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RESUMO

A epilepsia atinge cerca de 1% da populagdo mundial, sendo que aproximadamente
30% desses pacientes ndo respondem ao tratamento medicamentoso. Por sua vez,
as células-tronco representam uma esperanca de tratamento da epilepsia, visto que
tém grande capacidade de proliferacdo, diferenciacao e regeneracdo de tecidos,
podendo restaurar circuitos neurais e restabelecer a excitabilidade neuronal
fisiologica. O objetivo deste estudo € verificar se as células mononucleares da
medula éssea (CMMO) apresentam potencial terapéutico no controle das crises
epilépticas e do dano neuronal progressivo induzido pela epilepsia experimental. Os
animais foram injetados com litio-pilocarpina (127 mg/kg e 60 Mg/kg i.p.,
respectivamente) para indugdo de status epilepticus (SE). As crises
comportamentais foram classificadas de acordo com a escala de Racine e a duragao
do SE foi controlada com diazepam (10 mg/kg, i.p., 90 minutos). Os animais controle
receberam solugdo salina. Apds 22 dias, o total dos animais foi dividido em quatro
grupos: Pilocarpina; Pilocarpina + CMMO, Salina e Salina + CMMO. Os grupos
CMMO receberam transplante de células da camada mononuclear da medula éssea,
obtidas de camundongos EGFP C57BL/6, via veia caudal (107 células, 200uL), e os
demais salina. Os animais tratados com pilocarpina foram monitorados por video
durante sete dias pré-transplante e outros catorze dias apos o procedimento, para
observacgéo e computagao de crises espontaneas recorrentes (CERs). Ainda, 45 dias
depois da injecédo das células os animais foram avaliados na tarefa do labirinto
aquatico de Morris (LAM) e a seguir na tarefa de reconhecimento de objetos, e logo
apos utilizou-se o teste do eletrochoque maximo para avaliagao do limiar convulsivo.
Decorridos sete meses do transplante os animais foram sacrificados e foram
coletados os hipocampos direito e esquerdo, e amostras de cerebelo, bulbo olfatério,
coragao, pulmao e figado para analise da presenca de EGFP por PCR. Nossos
resultados demonstram que os animais tratados com pilocarpina que receberam
injecdo de CMMO tém melhor desempenho no LAM quando comparados com o
grupo pilocarpina. Esta melhora foi significativa durante o primeiro e ultimo dias de
treino, e também durante o teste em todos os parametros avaliados: laténcia,

numero de cruzamentos e permanéncia no quadrante alvo. Ainda, as CMMO



reduziram o numero de crises. Entretanto, na tarefa de reconhecimento de objetos e
no teste do eletrochoque maximo ndo ha diferenca entre os animais epilépticos
tratados ou nd&o com CMMO. Finalmente, ndo foram detectadas bandas
correspondentes a EGFP em nenhuma das amostras estudadas. Nos ultimos anos,
estudos que buscam tratamentos baseados em células-tronco para as mais diversas
doencas neurodegenerativas foram vistos com muito interesse. Este tipo de
tratamento pode ser utii também no tratamento da epilepsia cronica, dado o
potencial que estas células tém de, independentemente do mecanismo, restaurar o
micro ambiente neuronal e re-estabelecer a excitabilidade neuronal fisiologica.

Palavras-chave: Epilepsia, células-tronco, testes comportamentais.



ABSTRACT

Epilepsy affects 1% of the world population and 30% of these patients are refractory
to medication now available. Stem cells host hope in the treatment of epilepsy. Given
their ability to proliferate, differentiate and regenerate tissues they could fix neural
circuits and reestablish the physiological excitability of neurons. This study aimed to
verify the therapeutic potential of bone marrow mononuclear cells (BMMC) on seizure
control and on progressive neuronal loss induced by experimental epilepsy.
Experimental status epilepticus (SE) was induced by lithium-pilocarpine injection (127
mg/kg; ip and 60 mg/kg; ip respectively). Seizures were scored by Racine’s scale.
The duration of SE was controlled with diazepan (10mg/kg; ip; 90 minutes after SE
onset). Control animals received saline other than pilocarpine. Twenty-two days after
SE, rats were randomly assigned into four groups: Pilocarpina; Pilocarpine+BMMC;
Control and Control+BMMC. BMMC groups received cell transplantation (obtained
from EGFP C57BL/6 mice) via tail vein (107 cells, 200uL). The other groups received
saline in the same volume. Pilocarpine-treated animals were monitored for the
presence of spontaneous seizures for 21 days (7 prior to cell transplant and 14
afterwards).Forty-five days after transplant rats underwent cognitive evaluation in the
object recognition task and the Morris water maze (MWM), followed by the maximal
electroshock test to evaluate seizure threshold. Rats were sacrificed seven months
after transplantation. The hippocampi, cerebellum, olfactory bulb, and samples of the
heart, lung and liver were collected in order to verify the presence of EGFP using
PCR. Our results demonstrate that pilocarpine-treated rats injected with BMMC
perform better in the MWM when compared to pilocarpine only. This difference was
significant in the first and last training days and during the probe trial, when we
evaluated the escape latency, time in target quadrant and number of crossings. In
addition, seizure frequency was reduced by BMMC. Despite that, in the object
recognition task and in the maximal electroshock test no difference was found
between epileptic rats treated with BMMC or saline. Finally, we didn’t detect the
presence of EGFP in any of the analyzed samples. During the last years much has
been done to study the application of stem cells in several neurodegenerative

diseases. This kind of approach can also be valid in the treatment of chronic



epilepsy, given these cells have the potential of, whichever the mechanism might be,
restore the neuronal micro environment and reestablish neuronal physiological
excitability.

Keywords: Epilepsy, stem cells, behavioral tests.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Epilepsia

A epilepsia compreende uma ampla categoria de sindromes caracterizadas
por crises espontaneas e recorrentes, resultantes de um disparo intenso,
sincronizado e ritmico de populagcbes neuronais no sistema nervoso central e de
excitabilidade excessiva, na auséncia de condigdo toéxico-metabodlica ou febril
(Gastaut 1973; Rogawski e Porter 1990; McNamara 1994). O seu desenvolvimento é
resultado de um insulto prejudicial, podendo ser um trauma cranio-encefalico,
doenca cerebrovascular, tumor cerebral, infeccobes do SNC, convulsdes febris,
anoxia, disturbios metabdlicos ou status epilepticus (SE), este ultimo
compreendendo a situacdo na qual o individuo apresenta crises suficientemente
prolongadas ou repetidas em intervalos curtos que resultam em um estado epiléptico
continuo e duradouro (Gastaut, 1973). Quase todas as doengas que atingem a
substancia cinzenta, algumas de substancia branca (ex: doengas metabdlicas) e
numerosas doencgas sistémicas podem causar crises epilépticas. Trés fatores

causais podem estar envolvidos: predisposicdo individual, presenca de leséo



epileptogénica cerebral e alteragbes bioquimicas ou elétricas cerebrais (Guerreiro et

al., 2000).

Apesar dos dados acerca da frequéncia de ocorréncia de epilepsia serem
muito variaveis, dadas as dificuldades metodoldgicas — desde definicdo de epilepsia
até a fonte de obtencédo dos dados — estima-se que a incidéncia de epilepsia atinja
cerca de 1% da populagédo nos paises desenvolvidos e cerca de 2% nos paises em

desenvolvimento (Engel 2001; Sander e Hart 1999).

A caracteristica principal da epilepsia € a presenca de crises recorrentes.
Porém, ha muitos tipos de crises epilépticas, algumas das quais podem ser
facilmente confundidas com sintomas de outras doencas. Assim, sdo muito
importantes a classificacdo e descricao detalhada das crises epilépticas. A
classificagdo das epilepsias e das sindromes epilépticas €& baseada nas
semelhangas em relacdo ao tipo de crise, idade de inicio, sinais clinicos ou
neurolégicos associados, historico familiar, padrées eletroencefalograficos e
progndstico. Assim, sdo descritos varios tipos diferentes de epilepsias, somando em
torno de 40 tipos distintos que constam no quadro de classificacdo internacional da

epilepsia e sindromes epilépticas (Engel, 2001; Engel, 2006).

O tratamento medicamentoso das epilepsias € sintomatico, isto €, visa
primariamente o controle das crises. E realizado com farmacos antiepilépticos, mas,
infelizmente, aproximadamente 30% dos pacientes ndo respondem a esta
terapéutica, tornando-se refratarios ao tratamento (Loscher, 2002b). Estes podem
ser candidatos a intervengéao cirurgica da epilepsia. No entanto, o risco de perda de

funcdes cerebrais limita 0 numero de pacientes que podem receber este tratamento.
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Dentro desse panorama, torna-se fundamental que sejam estudadas e
disponibilizadas novas alternativas terapéuticas, entre elas a terapia com células-

tronco.

1. 2 Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)

Entre as epilepsias refratarias, aquelas com origem no lobo temporal sédo as
mais frequentes (Valério et al. 1995; Blumcke et al. 1996; Jorge et al. 1996). A ELT é
caracterizada clinicamente pelo desenvolvimento gradativo de crises espontaneas e
recorrentes (CERs) — crises parciais complexas, com ou sem generalizagao
secundaria, associadas a perda neuronal e ao declinio do desempenho cognitivo
progressivos, independentemente da doenga subjacente. Na maioria das vezes,
antes da apresentacado de CERs, os pacientes experimentam SE nos primeiros anos
de vida, seguido de periodo livre de crises que perdura por um longo tempo. As
crises frequentemente iniciam-se na segunda metade dos 10 primeiros anos de vida,
quando respondem apropriadamente aos farmacos anti-epilépticos, mas recorrem
durante a adolescéncia, ou mais tarde, quando, em geral, passam a ndo mais

responder adequadamente ao tratamento medicamentoso (Engel, 1996).

As crises do lobo temporal tendem a seguir uma seqUéncia de eventos
relativamente fixa. Um fendbmeno clinico bastante comum nos pacientes com ELT é
a presenga da aura na fase ictal, ou seja, imediatamente antes do inicio da crise
epiléptica. Esta consiste de uma sensagdo de mal epigastrico ascendente,
sensagdes dismnésticas (déja vu) e psiquicas — medo subito desproposital,

alucinagdes olfatérias e gustativas. As manifestacées decorrentes das crises parciais

18



complexas, que geralmente duram 1 a 2 minutos, iniciam com parada de atividade,
olhar fixo nao responsivo, postura distbnica, automatismos oroalimentares e motores
estereotipados. Apoés a remissdo da crise, o0 paciente pode apresentar
desorientacdo, amnésia do evento, déficit de memodria recente e afasia. Uma
avaliacdo neuropsicolégica do paciente com ELT pode revelar disturbios de
memoria. Esta disfungdo € proporcional ao grau de atrofia das estruturas mesiais,

sobretudo do hipocampo (Yacubian, 1998).

Na maioria das ELT (60-65%) ha comprometimento das estruturas mesiais do
lobo temporal, estabelecendo-se a esclerose mesial temporal (EMT) (Leite e
Cavalheiro, 1998). As principais modificagdes fisiopatolégicas da EMT incluem morte
neuronal, gliose reativa, brotamentos de colaterais axdnicas das células granulares
(fibbras musgosas) na regido da camada molecular interna do giro denteado,
alteragdes na morfologia e localizagdo dos dendritos, e neurogénese na camada
subgranular do giro denteado (Guedes et al., 2006; Blimcke et al., 1999; Blumcke et

al. 2002).

