especificas por 10 minutos. Na seqiiéncia, as fatias foram
incubadas com avidina/biotina (Vector Laboratories, Inc., Burligame, CA, USA) e
posteriormente foram incubadas com anticorpo primario overnight a 4°C, a solugdo
continha o anticorpo nuclear anti-neuronal biotinilado (NeuN, 1:50, Chemicon
International, Temecula, CA, USA), anti-CD11b (1:50, Pharmagen), guinea pig anti-
doublecortina (1:50, Chemicon International, Temecula, CA, USA), e coelho anti- GFAP
(1:50, Santa Cruz Biotechnology). Antes da incubagdo do segundo anticorpo, as secg¢des

foram lavadas duas vezes (5 minutos cada) em PBS Tween 0,05% e novamente em PBS.
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Em seguida, as sec¢des foram incubadas com os anticorpos secundarios coelho anti-GFP
conjugado com Alexa-fluor 488 (1:50, Molecular Probes), ou estreptavidina conjugada
com Alexa-Fluor 568 (1:100, Invitrogen-Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA), cabra
anti-coelho IgG conjugado com Alexa Fluor 488 (1:100, Molecular Probes) ¢ cabra anti-
guinea pig IgG com Alexa Fluor 568 (1:100, Molecular Probes) por 1 hora em temperatura
ambiente. As secgoes foram lavadas mais duas vezes por 5 minutos em PBS Tween 0,05%
e lavadas com PBS. Por fim, as sec¢des foram montadas com meio de montagem contendo
marcador nuclear [DAPI, 4°,6-diamino-2-phenylindole ou TO-PRO (Vector Laboratories,
Inc., Burligame, CA)].

A presenga das células fluorescentes foi determinada por observagdo no
microscopio BX61 (Olympus, Tokyo, Japao) usando filtros adequados. As imagens foram
capturadas usando uma camara digital colorida SPOT flex (15.2, 64 Mp, Shifting Pixel,

Diagnostic Instruments Inc, Sterling Heights, MI, USA).

1.12 Estudo eletrofisiologico

Animais do grupo agudo e cronico foram sacrificados e o encéfalo foi removido e
seccionado para o estudo eletrofisioldgico. Os animais foram pesados ¢ anestesiados com
Thiopental (40mg/Kg) imediatamente antes de serem decapitados com uma guilhotina
especial para este fim. Apds a decapitagdo o cérebro removido e imerso em Liquido
Cefalorraquidiano Artificial (LCRa) do tipo dissec¢do, com oxigenagdo a temperatura de
4°C. O LCRa ¢ composto por: NaCl:130mM; KCI: 3,5mM; NaH,PO4: 1,3mM; MgSOy:
5mM; CaCly: 0,2mM; NaHCO3: 24mM; D-glicose: 10mM, com pH de 7.4.

Foram realizados cortes axiais de 400 pum com auxilio de um vibratomo

(Vibroslice modelo 1752 M — Campden Instrumensts, EUA). As fatias permaneceram em
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descanso por 60 minutos antes do registro eletrofisiologico, no Liquido LCRa do tipo
normal, composto por: NaCl: 130mM; KCI: 3,5mM; NaH,PO4: 1,3mM; MgSOy4: 2mM;
CaCl,: 2mM; NaHCOs: 27mM; D-Glicose: 10mM, com o pH de 7.4. Posteriormente,
foram levadas a cuba de registro

eletrofisiologico, sob oxigenagdo e temperatura controlada (34°C) (SALAMONI et al.,

2005) (Figura 14).

TECNICA DE FATIAMENTO CEREBRAL

Ratos Wistar Decapitagao —» Montagem
e dissecagao do bloco
do encéfalo

Repouso (1h) <—— Isolamento <+<——  Fatiamento
do hipocampo 400 pm

Figura 14- Protocolo do fatiamento cerebral

Para a realizagdo do estudo eletrofisiologico utilizou-se: camara de perfusdo e
registro, onde foi posicionada a fatia; micromanipuladores do tipo manual e motorizado
MP285 (Sutter Instrument Company) para o adequado posicionamento dos eletrodos de
registro ¢ de estimulo; um gerador de pulso programavel Master 8 (A.M.P. Instruments
Itd., EUA); pré-amplificador diferencial (Headstage, Axon Instruments Inc., EUA);

condicionador de sinais CyberAmp 320 (Axon Instruments Inc., EUA); fixador de corrente
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AxonClamp 2B (Axon Instruments Inc., EUA); conversor analdgico digital Digidata
1322A (Axon Instruments); microcomputador; Software AxoScope9 para o registro do
sinal obtido; Software Clampfit 9 para a analise da resposta ¢ o Software Origin versao 5.0
(Microcal Software, EUA) para a analise estatistica dos dados e construgdo dos graficos

(Figura 15 e 16).

Para a adequada visualizag¢ao da fatia hipocampal e suas regides utilizou-se sobre
a cuba um microscopio de mesa (UM m 19 D.F. Vasconcellos). Para impedir a ocorréncia
de ruidos eletromagnéticos, 60Hz da rede elétrica, foi realizado o isolamento com a gaiola
de Faraday, bem como a utilizacdo de uma mesa com sistema antivibracional para evitar a

trepidagdo durante o registro.

Figura 15 — Equipamentos para o registro eletrofisioldgico: mesa antivibracional (1), gaiola de Faraday (2),
camara de registro (3), microscopio de mesa (4), amplificador Axoclamp 2B (5), Master 8 (6), CyberAmp
320(7), e Digidata 1322 A (8).
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AXOCLAMP 2B |:> CYBERAMP 320 |:> DIGIDATA 1322A
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AXOSCOPE 9
CAMARA DE
<:I REGISTRO ORIGIN 5.0

Figura 16 — Equipamentos utilizados para a obten¢do do registro eletrofisiolégico do potencial excitatorio
pos-sinaptico controle (PEPSC) ¢ indugdo da LTP em ordem de utilizagdo. Sobre a fatia hipocampal (em
azul), s@o aplicados estimulos elétricos a partir de um gerador de pulso programavel (Master 8). O sinal
obtido pela micropipeta, na camara de registro, ¢ amplificado pelo pré-amplificador diferencial
Headstagex10, sendo a corrente fixada pelo Axoclamp 2B. Através do CyberAmp 320, os sinais sdo
condicionados para serem convertidos do sistema analdgico para o sistema digital pelo Digidata 1322A A
partir dai, estes sdo identificados pelo microcomputador, no qual ¢ apresentado os valores mensurados
através do software Axoscope 9. Para a constru¢do dos graficos referentes ao tempo total de registro
utilizamos o software Origin 5.0.

Para a realizagdo do protocolo de indugdo de LTP, o eletrodo de estimulo, um
microeletrodo bipolar de platina-iridio (didmetro interno de 75um e externo de 140um) foi
posicionado na colateral de Schaffer. A micropipeta de registro posicionada na regido do
stratum radiatum de CA1 do hipocampo foi confeccionada com a utilizagao do estirador
de micropipetas MP-87 (Sutter Instruments Company), a partir de um capilar de boro-
silicato com diametro externo de 1,5mm e interno de 1,12mm, posteriormente preenchida
com LCR normal (Figura 17 e 18). A Impedancia das micropipetas situa-se entre 0,1Q e

10MQ.
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Figura 17 - Camara de registro e micromanipuladores: cadmara de registro eletrofisiologico (1),
micromanipuladores (2) e o circuito microamplificador (headstage) (3).

Figura 18 — Camara de registro eletrofisiologico: eletrodo de estimulo (1), eletrodo de registro (2) e fatia
hipocampal de rato (3).

Ap6s o adequado posicionamento dos microeletrodos, foi produzida uma curva de

amplitude de resposta pos-sinaptica evocada (mV), em funcdo da intensidade de estimulo
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(LA), a qual se denominou Curva I/O. De acordo com a resposta maxima obtida, foi
determinado o estimulo de base (50 a 60% da amplitude maxima). Apés o término do
registro, repetia-se a curva para verificar a viabilidade da resposta (DALBEM et al., 2005).

O estimulo de base foi aplicado durante 20 minutos, com 0,2 m/seg de duracdo
cada pulso, a cada 20 segundos. Apos este periodo foi aplicado o seguinte estimulo
condicionante de alta freqliéncia (HFS): 4 trens de estimulo com 1 segundo de duragdo
cada, 100Hz de freqiiéncia, em intervalos de 10 segundos (DALBEM et al., 2005; DE
OLIVEIRA et al., 2005). Posteriormente, retornava-se ao protocolo de estimulo de base, o

qual permanecia por pelo menos 60 minutos (Figura 19).

PROTOCOLO DE INDUCAO DA LTP EM CAl

Registro do PEPS de campo  Estimulag@o Tetanica Registro do PEPS de campo

20min f f ff 60min

100HZ

Figura 19- Protocolo utilizado para a indugdo da LTP. (PEPS: potenciais excitatorios pos-sinapticos).

Considerou-se LTP a situacdo em que a resposta aumentava 40% entre 44-48
minutos (comparada aos 10 minutos anteriores ao estimulo de alta freqiiéncia). Quando,
apods o estimulo condicionante, a média percentual das amplitudes dos PEPS medidos entre
44-48 minutos ndo apresentava variacdo de 40%, a situacdo era denominada de Nao-

inducdo (NI).
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Para todos os registros deste estudo, a totalidade dos dados quantitativos
referentes a expressao da LTP apds o estimulo de alta freqiiéncia, foi representada nos
graficos como porcentagem do controle-salina, sendo este determinado como média das
respostas registradas durante o periodo estavel (10 minutos), previamente ao estimulo
(Figura 20). Define-se como periodo estavel, quando a amplitude do PEPS permanece

constante ao longo do tempo.

