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RESUMO

No final dos anos 60, os experimentos em proliferacao celular anunciaram a
neurogénese adulta em mamiferos. Trés décadas depois a relagdo entre neurogénese e
células-tronco neurais (NSCs) foi estabelecida. Atualmente, as NSCs sdo objeto de
pesquisas na medicina como modelo de estudo de multiplos estados anormais e
disturbios orgénicos, além de se propor como uma estratégia em condi¢cdes com poucas
alternativas terapéuticas. Contudo o desenvolvimento destas terapias depende do
entendimento dos mecanismos moleculares, celulares e biolégicos que controlam a
neurogénese e as NSCs. Assim, o objetivo deste trabalho foi o estudo das teorias no
funcionamento dos nichos neurogénicos e as NSCs com énfase na proliferagao, migracao
e diferenciacdo, além da descricdo dos aspectos celulares in vitro dos precursores
neurais (NPCs) dos nichos neurogénicos dos mamiferos. Os nichos sdo regides do
sistema nervoso adulto que apresentam neurogénese pela presenca das NSCs e um
microambiente celular apropriado. Nos mamiferos existem pelo menos dois nichos, a
zona subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais e a zona subgranular (SGZ) do
hipocampo. Os estudos revisados demostram que existem diferencas e semelhangas no
comportamento das NSCs nos nichos neurogénicos adultos, levando a que a
proliferacdo, migracao e diferenciacao seja menos efetiva quando comparada com o
desenvolvimento embrionario. Para finalizar, se descreveu o protocolo para isolamento
e cultivo dos NPCs e seus aspectos celulares. Os NPCs proliferaram como populacées
heterogéneas multipotentes. Apds a diferenciagao, as células migraram e apresentaram
caracteristicas morfoldgicas e imunofenotipicas de células neurais imaturas, com o
predominio de células gliais. Em conjunto, os NPCs in vitro mimetizam os aspectos gerais
da neurogénese.

Palavras chave: células-tronco neurais, desenvolvimento, medicina regenerativa,

neuroblastos, neurogénese adulta, nichos neurogénicos, progenitores neurais.
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ABSTRACT

In the late 60's, the experiments on cell proliferation announced adult
neurogenesis in mammals. Three decades later, the link between neurogenesis and
neural stem cells (NSCs) was recognized. Currently, NSCs are the matter of research in
human and veterinary medicine as a model of multiple abnormal states and organic
disorders, in addition to be proposed as a strategy for diseases and conditions with few
therapeutic alternatives. However, the successful development of these therapies
depends on the understanding of molecular, cellular and biological mechanisms that
control neurogenesis and NSCs. Therefore, the aim of this work was the study of the
theories on neurogenic niches and NSCs with focus in proliferation, migration and
differentiation, beyond the description of the cellular aspects of in vitro neural
precursors cells (NPCs) of the neurogenic niches of the mammals. The neurogenic niches
are regions of the adult nervous system which display complete neurogenesis because
of the presence of NSCs and an appropriate cell microenvironment. In mammals, there
are at least two neurogenic niches, the subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles
and the subgranular zone (SGZ) of the hippocampus. The reviewed studies showed that
exists differences and similarities in the behavior of the adult NSCs in the neurogenic
niches that lead to less effective proliferation, migration and differentiation; when
compared with the embryonic development. Finally, was described the protocol for
isolation and cultivation of NPCs and their cellular aspects. NPCs proliferated as
heterogeneous multipotent populations. Differentiation analyses showed that cells
migrated and showed morphological and immunophenotypical characteristics of
immature cells with the predominance of glial cells. Overall, NPCs effectively reproduce
the general aspects of neurogenesis.

Key words: adult neurogenesis, development, neural progenitors, neural stem

cells, neuroblasts, neurogenic niches, regenerative medicine.



19

CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO
1.2 REVISAO DE LITERATURA:

1.2.1 A BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO E AS
CELULAS-TRONCO

1.2.2 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO
1.2.3 A FORMACAO DO CORTEX CEREBRAL

1.3 OBIJETIVO



20

1.1 INTRODUCAO



21

1.1 INTRODUCAO

No final dos anos 60, os experimentos de cinética da proliferacao celular
anunciaram a neurogénese adulta em mamiferos (ALTMAN et al, 1962, ALTMAN et DAS
1965A, 1965B; ALTMAN1969; ALTMAN et DAS, 1966; KAPLAN et HINDS, 1977). Trés
décadas depois a relacdo conceitual entre neurogénese e células-tronco foi estabelecida
(GAGE et al, 1995; GAGE, 2000). Atualmente, as células-tronco sdo objeto de intensas
pesquisas nas ciéncias basicas e médicas. Nas ciéncias basicas os estudos permitem
aprofundar aspectos moleculares, proteicos, e genéticos do desenvolvimento dos
organismos; ja na area da medicina humana e veterindria, se consolidam como modelo
de estudo de multiplos estados anormais e disturbios organicos além de se propor como
uma estratégia na medicina regenerativa em doencas e condicdes com poucas
alternativas terapéuticas.

O termo medicina regenerativa faz referéncia ao conjunto de atividades que
aplicam os principios da engenharia biomédica e das ciéncias da saude para a obtengao
de substitutos biolégicos que mantenham, melhorem ou restaurem as fungdes de
orgdos e tecidos (SMITH, 2006). Nesse sentido, a terapia celular refere-se ao emprego
de células para o tratamento de doencas, sendo que a mais antiga pratica de terapia
celular descrita é a transfusdo do sangue total e de hemacias (SMITH, 2006).