A perda de sub-populagdes neuronais especificas € uma caracteristica de
diversos disturbios neurolégicos, e em grande parte dos casos de epilepsia do lobo
temporal ocorre extensiva perda neuronal dentro de regides especificas do
hipocampo. Em estudos sobre a EMT, observou-se uma perda neuronal gradual nos
varios subcampos hipocampais (Figura 1) atingindo em ordem decrescente: CA1 e
setor de Sommer (pro-subiculo); hilo do giro denteado (GD) e CAS3; células
granulares do GD e CA2 (Blumcke et al. 1999). Também aparece perda neuronal em
outras areas mesiais temporais como na camada lll do cértex entorrinal (DU et al.

1993) e no nucleo lateral da amigdala (Pitckamen et al. 1998).
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Figura 1 - Comparacéao entre hipocampo humano normal e esclerético. Em A: Espécimem
de autdpsia controle mostrando hipocampo humano normal. Em B: Esclerose hipocampal
em Espécimem cirurgico, com perda neuronal extensiva no hilo (h) e nas areas de CA3 e

CA1, e sobrevivéncia de neurbnios de CA2 e subiculares (sub). Fonte: Sloviter 2005.

Existem teorias que tentam explicar como a estrutura hipocampal esta
envolvida com o inicio das CERs, sendo que a morte das células musgosas da
regiao hilar parece ser um mecanismo fundamental para o quadro epileptogénico. A
teoria das “células em cesto dormentes” postula que a morte neuronal do hilo do giro
denteado promove uma perda da excitagdo das células GABAérgicas em forma de
cesto, que por sua vez deixam de inibir as células granulares e estas passam a
apresentar maior saida excitatéria. Ja a hipotese do “brotamento sinaptico” propde
que a perda do alvo das células granulares, provocada pela morte das células
musgosas, induz uma reorganizagao sinaptica e axonal destas em diregdo a camada
molecular interna do hilo do giro denteado, criando um circuito recorrente
monossinaptico excitatorio entre as células granulares. A veracidade destas teorias
tem sido contestada tanto do ponto de vista fisiolégico como anatémico. No entanto,
acredita-se que estas hipdteses ndo sido excludentes, e que tanto os mecanismos de
reorganizagdo axonal, como os de desinibicdo poderiam estar envolvidos no

processo de epileptogénese da EMT (Sloviter, 1991; Leite e Cavalheiro, 1998).
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1.3 Modelos Experimentais

Existem numerosos modelos animais de epilepsia ou de crises epilépticas. Os
principais induzem uma cascata de eventos moleculares e estruturais que resultam
em modificagdes nas propriedades neuronais intrinsecas, bem como nas redes
neuronais, tornando-as epileptogénicas. Nos modelos denominados agudos, o
animal apresenta crises convulsivas somente durante a agao do agente indutor,
enquanto que nos modelos ditos cronicos as crises recorrem a intervalos variados de
tempo apdés a indugéo, podendo acompanhar toda a vida do animal (Cavalheiro et

al., 1991; Sanabria e Cavalheiro, 2000).

Entre os modelos crbénicos temos os de epilepsia adquirida (sintomatica) e os
modelos genéticos. A primeira categoria inclui os modelos nos quais a epilepsia é
induzida por métodos quimicos ou elétricos em animais previamente sadios (nao
epilépticos), geralmente ratos. Ja os modelos genéticos podem ser subdivididos em
aqueles que empregam animais com mutagcdes espontdneas ou animais com
mutagdes induzidas, como camundongos transgénicos ou camundongos nos quais

um ou mais genes e retirado do genoma (knockout) (Suzuki, 2004).

Os modelos de epilepsia adquirida sdo muito usados no estudo da
patofisiologia da epilepsia, bem como na pesquisa de alvos para prevencéo dessa
doenca. Da mesma forma, as crises induzidas por estes modelos podem ser usadas
para a busca de tratamentos mais eficazes para epilepsias refratarias. Em
comparagdo com os modelos de epilepsia adquirida, a maioria dos modelos

genéticos sdo modelos de epilepsia generalizada que tém sido mais uteis para a
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compreensao dos mecanismos basicos da epilepsia do que para o estudo de novas

possibilidades terapéuticas (Loscher 2002a).

Os principais modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal envolvem
condicdes nas quais a epilepsia é consequéncia de um dano encefalico induzido por
um episddio agudo de SE, desencadeado seja por aplicagdo de convulsivantes
quimicos como pilocarpina ou cainato, seja por estimulagdo elétrica (kindling).
Nesses modelos, o SE é interrompido depois de determinado tempo e os animais
tém aparéncia normal por um periodo que varia de duas semanas a varios meses.
Ao final desse tempo, passam a apresentar CERs que persistem por toda a vida
(Coulter et al., 2002). Assim, em geral, estes modelos reproduzem melhor a
epilepsia humana, porque apresentam CERs precedidas por uma fase de laténcia e
alteragdes neuropatologicas semelhantes aquelas encontradas em individuos com

ELT.

1.3.1 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina

Dentre os modelos farmacolégicos disponiveis, o da epilepsia induzida por
pilocarpina (PILO; um agonista colinérgico muscarinico) € um dos que mais se
aproxima da ELT. Inicialmente descrito por Turski e colaboradores (Turski et al.
1983), este modelo crbnico de epilepsia tem sido utilizado com o intuito de avaliar os
mecanismos envolvidos na epilepsia da infancia bem como as consequéncias
imediatas e tardias das crises epilépticas. Este modelo reproduz as condigdes

necessarias para a indugdo de uma sintomatologia semelhante aquela observada
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durante uma crise epiléptica, bem como alteragbes morfolégicas idénticas as

observadas em tecido epiléptico humano (Cavalheiro et al., 1991).

Extraida das folhas das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi e
Pilocarpus microphyllus, a PILO €é um alcaléide que induz um estado
comportamental crénico que parece depender da facilitacdo de descargas em salva
em neurdnios hipocampais, por meio do bloqueio de correntes ibnicas de potassio,
que sao dependentes da ativagdo muscarinica (ly) (Sanabria e Cavalheiro, 2000). A
ativagdo dos receptores colinérgicos muscarinicos do subtipo m1 nos neurénios da
camada |l do coértex entorrinal € ampliada pelo influxo de calcio, causando uma
despolarizacdo amplificada da membrana e o disparo repetitivo dos neurbnios

quando acompanhada de atividade da célula pés-sinaptica (Klink e Alonso, 1997).

A partir da ativacdo de muitos neurbénios durante o SE induzido pela PILO,
ocorre uma ativagédo secundaria do sistema glutamatérgico e assim, excitotoxicidade
no hipocampo e demais estruturas. O dano neuronal excitotoxico agudo associado a
outras alteragdes moleculares leva a morte neuronal, mecanismos de reorganizagéo
sinaptica, sinaptogénese e neurogénese no giro denteado, bem como mudangas nas
propriedades eletrofisiolégicas neuronais. Alteragbes decorrentes na circuitaria
hipocampal compdem um quadro permanente de epileptogénese (Sanabria e

Cavalheiro, 2000).

Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro, ou seja, ha persisténcia
de crises continuas durante, no minimo, 30 minutos. Os ratos apresentam crises
epilépticas de intensidade variavel, caracterizadas por imobilidade, tremor,

automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises tbnico-clénicas.
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Esta crise aguda é seguida por um periodo silencioso, com normalizagao
progressiva do EEG, sendo uma fase em que o animal permanece sem crises
comportamentais e que dura em média de 14 a 25 dias. A partir dai, surgem crises
epilépticas espontaneas recorrentes, caracterizando a fase crénica. (Cavalheiro et

al., 1991).

Neste modelo, a perda neuronal esta localizada principalmente no hipocampo,
cértex piriforme e entorrinal, tdlamo, amigdala e neocértex (Turski et al., 1983). Além
disso, a extensao da lesdo hipocampal esta diretamente relacionada com a duragao

do SE (Lemos e Cavalheiro 1995).

Tanto na epilepsia do lobo temporal humana quanto em modelos
experimentais de epilepsia crénica, a perda progressiva de neurdnios correlaciona-
se com o acometimento de estruturas importantes na memdéria e aprendizagem,
comprometendo estas fungdes (Sarkisian et al., 1997). Evidéncias clinicas,
complementadas por estudos em laboratério sugerem que ha um grande déficit
cognitivo apds o SE, inferido através de medidas de aprendizagem ou memoria. Em
particular, ha relatos do comprometimento tanto da memdria explicita, quanto da

memoria implicita (Holmes 1997; Liu et al. 1994).

1.3.2 Modelo de Epilepsia Induzida por Litio-Pilocarpina

Ao modelo epileptogénico da PILO tem sido acrescido litio, uma vez que este

€ responsavel por potenciar a habilidade da PILO na inducédo do SE, incrementando

a morte neuronal seletiva inerente a epilepsia (Figura 2), possivelmente por uma up-
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regulation da sintese dos receptores dopaminérgicos e dos receptores colinérgicos

muscarinicos. (De Bruin et al. 2000). O pré-tratamento com cloreto de litio antes da

injecao de pilocarpina pode reduzir a dose necessaria desta em até 10 vezes. Ainda,

as manifestacbes comportamentais agudas e o padrao de lesédo induzido pela crise

apos altas doses de pilocarpina ou pelo modelo litio-pilocarpina sdo muito parecidos

(Léscher, 2002a).
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Figura 2 — Comparagao entre ressonancia magnética e histopatologia 24 h, 14 dias e 9

semanas apos administracdo de litio-pilocarpina: a esclerose hipocampal se desenvolve

progressivamente acompanhando o hiper-sinal na ressonéncia magnética. Fonte Roch et

al. 2002.
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Chaudhary e colaboradores demonstraram que o cloreto de litio pode ser
administrado em qualquer intervalo de tempo entre 2 e 24 horas antes da injegao de
pilocarpina com resultados semelhantes. Ainda, o uso do modelo litio-pilocarpina
reduz a mortalidade e evita muitos efeitos colaterais decorrentes dos efeitos
colinomiméticos periféricos associados a altas doses de pilocarpina (Chaudhary et

al., 1999).

1.4 Células-tronco

Durante a embriogénese, um unico odcito fertilizado da origem a um
organismo multicelular cujas células e tecidos adotam caracteristicas ou tém
destinos diferentes para dar a cada 6rgédo do corpo suas estrutura e fungdes
especificas. A medida que o embrido se desenvolve, as células vdo proliferando,
permitindo que os tecidos e 6rgaos cresgam. Mas mesmo quando um animal ja esta
completamente desenvolvido, muitos tecidos e células mantém um processo
conhecido como homeostase, onde células que morrem, seja por morte natural ou
lesdo, precisam ser substituidas. Esta caracteristica notavel tem origem filogenética
muito antiga, e mesmo que pareg¢a que durante a evolugdo os mamiferos perderam
uma parte desta plasticidade, seu figado, por exemplo, pode regenerar-se
parcialmente (se a lesdo ndo for muito grave). Outros exemplos disso sdo a
epiderme e o sistema hematopoiético. A incrivel capacidade que certos tecidos tém
de regenerar-se durante a vida ou a de um embrido de diversificar-se sédo um

resultado direto das células-tronco (Fuchs e Segre 2000).
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As células-tronco representam uma unidade natural do desenvolvimento
embrionario e da reparagado tecidual e constituem um subconjunto de células
imaturas, que tém como caracteristica serem indiferenciadas e nao-especializadas.
Assim, estas células apresentam a capacidade tanto de se auto-regenerar, ou seja,
dividir-se e criar outras células-tronco, quanto de se diferenciar através de uma
determinada via molecular e originar diferentes linhagens celulares (revisado por

Morrison et al., 1997).