220 1 Registro controle
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Figura 20 - Demonstracdio de um periodo estiavel (pré-estimulo de alta freqiiéncia) de um registro
eletrofisiologico. A seta indica a representacdo temporal no instante de aplicacdo do estimulo de alta
freqiiéncia (HFS) e a barra representa o periodo estavel (a amplitude do PEPSC permanece constante).

Foi realizada a analise da amplitude do PEPS pelo Software Clampfit 9. Define-se
como amplitude do PEPS a distancia vertical, em milivolts (mV), existente entre a linha de

base da resposta previamente ao estimulo e o pico mais negativo apds o estimulo,

(Figura 21).



66

T

/

Linha de base Amplitude

Pico negativo maximo

Figura 21- ParAmetros para o calculo de amplitude.

1.13 Versao espacial do labirinto aquéatico de Morris (LAM)

O aprendizado pode ser mensurado observando a mudanga de desempenho numa
tarefa através do treino repetitivo, o que pode ser observado nas suas “curvas de
aprendizado” (STEWART & MORRIS, 1993).

Dentre os diversos procedimentos e aparelhos desenvolvidos para avaliar o
desempenho de animais em labirintos, o teste de aprendizagem espacial no labirinto
aquatico, introduzido em 1981 por Richard Morris (MORRIS et al., 1982), vem se
destacando nos estudos da memoria (GALLAGHER et al., 1993). Neste teste os animais,
por exemplo, podem aprender as relagdes espaciais que existem entre os objetos do
ambiente e utilizar essas relagdes para formar um mapa cognitivo espacial, que ¢ utilizado
para encontrar o local desejado.

O tratamento com litio e pilocarpina leva a atrofia hipocampal e, sabido ¢ que, o
hipocampo desempenha um papel fundamental na formagdo e evocagao de distintos tipos
de memoria incluindo aquelas com alto conteido emocional e de localizagdo espacial

(O'KEEFE & NADEL, 1978).



67

Nesta tarefa o animal aprende a localizar uma plataforma submersa numa piscina
utilizando, para isto, dicas espaciais distribuidas na sala de treino. Supde-se que durante o
aprendizado desta tarefa o animal forma um mapa cognitivo do entorno que lhe permite
achar a plataforma que fica armazenada como engrama em neurdnios hipocampais
conhecidos como células de lugar. E bastante provavel que o deterioro mneménico
produzido pelo tratamento com litio e pilocarpina seja devido a perda neuronal progressiva
que acontece no hipocampo em decorréncia das sucessivas crises epilépticas. Se isto fosse
efetivamente assim, seria de se esperar que, ao restituir os circuitos neuronais lesados, o
tratamento com CMO revertesse a incapacidade dos animais de formar novas memdrias.
Os animais foram treinados no labirinto aquatico de Morris como descrito em Santos,
1999.

Para a realizacdo da tarefa do LAM, utilizou-se um tanque circular preto (180 cm
de didmetro ¢ 55cm de altura) com 25cm de agua a 21-24°C (Figura 22). O tanque ¢
virtualmente dividido em quatro quadrantes, sendo que no centro de um desses quadrantes
posicionou-se uma plataforma de acrilico pintada de preto, quadrada (20cm de lado),
contendo a superficie superior dspera. Esta plataforma encontrava-se fixamente submersa a
lcm abaixo do nivel da agua.

Dicas visuais, na forma de cartazes com cores ¢ padrdes geométricos bastante
diferentes, estavam dispostas nas quatro paredes da sala e eram visiveis pelo animal de
qualquer ponto dentro do tanque. A exclusdo das pistas proximais e &nfase nas pistas
distais for¢ca o uso pelo rato de estratégias de mapeamento espacial para a localizagdo da

plataforma de escape submersa (O'KEEFE & NADEL, 1978).
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Figura 22 — A foto ilustrativa do Labirinto Aquatico.

1.13.1 Treino da verséao espacial do Labirinto Aquético de Morris

O treino consistiu de uma sessdo de dezesseis tentativas seqiienciais com teto de
120 segundos cada. O intervalo entre cada tentativa consistia no tempo que o rato
permanecia sobre a plataforma, seja apOs encontrd-la espontanecamente ou apds ser
conduzido a ela pelo experimentador apos o teto. Este intervalo era de 60 segundos ap6s as
quatro primeiras tentativas, 40 segundos apos a quinta até apds a oitava, e de 20 segundos
apds a nona até apos a décima sexta tentativa. Uma tentativa consiste primeiramente em
colocar o animal na dgua com o focinho voltado para a parede da piscina, em seguida, ao
ser logo liberado, o animal nadava livremente até encontrar a plataforma submersa, na qual
subia como forma de evitar sua permanéncia na dgua. Apds encontra-la, o rato permanece
sobre a plataforma, de onde pode observar tranqiiilamente as pistas externas (Figura 22).
Quando o animal ndo encontrava a plataforma até o tempo de teto, era entdo conduzido

cuidadosamente até ela. Em cada tentativa, o animal era largado de uma posi¢ao cardeal
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(norte, sul, leste ou oeste) diferente, executando largadas cruzadas, isto ¢, N-S-L-O, S-N-
O-L, L-O-N-S ou O-L-S-N, sendo a primeira largada randomizada entre os diferentes
ratos. Este procedimento visa a for¢ar o uso de estratégias de mapeamento espacial
(OKEEFE & NADEL, 1978). A sessdo inteira, no caso dos ratos controles, dura
aproximadamente 20 minutos.

O teste foi feito 24 horas apods o final da sessdo de treino, onde o animal era
largado de uma unica determinada posi¢do, sendo esta a que fosse mais distante do local
em que se encontrava a plataforma na sessao de treino.

Durante o teste, a plataforma ndo estava presente. A medida utilizada como
reten¢do de memoria foi a laténcia de chegada ao local onde se encontrava a plataforma na
sessdo de treino (laténcia de escape).

Além da laténcia de escape, ha varias outras medidas que podem ser utilizadas
para avaliar a retencdo da memoria no LAM (STEWART & MORRIS, 1993), como a
distancia de escape (distancia percorrida pelo rato do ponto da largada até o local da
plataforma de escape), direcionalidade (angulo entre a primeira direcdo de trajeto do
animal ap6s a largada, e a dire¢do da reta unindo o local de largada e o local da
plataforma), a velocidade de deslocamento, teste de transferéncia (porcentagem de tempo
que o animal permanece no quadrante que contém o local da plataforma em relagdo ao
tempo total da sessdo de teste) e nimero de cruzamentos sobre o local da plataforma
durante a sessdo de teste. Neste estudo utilizamos a laténcia de escape por ser a medida
mais sensivel a lesdes ou drogas (STEWART & MORRIS, 1993) dirigidas ao sistema

nervoso central.
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1.14 Analise do dados e estatistica

Para analisar o efeito das CMO sobre as CER, foi realizada a comparagdo entre os
grupos através do Teste t no grupo agudo e andlise de variancia de UMA VIA (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Tukey no grupo cronico.

A possivel repopulagdo neural e o volume celular induzida pelo transplante das
CMO apés SE foi analisada por ANOVA de UMA VIA seguida pelo pos-teste de Tukey.

Para analisar os dados do brotamento neuronal, a comparagao entre os grupos Li-
pilo foi feita através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para analisar os dados eletrofisiologicos foram utilizados os programas: Axoscope
9; Clampfit 9; Origin 5.0 (Microcal Software, EUA) e para a andlise estatistica foi
realizada através do teste t para os dados brutos (grupos epilépticos versus controle-salina)
e ANOVA de UMA VIA seguida pelo pos-teste de Tukey para os dados normalizados.

Para analisar os dados do LAM foi realizada ANOVA de DUAS VIAS seguido de
pos-teste de Bonferroni para o treino, e ANOVA de UMA VIA seguida pelo pos-teste de
Newman-Keuls para os dados do treino e do teste da retencdo de memoria avaliada 24
horas apo6s a tltima sessdo do treino.

Para a analise estatistica dos dados, utilizamos o software Graph-Pad Prisma
(Versao 4.00, GraphPad Software Inc., EUA). Os dados estdo expressos na forma de
(média + erro padrdo) ou (média + desvio padrdo). Valores de p menores do que 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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SECAO |
Nesta se¢do descreveremos os resultados referentes ao Grupo Agudo, animais
que receberam o transplante das células mononucleares da medula 6ssea de camundongos

EGFP (C57/BL6), imediatamente ap6s o SE.
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1.1 Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre as crises espontaneas

recorrentes em ratos com epilepsia induzida por litio e pilocarpina

Durante o SE os ratos que receberam Li-pilo e desenvolveram crises classe V da
escala de Racine foram monitorados por 90 min e os que desenvolveram crises em um
valor menor na escala foram excluidos. Nos animais utilizados no estudo, observou-se que
a média de laténcia para a primeira crise foi de (31.57+£10.41). Os animais dos grupos Li-
pilo-salina e Li-pilo-CMO foram video-monitorados em dois periodos de tempo. O
primeiro periodo foi entre os dias 15 e 21 e, o segundo periodo foi entre os dias 120 e 127
apos SE e o transplante. A relagdo entre a duragdo do periodo silencioso, o intervalo entre
o SE e a primeira CER ndo foi observada. Iniciamos a avaliacdo apos 15 dias do SE
baseados no trabalho de Priel e colaboradores (1996) que demonstraram, com base em
observagdes de video monitoragdo, que a média de laténcia em ratos da mesma idade que
utilizamos, ocorre em torno de 18 dias apds SE. Em nosso estudo, todos os ratos do grupo
Li-pilo-salina desenvolveram CER, sendo que, 80% dos animais apresentaram crises no
primeiro dia do video monitoramento, ¢ todos os animais apresentaram CER no segundo
dia de observagdes. No grupo Li-pilo-CMO nenhum animal apresentou CER no primeiro
periodo de observagdes. Entretanto no segundo periodo de observagdes 20% dos ratos Li-
pilo-CMO apresentaram CER com freqiiéncia e duracdo menor quando comparada no

mesmo periodo de tempo com o grupo Li-pilo-salina (p<0,0001; Tabela 2).
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Tratamento