No caso das células-tronco neurais (NSCs), sdo alvo de multiplas pesquisas para
repor células neurais perdidas ou disfuncionais e promover neuroprotecao apds lesdes
traumaticas da medula espinhal, doencas do desenvolvimento e neurodegenerativas
(KIM ET AL, 2010; HEFFERAN MP et al 2012; PURVES et al., 2012; AMEMORI ET AL, 2013;
EMGARD M. 2014; SU, H. 2011; FELDMAN, 2014; GLASS, 2012; HORMOZDIARI et al.,
2015).

Contudo, o desenvolvimento exitoso destas terapias depende do entendimento
dos mecanismos moleculares, celulares e bioldgicos que controlam a neurogénese e as
NSCs, ainda pouco compreendidos.

O trabalho esta divido em quatro capitulos, no primeiro capitulo se faz uma
introducdo e revisdao da literatura em aspectos bdsicos do desenvolvimento do sistema

nervoso central (CNS), a participacdo das células-tronco neurais (NSCs) e os processos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hefferan%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22916141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Emgård%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24412492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22963797
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de proliferagdo, migracao e diferenciagdo nos mamiferos e, por ultimo, a descrigdo dos
objetivos. O segundo e terceiro capitulo abordam desde o estudo tedrico e
experimental, os aspectos celulares dos nichos neurogénicos e as NSCs dos mamiferos
adultos e a manipulagdo in vitro das NSCs e progenitores (NPCs) do camundongo adulto
como modelo animal. Por fim o quarto capitulo traz uma discussdao dos assuntos

tratados além das consideragdes finais.
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1.2.1 A BIOLOGIA DO
DESENVOLVIMENTO E AS
CELULAS-TRONCO

O contexto histérico em embriologia, biologia do desenvolvimento e células-tronco pode
ser descrito em dois periodos. O primeiro periodo na transicdo entre a idade moderna e
contemporanea, onde se destaca a criacdo da Teoria Celular, a formalizagdo da embriologia como
disciplina, os trabalhos de Weismann e Driesch e os achados de Haeckel, Boveri e Wilson em
ecologia, pioneiros na ideia de célula-tronco.

O segundo periodo, no auge da idade contemporanea até a atualidade com o progresso
sem precedente das ciéncias desde o descobrimento da célula-tronco hematopoiética por Till e
McCulloch, a aparicdo da biologia do desenvolvimento como disciplina, a descoberta das areas
embriondrias junto ao conceito de inducdo de Spemann e os experimentos de Briggs, King e
Gurdon em transferéncia nuclear. Estes avangos teriam sua conexdo mais direta no experimento
de clonacdo de Campbell e a criacdo das células-tronco pluripotentes induzidas por Yamanaka e
Takahashi.
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1.2.1 A embriologia, a biologia do desenvolvimento e as células-tronco

O interesse dos homens nos fendOmenos naturais, as ciéncias exatas e bioldgicas,
vem desde os primérdios da civilizagao, mas foi s6 até o século XIX e XX que os estudos
prosperaram.

Quais sucessos politicos, econémicos e socioculturais poderiam ter influenciado
os cientistas da época? Qual a ligagdo entre embriologia, biologia do desenvolvimento
e células-tronco?

Este contexto histérico pode ser dividido em dois periodos, um primeiro
momento de transicdo entre a idade moderna e contemporanea, com o fim da
revolucdo francesa e a apari¢ao das sociedades industriais, as reformas politicas, sociais
e econbmicas; e um segundo periodo, no auge da idade contemporanea até a
atualidade, com a consolidagdao geopolitica e econémica do mundo apds as guerras

mundiais, o que permitiu o progresso sem precedente das ciéncias (Figura 1).

O século das sociedades industriais e o surgimento da embriologia

Na primeira parte do século XIX, depois da derrota da Franga nas Guerras
Napolebnicas, o Império Britanico e seus aliados (Alemanha, Russia, Japdo, Estados
Unidos) comegaram o movimento da Revoluc¢do Industrial provocando a transi¢cdao dos
métodos de producio, e levando a reformas sociais e econdmicas significativas®. O novo
estilo de produ¢ao gerou uma maior demanda de mao-de-obra, assim a populagdo das
cidades europeias dobrou e com ela a proliferacdo de doencas infecciosas e ma

nutricdo®3 (STARR, 1982; STECKEL, 1999).

FIGURA 1. Contexto histérico em embriologia, biologia do desenvolvimento e células-tronco. Diferentes sucessos politicos,
econdmicos e socioculturais marcaram o desenvolvimento das ciéncias bioldgicas, a embriologia, a biologia do desenvolvimento e
as células-tronco. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

11760-1860 Durante a revolugdo industrial os métodos de produc3o se intensificaram apds a criacdo de
novas maquinas, como as primeiras maquinas a vapor e a invengao da locomotiva.

20s hospitais eram os principais focos de contaminacdo, como instituicdes religiosas de caridade,
recebiam doentes, idosos, 6rfaos e pessoas de baixos recursos.