As células-tronco sdao em geral classificadas como células-tronco
embrionarias e células-tronco “adultas” ou somaticas. As células-tronco embrionarias
sao derivadas do blastocisto e sdo consideradas pluripotentes, isto é, tém a
capacidade de originar células derivadas das trés camadas germinativas:
mesoderma, endoderma e ectoderma. Ja as células-tronco adultas ou somaticas sao
células indiferenciadas que, no entanto, se encontram em tecidos diferenciados
(especializados). Essas células s&o responsaveis pelo reabastecimento tecidual ao
longo da vida e estdo presentes na maioria dos tecidos, tais como, o sangue, a pele,
o figado, o coragéo e o cérebro. (Kaji e Leiden; 2001) Tipicamente, as células-tronco
geram tipos celulares intermediarios antes de se diferenciar completamente. A célula
intermediaria € chamada célula precursora ou célula progenitora. As células
precursoras nos tecidos fetal ou adultos sao células parcialmente diferenciadas que

se dividem e d&o origem a células diferenciadas (revisado por Morrison et al., 1997).

As células-tronco “adultas” sdo melhor denominadas como somaticas por
encontrarem-se na intimidade dos tecidos do corpo (soma). Acreditava-se que estas
células teriam opcg¢des mais restritas de diferenciagcdo, podendo selecionar um

programa de diferenciacdo dentre apenas poucas vias possiveis, ou seja, ja
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comprometidas com determinada linhagem celular, ndo seriam pluripotentes a
exemplo das embrionarias. Atualmente discute-se até que ponto isso € verdade, ja
que evidéncias apontam que estas células poderiam sim, ignorar as restricbes de
sua linhagem especifica, transdiferenciando-se em células com origem germinativa
distinta. Exemplos disto sdo os estudos de Bjornson e colaboradores (Bjornson et
al. 1999) que demonstraram que células isoladas a partir do encéfalo de
camundongos transgénicos podem se diferenciar em células hematopoiéticas bem
como os achados de Mezey e col. (Mezey et al. 2000), os quais comprovaram que
células da medula 6ssea diferenciam-se em células que expressam marcadores

neuronais.

Neste mesmo sentido, muito se tem estudado sobre a plasticidade das
células-tronco da medula 6ssea (CTMOs) e sua habilidade em selecionar linhagens
atipicas quando colocadas em ambientes n&o-hematopoiéticos (Figura 3). Por
exemplo, quando implantadas no encéfalo de ratos, células da medula éssea
humanas néo se transdiferenciaram em neurénios, mas perderam algumas de suas
caracteristicas e migraram por vias bem estabelecidas de migracdo neuronal (Azizi

et al., 1998).

Entretanto, os estudos realizados até o momento ndo excluem totalmente
explicacbes alternativas para a possivel plasticidade de células-tronco adultas
(Frisén, 2002). Assim, o debate continua em aberto (Phinney e Prockop, 2007)
quanto as observacgdes de que essas células se transdiferenciam em células de

tecidos diferentes daquele a partir do qual foram obtidas.
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Figura 3: Plasticidade das células-tronco da medula 6ssea. Fonte: Stem Cell Information,

The National Institutes of Health resource for stem cell research.
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1.4.1 Células-tronco da medula 6ssea (CTMO)

A medula éssea (MO) é uma fonte permanente de células-tronco (Korbling e
Estrov 2003). Uma das populagbes de células da MO, as células-tronco
hematopoiéticas, & responsavel pela formagdo de todos os tipos de células
sanguineas do corpo. A populagao de células estromais da MO pode gerar, entre
outros, osso e cartilagem (Korbling e Estrov 2003; Petersen et al. 1999). As células-
tronco mesenquimais encontram-se imersas no estroma medular. Recentemente,
uma populacido que se diferencia em células endoteliais foi identificada com sendo
originaria da medula 6ssea (Shi et al., 1998). Assim, a MO parece conter trés tipos
de populagbes de células-tronco: hematopoiéticas, estromais (mesenquimais) e

possivelmente progenitoras endoteliais.

Como ja mencionado, muito se tem discutido sobre a plasticidade de células-
tronco adultas, incluindo as células-tronco da medula éssea. Por exemplo, ja foi
demonstrado que células da medula 6ssea de camundongos podem derivar-se em
microglia (Eglitis et al. 1997), e neurdnios in vivo (Brazelton et al. 2000; Mezey et al.
2000). Porém, ainda ndo se sabe qual subpopulagdo(ées) da MO foi capaz de
expressar este desenvolvimento neuronal. Além disso, a transdiferenciacédo de
células da MO em neurdnios no sistema nervoso central foi também demonstrada
em seres humanos (Cogle et al. 2004). Parece que a incorporagéo destas células no
tecido nervoso € intensificada frente a um dano tecidual. Ainda, mesmo que estas
células ndo regeneram o tecido lesado por transdiferenciarem-se em determinado
tipo celular, é provavel que a recuperacao de funcdes cerebrais ou estabilizacdo da

doenga neuroldgica ocorra por outros mecanismos biolégicos tais como a fuséo
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celular, a liberagcao de fatores tréficos, citocinas ou ativagdo de células enddgenas

(Terada et al. 2002).

As vantagens em se estudar células-tronco adultas em contraste com as
embrionarias incluem a maior facilidade de obtencido das primeiras, sendo que as
células-tronco da MO podem ainda ser obtidas em maior quantidade (ideal para
aplicacao clinica) do que as demais células-tronco adultas. Ainda mais, elas podem
ser obtidas a partir de uma pequena amostra de MO de um dado paciente,
expandidas em cultura, e re-administradas a este mesmo paciente. Assim, seria
possivel evitar problemas associados com a rejeicdo imunoldgica dos tecidos ou
células transplantados. Finalmente, existem questdes ético-religiosas que envolvem
0 uso de células-tronco embrionarias, que se anulam no caso de uso de células-

tronco da medula 6ssea.

1.4.2 Terapia celular no tratamento de doencas do sistema nervoso

Os grandes avangos nas areas de genética e biologia molecular devem trazer
consigo grandes mudancgas na medicina. Com a expansdo do conhecimento acerca
das células-tronco, e a possibilidade de que elas possam diferenciar-se nos mais
diversos tecidos, € natural que haja grande interesse quanto a sua utilizagéo
terapéutica, como no tratamento de doengas do sistema nervoso. Muitos grupos tém
estudado a alternativa do uso de células-tronco na clinica, estimulados por
evidéncias que apontam recuperacdo em modelos animais de doencas

neurodegenerativas.
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Estudos recentes tém demonstrado que o transplante de células-tronco
melhora a fungao cerebral fisiolégica em modelos de isquemia cerebral, doenga de
Huntington e traumatismo raquimedular (Haas et al., 2005; Dunnet e Rosser, 2004;
Koda et al.,, 2005). Kim e colaboradores observaram melhora dos sintomas
parkinsonianos em ratos que receberam células-tronco embrionarias neurais, com a
geracao de neurbnios dopaminérgicos que detinham propriedades eletrofisioldgicas
e bioquimicas semelhantes as células mesencefalicas ndo-transplantadas (Kim et al.
2003). Mais, estudos recentes tém demonstrado a capacidade de diferenciagcao das
CTMO em progenitores celulares com caracteristicas de células de Schwann,
capazes de apoiar a regeneragao em nervos ciaticos de ratos lesados apds trés
semanas do transplante (Dezawa et al. 2001). Mimura e colaboradores
demonstraram em ratos adultos com nervos ciaticos seccionados um aumento
significativo na velocidade de conducgéo e no indice de escala funcional para nervo
ciatico no grupo transplantado com células-tronco comparado ao grupo controle né&o
transplantado apos seis meses (Mimura et al. 2004). Outros dados indicam que
CTMO migram da corrente sanguinea para a area isquémica e, uma percentagem
pequena delas, expressa marcadores neurais. (Azizi et al. 1998; Eglitis et al. 1999; Li

e Chopp, 2001).

1.4.3 Terapia celular no tratamento da epilepsia

Na epilepsia, a exemplo de outros disturbios do sistema nervoso central, ha
perda de sub-populagcdes neuronais, 0 que representa uma consequéncia importante
na patogenia da doencga. Esta observagao vem estimulando a pesquisa que objetiva

repor seletivamente os neurdnios perdidos durante o processo da doencga, bem
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como os mediadores fisiolégicos que eles produzem. Estratégias terapéuticas
envolvendo o transplante de células-tronco e terapia génica comegam a ser
estudadas em modelos experimentais de epilepsia. Entre elas esta o uso células
neurais fetais (Zaman et al., 2000), células liberadoras de adenosina (Huber et. al.,
2001), células produtoras de GABA (Gernet et. al.; 2002) e células-tronco neurais

(Chu et. al., 2004).

Em estudos sobre a EMT, sugeriu-se a existéncia de uma perda gradual e
intensa de neurbnios nas varias regides hipocampais. Modelos celulares que
mimetizam a neuropatologia humana sugerem que a EMT é uma consequéncia da
atividade epiléptica cronica. Isto implica também, numa perda dos interneurénios do
hipocampo propriamente dito e GD, além de modificagcbes morfoldgicas progressivas
das células piramidais remanescentes (Blimcke et al., 1996; Blimcke et al., 1999;
Jorge et al., 1996). Assim, acredita-se que estratégias que permitam a restauracao
do micro ambiente neuronal, bem como de populacdes ou circuitos neurais,
propiciando, com isto, o re-estabelecimento da excitabilidade neuronal fisioldgica,

possam contribuir para o tratamento dos disturbios epilépticos.

Dado que a medula 6ssea é uma fonte permanente de células-tronco adultas
e possivelmente pluripotentes é possivel que o transplante destas tenha como
consequéncia o restabelecimento da excitabilidade neuronal fisiolégica, bem por sua
diferenciagdo ou por outros mecanismos biologicos, tais como fusdo celular ou a
secrecdo de fatores troficos. Logo, pode-se afirmar que ha um potencial muito
grande para a terapia com células-tronco no tratamento das epilepsias refratarias,
principalmente para aquelas que tém um curso progressivo pela frequéncia de crises

associada a polifarmacia.
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Visando explorar este potencial, nosso estudo se propds a verificar o efeito
das células-tronco da medula 6ssea no tratamento da epilepsia através da injecéo
periférica de células da por¢cdo mononuclear da MO (CMMO) de camundongos

C57BL/6-EGFP em ratos com epilepsia induzida por litio-pilocarpina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

O objetivo deste projeto é verificar se células mononucleares da medula

Ossea apresentam potencial terapéutico no controle das crises epilépticas e do dano

neuronal progressivo induzido pela epilepsia experimental, através da restauragao

da populacao e/ou conexdes neurais perdidas.

2.2 Objetivos Especificos:

Em ratos com epilepsia induzida pelo modelo do litio-pilocarpina:

1. Avaliar a frequéncia de crises epilépticas apds o transplante das células

mononucleares da medula 6ssea

2. Avaliar o desempenho cognitivo dos animais apo6s o transplante das

células mononucleares da medula d6ssea.