Periodo ap6s SE (dias)

Fregliéncia das crises

Duracao das crises ()

Li-pilo-salina (n=10)

Li-pilo-CMO (n=10)

15-21

120 - 127

15-21

120 - 127

1.02+0.72*
1.29 £ 0.84"
Zero

0.09 +0.18%

41.8+6.83

40.2+7.11

N/A

21.5+5.25

Tabela 2: Efeito das células de medula 6ssea sobre as crises de animais epilépticos tratados imediatamente
apds SE (grupo agudo). Os dados sdo expressos em mediaterro padrio. (*) sdo crises espontineas recorrentes
classe V da escala de Racine. (°) p< 0,0001, comparagio pelo teste t entre os grupos Li-pilo (tratado com
salina versus tratado com CMO).
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11.2 Migracao das celulas de medula 6ssea EGFP ao cérebro dos ratos epilépticos

Investigamos por microscopio de fluorescéncia a presenca das células GFP™ no
cérebro e nos orgdos dos animais Li-pilo-CMO, animais controle-CMO, assim como,
animais do grupo Li-pilo-salina e de animais controle-salina. Sendo que animais do grupo
Li-pilo-CMO foram avaliados em varios tempos ap6és SE e transplante (1-3, 5, 10 e 120
dias). Observou-se que nos primeiros dias (1-10 dias apés SE) as células GFP" estavam
presentes e distribuidas por todo o cérebro. Observamos que a quantidade de células era
muito pequena e sem predominio de uma regido especifica (Figura 23A-D). Entretanto ao
avaliarmos as fatias de cérebro dos animais 120 dias apds SE observamos que as células
predominavam em algumas regides, formando pequenos clusters principalmente no hilo do
GD e na regido cortical.

Em fatias cerebrais de ratos sacrificados 1-3 dias ap6s SE, observamos que as
células GFP" eram pequenas, brilhantes e apresentavam uma forma esférica (Figura 23B).
Enquanto que nas fatias de animais sacrificados 5 e 10 dias apos o SE e transplante, a
maioria das células GFP" apresentavam forma alongada, e algumas projecdes
citoplasmaticas (Figuras 23C e D). Em 10 dias ap6s o transplante encontramos células
GFP" em uma estrutura semelhante ou sugestiva de um vaso (Figura 23H). Assim como,
algumas células GFP" foram encontradas nos vasos do plexo cordide, e algumas delas
expressaram o marcador de microglia (CDI11b, Figuras 23E-G). Em fatias cerebrais de
ratos com 120 dias de transplante algumas células GFP', em CA1, expressaram o marcador
de neurdnio jovem doublecortina (DCX, Figura 5 I — 23 I). Assim como, em fatias de 10
(Figura 24A) e 120 (Figura 24B) dias apds o transplante algumas células expressaram o

marcador de astroglia (GFAP) no cértex entorrinal.
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Avaliamos também fatias de cérebro de animais do grupo Li-pilo-salina e
controle-salina para distinguir a fluorescéncia no tecido sem o transplante das CMO-GFP",
e para avaliar a “fluorescéncia propria do tecido”; verificamos que a fluorescéncia natural
de estruturas celulares sdo distintas e diferentes da fluorescéncia da proteina GFP. Também
avaliamos fatias de cérebro de animais normais que receberam células de medula 6ssea
GFP" (controle-CMO), ndo sendo encontradas células GFP" nas fatias cerebrais analisadas
(Figura 25).

Finalmente, avaliamos alguns 6rgaos (bago, coracdo, pulmao) de alguns animais
transplantados, observamos que nos animais epilépticos, independente do tempo de
transplante, as células GFP" estio presentes em todos os orgdos avaliados, ¢ nao foi

observada formagdo de teratomas no tecido (Figura 26).
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Figura 23 - Painel com microfotografias de células expressando o marcador GFP" em fatias de cérebro de
animais epilépticos e transplantados com células de medula 6ssea de camundongos transgénicos C56/Bl/6.
Na regido do giro denteado 24 h apos o transplante das CMO, co-expressdo com NeuN (vermelho) e as setas
indicam o GFP" [(verde), (A)]. Na regido de CAl, 3 dias ap6s o transplante (B). No hilo do GD, 5 e 10 dias
apos o transplante, C e D, respectivamente. Na regido do plexus 10 dias apds o transplante, mostrando as
células GFP" (E), células expressando o marcador de microglia [CD11b", (F)] e a sobreposi¢io [merge (G)].
As setas indicam células GFP" e CD11b". Na regidio de CA3, 10 dias apés o transplante das CMO (H). Na
regido do CAl, 120 dias apds o transplante das CMO, co-expressando com Doublecortin [(CDX, vermelho) e
GFP" (verde), (1)]. O marcador nuclear DAPI (azul).
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Figura 24 - Painel com microfotografias de células expressando o marcador GFP" no cértex entorrinal em
fatias de cérebro de animais epilépticos e transplantados com células de medula 6ssea de camundongos
transgénicos C56/Bl/6. A avaliag@o foi realizada ap6s 10 dias (A) e 120 dias (B) do transplante das CMO. Na
linha, células expressando o marcador de EGFP em (verde), o marcador glial GFAP em (vermelho) e a
sobraposi¢ao juntamente com o marcador nuclear DAPI, “merge”. Calibracdo de 4 pm (aumento de 100x1).
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Figura 25- Microfotografia representativa obtida de fatias do cérebro de ratos nao epilépticos que receberam
células de medula 6ssea EGFP (controle-CMO). Na analise por microscopia de fluorescéncia nio foi
encontrada células GFP", (aumento de 4x1).
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Figura 26- Painel com microfotografias representando células expressando o marcador GFP" em fatias dos
orgdos de animais epilépticos transplantados com células de medula 6ssea de camundongos transgénicos
C57b1/6. No bago, em 24hs (A), 2 (B) e 10 (C) dias apds o transplante, [em vermelho o marcador nuclear
TO-PRO, em verde GFP", aumento de (20x1)]. Em 120 dias apds o transplante, pulmao (D) e coragdo (E),
[em azul o marcador nuclear DAPI e em verde GFP*, aumento de (40x2)].
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11.3 Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre os neurdnios

hipocampais

A andlise dos neurdnios hipocampais pela técnica de Nissl observada no
microscopio, ndo mostrou lesdes histoldgicas no grupo controle, € uma substancial perda
neuronal acompanhada de gliose no estrato piramidal do hipocampo nos animais
epilépticos em 10 e 120 dias apés o SE e transplante (grupo agudo). Alguns neurdnios

remanescentes apresentaram retragdo do citoplasma e nucleo pindtico (Figura 27).

Figura 27 - Representacdo da perda neuronal em Secgdes coradas com cresil de violeta mostrando a estrutura
hipocampal de ratos controles e epilépticos (colunas) e as regides de CA1l, CA3 e hilo do GD em 10 e 120
dias ap6s SE (linhas). Escala=100 pum.

Para analise quantitativa dos neurdnios apos 10 dias do SE, foram quantificadas

(10 seccdes de cada hemisfério do hipocampo, 5 animais por grupo) nas trés regioes de
interesse CA1, CA3 e hilo do GD. Na regidao de CA1 do hipocampo observou-se uma
redugdo estatisticamente significativa entre os grupos dos animais epilépticos Li-pilo-
salina e (50,1%, p<0,001) e entre Li-pilo-CMO (34,3%, p<0,001), em relagdo ao grupo
controle-salina. Entretanto, a densidade neuronal do grupo Li-pilo-CMO foi
significativamente maior que no grupo Li-pilo-salina; (p<0,05; Figura 28).