31830 A Franca sofreu multiplas epidemias, entre elas célera, febre tifoide e tuberculose.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Guerras_Napole%C3%B4nicas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Guerras_Napole%C3%B4nicas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Imp%C3%A9rio_Brit%C3%A2nico
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O crescimento econdmico promoveu cidadaos livres-pensadores e a situagao
sanitdria o desenvolvimento de uma medicina cientifica, desligada do mistico e
artesanal, transformando as sociedades dominadas pela religido e aristocracia em
aquelas dominadas pela ciéncia, industria, comércio e profissionalizacao (BERGER,
1999).

Como resultado, para finais do século XIX, novas técnicas e descobrimentos
geraram melhores praticas na manipulacdo dos alimentos, o tratamento de feridas e a
execucdo dos procedimentos cirdrgicos, o qual significativamente diminuiu as taxas de

mortalidade e os padrdes de vida melhoraram (TWARD, 1997; BERGER, 1999) (Figura 2).

1780 1800 1820 1840 1860 1880 1900

FIGURA 2. Século XIX-XX, as guerras napolednicas e as sociedades industriais. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Nas ciéncias bioldgicas, os pesquisadores desenvolveram teorias para explicar
diversos fenémenos, sendo um tempo de expansao cientifica do conhecimento, desde
a formulacdo da Teoria da Evolucdo de Darwin até a Teoria da Heranca de Mendel
(REZENDE, 2006).

Especificamente entre 1830 e 1858 uma série de estudos em organismos

vegetais e animais deu origem a Teoria Celular, a qual prop6s a célula como a unidade
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estrutural e funcional de todos os seres vivos (REZENDE, 2006)* (Figura 1). A Teoria
Celular além de derrocar os dogmas religiosos da origem dos organismos, propiciou o
consenso entre a comunidade cientifica de que a observacdo detalhada e multipla dos
organismos era o Unico caminho na compreensao dos processos biolégicos, sendo
possivel identificar estruturas e processos homdlogos entre vegetais e animais
(CHURCHILL, 1991).

A popularizagao da Teoria Celular levou a que os estudos no desenvolvimento
dos organismos tomassem forca, formalizando-se o estudo da embriologia como
ciéncia. A embriologia se alimentou da onda revolucionaria levando a grandes
transformacdes nos seus métodos de estudo, passando por uma fase descritiva, seguida
de uma comparada até finalmente uma experimental, esta Ultima também conhecida
como “Entwicklungsmechanik” ou fisiologia do desenvolvimento® (CHURCHILL, 1991;
MAINSCHEIN, 1991; HARDIN, 1996) (Figura 1).

Nesta evolucdo se destacam os estudos de Friedrich L A Weismann, e Hans
Driesch. Weismann, amplo seguidor da Teoria da Sele¢do Natural de Darwin, formulou
uma série de conceitos ao redor da heranca e o desenvolvimento. Usando ouricos do
mar como modelo, teorizou que o corpo estava formado por dois tipos celulares, as
células germinais e as células somaticas, sendo que a célula germinal seria o resultado
da unido do 6vulo e o espermatozoide no plasma germinativo, capaz de produzir um
organismo completo e de transmitir a heranca.

O zigoto teria no seu interior, “determinantes” ou estruturas que futuramente
produziriam tecidos especificos. Assim, durante o segundo estadio de divisao celular do
zigoto, as novas células apresentariam uma distribuicdo desigual destas determinantes,
no que ele chamou o Modelo de Mosaico ou modelo de Determinagdo Nuclear. Assim,
no Modelo de Mosaico cada nova célula do tipo somatico apresenta no seu nuicleo uma

“determinante” para gerar um tecido ou estrutura especifica (WEISMANN, 1893).

4Em 1830 Joseph Jackson Lister inventou o microscépio acromdtico, o que permitiu a melhor visualizacio
dos objetos e com isto o surgimento da Teoria Celular.
31817-1850 Embriologia descritiva (Christian Pander, Karl Ernst Von Baer, Heinrich Rathke).

1870-1900 Embriologia comparada (Ernst Haeckel e Friedrich Leopold August Weisman).

1880-1910 Embriologia experimental ou Entwicklungsmechanik (Wilheim Roux, Gustav Born, Oscar
Hertwing, Hans Driesch e Thomas Hunt Morgan).
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No entanto, Hans Driesch, realizando manipula¢des do modelo animal de
Weismann, demonstrou que as células no zigoto retém todas as informagdes ou
“determinantes”, sendo possivel a partir de qualquer célula o desenvolvimento
completo do organismo, apesar de remover ou reordenar suas estruturas. Em seu
experimento separou um ovo de ourigo de mar na fase da segunda divisdao celular,
produzindo duas blastulas da metade do tamanho do original que chegaram até o
estado larvario. Driesch concluiu que cada blastbmero reteve as “determinantes” ou sua
“totipoténcia®”. Adicionalmente, o experimento consolidou o efeito de regulacdo
embrionaria, que consiste na habilidade das células do embrido de desenvolver-se pela
interacdo com outras células ou o ambiente (DRIESCH, 1908).