3. Avaliar o limiar convulsivo dos animais apds o transplante das células

mononucleares.

4. Avaliar se as células transplantadas migram até o hipocampo lesionado,

bem como cerebelo, bulbo olfatério, coragao, pulmao e figado
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Durante este estudo foram utilizados 55 ratos machos, da linhagem Wistar,
pesando entre 90 e 120 gramas, com 30 dias de vida. Todos os animais eram
procedentes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Durante os experimentos, os ratos
foram mantidos no alojamento do Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, sob iluminacdo e temperatura
controladas (ciclo claro-escuro de 12 horas e aproximadamente 24°C), racdo e agua
ad libitum. Também foram utilizados 10 camundongos C57BL/6N transgénicos
machos e adultos (C57BL/6-EGFP), pesando entre 25 e 30 gramas. Estes animais
foram doadores de CMMO e expressam EGFP (enhanced green fluorescent protein),
proteina verde fluorescente (Okabe et al., 1997) que serviu como marcador das
células transplantadas. Estes animais eram provenientes da Fundacdo Oswaldo
Cruz — Bahia, e foram mantidos no Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS,
sob as mesmas condicdes citadas acima. Todos os estudos foram realizados com a
aprovacao do Comité de Etica da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do

Sul.



3.2 Delineamento Experimental

Foram estabelecidos quatro grupos de estudo (Tabela 1) segundo o protocolo

descrito abaixo (Figura 4).

Grupo | — PILO: Neste grupo foi induzido SE mediante aplicagédo do modelo
litio-pilocarpina. Para isto, os ratos receberam primeiramente cloreto de litio (127
mg/kg; i.p.; Sigma). Vinte e quatro horas depois receberam via intraperitoneal PILO
(60 mg/kg, Sigma) conforme previamente descrito (Cavalheiro et al. 1991). Para
cessar as manifestagdbes comportamentais da PILO (Priel et al. 1996) os ratos
receberam diazepam (10 mg/kg, i.p., 90 minutos apds a instalagao do SE), Os ratos
foram pré-tratados com metilescopolamina (1mg/kg, i.p.) para atenuar as
manifestagbes periféricas da pilocarpina. Durante toda a semana seguinte ao
tratamento com pilocarpina, os animais receberam Hidrafix® por gavagem
(Composigao: cloreto de sédio, 4,68 mg; citrato de potassio, 2,16 mg; citrato de
sédio, 0,98 mg; e glicose, 20,0 mg) para reposi¢céo de agua e sais. Ao completarem-
se 22 dias da injegao de PILO (52 dias de vida) os animais receberam 200 pL de

solucao salina via veia da cauda.

Grupo Il — PILO + CMMO: Os animais receberam tratamento idéntico ao do
grupo |, exceto que aos 52 dias de vida, receberam transplante de CMMO no lugar

de salina (200 pL contendo 10" células mononucleares EGFP), via veia da cauda.

Grupo lll — Salina: Estes animais receberam salina em substituicdo a PILO
aos 30 dias de vida, e 200 uL de solucéo salina via veia da cauda aos 52 dias de

vida.
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Grupo IV — Salina + CMMO: Estes animais receberam salina em substituicao
a PILO aos 30 dias de vida, e CMMO (200 pL contendo 107 células mononucleares

EGFP+) aos 52 dias de vida.

Tabela 1: Constituicdo dos grupos a partir do tratamento com pilocarpina (PILO) e/ou células

mononucleares da medula 6ssea (CMMO).

GRUPOS INJECAO PILO INJECAO CMMO
Grupo | Sim _

Grupo |l Sim Sim
Grupo _ _

Grupo IV _ Sim

GRUPOS DE ESTUDO

Li MS DZ
24h -//- 30min 0 90 min -/l- 22 dias
PILO (SS*) CMMO (SS*)

Figura 4: Delineamento do estudo. Legenda: Li: Cloridrato de Litio; MS:
Mestilescopolamina; PILO: Pilocarpina; DZ: Diazepam; CMMO: Células

mononucleares da medula 6ssea; SS: Solucio salina.
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3.3 Inducéo da epilepsia com o uso do modelo litio-pilocarpina

Apds a injecao de PILO, os ratos permaneceram em caixas de acrilico
transparentes e observadores treinados acompanharam as manifestacoes destes
animais, utilizando a escala de Racine para classifica-las (Racine 1972) (Figura 5).
Foram incluidos no estudo somente os animais que atingiram os graus 4 e 5 desta

escala.

ESCALA DE RACINE (1972)

0 - Imobilidade
1 - Automatismos faciais
2 — Mioclonias de cabeca e pescogo
3- Clonias de patas anteriores

4- Clonias de patas posteriores

5- Elevacdo e queda

Figura 5: Escala de Racine contendo os graus de resposta dos animais a injecao de PILO.
Fonte: Racine 1972.

3.4 Preparacao das células mononucleares de medula 6ssea

Em relacédo a obtengdo das CMMO dos camundongos C57BL/6-EGFP, foram
usados 10 camundongos da respectiva linhagem transgénica, a fim de realizar 20
transplantes. Inicialmente os camundongos foram anestesiados (xilazina e
quetamina). Apoés, os animais foram dissecados, isolaram-se 0s 0ssos longos

(umero, fémur e tibia). As epifeses foram cortadas, possibilitando a lavagem das



cavidades ésseas. O aspirado de MO coletado foi entao processado entre etapas de
suspensao e centrifugagdo. A camada de células mononucleares foi separada por
gradiente de ficoll-paque 1077 e as células foram contadas em cémara de
Neubauer. Por fim, separaram-se aliquotas de 200 uL contendo 10’ células
mononucleares EGFP* (Figura 6), sendo que estas foram transplantadas nos

animais receptores pela veia da cauda.

Figura 6 — Obtengdo de CMMO de camundongos C57BL/6-EGFP. Animais séao
anestesiados e dissecados, isolam-se 0s o0ssos longos, e procede-se a lavagem das
cavidades Osseas. O material coletado € processado em centrifugacbes e ressuspensoes.
Por fim, a camada de células mononucleares & obtida por gradiente de ficoll, e as células

sao contadas em camara de Neubauer e aliquotadas.
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3.5 Monitoramento das crises espontaneas recorrentes.

Passados 15 dias da indugdo do SE (correspondentes ao periodo latente, no
qual ha auséncia de crises comportamentais), os animais foram previamente
marcados em diferentes locais do corpo, com tinta preta a base de ervas naturais e
alojados em gaiolas de frente transparente para que pudessem ter suas crises
flmadas sem a necessidade de remoc¢do do seu ambiente. Os animais foram
filmados por um periodo de 12 horas (6 horas do ciclo claro e 6 horas do ciclo
escuro), ao longo de sete dias. Ao final destes primeiros dias de filmagem, os
animais receberam o transplante de CMMO. A partir dai, estes grupos continuaram

sendo monitorados por video durante mais 14 dias seguidos.

Como mencionado, para o registro das imagens dos animais foi utilizada
gaiola cuja parte da frente era transparente possibilitando assim a visualizagao
dos animais a serem filmados. Estas gaiolas foram instaladas em armario com
circulacao interna de ar, através de um ventilador de entrada que o abastece com
ar do ambiente externo e exaustor, que retira todos os odores. Em frente, foi
instalada uma camera de video preto e branco, com 0,3 lux (lux: unidade de
medida da intensidade de luz), que é sensivel ao comprimento de onda da luz
infravermelha, assim, sendo possivel capturar a imagem durante a noite.
Completando o sistema, existem refletores de luz infravermelha para iluminar o
ambiente e viabilizar o monitoramento no escuro. A camera foi conectada a dois
videos cassetes, e uma televisdo, instalados dentro de um segundo armario

especifico.

Através desta tecnologia nos tornamos aptos a monitorar a frequéncia e
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tipo de crises epilépticas, as quais foram posteriormente quantificadas no periodo
basal. Foram identificadas crises com manifestacbes comportamentais visiveis e
graduadas conforme a escala de Racine, sendo que se determinou e contou-se
como crise toda manifestagcdo comportamental que tinha correspondéncia com os
graus 4 e 5 da escala de Racine. A contagem do numero de crises convulsivas foi

feita por observadores cegos e independentes.

A diferenca no numero de crises convulsivas pré e pos-transplante foi
usada como pardmetro para que se infira que as CMMO transplantadas foram
capazes de provocar melhoras funcionais. Os animais tratados com litio-
pilocarpina que nao apresentaram crises espontaneas nos primeiros sete dias de

filmagem foram excluidos do estudo.

3.6 Avaliacdo cognitiva

O tratamento com litio-pilocarpina leva a atrofia hipocampal, e € sabido que o
hipocampo desempenha um papel fundamental na formacéo e evocacao de distintos
tipos de memodria incluindo aquelas com alto conteudo emocional e de localizagao
espacial. Para avaliar se o déficit cognitivo causado pelas crises recorrentes neste
modelo pode ser revertido pelo transplante de CMMO, utilizamos a tarefa do labirinto
aquatico de Morris, que requer integridade hipocampal. Como teste adicional,

utilizamos a tarefa de reconhecimento de objetos.
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3.6.1 Labirinto Aquatico de Morris

O teste de aprendizagem espacial no labirinto aquatico foi introduzido por
Morris (Morris 1984) e tem sido muito utilizado no estudo da memdria. Nesta tarefa o
animal aprende a localizar uma plataforma submersa numa piscina utilizando para
isto dicas espaciais distribuidas na sala de treino. Experimentos realizados
recentemente em nosso laboratério demonstram que ratos que foram induzidos a
epilepsia, apresentam sérios problemas na aquisicdo da memoria associada com o
aprendizado da versdo espacial da tarefa do labirinto aquatico de Morris (LAM). E
bastante provavel que o deterioro mnemodnico produzido pelo tratamento com litio-

pilocarpina seja devido a perda neuronal progressiva que acontece no hipocampo

em decorréncia das sucessivas crises epilépticas.

Para a realizagao da tarefa do LAM, foi utilizado um tanque circular preto (180
cm de didmetro e 55 cm de altura) com 25 cm de agua a 21-24° Celsius, dividido em
quatro quadrantes imaginarios. A plataforma, de acrilico, pintada de preto, quadrada
(20 cm de lado, superficie aspera), foi posicionada no centro de um dos quatro
quadrantes virtuais do tanque, a mesma distancia da parede e do centro do tanque,
e ficou submersa a 2 cm abaixo do nivel da agua, invisivel aos animais. Além disso,
as paredes da sala continham dicas visuais, com diferentes formatos e cores,

visiveis de qualquer ponto de dentro do tanque (Figura 7).
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Figura 7 — Vista geral do labirinto aquatico.

Assim, aos 97 dias de vida (45 apds receberem transplante de CMMO ou
solugdo salina), os animais foram treinados nesta tarefa como descrito em (Santos,
1999). Brevemente, colocou-se o animal na piscina e se lhe permitiu nadar
livremente até que encontrasse a plataforma submersa. Caso ndo a encontrasse em
60 segundos, coube ao experimentador conduzi-lo até a plataforma. Os animais
permaneceram na plataforma por 20 s. Na avaliagdo da memodria de referéncia, a
plataforma permaneceu no mesmo lugar durante os varios dias de treino, quando é

analisada a laténcia.