Apo6s 120 dias do SE a densidade neuronal observada no grupo Li-pilo-salina foi
menor, com um decréscimo no nimero de neurdnios de aproximadamente de 76,9%
quando comparado com o grupo controle-salina (p<0,001). Estes resultados mostram uma
progressao na perda neuronal quando analisado dos 10 para os 120 dias ap6s SE. No
entanto, nas fatias analisadas do grupo Li-pilo-CMO a perda neuronal foi moderada
(32,0 %) quando comparado com os animais controle-salina, com aproximadamente

3 vezes mais neurdnios que os quantificados no grupo Li-pilo-salina (p<0,001).
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Figura 27 - Representag@o da perda neuronal em Secgdes coradas com cresil de violeta mostrando a estrutura
hipocampal de ratos controles e epilépticos (colunas) e as regides de CA1, CA3 e hilo do GD em 10 e 120

dias apos SE (linhas). Escala=100 pm.
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Figura 28- Efeito do transplante das células mononucleares da medula éssea sobre a densidade neuronal na
regido de CAl em ratos submetidos a epilepsia por Li-pilo. No grafico as barras representam a média +
desvio padrdo (nimero de neurdnios/mm’) em ratos controles e epilépticos sacrificados 10 e 120 dias apos
SE. (***p< 0,001; *p<0,05; comparacao de Tukey pé6s ANOVA de uma via).
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Na regido de CA3 do hipocampo, apos 10 dias do SE a redugdo da densidade
neuronal foi observada no grupo Li-pilo-salina quando comparada com o grupo controle-
salina em (26,3%; p<0,01) e em 120 dias apés SE (34,1%; p<0,001). Nesta regido, a
densidade neuronal dos animais do grupo Li-pilo-CMO ndo foi estatisticamente diferente
em relacdo ao grupo controle-salina (p>0,05; Figura 29) em ambos os tempos analisados

(10 e 120 dias).
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Figura 29 - Efeito do transplante das células mononucleares da medula 6ssea sobre a densidade neuronal na
regido de CA3 em ratos submetidos a epilepsia por Li-pilo. No grafico as barras representam a média +
desvio padrdo (nimero de neurdnios/mm’) em ratos controles e epilépticos sacrificados 10 e 120 dias apos
SE. (***p<0,001; **p<0,01), comparagido de Tukey pés ANOVA de uma via).
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Na regido do hilo do GD, a diminui¢do da densidade neuronal em 10 e 120 dias
apos o SE no grupo Li-pilo-salina foi de (34%; p<0,05 e 45%; p<0,01, respectivamente),
entretanto diferencas significativas ndo foram encontradas no grupo Li-pilo-CMO em

comparagdo com o grupo controle-salina em ambos os tempos analisados (Figura 30).
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Figura 30 - Efeito do transplante das células mononucleares da medula 6ssea sobre a densidade neuronal na
regido do hilo do GD em ratos submetidos a epilepsia por Li-pilo. No grafico as barras representam a média
+ desvio padrio (niimero de neurdnios/mm®) em ratos controles e epilépticos sacrificados 10 e 120 dias ap6s
SE. (**p<0,01; *p<0,05) em comparacao de Tukey pés ANOVA de uma via.
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11. 4 Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre o volume hipocampal

As medidas do volume hipocampal revelaram que nos animais do grupo Li-pilo-
salina em 10 e 120 dias apds o SE houve uma diminui¢do deste volume quando comparado
com o grupo controle-salina (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). Assim como, uma
significante diminui¢cdo foi observada no grupo Li-pilo-salina 10 dias quando comparada
com o mesmo grupo em 120 dias ap6s SE (p<0,01). Entretanto, ndo foram observadas
significantes diferengas entre o grupo Li-pilo-CMO quando comparado com o grupo
controle-salina, tanto em 10 quanto em 120 dias ap6s SE (p>0,05). No entanto, uma
diferenga significante (p<0,001) foi observada no grupo Li-pilo-CMO quando comparado
com o grupo Li-pilo-salina em 120 dias, mas ndo em 10 dias apés SE (p>0,05), (Figura

31).
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Figura 31 - Efeito do tratamento com células mononucleares da medula dssea sobre o volume hipocampal. A
analise foi realizada em 5 ratos de cada grupo (Controle-salina, Li-pilo-salina e Li-pilo-CMO) sacrificados 10
e 120 dias ap6és o SE. As barras representam média + desvio padrdo. (**p<0,01; ***p<0,001; em

comparagio por Tukey p6s ANOVA de uma via. (Bregma = -3.60 mm, e Interaural = 5.40 mm).
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11.5 Efeito das células de medula 6ssea sobre a inducdo da potenciacdo de longa

duracdo (LTP)

A obtengdo do registro foi através de um estimulo aplicado pelo estimulador
através de um eletrodo bipolar monofédsico de baixa freqiiéncia, capaz de deflagrar
respostas estdveis, mas ndo causar facilitacio ou depressdo sinaptica (SELIG &
MALENKA, 1997). A Figura demonstra a inclinagdo do potencial excitatério pos-
sinaptico (PEPS) em um registro durante a resposta basal e apds a estimulagdo [protocolo:
4 estimulos de 1s a 100Hz aplicados quatro vezes, separados por um intervalo de 20
segundos (DALBEM et al., 2005)] obtida em uma fatia de animais dos grupos
experimentais apos 10 e 120 dias de SE e transplante. Observa-se que no registro obtido de
uma fatia hipocampal de um animal do grupo Li-pilo-salina, (sacrificado 10 dias apds SE)
uma pequena inclinagdo do PEPS apds o estimulo (Figura 32C) o que ndo ocorreu no
registro obtido de uma fatia de um animal sacrificados em 120 dias apds SE (Figura 32D).
No entanto, em registros obtidos de animais do grupo Li-pilo-CMO, (sacrificado em 10 e
120 dias), observou-se um aumento da amplitude dos PEPS apés a estimulagdo tetanica ¢

conseqiiente indu¢do da LTP (Figura 32 (E e F), 10 e 120 dias, respectivamente).
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Figura 32 - Registro eletrofisiologico em fatias hipocampais, o tragado exemplifica o registro em um ponto
entre 15 e 20 minutos antes da estimulag@o tetanica (em cinza) e apos a referida estimulagéo entre os minutos
44 e 48 (em preto). Registro de uma fatia controle-salina (a e b), Li-pilo-salina (c e d), Li-pilo-CMO (e e f)
em 10 e 120 respectivamente. Escala 20 ms/5mv. Observa-se o artefato do estimulo (seta azul) e o PEPS, que

¢ a resposta pos-sindptica (seta vermelha).
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A Figura 33 mostra a amplitude dos PEPS depois do trem de estimulo obtida nos
dados brutos. Os dados foram expressos em percentual de fatias em que foi possivel
induzir LTP, entre parénteses a média percentual da amplitude do PEPS + erro padrido, e o
numero de fatias (n). Foram analisadas as amplitudes obtidas entre os minutos 44-48 apos

o trem de estimulo (grupos epilépticos em relagdo ao controle-salina) pelo Teste t.

Em 10 dias apods SE, houve indu¢do de LTP em 100% das fatias hipocampais do
grupo controle (213,1£19,61; n=10 fatias). No grupo Li-pilo-salina ocorreu a indugdo da
LTP em 30% das fatias, a média da amplitude do grupo foi [(104,1£12,49mV; n=10), (Li-
pilo-salina versus controle salina (p=0,0002)]. No grupo Li-pilo-CMO ocorreu a indugado
de LTP em 80% das fatias, a média da amplitude do grupo foi [(180,3+£14,25mV; n=10),

(Li-pilo-CMO versus salina (p=0,1932)].

Em 120 dias ap6s SE, houve a indugao da LTP em 90% das fatias hipocampais do
grupo controle-salina (175,2+12,85; n=10). No grupo Li-pilo-salina ndo ocorreu indugdo
da LTP nenhuma fatia [(97,3315,62; n= 10), (Li-pilo-salina versus controle salina
(p<0,0001)]. No grupo Li-pilo-CMO ocorreu a indugdo de LTP em 100% das fatias

[(174,4£15,75; n=9 fatias), (Li-pilo-CMO versus controle-salina (p=0,9685)].
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Figura 33 - Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre a amplitude dos PEPS. As barras
representam a média =+ erro padrdo, obtidos entre os minutos 44-48 apds a estimulacao tetanica avaliado pelo
teste t entre os grupos Li-pilo versus controle-salina.*** p=0,0002 (em 10 dias) e p<0,0001 (em 120 dias
apo6s SE).
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A Figura 34 mostra o curso temporal das amplitudes (20 minutos antes e 50
minutos depois) do trem de estimulo. Para reduzir a variabilidade que existe entre as fatias,
normalizamos os valores das inclinagdes do PEPS, considerando 100% e analisamos pelo
teste de Tukey p6s ANOVA de uma via. Observou-se que a amplitude dos PEPS obtidos
em fatias hipocampais (ap06s 10 dias do SE), no grupo Li-pilo-salina foi significativamente
menor quando comparada com os dados obtidos do grupo controle-salina (p<0,001). No
grupo Li-pilo-CMO ndo houve diferenga significativa quando comparada ao controle-
salina (p>0,05). Entre os grupos Li-pilo a amplitude foi significativamente maior nas fatias

hipocampais obtidas dos ratos Li-pilo-CMO (p<0,01).
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Figura 34 - Efeito das células mononucleares da medula dssea sobre a indugdo da LTP em fatias hipocampais
de ratos normais e epilépticos, 10 dias apds SE. Resposta basal antes do trem de estimulo de alta freqiiéncia
(seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos PEPS (em cada 3 minutos +
erro padrao). Em cada um dos grupos experimentais.
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Em 120 dias apos o SE a amplitude dos PEPS foi significantemente reduzida nas
fatias obtidas do grupo Li-pilo-salina (2.67+5.62 mV), ficando semelhante a média obtida
nos 10 minutos anteriores a estimulagdo tetanica de (2,554+2,17). Por outro lado, uma
potenciagdo, extremamente significante, foi observada nas fatias do grupo Li-pilo-CMO
em relagdo ao grupo Li-pilo-salina (p<0,001); sendo que, ndo foi estatisticamente
significante em relagdo ao grupo controle-salina (p>0,05; Figura 35). A amplitude dos
animais epilépticos foi significantemente maior nas fatias hipocampais obtidas dos ratos
animais transplantados com as células mononucleares da medula 6ssea [(Li-pilo-salina

versus Li-pilo-CMO (p<0,001)].
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Figura 35 - Efeito das células mononucleares da medula dssea sobre a indugdo da LTP em fatias hipocampais
de ratos normais e epilépticos, 120 dias apos SE. Resposta basal antes do trem estimulo de alta freqiiéncia
(seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos PEPS (em cada 3 minutos +
erro padrdo).
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11.6 Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre o teste de memaoria no

Labirinto Aquatico de Morris (LAM)

Para analisar o efeito do transplante das CMO pela via da cauda sobre a aquisigdo

da memoria espacial, ratos controles e epilépticos foram treinados no LAM.