Paralelamente a palavra célula-tronco e sua definicdo apareciam pela primeira
vez na literatura cientifica nos trabalhos pioneiros em ecologia e embriologia de Ernst
Haeckel, Theodor Boveri e Edmund B Wilson (Figura 1). Entre 1868 e 1876, Haeckel
também seguidor da Teoria da Selecdo Natural de Darwin, desenhou em seus estudos
de ecologia das populagdes “arvores filogenéticas” de diferentes organismos, que
chamou Stammbaume’, para propor a existéncia de um organismo simples e unicelular
do qual sdo gerados todos os organismos (HAECKEL, 1874). Posteriormente Haeckel
aplicaria este conceito no ambiente celular, sendo chamada Stammzellen (célula-
tronco) aquela célula com capacidade de gerar todos os tipos de células de um
organismo (HAECKEL, 1876a, 1876b).

Por sua parte, Theodor Boveri em seus estudos das linhagens celulares em
nematodeos, retomou os postulados de Haeckel, acrescentando que, unicamente as
células no plasma germinal entre a etapa da fertilizacdo e a formacdo da camada
germinativa poderiam ser chamadas Stammzellen (BOVERI, 1892a, 1892b). Na literatura
inglesa, Edmund B. Wilson popularizou o termo stem cell pela traducdo e reconstrucdo
dos achados de Haeckel e Boveri 8(WILSON, 1896).

Na area médica, o interesse na fisiologia do sistema hematopoiético produziu

guestionamentos sobre a existéncia de um precursor em comum para os tipos celulares

® Driesch descreve a totipoténcia como a habilidade da célula (o blastémero) de responder as
necessidades “do todo” e se converter em qualquer parte que as condi¢des do ambiente o
demandarem.

Do alem3o Stammbaum (linhagem, filogenia, filogénese).

8No seu livro The cell in development and inheritance.
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do sangue. Assim, a final do século XIX, Artur Pappenheim, Alexander Maximow e Wera
Dantschakoff entre outros pesquisadores, adotaram o termo “célula-tronco” dos textos
em embriologia para referir-se ao precursor celular do sistema hematopoiético (Figura
1). Este precursor representaria uma célula que originaria eritrécitos, granuldcitos e
linfécitos. As células propostas como os precursores foram descritas como grandes
linfécitos polivalentes (PAPPENHEIM, 1908a, 1908b), linfécitos nao diferenciados-nao
granulares (DANTSCHAKOFF, 1908) e linfécitos verdadeiros (MAXIMOW,1909).

O auge das sociedades contempordneas e das ciéncias

No século XX o crescimento econdmico incentivou o nacionalismo e os embates
politicos, ideoldgicos e militares, as disputas se intensificaram até chegar ao que se
conhece como a | e Il Guerra Mundiais.

Na Europa, as guerras deixaram mortes em massa, tanto de soldados quanto de
cidaddaos comuns. Os genocidios sem precedentes levaram ao atraso econdmico e uma
nova configuragao geopolitica. Os Estados Unidos se consolidaram como uma nova
poténcia mundial e ao final do século XX, multiplas reformas econdémicas, acordos e
mudancas politicas marcaram o fim das guerras, permitindo grandes avan¢os em
comunicacao, transporte e saude, e com isto o desenvolvimento sem precedentes das
ciéncias® (Figura 3).

Nesse cendrio, os acontecimentos em Hiroshima e Nagasaki em 1945,
marcaram um momento transcendente para as ciéncias médicas. Apds a bomba
atébmica, a massiva exposicdo da populacdo as doses baixas de radiacdo levou a
numerosos problemas metabdlicos que consolidaram na area medica o ressurgimento

da linha de pesquisa no sistema hematopoiético.

91900-1980 Grandes invencdes em tecnologia, transportes e comunicacdo, como o avido (Santos Dumond
e irmdos Wright), a Teoria da Relatividade (Albert Einstein), o radar (Christian Hulsmeyer), a fibra dtica
(Narinder Singh Kapany) e o computador moderno (Alan Turing) entre outros.

190s bombardeamentos atémicos de Hiroshima e Nagasaki foram realizados pelos Estados Unidos contra
o Japdo nos estdgios finais da Segunda Guerra Mundial, nas chamadas Guerras do Pacifico em agosto de
7 a 9 de 1945. Os sobreviventes foram chamados hibakusha, que se traduz como “pessoa afetada pela
explosdo” (http://www.rerf.jp/intro/index_e.html).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Superpot%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Segunda_Guerra_Mundial
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Os estudos nos modelos animais revelaram que a morte apds doses baixas de
radiacao foi o resultado da disfungdo de vdrios processos bioldgicos; assim, a perda de
leucécitos levou a infeccdo; a perda de plaquetas a falta de coagulacdo e a perda de
glébulos vermelhos a anemia fatal (WEISSMAN, 1997; DOMEN et al., 2006).

De tal modo, quase duas décadas depois o debate sobre a existéncia de um
precursor ou célula-tronco hematopoiética chegaria ao fim pelos trabalhos de James Till
e Ernest McCulloch e colaboradores em 1960 (Figura 1). A equipe encontrou os
componentes responsaveis pela geracdo e regeneracdo do sangue na medula éssea e

promulgaram as teorias centrais sobre as células-tronco®! (TILL et McCULLOCH, 1961).
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FIGURA 3. Século XX, a | e Il Guerra Mundial. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Para finais de 1900, com o descobrimento das células-tronco hematopoiéticas a
metodologia experimental ganhou importancia, os cientistas enxergaram que sua
aplicacdo permitia a manipulacdo de multiplas condi¢des ligadas ao desenvolvimento
dos organismos, encontrando as respostas que poderiam ser impossiveis em outros

contextos (CHURCHILL, 1991).