Foram realizadas sessdes com oito largadas diarias durante cinco dias, sendo
que no sexto dia, a retencdo de memoria dos animais foi testada (24 horas apos
término do treino). Para isto a plataforma foi retirada, e o animal permaneceu na

piscina por 60 segundos. Analisou-se a velocidade de natagdo, o numero de
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cruzamentos através de um aro imaginario localizado na regido onde estava a
plataforma, a laténcia e o tempo que o animal passou no quadrante onde estava a
plataforma durante o treino, mediante monitoramento por video e um software
especializado. Os animais foram manipulados por dois dias consecutivos antes do
inicio do periodo de treinos. Os animais foram posicionados no tanque
manualmente, virados para a parede, no centro de um dos quadrantes
determinados. No treino, em cada tentativa o animal foi largado de uma posi¢céao
cardeal diferente, que foi randomizada entre as sessdes e as tentativas. Durante o

teste na auséncia da plataforma, o animal foi largado da posigéo sul.

3.6.2 Paradigma de reconhecimento de objetos

Uma semana apos o término da tarefa do LAM, deu-se inicio a habituagao
dos animais para a tarefa de reconhecimento de objetos. O paradigma de
reconhecimento de objetos utiliza a tendéncia natural que os roedores tém de
explorar objetos novos para medir sua memdéria (Ennaucer e Delacour, 1988). A
tarefa consiste em um treino no qual s&o apresentados dois objetos, seguido de um
teste em que um dos objetos introduzidos durante o treino € substituido por um
objeto novidoso. Roedores tendem a explorar o objeto novo por mais tempo,

demonstrando assim memoria do objeto familiar.

Para estes experimentos, os animais foram expostos a um campo aberto
(60x40x50 cm, comprimento x profundidade x altura), feito de madeira, com frente de
vidro durante 20 minutos por 4 dias consecutivos para habituagdo, na auséncia de

objetos. No quinto dia, foram dispostos no campo aberto, de maneira equidistante,
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dois objetos que diferiam entre si quanto a sua cor, altura, formato e textura, presos
ao campo aberto pela base. Os objetos e 0 campo aberto foram limpos com etanol
70% apos cada treino para remover dicas olfativas. Foram consideradas atividades
exploratorias do animal: farejar o objeto ou toca-lo com as patas dianteiras ou
focinho, mas nao virar o objeto ou sentar-se nele. Durante o treino, os animais
foram colocados no campo aberto durante 5 minutos. O tempo percentual gasto
explorando cada objeto foi calculado e expresso como percentual do tempo total de

exploragdo em segundos. (Figura 8). Os observadores eram cegos ao tratamento.

Figura 8 — Animal durante treino na tarefa de reconhecimento de objetos.

O teste de retencéao foi feito 24 horas apds a sessao de treino. Durante este
teste, os animais foram novamente colocados no campo aberto onde um dos objetos
foi previamente trocado por outro com caracteristicas de cor, formato, textura e

alturas diferentes, e o tempo percentual gasto explorando cada objeto foi novamente

47



calculado com intuito de avaliar a meméria de longa duragdo. Durante o teste os
animais permaneceram no campo aberto durante o0 mesmo tempo (5 minutos) do

treino.

3.7 Avaliacdo do limiar convulsivo através do teste do eletrochoque

maximo

Durante os ultimos 30 anos, diversos modelos animais in vivo tém sido
utilizados para identificar e avaliar drogas com eficacia anticonvulsivante e baixa
toxicidade; entre eles o teste do eletrochoque maximo. Este teste foi desenvolvido
no final da década de 1930, por Merritt e Putnam para rastrear a eficacia
anticonvulsivante de agentes quimicos e € util na analise do limiar convulsivo

(McNamara, 2003).

Assim, para avaliar a influéncia da administragdo de CMMO sobre o limiar de
crise convulsiva de ratos controles e com epilepsia foram realizados testes de
eletrochoque utilizando a metodologia da estimulagédo intra-auricular. Este teste
consistiu na fixagao intra-auricular de um par de eletrodos, e foi realizado assim que

0s animais completaram as tarefas cognitivas.

Durante o teste do limiar convulsivo, uma corrente alternada de 50Hz (entre
60 mA e 150 mA) foi aplicada através de eletrodos posicionados no canal auricular,
com auxilio de um software gerador de onda e temporizador de estimulo. Os
eletrodos foram previamente imersos em um creme condutor para

eletroencefalograma (ANZAMED). Para todos os animais a indugdo da crise foi
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iniciada com uma duracdo unica e fixa de 200 ms e por pulso de corrente alternada,
que progrediu com incrementos de 5 mA até a obtengdo de convulsao generalizada
com extenséo tdnica. A cada degrau de corrente no eletrochoque a corrente em que
o animal atingia extensao tbnica foi registrada. Em todos os casos os animais
receberam estimulacdes repetidas, com intervalo de 24 horas entre elas para
permitir sua recuperagao neurolégica. Todo o procedimento foi filmado através de
uma mini-camera de vigilancia (Kodo) e um gravador de DVD-R (PHILIPS, modelo
R615). Para melhorar a aquisicdo das imagens e a andlise das crises, 0s animais
foram colocados em caixas de acrilico transparentes e toda a crise foi analisada com
um monitor de 17’ (Provien). A figura 9 mostra o equipamento utilizado, e a figura 10

mostra um animal controle submetido ao eletrochoque.

S 6

Figura 9 - Equipamento de estimulagao intra-auricular. 1) Software gerador de onda e
temporizador do estimulo; 2) Microcomputador; 3) Unidade de estimulo; 4) Cabo bipolar; 5)

Eletrodos para o canal auricular.
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Figura 10 — Teste do eletrochoque maximo em um animal controle. A) animal na caixa de
acrilico com os eletrodos posicionados; B-E) Contracdo e extensao do corpo, neste periodo

ha movimentos tonico-clénicos das patas anteriores e posteriores; F) Inicio da recuperacéo.

3.8 Deteccéao por PCR de EGFP das CMMO transplantadas

Para verificar a presenga de CMMO transplantadas no hipocampo lesado,
bem como em outras estruturas encefdlicas e outros 6rgdos como coragao,
pulmao e figado, utilizamos a técnica da Polymerase Chain Reaction (PCR). Esta
técnica foi idealizada por Kary Mullis e permite a amplificagcédo de uma regiao
especifica do DNA, que pode ser visualizada através da analise por eletroforese

em gel de agarose. (Gibbs 1990)

Como a presenca da EGFP serve de indicativo de que o tecido regenerado foi
proveniente das células da medula 6ssea do animal doador e ndo de células
residentes do animal receptor, utilizamos oligonucleotideos iniciadores (primers)

complementares a sequéncia de DNA correspondente a uma sequéncia especifica
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do gene que codifica a proteina EGFP: 5'-ttgaattcgccaccatggtgage-3'e

5'ttgaattcttacttgtacagctcgtcc-3'. Foram avaliadas amostras de todos os grupos.

Assim, sete meses apo6s o tratamento com CMMO ou salina, os ratos dos
quatro grupos foram sacrificados de forma randdbmica e sistematica. Os animais
foram previamente anestesiados com tiopental (40 mg/kg; i.p.) e entdo
decapitados. Posteriormente, os encéfalos foram removidos da caixa craniana e
em seguida foram isolados e coletados separadamente o hipocampo direito, o
hipocampo esquerdo, o cerebelo e o bulbo olfatério. Também foram coletadas
amostras do coragdo, pulmdo e figado. Todo o material foi congelado em
nitrogénio liquido e mantido em refrigerador a -80° C até o inicio do preparo das

amostras para a PCR.

Para a extragdo de DNA, os tecidos foram homogeneizados em 300 pL de
tampéao fosfato. A seguir, foram adicionados 600 pyL de Brazol. Os tubos foram
agitados com auxilio de um vortex por dois minutos e entdo foram adicionados
120 pL de cloroformio gelado. As amostras foram centrifugadas em 10.000 rpm
por 15 minutos. Logo depois, o sobrenadante foi transferido para novos tubos
contendo 300 pL de isopropanol gelado, e estes foram agitados por ~2 minutos.
Os tubos contendo precipitado foram descartados. Procedeu-se com nova
centrifugagédo em 10.000 rpm, por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado por
aspiracao. Por fim, o DNA foi dissolvido em agua ultra-pura. Os frascos contendo
as amostras de DNA foram armazenados em freezer a -20°C. Previamente a

reacdo de PCR, o DNA das amostras foi quantificado por espectofotometria.
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Para a reacao foram adicionados a uma aliquota de 5 yL de DNA de cada
amostra: 0,5 yL de Taq DNA polimerase, 1 uL do primer 1, 1 yL do primer 2, 2 pyL
de dNTPs, 2 yLde MgCl,, 5 yL de solugédo tampéao e agua MilliQ para completar o
volume de reacdo de 50 uL. A amplificacdo foi realizada em termociclador MJ
Research PTC-200 nas seguintes condigbes: 95°C por 5 minutos para
desnaturacao; 30 ciclos subsequentes consistindo cada ciclo de uma etapa de
desnaturagao a 95°C por 45 segundos, uma etapa de anelamento a 62°C por 1
minuto e uma etapa a 72°C por 1,5 minuto para extensao; e entdo uma etapa de

extensao final a 72°C por 10 minutos.

Para controlar o funcionamento da reacgao, foram ensaiados, juntamente
com cada bateria de DNA de amostras de animais transplantados, um controle
positivo de reacdo que consistia de DNA extraido a partir de CMMO obtidas de
camundongo C57BL/6-EGFP, e um controle negativo de reacdo, com omisséo de

qualquer DNA, além de amostras de animais que nao receberam CMMO.

Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de
agarose 2% em tampéo TBE 1x, contendo brometo de etidio e visualizados sob
luz ultravioleta. As condi¢cbes da corrida eletroforética foram de 100 V, com
corrente de 400 mA por 30 minutos. O resultado foi considerado positivo para a

presenca de DNA de células EGFP+ quando visualizada a banda correspondente.
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3.9 Andlise estatistica

Para analise dos dados obtidos nos testes cognitivos utilizou-se a analise de
variancia de uma via (ANOVA) e teste t de Student para amostras pareadas, para
LAM e reconhecimento de objetos respectivamente. O teste t de Student também foi
aplicado para analise da frequéncia de crises. Para o limiar convulsivo utilizou-se
ANOVA de uma via seguido de teste de Tukey. Valores com p <0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Toda a analise estatistica foi realizada

com auxilio do software estatistico GraphPad Prism 4.
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4 RESULTADOS

4.1 Inducéao de epilepsia pelo modelo litio-pilocarpina

Um total de 29 animais recebeu tratamento com litio-pilocarpina. A taxa de
mortalidade foi de 20,7 (6/29). Além disso, trés ratos nado apresentaram crises
comportamentais correspondentes ao grau 5 da Escala de Racine logo apds a
injecdo de pilocarpina, e outros quatro animais nao apresentaram crises
comportamentais durante os sete primeiros dias de monitoramento por video, sendo
portanto excluidos do estudo. Os animais restantes foram divididos randomicamente
entre os grupos | e Il. Posteriormente, para complementar a andlise dos dados na
tarefa de reconhecimento de objetos, outros 6 animais foram tratados com litio-
pilocarpina, sendo a mortalidade 33,3% (2/6). Novamente, foram randomicamente

distribuidos entre os grupos | e Il.



4.2 O tratamento com CMMO reduz CERs induzidas pelo litio-

pilocarpina.