Em 10 dias ap6és o SE, ao avaliarmos os dados do treino pelo teste de Newman-
Keuls p6s ANOVA de uma via, a laténcia (tempo gasto para encontrar a plataforma) dos
animais de ambos os grupos epilépticos foi maior do que os animais ndo epilépticos [(Li-
pilo versus controle-salina, (p<0,001); (Li-pilo-CMO versus controle-salina, (p<0,05),

(Figura 36A)].

Ao avaliarmos os dados pelo teste de Bonferroni, observou-se que o tempo gasto
para encontrar a plataforma dos animais epilépticos ndo transplantados foi maior que os
controles em algumas sessdes [Li-pilo-salina versus controle-salina (sessdo 8, p<0,01; 9, e
13, p<0,05; 14-15, p<0,01; e 16, p<0,001)]. O escape de laténcia dos animais

transplantados foi similar aos controles em todas as sessoes.

Apds 120 dias do SE, ao avaliarmos os dados do treino pelo teste de Newman-
Keuls p6s ANOVA de uma via, observou-se que a média da laténcia de escape dos animais
epiléticos foi maior que dos animais ndo epilépticos, [(Li-pilo-salina e Li-pilo-CMO versus

controle-salina (p<0,001); Figura 36C)].

Avaliamos também os dados com o pds-teste de Bonferroni e observou-se uma
grande variabilidade entre as sessdes do grupo Li-pilo-CMO, sendo que o tempo gasto para

encontrar a plataforma de escape foi estatisticamente semelhante aos controles apenas nas
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sessoes 11 e 15. Nos animais do grupo Li-pilo-salina todas as sessdes foram

estatisticamente significantes (Li-pilo-salina versus controle-salina, p<0,001).

A reten¢do da memoria foi avaliada 24 horas apds a ultima sessdo de treino em
uma sessdo de teste sem refor¢o (sem a presenca da plataforma), nos animais do grupo 10
dias, observou-se que ndo houve diferenga estatistica no escape de laténcia nos animais dos
grupos epilépticos [Li-pilo-salina, Li-pilo-CMO versus controle-salina (p>0,05); (Figura
36B)]. No teste dos animais epilépticos apds 120 dias do SE, observou-se que houve
diferenca entre os grupos epilépticos [(Li-pilo-CMO versus controle-salina, (p<0,01); Li-
pilo versus controle-salina (p<0,001], mostrando que desempenho dos animais do grupo
Li-pilo-CMO para encontrar a plataforma foi melhor que os animais nao transplantados
com CMO, entretanto ambos os grupos apresentaram o mesmo linear estatistico de laténcia

de escape (Li-pilo-salina versus Li-pilo-CMO; p>0,05), Figura 36D.
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Figura 36 - Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre a memoria em animais epilépticos.
Animais controle e tratados foram treinados em 16 sessdes na versdao espacial do Labirinto Aquatico de
Morris. Cada ponto no grafico representa a média (+ erro padrdo) da laténcia de escape (tempo gasto para
encontrar a plataforma de escape) em cada sessdo do treino nos grupos 10 [(A) controle-salina, n=11; Li-pilo-
salina, n=9 e Li-pilo-CMO, n=11] e 120 [(C) controle-salina n=9, Li-pilo-salina n=7 e Li-pilo-CMO n = 10)]
dias. As barras representam (média+erro padrao) da laténcia, medida no teste para detectar o local exato onde
a plataforma estava localizada, feito 24 hs ap6s a ultima sessdo de treino nos grupos 10 (B) e 120(D) dias,

##xp< 0,001 e **p< 0.01 em relagdo ao controle no Newman-Keuls p6s ANOVA de uma via.
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SECAO I

Nesta se¢@o descreveremos os resultados referentes ao Grupo Croénico, animais
que receberam o transplante de células mononucleares da medula 6ssea de ratos Wistar ou

de camundongos EGFP (C57/BL6), aos 22 dias apds o SE.
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I1. 1 Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre as crises espontaneas

recorrentes em ratos com epilepsia induzida por litio e pilocarpina

No experimento 1: Animais com epilepsia induzida por litio e pilocarpina e que
receberam transplante da fragdo mononuclear da medula ¢ssea de ratos Wistar. Durante o
SE todos os animais que tiveram crises classe V de Racine foram observados por 90
minutos e a média de laténcia para a primeira crise foi (33,41£13,03 segundos). A média
da freqiiéncia das CER no primeiro periodo de observacdo nos animais epilépticos foi de
(1,36+0,83/dia) sendo que foi de [1,2140,17/dia (nos animais que receberiam o transplante
de solucdo-salina)], [1,48+0,05/dia, (nos animais que receberiam o transplante de CMO).
Entretanto, uma semana apds o transplante o nimero de CER aumentou aproximadamente
em 35% nos ratos do grupo epilépticos-salina em comparacdo com o periodo pré-
tratamento (1,63+0,12 versus 1,21+0,17 dia; respectivamente, p>0,05). Enquanto que os
ratos do grupo epilépticos-CMO-r tiveram uma diminui¢do na freqiiéncia das CER neste
mesmo periodo de aproximadamente 50% quando comparado com o periodo pré-
tratamento [(0,74 + 0,05 versus 1,48+0,05/dia); (p< 0,0001) (Figura 37)].

O numero de episodios de crises recorrentes espontaneas dos animais estudados,
em um periodo de registro de 12 horas por dia, durante 7 dias antes ¢ ap6s o transplante
esta representado na Figura 38. A duragdo das CER nos animais do grupo epilépticos-
CMO-r em média foi menor que no grupo epilépticos-salina (32,71+1,43 ¢ 46,66+2,31

segundos, respectivamente).



103

1.8+
1.54
1.24
0.9+
0.6+

Média de Crises/dia

0.3+

0.0

Li-pillo-pré Li-pilo-pés
Epilépticos-salina

Média de crises/dia

1.8+
1.54
1.2
0.94
0.6+

0.3

0.0

Li-pilo-pré Li-pilo-CMO
Epilépticos-CMO-r

Figura 37 - Efeito do transplante das células mononucleares da medula 6ssea de ratos sobre as crises
espontaneas recorrentes em ratos epilépticos. As barras representam a média do numero de crises do grupo,
observadas em 12 hs por dia, durante 7 dias no periodo pré-transplante (barras brancas) e pds-transplante
(barras pretas). Os ratos epilépticos (n=14) apos 22 dias do SE foram tratados com CMO obtidos de ratos
wistar (Li-pilo-CMO, n=8) ou com solugdo salina (Li-pilo-pds, n=6), ***p< 0,0001 comparagdo pelo pds-
teste de Tukey ap6s ANOVA de uma via.
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Figura 38- Efeito do transplante das células mononucleares da medula 6ssea de ratos sobre as crises
espontaneas recorrentes em ratos epilépticos. As barras representam a média do nimero de crises de cada
animal, observadas em 12 hs por dia, durante 7 dias no periodo pré-transplante (barras pretas) e pds-
transplante (barras brancas). Os ratos epilépticos (n=14) apds 22 dias do SE foram tratados com CMO
obtidos de ratos wistar (n=8) ou com solugdo salina (n=6).
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Resultados similares foram obtidos no experimento 2: animais que receberam o
transplante da camada mononuclear de células da medula 6ssea de camundongos
transgénicos EGFP. A média geral das crises dos animais epilépticos no pré-tratamento foi
de (1,26+0,81/dia). Os animais que receberam o transplante das CMO (epilépticos-CMO-
m) apresentavam em média (1,07+0,10/dia) crises por dia no periodo observado pré-
transplante enquanto que no periodo observado pods transplante esta média foi de
(0,50%0,07/dia), apresentando apo6s o tratamento uma diminui¢do da freqiiéncia das crises
em aproximadamente 53,5% (p<0,0001, Figura 39). Enquanto que, os animais que
receberam transplante de solug@o salina (epilépticos-salina) apresentaram em média um
nimero maior de CER ap06s o tratamento, no entanto, este aumento nao foi estatisticamente
significativo (1,45£0,09 versus 1,5140,09/dia; respectivamente; p>0,05, Figura 39).
Entretanto, a duragdo das CER dos animais do grupo epilépticos-CMO-m foi (em média)
menor que as dos animais do grupo epilépticos-salina (30,36+1,18 ¢ 41,8+2,83 segundos,
respectivamente). A figura 40 mostra a média das crises em cada animal. Observa-se que
em alguns animais as crises foram completamente suprimidas apos o transplante das CMO

(ver no grafico animal, 4, 5 e 16, Figura 40A).
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Figura 39 - Efeito das células de medula 6ssea de camundongos GFP" sobre as crises recorrentes espontineas
em ratos epilépticos. Aos 22 dias ap6s o SE induzido por Li-pilo, foram tratados com CMO obtidos de
camundongos transgénicos GFP™ (C57B1/6) ou solucdo salina. O comportamento foi video-monitorado por
12 hs, durante 7 (antes do tratamento) ¢ 14 (apos o tratamento) dias. As barras representam a média do
numero de CER por dia no grupo, primeiro periodo de observgaos (Li-pilo-pré, barras brancas) e no segundo
periodo de observagdes (animais tratados com solug@o salina e/ou CMO, barras pretas) ***p< 0,0001
comparagdo pelo pos-teste de Tukey apés ANOVA de uma via.
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Figura 40 - Efeito das células mononucleares de medula 6ssea de camundongos GFP' sobre as crises
recorrentes espontaneas em ratos epilépticos. Quarenta e seis ratos Wistar, 22 dias ap6s o SE induzido por Li-
pilo, foram tratados com CMO obtidos de camundongos transgénicos GFP" (C57B1/6; n=23) ou solucdo
salina (n=23). O comportamento foi video-monitorado por 12hs, durante 7 (antes do tratamento) e 14 (ap6s o
tratamento) dias. As barras representam a média do nimero de CER por dia de cada animal, primeiro periodo
de observcaos (barras pretas) e no segundo periodo de observagodes (barras brancas). Na Figura, Epilépticos-
salina-(p6s-t): animais epilépticos que receberam transplante de solugdo salina e foram observados por 14

dias.
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11.2 Migragéo das células mononucleares da medula 6ssea EGFP no cérebro de ratos

epilépticos

Para verificar a presenca das células EGFP no cérebro dos animais. Os encéfalos
foram perfundidos e preparados conforme os protocolos descritos anteriormente (1.6 ¢ I.11)
e analisado no microscopio de fluorescéncia.