"As células podem auto renovar-se e podem produzir células que geram todos os tipos celulares do
sangue.
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Paralelamente, a embriologia como disciplina evoluiu até se converter numa
parte do que atualmente se conhece como biologia do desenvolvimento, campo da
biologia que abrange desde os processos embriondrios, até a regeneracdo e o
envelhecimento dos organismos.

Assim, os estudos em anfibios se popularizaram devido a seu tamanho e
facilidade de obten¢do. De tal modo, Hans Spemann em 1935 foi agraciado com o
Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina pela descoberta das dreas embriondrias na
gastrula anfibia e o conceito de indu¢cdo embriondria, na teoria conhecida como o
Organizador de Spemann (SPEMANN et MANGOLD, 1924; OPPENHEIMER, 1991; SAHA,
1991; KANDEL et al., 2014) (Figura 3).

Spemann trabalhando com embrides de anfibios, mostrou que a atividade
organizadora se restringe a uma regido do embrido denominada labio dorsal do
blastoporo, destinada a formar o mesoderma dorsal. No seu experimento, Spemann
demonstrou o papel da regido organizadora na formacdo do sistema nervoso
transplantando pequenos fragmentos de tecido do Idbio dorsal de um embrido doador
pigmentado em um hospedeiro. Pelo transplante de células organizadoras do embrido
doador pigmentado no hospedeiro ndo pigmentado Spemman e a sua equipe
descobriram que células organizadoras transplantadas seguiam seu programa de
desenvolvimento, gerando tecido mesodérmico da linha média, os somitos e a
notocorda (SPEMANN et MANGOLD, 1924; KANDEL et al., 2014).

Contudo, as células transplantadas também causaram uma impressionante
mudanca no destino das células vizinhas do embrido hospedeiro, que foram induzidas a
formar um novo sistema nervoso. Estes achados permitiram concluir que embora cada
area na gastrula é responsavel pela formacdo do corpo embriondrio, o destino das
células e dos tecidos pode ser determinado pelos sinais recebidos na interacdo célula-
célula (SPEMANN et MANGOLD, 1924; KANDEL et al., 2014)

O modelo bem sucedido de indu¢dao embrionaria de Spemann foi replicado
posteriormente por Robert Briggs e Thomas J. King, os quais transplantaram nucleos de
blastula ou gastrula em ovos enucleados de anfibios resultando em embrides vidveis
(BRIGGS et KING, 1952). Mas foi em 1958 quando John B. Gurdon retomando o trabalho
em anfibios de Briggs e King; decidiu aprimorar a metodologia de transplante para

consolidar o que se conhece como experimentos em transferéncia nuclear em células
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somaticas, sendo os estudos pioneiros na reprogramacao de células adultas (GURDON
et al.,, 1958) (Figura 1). Sua importancia seria visivel com os estudos de Steen M.
Willadsen e finalmente de Keith H. S. Campbell os quais desenvolvendo a metodologia
de Gurdon, em 1996 comunicaram o nascimento da ovelha Dolly o primer mamifero
clonado de células somaticas da glandula mamaria (WILMUT et al., 1997) (Figura 1).

Finalmente, e embora nos experimentos anteriores é notdria a influéncia das
teorias em embriologia e biologia do desenvolvimento no atual estado da arte nas
células-tronco, a conexao mais atual se encontra nos trabalhos de Shinya Yamanaka e
Kazutoshi Takahashi (Figura 1). Yamanaka e Takahashi baseados nos achados de John B.
Gurdon de transferéncia nuclear, realizaram a transducdo de genes do nucleo das
células-tronco embrionarias em células sométicas adultas por meio de vectores virais'?.
Apds a transducdo as células somaticas adultas apresentaram as caracteristicas de
autorenovacdo e pluripoténcia das células-tronco embrionarias’® (TAKAHASHI et
YAMANAKA, 2006).

Pela descoberta dos fatores de transcricdao e genes de pluripoténcia e as IPSc,
Yamanaka e Gurdon ganharam o Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 2007.
Atualmente estas células sdo alvo de multiplas pesquisas, como modelos in vitro de
doengas, no teste de medicamentos e no estudo dos mecanismos de manipulagao das

linhagens celulares.

Conceitos gerais em células-tronco

Com o descobrimento das células-tronco hematopoiéticas, as outras linhagens
de células-tronco e os experimentos de transferéncia nuclear em 2001 o NIH (National
Institute of Health) preparou um relatério do estado da ciéncia em células-tronco.

Nesse relatorio a célula-tronco é definida como uma célula com habilidade de se
auto-replicar por periodos indefinidos durante a vida do organismo. Sobre as condi¢des
apropriadas, ou dados os sinais apropriados, as células-tronco podem produzir multiplos

tipos celulares, sendo que, as células-tronco tem o potencial para diferenciar-se em

I2KLF4, C/MYC, SOX/2, NANOG, OCT4 e LIF28.
3As novas células foram chamadas células-tronco pluripotentes induzidas IPSc Induced Pluripotent Stem
cells.
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células maturas com morfologia caracteristica e funcbes especializadas (NIH, 2001)

(Quadro 1, Figura 4).