Um numero total de 20 animais foi monitorado por video, nos meses de junho
e julho de 2007, sendo 16 que apresentaram CERs incluidos no estudo. Estes
animais correspondem aqueles dos grupos | e Il (PILO e PILO + CMMO, n=8 por
grupo), e foram monitorados durante 21 dias. Destes, sete dias foram anteriores a
injecdo de CMMO ou solugao salina (periodo pré-transplante), e os outros catorze
posteriores ao transplante (periodo poés-transplante). O periodo pds-transplante foi
dividido em dois sub-periodos de sete dias: A e B. A filmagem se deu a partir do 15°
dia apds a injecdo de pilocarpina, e ja no primeiro dia foram observadas crises
comportamentais. Foram observadas e computadas as crises correspondentes aos
graus 4 e 5 da Escala de Racine. Os animais que nao apresentaram crises

comportamentais durante o periodo pré-transplante foram excluidos do estudo.

No periodo pré-transplante ndo houve diferenga significativa entre os grupos
PILO e PILO + CMMO com relagéo a frequéncia de crises (figura 11). Entretanto, no
periodo pos-transplante, observou-se uma reducdo do numero de crises nos animais
do grupo PILO + CMMO quando comparados com os animais do grupo PILO, nos
dois sub-periodos pdés-transplante. Durante os primeiros sete dias pds-transplante
(sub-periodo A) houve uma reducdo de 19% na frequéncia de crises do Grupo Il
(CMMO) com relagao Grupo | (salina) no mesmo periodo. Esta diferenga entre os

grupos foi estatisticamente significativa (teste t de Student, p<0,0001; Figura 12).
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Figura 11 — Média de CREs durante o periodo pré-transplante. Nao houve diferenca entre os
grupos | (Pilo + salina) e Il (Pilo + CMMO) no periodo. Teste t de Student, p=0,5288.
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Figura 12 — Média de CREs durante o periodo pés-transplante A. Houve redugéo de 19% na
freqUéncia de crises do grupo tratado com CMMO (Pilo + CMMO) em relagao ao grupo que

recebeu salina (Pilo + salina) p<0,0001, teste t de Student.

O mesmo foi observado para o sub-periodo pds-transplante B, quando houve

uma reducao de 34,6% na frequéncia de crises entre os animais tratados com
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CMMO em comparagao com os tratados com salina para o mesmo periodo. Esta

reducao € estatisticamente significativa (p< 0,0001; Fig. 13).
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Figura 13 — Média de CREs durante o periodo pds-transplante B. Houve redugéo de ~35%
na freqiiéncia de crises do grupo tratado com CMMO em relagdo ao grupo que recebeu
salina (p<0,0001, teste t de Student).

Quando comparamos a frequéncia de crises dos animais do grupo | (PILO) no
periodo pré-transplante com ambos os periodos pés-transplante, observa-se que
nao ha diferenga entre eles (Fig. 14). Entretanto, quando fazemos o0 mesmo com o
grupo Il (tratado com CMMO), é possivel verificar que existe diferenga significativa
entre os periodos pré-transplante e pos-transplante A e entre pré-transplante e pds-
transplante B (Fig. 15). Além disso, existe da mesma forma uma diferenga entre o
pos-transplante A e o B, sendo que em B, a reducdo na frequéncia das CERs é
significativamente maior do que em A (Fig. 15). Todos os dados estdo resumidos

nas tabelas 2 e 3.
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Figura 14 — Média de CERs dos animais do Grupo | durante os periodos pré-transplante e
pos-transplante A e B — neste caso transplante refere-se a injecdo de solucdo salina. Nao

houve diferenga entre os periodos.

Grupo Il - Pré-transplante x Pos-transplante Ae B

13+
124

. 000

*k*x

Média de CERS
N

) )
Pré-transplante Pdés A P6s B

Figura 15 — Média de CERs dos animais do Grupo Il durante os periodos pré-transplante e
pos-transplante A e B. Houve diferenga entre o periodo pré-transplante e os periodos poés-
transplante A (p = 0,0005) e B (p < 0,0001). Também houve diferenca entre os periodos
pés-transplante A e B (*p = 0,0004). Teste t de Student.
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Tabela 2 — Frequéncia de CERs no grupo | (PILO).

Numero de crises esponténeas recorrentes (CERs) por animal

Pré-transplante Pés-transplante A Pés-transplante B
Rato 1 12 13 12
Rato 2 13 12 13
Rato 3 11 11 12
Rato 4 11 12 13
Rato 5 13 12 15
Rato 6 14 15 15
Rato 7 11 12 11
Rato 8 12 13 13
MEDIA 12,125 12,5 13
DESVIO PADRAO 1,13 1,19 1,41

A tabela traz os valores absolutos das crises observadas para cada animal do Grupo | nos

periodos analisados, média do periodo e desvio padrao.

Tabela 3 — Frequéncia de CERs no grupo Il (PILO + CMMO).

Numero de crises espontaneas recorrentes (CERs) por animal

Pré-transplante Pés-transplante A Pés-transplante B
Rato 1 14 11 9
Rato 2 12 10 8
Rato 3 13 9 9
Rato 4 11 10 8
Rato 5 12 9 8
Rato 6 12 11 9
Rato 7 13 10 8
Rato 8 11 11 9
MEDIA 12,25 10,125 8,5
DESVIO PADRAO 1,03 0,83 0,53

A tabela traz os valores absolutos das crises observadas para cada animal do Grupo | nos

periodos analisados, média do periodo e desvio padrao.



4.3 O tratamento com CMMO reverte o déficit cognitivo associado ao

dano hipocampal produzido pelo litio-pilocarpina no LAM.

Para analisar se a administracdo endovenosa de CMMO influencia a
aquisicdo de memodria espacial de ratos Wistar normais e com epilepsia, estes
animais foram treinados no LAM como descrito em Materiais e Métodos. Como se
pode observar na figura 16 o tratamento com PILO aumentou a laténcia de escape
(p<0,05 no dia 4, p<0,01 no dia 2, e p<0,001 nos dias 3 e 5 versus salina). No
entanto, a administragdo de CMMO 45 dias antes do inicio dos treinos levou a uma
diminuicdo na laténcia de escape mesmo em animais tratados com PILO (p<0,05
nas sessdes 1,3 e 5, e p<0,001 na sessao 2). Finalmente, o transplante de CMMO
nao influenciou significativamente o desempenho dos animais controles (salina +

CMMO, Figura 16).
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Figura 16 — Tratamento com CMMO melhora aquisicdo de memdria espacial em ratos
epilépticos. O grafico expressa as laténcias médias para encontrar a plataforma durante
cinco dias de treino no LAM de ratos controle e com epilepsia que receberam transplante de
CMMO ou injecao de solucao salina. Os dados estao expressos como a média + EP de

cada sessao. Teste de Bonferroni apés ANOVA de duas vias, n=8 por grupo.

Além disso, quando realizamos um teste na auséncia da plataforma de
escape 24 horas ap6s a Uultima sessao de treino observamos que 0s animais
controles (tanto grupo lll quanto grupo IV) passaram mais tempo nadando no
quadrante alvo (QA) do que aqueles que receberam PILO (grupo |), os quais néo
mostraram preferéncia por nenhum quadrante (Figura 17). Consequentemente, o
tratamento com PILO prejudica a consolidagdo da memoria espacial associada a
aprendizagem no LAM (Teste de Newman-Keuls apés ANOVA de uma via, p<0,001
vs salina). Entretanto, observou-se também que os animais tratados com PILO, mas
que foram posteriormente transplantados com CMMO, tiveram preferéncia pelo QA,
a exemplo dos animais controles. Portanto, a injecdo de CMMO permitiu que esses

animais adquirissem e retivessem esse tipo de memoéria (p< 0,05 vs PILO).
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Figura 17 — Animais tratados com CMMO tém preferéncia pelo quadrante alvo. Média do
tempo gasto no QA durante um teste de 60s na auséncia da plataforma de escape realizado
24 horas ap6s o ultimo dia de treino para ratos epiléticos e controles tratados com CMMO ou
solugdo salina. Os dados estdo representados como a média + EP; n=8 por grupo.

Newman-Keuls apés ANOVA de uma via p<0,001 PILO vs Salina e p<0,05 PILO vs
PILO+CMMO.

Durante o teste também se analisou o numero de vezes que 0s animais
cruzaram um aro virtual situado na regido onde antes havia a plataforma de escape.
Os animais dos grupos controle cruzaram o aro em maior numero de vezes em
comparagado com os animais que receberam PILO (Figura 18, p<0,001 vs salina,
ANOVA de uma via seguido de Newman-Keuls). A exemplo dos dados obtidos para
o tempo de natagdo no QA, os animais tratados com PILO que porém receberam
também tratamento com CMMO cruzaram o aro virtual em numero de vezes maior

do que os animais do grupo | (p<0,01 vs PILO).
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Figura 18 — Animais epilépticos tratados com CMMO cruzam mais vezes aro alvo em
comparagao com nao-tratados. Numero de cruzamentos sobre aro alvo durante teste de 60s
na auséncia da plataforma de escape realizado 24 horas apés o ultimo dia de treino para
ratos epiléticos e controles tratados com CMMO ou solugdo salina. Os dados estdo
representados como a média + EP; n=8 por grupo. Newman-Keuls apés ANOVA de uma via
p<0,001 PILO vs Salina e p<0,01 PILO vs PILO+CMMO.

No teste, ainda avaliamos a laténcia de escape. De maneira semelhante ao
observado para os parametros anteriores, os animais dos grupos lll e IV alcangaram
a posicao da plataforma mais rapidamente do que os animais epilépticos do grupo |
(teste de Newman-Keuls apos ANOVA de uma via p<0,01 vs salina) e ainda os
animais epilépticos tratados com CMMO tiveram desempenho superior ao grupo | e

comparavel aos controles (p<0,01 vs PILO e p>0,05 vs salina, Figura 19).
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Figura 19 — Animais epilépticos tratados com CMMO alcangam a plataforma virtual mais
rapidamente do que nao-tratados. O grafico expressa as laténcias médias de ratos controle
e com epilepsia que receberam transplante de CMMO ou injecdo de solugado salina para
encontrar a plataforma durante teste 24h apds a ultima sessao de treino no LAM. Os dados
estao representados como a média + EP; n=8 por grupo. Newman-Keuls apés ANOVA de
uma via p<0,01 PILO vs Salina e p<0,05 PILO vs PILO+CMMO.

Por fim, como o desempenho no LAM depende da capacidade motora dos
animais, avaliamos a velocidade de natagao durante o teste, constando-se que nao
houve diferenga entre os grupos (Figura 20). Assim, as diferengas encontradas nao

se devem ao comprometimento motor de determinado grupo de animais.
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Figura 20 — Velocidade de natagédo durante o teste é comparavel entre os grupos. Os dados

estdo representados como a média + EP; n=8 por grupo.

4.4 O tratamento com litio-pilocarpina bloqueia a memodria de longa
duracédo no paradigma de reconhecimento de objetos e CMMO né&o revertem o

déficit cognitivo associado a esta tarefa.

Com o intuito de analisar se o tratamento com PILO impede a formagao da
memoria de reconhecimento e se as CMMO administradas a ratos epilépticos
interferem positivamente nesse quadro, 60 dias apds a injegdo de CMMO os animais
foram treinados na tarefa de reconhecimento de objetos. Passadas 24 horas do
treino, a retengdo da memoria foi avaliada durante uma sesséo de teste, em que um

dos objetos familiares foi substituido por um novidoso.