Observou-se a presenga de um niimero muito pequeno de células GFP™ no cérebro
dos animais. Elas estavam presentes principalmente no GD do hipocampo e no cortex
entorrinal. Algumas destas células expressaram o marcador de neurdnio adulto (NeuN) no
GD [(Figura 41 (B e D), (42A e C)] e marcador glial GFAP no cortex entorrinal (Figura
43).

Os orgaos de alguns animais epilépticos foram avaliados e verificamos a presenca
das células GFP", no entanto, ndo constatamos formacdo de teratomas. A Figura 44
demonstra a presenca das células no baco. Nas fatias preparadas do grupo controle-CMO-
m (animais normais que receberam células de MO) ndo foram encontradas células GFP"

(dados ndo mostrados).
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Figura 41 - Painel com microfotografias de células expressando o marcador GFP" em fatias de cérebro de
animais epilépticos apds 45 dias do transplante das CMO (A e C). As setas indicam células GFP" (verde)
expressando o marcador neuronal NeuN (Vermelho) e o marcador nuclear DAPI (Azul) (B e D) na regido do
GD do hipocampo, (aumento de 100x1).
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Figura 42 - Painel com microfotografias de células expressando o marcador GFP" em fatias de cérebro de
animais epilépticos apos 45 dias do transplante das CMO. Célula GFP" (verde) expressando o marcador
neuronal NeuN (Vermelho), marcador nuclear DAPI [(Azul), (A) aumento 20x2]. Detalhe da imagem da
célula GFP" (B) e com a expressdo do NeuN (C), (aumento de 100x1).
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Figura 43 - Painel com microfotografias de células expressando o marcador GFP" em fatias de cérebro de
animais epilépticos apds 45 dias do transplante das CMO. Sobreposi¢ao de células co-expressando o
marcador glial (GFAP) e GFP" em amarelo e o DAPI [(Azul), (A) aumento 60x1] e co-expressando GFP" em
verde e DAPI [(Azul), (B) aumento 60x2] na regido cortex entorrinal.
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Figura 44 - Painel com microfotografias de células expressando o marcador GFP™ em fatias do bago de
animais epilépticos apos 45 dias do transplante de CMO. Células GFP" (verde) e o marcador nuclear DAPI
(Azul), (A) aumento 20x1 e (B) 20x2.
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11.3 Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre os neurdnios

hipocampais

A Figura 45 mostra que uma substancial perda neuronal nos animais do grupo
epilépticos-salina, acompanhado de gliose na camada piramidal do hipocampo.

A Figura 46 mostra a analise quantitativa dos dados em comparagao de Tukey pos
ANOVA de uma via. Observou-se perda neuronal nos animais do grupo epilépticos-salina
de aproximadamente 31,42% na regido de CAl (p<0,001), e de 50,97% no hilo do GD
(p<0,001), em comparagdo com o grupo controle-salina. Entretanto, nos animais do grupo
epilépticos-CMO-m a perda neuronal foi de aproximadamente 5,74% na regido de CAl
(p>0,05), € 30,29% no hilo do GD em comparagdo com o grupo controle-salina (p<0,001).
Entre os grupos Li-pilo a perda neuronal foi maior em 120 dias ap6és o SE, foi
[(epilépticos-salina versus epilépticos-CMO-m: (na regido de CA1, p<0,001); (hilo do GD,

p<0,01)].
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Figura 45 — Painel com microfotografias da coloracdo de cresil violeta em fatias de cérebro de ratos controle-
salina (A e C). Na regido de CA1 de ratos epilépticos-salina (B) epilépticos-CMO-m (C). No hilo do GD em
ratos epilépticos-salina (E), epilépticos-CMO-m (F), sacrificados 45 dias apds o transplante. Aumento de 4x1
(AeD)e40x1 (B,C,EeF).
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Figura 46 - Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre a perda neuronal em animais epilépticos
na regido de CAl e hilo do giro denteado. As barras representam média + desvio padrdo. A analise foi
realizada por ANOVA de uma via seguido de Tukey (***p<0,001;**p<0,01).
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I1. 4 Efeito do transplante de células mononucleares da medula dssea sobre a indugao

da potencia¢do de longa duracdo em ratos epilépticos

Para verificar os a amplitude dos PEPS nds avaliamos fatias do cérebro de
animais ndo epilépticos e com epilepsia induzida por Li-pilo. A estimulagdo da via
colateral de Schaffer induziu PEPS em fatias hipocampais preparadas de ratos do grupo
controle-salina (Figura 47a), Li-pilo transplantados com solucdo salina (Figura 47b) e Li-

pilo transplantados com células mononucleares da medula 6ssea GFP (Figura 47c¢).
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Figura 47 - Registro eletrofisiologico em fatias hipocampais de ratos, o tragado exemplifica o registro em
um ponto entre 15 e 20 minutos antes da estimulagdo tetnica (em cinza) e apds a referida estimulagio entre
os minutos 44 e 48 (em preto). Registro em 45 dias ap6s SE em controle-salina, Li-pilo-salina, Li-pilo-CMO

(a-b-c) respectivamente. Escala 20 ms/5Smv.
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A figura 48 mostra a indugdo da LTP analisada com os dados brutos (média + erro
padrdo) pelo teste t em relagcdo ao grupo controle-salina. Observou-se que houve inducao
de LTP em 100% das fatias hipocampais do grupo controle (219,7+1,95 n=10 fatias). No
grupo Epilépticos-salina ndo ocorreu a indu¢do da LTP em nenhuma fatia (103.310,34

p<0,0001). No grupo Epiléptico-CMO ocorreu a indu¢cdo de LTP em 100% das fatias

(203,9+2,04, p=0, 0005).
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Figura 48 - Efeito das células de medula d6ssea sobre a indugdo da LTP. As barras representam a amplitude
(média + erro padrdo) de 44-48 minutos apos a estimulag@o tetanica. A analise estatistica foi realizada através
do teste t dos grupos Li-pilo versus controle-salina,***p<0,0001.
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Para reduzir a variabilidade que existe entre as fatias, normalizamos os valores
das inclinagdes do PEPS, em 100% e analisamos os dados pelo teste de Tukey apods
ANOVA de uma via (média £ erro padrao). Observa-se na Figura 49 que amplitude dos
PEPS apos a estimulagdo tetanica foi significativamente menor no grupo Epilépticos-salina
quando comparada com o grupo controle-salina (p<0,001). No entanto, a amplitude dos
PEPS foi significativamente aumentada apos a estimulagdo tetinica nas fatias do grupo
epilépticos-CMO-m em comparacdo ao grupo controle-salina (p<0,001). As amplitudes

dos PEPS entre os grupos Li-pilo foram extremamente significante, (p<0,001).
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Figura 49 - Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre a amplitude dos PEPS em ratos
epilépticos e ndo epilépticos. Avaliados por 20 minutos de resposta basal e aplicagdo do estimulo de alta
freqiiéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos PEPS (3 PEPS em
1 minuto + erro padréo), comparacdo de Tukey pos ANOVA de uma via), (controle-salina, n=14; epilépticos-
salina e epilépticos-CMO-m, n=12 fatias em cada grupo).
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11.5 Efeito das células mononucleares da medula dssea sobre o brotamento das fibras

musgosas

A andlise do brotamento neuronal foi realizada aos 45 dias apds o transplante dos
ratos, utilizando-se a técnica de marcacdo histoquimica de Neo-Timm. Todos os animais
destinados a este estudo que sofreram SE e foram transplantados com solugdo salina
apresentaram brotamento das fibras musgosas, enquanto que nos animais que foram
transplantados com as células mononucleares da medula Ossea, observou-se que
aproximadamente 60% apresentaram brotamento na camada molecular interna do hilo do

giro denteado (Figura 50).
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Figura 50 — Painel com microfotografias representativas do brotamento neuronal. Grupo controle-salina (A e
B), grupos epilépticos transplantados 22 dias apds SE, epilépticos-salina (C-F), epilépticos-CMO (G-J).
Aumento de 4X1 em B, de 40x1 em A e C-J.
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A Figura 51 mostra a analise quantitativa do brotamento das células musgosas,
observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos epilépticos.
Animais do grupo epilépticos-CMO apresentaram uma marcacdo menor de
aproximadamente 78,6% em comparagdo com o grupo epilépticos-salina. A média do
escore do grupo epilépticos-salina foi 1.4 (1,0-2,0), epilépticos-CMO foi 0,3 (zero-0,5) e

do controle-salina foi zero, indicando a auséncia de brotamento.
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Figura 51 - Efeito das células mononucleares da medula 6ssea sobre o brotamento das células musgosas no
giro denteado de ratos com epilepsia induzida por Li-pilo. A média do escore do grupo epiléptico-salina foi
de 1,4 (1,0-2,0) e para epilépticos-CMO 0,3 (0-0,5), [p= 0,0079; n=5 por grupo, comparagdo de Mann
Whitney, dados expressos em (media + erro padrdo)]. O escore do grupo controle-salina foi zero (dado nao
mostrado).
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Neste estudo, investigamos os efeitos terapéuticos das células mononucleares da
medula 6ssea em ratos com status epilepticus, induzidos por litio e pilocarpina, por que: (a)
foi mostrado que as células da medula 6ssea poderiam gerar células neurais (revisado por
MEZEY, 2007); (b) a medula 6ssea contém uma populagdo de células mesenquimais com
a capacidade de diferenciar em células neuronais e gliais in vitro (SANCHEZ-RAMOS et
al., 2000; WOODBURY et al., 2000, BOSSOLASCO et al., 2005) e em in Vvivo
(MAHMOOD et al., 2002; AKIYAMA et al., 2002); (c) a medula 6ssea é o recurso
prontamente acessivel de células-tronco para uma terapia, permitindo estudos transversais
com o uso de células de medula oOssea autdlogas transplantadas em humanos
(MIMEAULT, HAUKE & BATRA, 2007).