Quadro 1. Origem das células-tronco e seu potencial de diferenciagdo

Tipo de célula-tronco Origem Poténcia
Células-tronco Células da massa celular interna do Pluripotentes
embrionarias blastocisto produz todos os tecidos embriondarios

Multipotentes

Células-tronco . — .
Células das camadas germinativas produz os tipos celulares da camada da

adultas .
qual se origina

; Células somaticas adultas Pluripotentes
Células-tronco . .

luripotentes reprogramadas com os genes KLF4, produzir todos os tipos celulares,
.p p C/MYC, SOX/2, NANOG, OCT4 e sendo equivalente as células-tronco
induzidas L

LIF28 embrionarias

-

Zigoto @
Morula &

Fibroblasto
Blastocisto ¢

Gastrula * - .

e

FIGURA 4. Origem das células-tronco e seu potencial de diferenciagdo. As células-tronco embrionarias correspondem as células da
camada interna do blastocisto com potencial para produzir todos os tipos celulares. As células-tronco adultas se referem as células
a partir da gastrulagdo, sdo multipotentes com capacidade de produzir células da camada germinativa correspondente. As células-
tronco pluripotentes induzidas se referem as células somaticas adultas reprogramadas com potencial para produzir todos os tipos
celulares. Por fim, o zigoto é a Unica célula com potencial para produzir todos os tipos celulares junto aos anexos embrionarios
(EVANS et KAUFMAN, 1981; TAKAHASHI et YAMANAKA, 2006). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.
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1.2.2 DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA NERVOSO

Na formacdo do sistema nervoso as células-tronco, progenitores e células imaturas
realizam os processos de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo.

Estes processos sdo regulados por proteinas que agem como fatores indutores ou
sinalizadores, como o acido retindico, FGF, BMPs, SHH, WNT e NOTCH.

A proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco neurais (NSCs) envolve modos
simétricos e assimétricos de divisdao celular produzindo todos os tipos de células neurais e por
conseguinte a formacdo das regides primitivas do sistema nervoso.

Na migracao, as NSCs, progenitores e neurdnios seguem trés principais programas, radial,
tangencial e livre. Na migracdo radial, os neurénios movem-se ao longo das células da glia radial.
Na migracdo tangencial, os neurdnios utilizam os tratos dos axénios como guia.
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1.2.2 Desenvolvimento do sistema nervoso

Os estudos no desenvolvimento do sistema nervoso dos organismos comegaram
no século XX. Mdltiplos pesquisadores europeus descreveram as células neurais, entre
eles Camilo Golgi e Santiago Ramon y Cajal. A pesar de achados antagénicos utilizando
as técnicas de impregnac3o por prata'® estes dois pesquisadores, baseados no exame
microscopico do tecido encefdlico foram reconhecidos com o Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina em 1906.

Para a época estes pesquisadores, particularmente Ramon y Cajal anunciaram
gue era praticamente impossivel haver geracdao de neurdénios novos no encéfalo adulto,
no que décadas depois se chamaria o “dogma da neurogénese”. Atualmente é consenso
qgue a formacdo do sistema nervoso requer a participacdo ativa das células-tronco,
progenitores e células neurais.

Assim, na formacdo do sistema nervoso as células realizam trés processos
fundamentais, a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo. Embora estes processos
ocorram coordenadamente/simultaneamente, a continuagdo serd feita uma descrigdo

de cada um deles e os principais fatores indutores envolvidos.

A transi¢do do ectoderma ao tubo neural

O desenvolvimento do sistema nervoso dos vertebrados tem seu ponto de
partida na fase embrionaria da gastrulacdo. A gastrulacdo é a etapa onde o embrido
efetua a evaginacao e divisao das células da camada interna do blastocisto para gerar as
trés camadas primitivas ou camadas germinais (DUPLIN et al., 1995; PURVES, 2012;
KANDEL et al., 2014).

Com a divisdo das camadas germinativas, as células da linha média do
mesoderma se agregam para formar a notocorda, uma estrutura primitiva que define o
eixo longitudinal do embrido e promove a segmentacdo e diferenciacdo do corpo

embrionario. No caso do sistema nervoso, a notocorda é o principal centro organizador

14Golgi falava de uma estrutura em sincicio, o que deu lugar a sua “teoria reticular”, Cajal se referia a
estruturas separadas fisicamente, o que deu lugar a teoria ou “doutrina neuronal”
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e influencia a diferenciacdo ou neurulacdo do ectoderma (DUPLIN et al., 1995; PURVES,

2012; KANDEL et al., 2014) (Figura 5).