Os animais controles dos grupos Ill e IV exploraram mais o objeto novo do
que o objeto familiar (p<0,05 no teste t de Student para amostra unica, valor de

referéncia=50). Entretanto, como mostra a figura 21 os animais tratados com litio-
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pilocarpina passaram praticamente a mesma quantidade de tempo explorando o

objeto novo e o familiar durante a sessao de teste.
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Figura 21 — O tratamento com litio-pilocarpina impede a consolidacdo de memoria de
reconhecimento de longa duragédo, e as CMMO n&o revertem esse processo. Os animais
foram expostos por 5 min a dois objetos diferentes (A e B) e 24h depois a um objeto familiar
(A) e um novo (C). Em I: grupo | — PILO; II: grupo Il — PILO + CMMO; llI: grupo Il — salina;
IV: grupo IV — salina + CMMO. Os dados estdo expressos como a média + EP da
percentagem de tempo de exploragdo do objeto em relagdo ao tempo total. *p<0,05 e

**p<0,01, n=10 por grupo.

4.5 O tratamento com litio-pilocarpina diminui o limiar convulsivo no

teste do eletrochoque maximo.

Visando verificar se PILO diminui o limiar convulsivo dos animais, e sendo
esse o0 caso, se as CMMO administradas a animais epilépticos elevam esse limiar

novamente ao nivel dos animais controles, utilizamos o teste do eletrochoque
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maximo. Ao mesmo tempo, buscamos verificar se as CMMO por si so tém efeito

sobre o limiar convulsivo.

Assim, 0os animais receberam o estimulo elétrico progressivo (degraus de 5
mA, com intervalo de 24 horas) até apresentarem convulsdo generalizada com
extenséo clénica. Observou-se que os animais do grupo | (PILO) convulsionaram ao
receberem aplicacbes de corrente menor do que os animais controle, e que,

portanto, seu limiar convulsivo é mais baixo, como mostra a figura 22 (p<0,05).
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Figura 22 — O tratamento com PILO reduz o limiar convulsivo no teste do eletrochoque
maximo, e a injecao de CMMO nao leva o limiar elevado em animais epilépticos. Os dados
expressam a corrente média necessaria para convulsdo generalizada com extensao ténico-
clénica. Média + DP; ANOVA de uma via seguido de Teste de Tukey. *p<0,05 n=6 por
grupo.
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4.6 Nao ha EGFP detectavel nas amostras retiradas dos animais que

receberam CMMO sete meses ap0s o transplante.

Com o objetivo de verificar se as CMMO seriam identificadas nas estruturas
cerebrais nés ensaiamos amostras dos hipocampos, cerebelo e bulbo olfatério dos
animais transplantados dos grupos Il e IV. Também analisamos amostras obtidas de
orgaos periféricos: coragdo, pulmao e figado, tendo em mente que as células

também poderiam alojar-se nesses 6rgaos, ja que a administragao foi periférica.

A analise de todas as amostras retiradas dos animais transplantados néao
revelou a banda correspondente ao fragmento esperado. Este fragmento foi
visualizado em todas as amostras ensaiadas que sabidamente continham células

EGFP+ (obtidas da cauda de camundongos transgénicos ou de CMMO em cultura).

Paralelamente, realizou-se um teste da sensibilidade analitica da técnica em
que diluicdes seriadas de DNA EGFP+ foram submetidas ao protocolo de PCR. As
concentragdes variaram de 200 ng/uL a 0,5 ng/ uL. Foi possivel visualizar a banda
correspondente ao fragmento esperado somente nas concentragdes superiores a

0,5 ng/ uL.
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DISCUSSAO

O objetivo central desse estudo foi verificar se CMMO de camundongos,
transplantadas sistemicamente, eram capazes de diminuir crises recorrentes em
ratos, bem como promover melhora cognitiva e reduzir o limiar das crises
convulsivas. As células injetadas n&o sé reduziram as CERs como também levaram
a uma melhora cognitiva, observada no LAM. Porém, a performance destes animais
na tarefa de reconhecimento de objetos permaneceu inalterada apds o transplante
com CMMO em relacdo a seus controles com epilepsia. Além disso, embora os
animais epilépticos tratados com CMMO apresentem um limiar convulsivo
intermediario — entre o observado para animais controle e pilocarpina - essas células
nao foram capazes de eleva-lo significativamente em relagdo aos animais que nao
receberam transplante. Finalmente, nio foi visualizada a presenca de EGFP através

de PCR em quaisquer amostras retiradas dos animais transplantados.

E comum entre pacientes com epilepsia do lobo temporal a presenga de
algum tipo de déficit cognitivo, e em modelos experimentais de epilepsia — como o
da pilocarpina — também ha comprometimento das fungdes cognitivas (Holmes 1997;

Liu et al. 1994). Animais tratados com pilocarpina sabidamente apresentam déficit



de memodria espacial no LAM, associado com a grande morte de células
hipocampais induzida pelo modelo (Wu et al., 2001; Hort et al., 1999). Assim,
treinamos os animais na tarefa do LAM para verificar se as CMMO poderiam reverter
esse déficit, o que de fato aconteceu. A observacao de que os animais epilépticos
tratados com CMMO aprendem a tarefa melhor do que os nao-tratados, e que retém
essa memoria por mais tempo, indica que estas células tém efeito paliativo sobre o
deterioro mneménico associado ao modelo litio-pilocarpina. Contudo, quando
treinamos os animais na tarefa de reconhecimento de objetos o resultado obtido nédo
foi o mesmo: os animais tratados com litio-pilocarpina e transplantados com CMMO
nao demonstraram memoria do objeto familiar, a exemplo dos animais epilépticos
nao transplantados e diferentemente dos animais controles. Vale mencionar aqui,
que outros pesquisadores ndao encontraram alteragdes na performance desta tarefa
em ratos submetidos ao tratamento com litio-pilocarpina (Detour et al., 2005).
Entretanto, nesse estudo, Detour e colegas utilizaram protocolo de treino e teste
diferente do nosso, e empregaram uma dose de pilocarpina equivalente a metade da
que utilizamos, o que talvez explique as discrepancias encontradas. Além disso, o
papel do hipocampo na memoaria de reconhecimento ainda é controverso; enquanto
ha estudos, a exemplo do de Detour et al., onde lesdes hipocampais supostamente
nao alteram esse tipo de memodria (Mumby et al., 2002), outros mostram que o
hipocampo tem sim papel importante no reconhecimento de objetos (Clark et al.,

2000; Rossato et al., 2007).

Em primeira analise, nossos dados parecem contraditérios, porque se por um
lado apontam que as CMMO injetadas em ratos tratados com PILO levam a melhora
da memoria espacial associada a aprendizagem do LAM, por outro as mesmas

células aparentemente nao tém efeito sobre a memodria de reconhecimento de
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objetos. Porém, se levarmos em consideragao as estruturas encefalicas envolvidas
com o aprendizado de cada uma destas tarefas €& possivel explicar essa
discrepancia. A memoria espacial associada a aprendizagem do LAM parece ser
dependente de uma acédo coordenada de diferentes regides do encéfalo e de
diferentes sistemas de neurotransmissores que constituem uma rede funcional
integrada. Lesdes em regides como estriado, prosencéfalo basal, cerebelo e cortex
também comprometem a performance nessa tarefa, mas o LAM é particularmente
sensivel a lesdes hipocampais (revisado por D'Hooge e Deyn, 2001). Ja no
paradigma de reconhecimento de objetos, as estruturas chave que modulam esse
tipo de memodria sdo além do hipocampo, cujo papel e participagdo ainda séo
amplamente discutidos, o cortex perirrinal, cértex pré-frontal mesial, prosencéfalo

basal e nucleus accumbens (revisado por Dere et al., 2007).

No modelo da PILO, a morte celular n&o se restringe ao hipocampo, mas sim
atinge outras estruturas tais como coértex piriforme e entorrinal, tdlamo, amigdala e
neocortex (Turski 1983). Assim, em primeiro lugar as diferengas entre nossos
resultados e aqueles de Detour e colaboradores podem se dever a extensdo da
lesao provocada pela PILO: como usamos o dobro da dose de PILO, pode-se supor
que a morte celular tenha atingido de forma mais intensa uma regido muito mais
ampla, comprometendo a fungdo de outras estruturas que ndao o hipocampo que
também estdo relacionadas a memodria de reconhecimento de objetos. O cortex
entorrinal, por exemplo, conecta o hipocampo ao cortex perirrinal (Witter et al.,
1986), logo se pode supor que uma lesdo nessa estrutura, poderia dificultar a agéo
coordenada das estruturas do lobo temporal, fundamental para a aquisicido e

retencio desse tipo de memodria.
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Da mesma maneira, a recuperacao funcional do hipocampo poderia ter maior
impacto na memoria espacial relacionada ao LAM e ao mesmo tempo nao ser capaz
de reverter o déficit cognitivo observado no paradigma de reconhecimento de
objetos. Um dos mecanismos de atuagdo propostos para as células-tronco € o
estimulo da proliferacéo e diferenciacéo de nichos de células-tronco ja presentes no
tecido através de secrecao/elevacao de fatores troficos. Assim, as CMMO poderiam
atuar estimulando a neurogénese no hipocampo (Gross 2000). Como no giro
denteado os novos neurbnios gerados migram curtas distancias até a camada
granular interna e tornam-se neurdnios granulares (Ming e Song, 2005), podemos
hipotetizar que no caso de neurogénese induzida pelas CMMO, essa neurogénese
seria capaz de repor populagdes hipocampais, mas nao populacdes neurais de
outras estruturas, favorecendo assim a aprendizagem de tarefas como o LAM, mas

nao do reconhecimento de objetos.

Uma vez que as crises convulsivas estdo intimamente associadas com a
epilepsia, mais do que avaliar o desempenho cognitivo dos animais transplantados,
nds buscamos avaliar o efeito das CMMO sobre dois aspectos principais: o limiar
convulsivo e a frequéncia de CERs. Através do teste do eletrochoque maximo
pudemos observar que se por um lado o limiar convulsivo dos animais epilépticos
tratados com CMMO né&o é significativamente diferente do n&o-tratados, por outro
lado ele também n&o é significativamente diferente daquele dos animais controles,
enquanto que controles e epilépticos sao diferentes entre si. A posicao intermediaria
dos animais epilépticos transplantados pode ser um indicativo de que ha uma
tendéncia ao aumento do limiar convulsivo entre os animais injetados com CMMO.
Como esse teste contou com amostra de apenas seis animais por grupo, é possivel

que o aumento da amostra confirme essa tendéncia. Também ¢é possivel que o
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resultado do teste fosse diferente se a avaliagcao tivesse sido feita apds um tempo
mais longo de transplante. A exemplo do que observamos para a freqiiéncia de
crises — menor quanto maior o tempo de transplante — podemos especular que o
limiar se eleve com o passar do tempo. Na avaliagao da freqiéncia de crises, nossos
resultados foram claramente positivos, demonstrando que as CMMO reduzem a
freqiéncia de CERs em cerca de 20% nos primeiros sete dias pds-transplante e em
cerca de 35% em relagdo aos animais que nao receberam as células. Ainda, quando
0 grupo de animais transplantados é comparado com ele mesmo, a frequéncia de

crises € menor apos o transplante.