Utilizamos o modelo experimental de epilepsia induzida por litio e pilocarpina e
realizamos o transplante das células mononucleares da medula 6ssea na fase aguda e
cronica da doenca. Demonstrou-se que células mononucleares da medula oOssea
transplantadas em ratos epilépticos na fase aguda, inicialmente inibem as manifestagoes
das crises, mas nao as bloqueiam totalmente, visto que alguns animais apresentaram crises
quando observados num periodo mais tardio (120 dias da indu¢do do SE e transplante).
Entretanto, observou-se que estas crises ocorriam em menor freqiiéncia e duragdo em
comparagdo aos ratos epilépticos ndo tratados com células mononucleares da medula
Ossea. Nossos resultados mostram que, os animais que apresentaram crises espontineas
recorrentes ¢ foram tratados, 22 dias ap6s a indugdo do status epilepticus, com células
mononucleares da medula 6ssea obtidos de dois diferentes doadores, ratos Wistar
(isotransplante) e camundongos transgénicos EGFP (xenotransplante), independentemente
do tipo de doador, tiveram menos crises espontineas recorrentes por dia € com menor

duracdo, em comparagdo aos animais controles epilépticos.
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Estes resultados sdao similares aqueles previamente encontrados por outros
autores. CHU e colaboradores (2004) induziram status epilepticus por litio e pilocarpina
em ratos, um dia ap6s transplantaram células-tronco neuronais humanas e descrevem que
entre os dias 28-35 apoés status epilepticus, a freqiiéncia das crises diminuiram no grupo
tratado em ~86%. Acharya e colaboradores (2007) induziram status epilepticus em ratos
com acido cainico ¢ 5 meses apos, transplantaram células-tronco neuronais expandidas de
ratos. Observaram uma diminui¢do na freqiiéncia das crises em ~50% em comparacdo com
os controles epilépticos.

Nossos resultados confirmam que as células mononucleares da medula 6ssea de
camundongos GFP-positivas migram para o cérebro de ratos epilépticos. Também
verificamos que esta migracao foi rapida, um dia apos o transplante, encontramos células
do doador distribuidas por todo o cérebro. Observou-se que em 10 e 120 dias apds o
transplante, células do doador estavam presentes na regido hipocampal, e cortical, e em
estruturas vasculares do plexo cordide, mas em quantidades muito pequenas. Também
descobrimos que algumas células GFP-positivas co-expressaram marcadores para
microglia (CD11b) e neurdnios imaturos doblecortina (DCX), sugerindo um estagio
intermediario de diferenciacdo destas células.

Nos animais transplantados aos 22 dias apos o status epilepticus, observou-se
cé¢lulas GFP-positivas na regido do giro denteado, co-expressando o marcador neuronal
NeuN. Assim como, a co-expressao do marcador glial (GFAP) no cortex entorrinal. Estes
resultados sdo consistentes com estudos anteriores, mostrando a migragao de células da
medula 6ssea, administradas intravascularmente ou intraperitonealmente, para o cérebro de
roedores e expressando marcadores especificos de neuronios e células da glia (revisado por
MEZEY, 2007). Em 2000, dois grupos independentes demonstraram que células-tronco

derivadas da medula 6ssea de humanos e roedores podem se diferenciar in vitro em
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células-positivas para marcadores neuronais (SANCHEZ-RAMOS et al, 2000;
WOODBURY, 2000 ). No mesmo ano, mais dois grupos independentes reportam similar
resultados obtidos em camundongos — in vivo (BRAZELTON et al., 2000 e MEZEY et al.,
2000) e mais tarde outros dois grupos confirmaram estes resultados em humanos (MEZEY
et al.,, 2003 ¢ COGLE et al., 2004). Priller e colaboradores (2001) descrevem que em
camundongos irradiados letalmente e transplantados pela veia da cauda com células
hematopoiéticas, em 15 semanas ap6s o transplante células do doador foram detectadas em
todo o cérebro. Neste periodo, 26% das microglias cerebelares eram de origem
hematopoiética.

Evidéncias na literatura mostraram que status epilepticus induzido por litio e
pilocarpina leva a perda neuronal. Foi relatado que 24 horas ap6s o status epilepticus,
ocorre formagdo de edema na amigdala, cortices piriforme e entorrinal, juntamente com
uma rapida e extensiva perda neuronal. Entretanto, nas regides hipocampais a perda
neuronal ¢ mais lenta, porém progressiva; nas sub-regides hipocampais, a morte celular
ocorre mais rapidamente no hilo do giro denteado (ROCH et al., 2002a, 2002b).

Em nosso estudo, foi detectada perda neuronal crescente em 10, 45 e 120 dias na
regido hipocampal nos animais submetidos ao status epilepticus em comparagdo aos
animais nao epilépticos. No entanto, nos animais epilépticos tratados com as células
mononucleares da medula o6ssea esta perda foi menor, independente do tempo de
transplante apds status epilepticus, este dado é compativel com a menor redugdo do
volume total do hipocampo. Sugere-se que as células mononucleares da medula 6ssea
exercem efeito neuroprotetor, prevenindo a perda neuronal na formacdo hipocampal,
quando transplantadas imediatamente ap6s o status epilepticus e que atenuam esta perda

quando transplantadas na fase cronica.
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Além disso, ¢ possivel que na fase cronica as células mononucleares da medula
Ossea possam ter se diferenciado em células neuronais e gliais. Assim, ambos os
mecanismos podem estar contribuindo para a prevencdo de perda celular no hipocampo
apos status epilepticus, em ratos tratados com células mononucleares da medula 6ssea.

Por outro lado, associamos a menor perda neuronal no hipocampo com o fato de
que os animais tratados também mostraram menor freqii€ncia de crises espontineas
recorrentes, uma vez que, a perda celular no hipocampo esta associada tanto a duracdo das
crises quanto a presenca de um insulto precipitante inicial (MATHERN et al., 2002).

Considerando que crises espontaneas recorrentes induzem a varias formas de
plasticidade no giro denteado de roedores adulto, reorganizacdo axonal, ativacdo de
astrocito, remodelacao dentritica e dispersdo das células da camada granular (revisado por
PARENT, 2003), o mesmo autor e colaboradores descrevem que, crises prolongadas por
status epilepticus induzido por quimio-convulsivantes (pilocarpina ou cainato), induzem
neurogénese aberrante no giro denteado de ratos adultos (PARENT et al., 2005). E que
esses novos neuronios diferenciados de células granulares do giro denteado, migram para
camada molecular e hilo ap6és o SE. Esses neuronios granulares ectopicos conservam
muitos, mas nao todas, das propriedades intrinsecas de células granulares. Scharfman e
colaboradores (2000), examinando neurdnios hilar ectdopicos em fatias hipocampais de
ratos epilépticos adultos, observaram que estas células t€ém muitas das caracteristicas
eletrofisiologicas e morfoldgicas das células granulares do giro denteado. Dashtipour e
colaboradores (2001) descrevem que os dendritos das células ectdpicas no hilo aumentam a
rede de sinapses excitatdrias, desta forma, explicando sua hiperexcitabilidade. Entretanto,
quando s3o infundidos agentes antimitoticos apds SE induzido por pilocarpina, esta
neurogénese ¢ inibida. Em nosso estudo, células do doador foram encontrada no GD, e

algumas destas células eram NeuN-positivas. Estudos subseqiientes sdo necessarios para
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investigar porque as células do doador t€ém preferéncia pelo GD. Por outro lado, se sdo as
crises que aumentam a proliferacdo de células granulares ectopicas, como descrito
anteriormente, neste estudo os animais transplantados apresentavam menos crises,
sugerindo que células do doador ndo tém relacdo com a génese das células granulares
ectopicas.