células Crista

-tronco  Tubo neural eural
neurais - \
— Ectoderma

—p Mesoderma

\ Endoderma
assoalho

Notocorda

Figura 5. Transi¢do das camadas germinativas ao tubo neural. Na gastrulagcdo se produzem as trés camadas germinativas, a camada
mais externa é a ectoderma; a camada média o mesoderma; e a camada interna o endoderma (a). O endoderma originara os érgdos
digestivos e respiratérios, o mesoderma a notocorda e posteriormente os musculos e o sistema vascular. Finalmente o ectoderma
dara origem ao tubo neural e a pele. Com a divisdo das camadas germinativas, as células da linha média do mesoderma se agregam
para formar a notocorda (b,c) que induze a diferenciagdo ou neurulagdo do ectoderma para a formagdo do tubo neural. No tubo
coexistem varias populagdes celulares; as células-tronco ou precursores neurais que geram progenitores neuronais e gliais; as células
da linha média-ventral ou as células do assoalho, encarregadas de produzir fatores indutores para a manuteng¢do dos precursores;
e as células da crista neural ou precursores migratérios que formardo o sistema nervoso periférico e estruturas anexas
neurosecretdrias (DUPLIN et al., 1995; PURVES, 2012; KANDEL et al., 2014). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.
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FIGURA 6. Participagdo da notocorda na formagdo do neuroectoderma. A notocorda libera proteinas que agem como fatores
indutores ou sinalizadores sobre os receptores nas células do ectoderma. Quando ativados se desprende uma cascata de sinalizagdo
que leva a expressdo de genes que produzem a diferenciacdo da célula ectodérmica a uma célula neural e com isto a formagdo da
placa e depois o tubo neural (DUPLIN et al., 1995; PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

As células da notocorda liberam proteinas que agem como fatores indutores ou

sinalizadores nas células do ectoderma. Alguns desses fatores difundem-se livremente
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e exercem suas agdes a certa distancia, mas outros estdo ligados a superficie celular e
agem localmente através da interacdao com fatores de transcricdo que induzem a
expressao de genes. Com isto se induze a diferenciacdo e proliferacdao de uma célula
ectodérmica em uma célula neural (DUPLIN et al., 1995; RASH et al., 2011; PURVES et
al., 2012; KANDEL et al., 2014; KUMAR et DUESTER, 2014) (Figura 6).

Entre os fatores indutores liberados sera descrito o papel do acido retindico, o
FGF (Fibroblastic Growth Factor), as BMPs (Bone Morphogenetic Proteins), as SHH (Sonic
Hedgehog), os membros da familia WNT e NOTCH.

Acido retindico

O 4cido retindico foi o primeiro fator indutor descoberto (PURVES et al., 2012;
KANDEL et al., 2014). As células apresentam receptores intracelulares especificos ou
RAR;. Os receptores RARs mais estudados sao os RARs, RARs, e RAR,. Estes receptores
ativam fatores de transcricdo ou RARes encarregados da indugdo neural (CUl et al., 2003;
KUMAR et DUESTER, 2014; WAI et al., 2015) (Figura 7a).

A ligacdo do acido retindico aos RARs é importante na manutencao das células-
tronco durante o desenvolvimento embrionario e a regeneragao do tecido (WAl et al.,
2015). Especificamente, o sinal do acido retindico é necessario durante o estadio de pré-

segmentacdo na formacdo da medula espinhal (GRANDEL et al., 2002).

Fibroblastic Growth Factor (FGF)

Os receptores do FGF s3ao do tipo tirosina-quinase e trabalham em cooperac¢ao
com componentes da matriz extracelular. Apds a unido se ativam dominios
intracelulares que desencadeiam a cascata de sinalizacdo RAS/MAP quinases. Esta
cascata modifica componentes do citoesqueleto e do citoplasma e assim altera a forma,
motilidade e a expressdo génica influenciando a proliferacao celular das NSCs (BEENKEN

et MOHAMMADI, 2009; PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014) (Figura 7b).

Bone Morphogenetic Proteins (BMP)

As BMPs sao proteinas sintetizadas pelas células da notocorda, membros da

familia TGFB (Transforming Growth Factor Beta). A sinalizacdo das BMPs age no


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2015.00447/full#B176
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antagonismo a inducdo neural, assim, sob a sua influéncia as células sofrem
diferenciacao epidérmica, e suprimem o potencial neural (KANDEL et al., 2014).

As BMP (BMP4, BMPs, BMPs, BMP7) atuam por meio de receptores da classe da
serina/treonina quinases nas células ectodérmicas e fosforilam SMADs. As SMADs s3do
pequenas proteinas intracelulares que transduzem o sinal dos ligantes TGFB. Apds a
fosforilagdo os SMADs sofrem translocagao ao nucleo e interagem com outras proteinas
modulando a expressdo génica seja para diferenciacdo ou proliferacao. A diversidade
dos efeitos das BMPs se deve as diferentes atividades dos seus receptores, alguns
promovem a proliferacao e outros induzem a parada do ciclo celular e a diferenciagao

(KANDEL et al., 2014, URBAN et GUILLEMONT, 2014) (Figura 7c).
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FIGURA 7. Participagdo dos fatores indutores na formagdo do neuroectoderma. Os fatores indutores apresentam vias de sinalizagdo
compartilhadas na fgrmagéo do sistema nervoso primitivo. As células da notorcorda e do assoalho no tubo neural expressam fatores
indutores como (a) Acido retindico, (b) FGF e (c) BMPs. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Na inducdo neural da notocorda e dos centros organizadores se produz a
liberacdo de fatores antagbnicos das BMPs que agem sobre as células ectodérmicas na
formagao da placa neural (KANDEL et al., 2014). Dentre os fatores antagonistas se
identificam noggin e chordin; ambos se unem as BMPs extracelulares bloqueando o
sinal, produzindo a inducdo e proliferacdo das NSCs (SMITH et HARLAND, 1992; SASAI et
al., 1995; BONAGUIDI et al., 2008).

Outros fatores apresentam sinalizacdo indireta, entre eles se descrevem o SHH e
o WNT. Estes fatores serdo descritos na proliferacdo por terem maior influéncia nesta

etapa.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK53155/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK53155/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK53155/
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Proliferagao das células-tronco e os progenitores

Apds a formagdo do tubo neural as NSCs e progenitores proliferam rapidamente.