Outros pesquisadores ja demonstraram que células-tronco tém a capacidade
de controlar as CERs, bem como expressar marcadores de interneurénios. Chu e
colaboradores (Chu et al. 2004) examinaram os efeitos de células-tronco neurais
obtidas da zona ventricular de embrides humanos nas CERs de ratos que passaram
por SE. O transplante foi realizado somente um dia apds a indu¢do de SE, e a
exemplo de nosso estudo, foi feito via veia da cauda. Entre 28 a 35 dias apos o SE,
apenas 13% dos animais que receberam as células apresentavam CERs. Além
disso, as células doadoras, expressando [(-galactosidase, co-expressavam
marcadores de interneurénios como GABA e parvalbumina, sugerindo que as células

derivadas das CT se diferenciam em células sintetizantes de GABA.

Em seu estudo, Chu obteve uma redugdo muito mais drastica na frequéncia
de crises (0,05+0,02/dia nos animais transplantados vs 1,37+0,22 nos nao-
transplantados), o que pode se dever as principais diferengcas entre o desenho

experimental de nosso trabalho e do de Chu que sdo:
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1) tipo de célula empregada: CMMO de camundongos contra células neurais
humanas, ambas aplicadas via veia da cauda, ambos xenotransplante.

2) periodo em que as células foram injetadas: 22 dias apés o SE em nosso estudo e
24 horas ap6s o SE no estudo de Chu. Assim, enquanto Chu avaliou o efeito do
transplante no periodo latente da doenca — talvez efeito na epileptogénese/
neuroprotecao, nds optamos por avaliar o efeito das células sobre o periodo crénico,
quando os animais ja apresentavam CERs, por ser a utilizacdo terapéutica das
células no periodo mais préxima da aplicacao clinica.

3) periodo de monitoramento das CERs: durante 7 dias, com inicio 28 dias apds o
transplante para Chu, enquanto no nosso estudo monitoramos por 21 dias (durante
7 dias anteriores e 14 posteriores ao transplante); Talvez seja esse o principal
motivo pelo qual ha discrepancia entre os resultados, uma vez que Chu deu inicio ao
monitoramento no momento temporal em que nés demos término. Uma vez que
verificamos que entre os primeiros sete dias de monitoramento pés-transplante e os
ultimos sete houve reducgdo significativa na frequéncia de crises, € possivel

especular que as crises tornam-se menos frequentes com o passar do tempo.

Outra diferenca marcante entre os trabalhos € que Chu e colaboradores
demonstram a presenca de células transplantadas no hipocampo e em outras
regides encefalicas, que expressam marcadores de interneurénios. Nés, entretanto,

nao verificamos a banda correspondente a EGFP, utilizando técnica diferente.

Uma vez que as células transplantadas levaram a melhora comportamental,
seja reduzindo a frequéncia de CERs, seja no melhor desempenho apresentado no
LAM pelos animais tratados, € evidente que atuaram de alguma maneira no sistema

nervoso central dos animais que as receberam. Existem quatro hipdteses que
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podem explicar porque nao foram encontradas evidéncias da presenca de células
transplantadas por PCR. Duas dessas séo o longo tempo decorrido do transplante (7
meses) e a sensibilidade da técnica, que ndo apontou como positivas amostras
contendo DNA em concentragdes abaixo de 0,5 ng/ uL. Considerando que apesar da
injecdo venosa periférica de células, ndo foi detectada presenca em quaisquer
orgaos estudados, € possivel admitir que decorrido tanto tempo essas células
possam ter passado por um processo de morte natural. Também é possivel que a
quantidade de células, e consequientemente a quantidade de DNA contendo EGFP,
seja muito pequena, e mesmo amplificada ndo possa ser visualizada no gel. Talvez
uma nested-PCR, ou uma PCR em tempo real, com aumento da sensibilidade da
técnica, poderia ser util na detecgdo dessas células. Em terceiro lugar, como
realizamos um xenotransplante, poderia se supor a ndo deteccao de EGFP como
consequéncia da resposta imunolégica. Contra esta hipotese, pesam dois
argumentos: a) mesmo na auséncia de imunossupressdao  células
xenotransplantadas podem migrar e sobreviver no encéfalo (Irons et al., 2004); e
principalmente, b) obtivemos resposta comportamental positiva. A ultima hipotese é
de que o mecanismo de acdo dessas células pode ndo ser o de diferenciagao
dessas células em células nervosas, e consequente reposicdo direta da populagao
neural perdida durante a indugdo e progressado da epilepsia, ja que este ndo é o
unico mecanismo sugerido para a agao de células-tronco. De fato, atualmente, sado
propostos seis mecanismos pelos quais células-tronco adultas poderiam contribuir
para o reparo tecidual: transdiferenciacdo, de-diferenciagao, transdeterminacao,
fusdo celular, comportamento de células-tronco pluripotentes verdadeiras e

producéo de fatores tréficos (Rice e Scolding, 2004).

75



Sabe-se hoje que, a despeito do que se acreditou por anos, novos neurdnios
podem ser integrados a determinadas regides do encéfalo adulto a partir de células
progenitoras neurais ou células-tronco adultas neurais, em um processo chamado
neurogénese (Gross, 2000). Na maioria dos mamiferos, a neurogénese ocorre ao
longo de toda a vida na zona subventricular do ventriculo lateral e na zona
subgranular do GD no hipocampo. Os fatores que regulam essa proliferagao in vivo
ainda nao foram totalmente caracterizados, mas membros das familias de fatores de
crescimento FGF (fator de crescimento de fibroblasto) e EGF (fator de crescimento
epidérmico) sado usados para propagar progenitores neurais in vitro e podem ter
funcdes semelhantes in vivo (revisado por Ming e Song, 2005). Assim, as células-
tronco poderiam promover a recuperacao funcional por outros meios que nao a
reposicao celular direta, como por exemplo, pela secreg¢ao de fatores troficos. Esses
fatores troficos poderiam por sua vez promover a sobrevivéncia, migracao e
diferenciacao de células progenitoras neurais enddégenas (Chopp e Li, 2002). Assim,
na auséncia de expressdo molecular de CMMO detectaveis no encéfalo, nos
podemos hipotetizar que as CMMO transplantadas poderiam exercer um efeito

trofico direto no tecido ou levar a uma elevagéo da atividade trofica endogena.

A idéia de que o mecanismo de agao das CMMO pode estar ligado a fatores
troficos é reforgada por trabalhos que apontam que o tratamento de células
doadoras com uma mistura de FGF-2 (fator de crescimento de fibroblasto) e BDNF
(fator de crescimento neurotrofico cerebral-derivado), anterior ao enxerto dessas
células fetais no hipocampo, é eficiente na supressao da epileptogénese (Rao, et al.,
2006), e que o FGF-2, por exemplo, contribui com a sobrevivéncia e diferenciagcéo
de neurénios hipocampais em desenvolvimento em condigbes adversas (Eves et al.,

2001). Ainda, Kanter-Schlifke e colaboradores demonstraram em estudo com terapia
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génica (Kanter-Schlifke et al.,, 2007) que a expressdo aumentada de GDNF no

hipocampo de ratos suprime crises epilépticas em modelo de abrasamento e SE.

Além disso, em um modelo de isquemia, Borlongan e colegas verificaram que
a presenca de células nidadas no encéfalo nao é pré-requisito para neuroprotecéao, e
que o tratamento com células-tronco do corddo umbilical injetadas perifericamente
eleva os niveis de fatores neurotréficos, correlacionando-se positivamente com
reducao da area de infarto e melhora de fungbes comportamentais (Borlongan et al.,
2004). Este mesmo trabalho vincula a necessidade de abertura da barreira hemato-
encefalica (BHE) ao efeito dessas moléculas tréficas, sendo a permeabilidade da
BHE induzida por manitol critica para que os fatores tréficos derivados do
transplante exercessem neuroprotecdo. Nesse estudo, a abertura espontanea
produzida pela oclusdo da artéria cerebral média nao foi suficiente para permitir a
entrada dos fatores troficos derivados das células transplantadas no SNC. No
entanto, como nosso estudo € em epilepsia crbnica, acreditamos que a BHE nao
seja um impedimento para a passagem dessas moléculas, visto que ela sabe
durante as convulsdes (Costa, 1972), que por sua vez séo frequentes no modelo

que utilizamos.

Finalmente, se por um lado o SE induz um aumento inicial na neurogénese no
giro denteado (Parent et al., 1997), a epilepsia do lobo temporal crbnica esta
associada com neurogénese consideravelmente diminuida (Hattiangady et al.,
2004). Hattiangady e colegas demonstraram também que o declinio na neurogénese
€ consideravelmente maior em ratos que apresentam um maior numero de CERs,
sugerindo que a maior frequéncia de CERs durante a epilepsia crénica é prejudicial

a neurogénese no GD (Hattiangady et al., 2004). Soma-se a isso o fato de que
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durante a epilepsia cronica ha queda na concentragao de diversos fatores tréficos
que atuam na proliferacéo de células-tronco neurais (Shetty et al., 2003, Hattiangady
et al., 2004) e que a neurogénese diminuida pode contribuir para a persisténcia de
crises e déficits de memodria e aprendizagem. Logo, estratégias que aumentem a
producao de neurdnios no hipocampo epiléptico, seja exercendo efeito trofico direto
ou elevando a atividade tréfica enddgena, podem ser Uteis para o tratamento da

epilepsia do lobo temporal.
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CONCLUSOES

Neste trabalho investigamos os efeitos das células da por¢ado mononuclear da
medula 6ssea na freqléncia de crises, limiar convulsivo e desempenho cognitivo de
animais tratados com litio-pilocarpina. Nosso estudo possibilitou as seguintes

conclusoes:

1. O transplante de CMMO reduz a frequéncia de crises espontineas
recorrentes em aproximadamente 30% quando sao avaliados os primeiros 14 dias

subsequentes a injecdo de células.

2. O tratamento com litio-pilocarpina leva a déficit cognitvo detectavel no

labirinto aquatico de Morris e esse déficit € revertido pelo transplante de CMMO.

3. O tratamento com litio-pilocarpina compromete a memoéria de

reconhecimento de objetos e o transplante de CMMO nao reverte esse déficit.

4. Decorridos sete meses do transplante de CMMO, a presenca de EGFP nao
€ detectavel por PCR no hipocampo, cerebelo, bulbo olfatério, coracdo, pulmao e

figado.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Futuramente, mantendo esta mesma linha de pesquisa, pretendemos
aprofundar nossos achados sobre o potencial terapéutico das células-tronco da

medula éssea na epilepsia experimental. Para tanto, planejamos:

1) Aumentar o tempo de monitoramento por video, abrangendo um periodo

mais longo apos o transplante das células.

2) Aumentar a amostra de animais submetidos ao teste do eletrochoque
maximo, e realizar o teste quando decorrido maior tempo de transplante, para avaliar
com mais clareza o efeito das CMMO sobre o limiar convulsivo. Também
pretendemos utilizar outras técnicas para avaliar esse mesmo aspecto, como a

injecao de pentilenotetrazol.

3) Realizar ensaios de nested-PCR e PCR em tempo real, mais sensiveis a
detecgcdo de EGFP, bem como avaliar a presenca de células transplantadas no

encéfalo através de outras ferramentas, como imuno-histoquimica.



4) Avaliar a hipotese de que o efeito das células transplantadas possa ser

mediado por fatores tréficos, utilizando para isso técnicas bioquimicas.
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