No mesmo contexto, a neurogénese induzida por crises aparece antes do
brotamento das fibras musgosas, podendo sugerir que esses novos neurdnios podem ser
importantes na génese de inervagdo ectopica do corno de Ammon por estas fibras. Arisi e
colaboradores (2007), utilizando o modelo de status epilepticus induzido por pilocarpina,
encontraram neurogénese doublecortina-positiva e modificagdes das arvores dendriticas
dos novos neurdnios em lugares coincidentes com aqueles onde o brotamento das fibras
musgosas acontece. Em nosso estudo observamos que o brotamento das fibras musgosas
das células granulares foi menor em aproximadamente 78,6% nos ratos transplantados com
células mononucleares da medula 6ssea, em comparagdo aos ratos epilépticos que nado
receberam o referido transplante. No6s relacionamos este resultado ao fato de ter ocorrido
uma diminui¢do no nimero ¢ na duracdo das CER, uma vez que o brotamento das células
musgosas ¢ um achado comum em animais que apresentam crises espontaneas recorrentes
(DUDEK et al., 1994). Assim como, o fato de o transplante ter sido realizado aos 22 dias
apos o status epilepticus pode ter sido um fator determinante, visto que Cavalheiro ¢
colaboradores (1991) e Mello e colaboradores (1993) descrevem que em epilepsia induzida
por pilocarpina, o brotamento das fibras musgosas tipico, comega na segunda semana apos
o status epilepticus e chega ao maximo dentro de 2 meses. Este resultado também esta de
acordo com Shetty e Turner (1997) que demonstraram que células hipocampais fetal
administrada no hipocampo de ratos com SE induzido por éacido cainico suprimiram o

brotamento das fibras musgosas.
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Outro enfoque que investigamos neste trabalho foi o efeito das células
mononucleares da medula 6ssea sobre a aquisi¢do de memorias. Apesar de haver algumas
diferengas entre os mecanismos bioquimicos envolvidos no aprendizado de novas
memorias ¢ o fendmeno da potenciagdo de longa duracdo, esta ¢ apontada como um
processo chave necessario para a formagdo de memorias (BLISS & COLINGRIDGE,
1993).

Os resultados apresentados neste estudo mostraram uma maior amplitude do
potencial excitatorio pds-sindptico em fatias hipocampais de ratos epilépticos
transplantados com células mononucleares da medula 6ssea, ao serem comparados com as
amplitudes obtidas em fatias hipocampais de ratos nao tratados, em 10 e 120 dias apos a
SE. Curiosamente, em 120 dias ndo se observou diferencas significativas na indugdo de
potenciagdo de longa duragdo, em comparagdo com os controles ndo-epilépticos.

Resultados similares foram obtidos em fatias hipocampais de ratos epilépticos
tratados com células mononucleares da medula dssea aos 22 dias ap6s a indugdo do status
epilepticus, enquanto que a amplitude registrada nos ratos epilépticos sem o tratamento foi
significativamente reduzida. O sucesso da indug¢do da potenciacdo de longa duragdo nas
fatias hipocampais dos ratos tratados sugerem: a) um aumento na eficiéncia de transmissao
sinaptica e/ou na excitabilidade do neurdnio, apdés o transplante; b) as células
transplantadas participam da preservacdo ou regeneracdo do circuito neurosindptico
envolvido com a LTP. Portanto, estes resultados demonstram claramente que o transplante
de células mononucleares da medula 6ssea melhora significativamente as sinapses
funcionais no hipocampo de ratos epilépticos.

Recentemente, Ruschenschimidt e colaboradores (2005) avaliaram as

caracteristicas de precursores neurais derivados de células-tronco embriondrias de

camundongos transplantados no hipocampo de ratos epilépticos cronicos e controles.
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Os autores descrevem que as células do doador possuiam a capacidade de gerar potencial
de agdo, exibindo propriedades intrinsecas caracteristicas de neuronios.

Posteriormente investigamos a memoria espacial, visto que no modelo da
epilepsia do lobo temporal por pilocarpina, déficits cognitivos na tarefa do labirinto
aquatico de Morris foram amplamente demonstrados (HORT et al., 1999, RICE et al., 1998
e WU et al.,, 2001). Em nosso estudo observamos que os ratos tratados com células de
medula 6ssea foram mais eficientes, no aprendizado de localizar a plataforma de escape,
em comparacdo com os animais nao tratados. Entretanto, no teste realizado 24 horas ap6s o
ultimo treino, na auséncia da plataforma, eles apresentaram laténcia de escape no mesmo
linear que os animais epilépticos ndo tratados. Este resultado foi atribuido ao fato de
termos utilizado um protocolo de treino de um unico dia. Mais recentemente, experimentos
realizados em nosso grupo mostraram que quando se utiliza um protocolo de 5 dias de
treino, durante o teste na auséncia da plataforma alvo (realizado 24 horas apods a ultima
sessdo de treino) os animais epilépticos tratados com células medula 6ssea tiveram
preferéncia pelo quadrante alvo e apresentam laténcia de escape inferior ao dos animais
tratados com pilocarpina que, porém, nao foram transplantados (VENTURIN, 2008).
Esses dados sdo indicativos de que as células mononucleares da medula oOssea
administradas a animais submetidos ao modelo litio e pilocarpina influenciam
positivamente na retengdo da memoria relacionada a aprendizagem do labirinto aquatico de
Morris.

E finalmente, com base nos dados obtidos no presente estudo, sugerimos que as
células mononucleares da medula dssea tém efeito neuroprotetivo. Estudos prévios
sugeriram que as células da medula 6ssea induzem modifica¢cdes no tecido danificado
através de diferentes mecanismos, como a producdo de fatores neurotroficos (EATON &

WHITTEMORE, 1996; RAO & MATTSON, 2001.), através da estimulagdo de
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proliferacao endogena (CHEN et al, 2003), ou através de interacdo de células-tronco,
exodgenas e endogenas, idealizadas para propiciar neuroprotecdo por suporte trofico
(NOMURA et al., 2005). Por outro lado, células da medula éssea contém diferentes tipos
de células, incluindo células mesenquimais. Muitos estudos estabeleceram evidéncias de
que transplantes de células mesenquimais de medula 6ssea causam significante
recuperagdo funcional em animais, apos isquemia (CHEN et al., 2001; 2003; LI et al.,
2001), neurite auto-imune (KRAMER et al., 1995), e doengas neurodegenerativas, como
doenca de Alzheimer (STALDER et al., 2005; SIMARD et al., 2006). Zhao e
colaboradores (2002) descrevem uma melhora funcional em ratos isquémicos
transplantados de células-tronco mesenquimais humana, ainda que as células
transplantadas nao tivessem estabelecido novos circuitos neuronais com o hospedeiro.

Por um lado, observou-se recuperagdo funcional em nosso estudo, na potenciagao
de longa duragdo, no labirinto aquatico de Morris, na diminui¢do da freqiiéncia e duragao
das crises espontaneas recorrente, € por outro, poucas células do doador estavam presentes
no cérebro. Sugere-se que estas células podem exercer um efeito agudo, persistente antes
de morrerem. Células aplicadas intravenosamente podem, eventualmente, ndo ter que
entrar no cérebro para induzir um efeito, mas preferencialmente podem agir na periferia
para aumentar a expressdo de fatores troficos no cérebro, como relatado por Borlongan e
colaboradores (2004).

Em suma, uma vez que a epileptogénese ¢ um processo dinamico com varias
conseqiliéncias e deterioracdo cognitiva (ENGEL, 2002; 2004), o presente estudo
demonstra que o transplante de células de medula dssea, durante a fase aguda e/ou cronica
da epilepsia induzida por litio e pilocarpina, tem potencial terapéutico. Estudos
subseqiientes devem ser conduzidos para esclarecer seus mecanismos de ac¢do, permitindo-

se o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para esta patologia.
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CAPITULO 11

CONCLUSOES



137

O transplante de células mononucleares da medula 6ssea em ratos com status epilepticus

induzido por litio e pilocarpina possibilitou as seguintes conclusoes:

1. Quando realizado logo apos a inducdo do status epilepticus impede a ocorréncia
das crises recorrentes espontineas quando avaliada 10 dias pods-transplante e
somente 20% dos animais apresentaram crises recorrentes espontaneas aos 120 dias
pos-transplante.

2. Quando realizado em animais que ja t€ém a doenga estabelecida reduz a freqiiéncia e
duracdo das crises em aproximadamente 50%, independente do tipo de doador
(isotransplante ou xenotransplante).

3. As células transplantadas foram identificadas em varias regides do cérebro, em 24
horas pds-transplante e expressaram marcadores de microglia, astroglia, neurdnios
jovens e adultos.

4. A perda neuronal e o brotamento das fibras musgosas no hipocampo foram
menores nos animais transplantados; mantendo-se o volume hipocampal e a
capacidade de responder a indugdo da LTP.

5. Na avaliagdo da memdria espacial, o desempenho dos animais transplantados foi
melhor que os ndo transplantados durante o treino, embora a retengdo aos 10 e 120

dias pos-transplante tenha sido semelhante aos nao tratados.
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11.1 PERSPECTIVAS:

Este estudo tornou-se complexo pelo interesse em estudar a avaliagdo terapéutica
em eletrofisiologia e a investigacdo estrutural. A necessidade de buscar evidéncias da
migragdo celular e a expressdo de marcadores gliais e neuronais levou-me a buscar
camundongo doador transgénico e ao estudo do ciclo celular por imunohistoquimica.

Por outro lado, este estudo permitiu o desenvolvimento de nova linha de pesquisa
em nosso laboratorio, com varios projetos em andamento. Seguindo esta linha de pesquisa
pretendo realizar outros projetos na tentativa de esclarecer o mecanismo de agdo das
cé¢lulas mononucleares da medula éssea na epilepsia experimental. Assim, pretendo (a)
avaliar o potencial elétrico das células transplantadas através da técnica de Pach clamp, (b)
avaliar se as células transplantadas integram-se ao cérebro epiléptico por diferenciagdo ou
fusdo e (c) avaliar a migragdo e a diferenciacdo celular apos diferentes periodos pos-

transplante celular.
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