A proliferacdo segue os principios basicos da inducao das células do neuroectoderma e

envolve modos simétricos e assimétricos de divisdo celular produzindo todos os tipos

de células neurais, o que torna possivel controlar a auto-renovacgdo ou a diferenciagao,

e por conseguinte a formacdo das regides primitivas do sistema nervoso (LEVISON et

GOLDMAN, 2006; PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014) (Figura 9, Quadro 2).

Quadro 2. Tipos de regulagao dos fatores indutores sobre as células-tronco neurais (NSCs) e progenitores

Instrutivo Influencia o resultado do processo de divisdo e fazendo com que a célula-tronco adote um
destino
Seletivo Permite a sobrevivéncia e a maturagdo de apenas certas células descendentes
P Diencéfalo
Prosencéfalo
I .
I Telencéfalo
7ud
] Mesencéfalo Mesencéfalo
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FIGURA 8. Formagdo do sistema nervoso primitivo. As células se organizam em unidades repetitivas chamadas neurémeros
produzindo a segmentagdo do tubo com o que se estabelece a identidade regional do corpo. A segmentagdo do tubo apresenta dois
estagios, o estagio primdrio produz trés vesiculas (prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo) das quais hd uma progressdo para o
estagio secundario de cinco vesiculas (diencéfalo, telencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo, mielencéfalo). A segmentagdo do tubo é
facilitada pela proliferagdo assimétrica e simétrica das células-tronco neurais. Na divisdo assimétrica a célula-tronco produz uma
célula indiferenciada, que corresponde a um progenitor neuronal ou glial, e outra que mantem suas propriedades como célula-
tronco. Na divisdo simétrica a células-tronco geram duas células-tronco (LEVISON et GOLDMAN, 2006; PURVES et al., 2012; KANDEL
etal., 2014). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Assim, os fatores que participam da inducdo do neuroectoderma (acido retindico,

FGF, BMP, WNT, SHH, NOTCH) também participam da proliferagao das células-tronco.

WNT

No caso das proteinas WNT (WNT2a, WNT2,, WNT33, WNTsa), a quantidade de
atividade sinalizadora vai aumentando progressivamente no sentido caudal, sendo que
participa ativamente na formacdo do hipocampo (PURVES et al., 2012; KANDEL et al.,
2014; URBAN et GUILLEMONT, 2014; DUNCAN et al., 2015) (Figura 9a,c).

Diferentes receptores podem ativar a via de sinalizacdo do WNT. Depois de unido
aos receptores, WNT se degrada em um complexo de proteinas no citoplasma que
impede a translocacdo da R-catenina no citoplasma. Na auséncia de WNT a [-catenina
é fosforilada no complexo R-catenina-axin-APC-GSK3, assim, quando o sinal WNT é
ativado, GSKs é inibido pela proteina DV; e a 3-catenina é estabilizada e entra no nucleo
para se associar com o fator de transcricdo TCF/LEF produzindo a proliferacdo das NSCs
(KANDEL et al., 2014; DUNCAN et al., 2015). A associacdo com este fator pode estar
relacionada indiretamente com a ativa¢do do fator de transcricao NEUROD1, da familia
de fatores BHLH, o qual permite a expressao do gene NEUROD1, que apresenta sitios de

unido a TCF/LEF (KANDEL et al., 2014; DUNCAN et al., 2015).

Sonic Hedgehog (SHH)

O SHH tem um papel central na formacao do telencéfalo e o diencéfalo. Apds a
unido aos receptores, o complexo SHH-receptor, influéncia a translocacao nuclear de
fatores de transcricdo GLI que modulam a expressdo génica. Assim, a ligacdo do SHH ao
receptor PTC diminui a inibicdo da proteina SMO e assim, ativa uma via de sinalizacao
intracelular que envolve proteinas-quinases, proteinas de transporte e proteinas GLI

(PALMA et al., 2003; PALMA et al., 2005).
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Um gradiente extracelular de proteinas SHH é convertido em um gradiente
nuclear de proteinas GLI ativadoras. A razao entre proteinas GLI repressoras e GLI
ativadoras em diferentes posi¢cdes dorsoventrais determina quais genes sao ativados.
Os principais alvos das proteinas GLI sdao os genes que codificam fatores de transcri¢cdo
do tipo homeo-box e do tipo BHLH (PALMA et al, 2003; PALMA et al, 2005; KANDEL et
al., 2014) (Figura 9b,c). Adicionalmente o SHH atua através dos receptores de EGF e FGF
na membrana celular das NSCs e progenitores (PALMA et al., 2003; PALMA et al., 2005;

MARTINEZ et al., 2013; KANDEL et al., 2014).
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FIGURA 9. Participagdo dos fatores indutores na formagdo do sistema nervoso primitivo. As células expressam fatores indutores
como (a) WNT e (b) SHH entre outros. As células sdo expostas a niveis crescentes ou decrescentes dos fatores indutores e, assim,
adquirem um carater regional. A atividade da WNT vai aumentando no sentido caudal. O SHH é importante na formagdo do
telencéfalo e o diencéfalo (c). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Os programas de migra¢do dos neurénios imaturos

Apds a proliferagao e diferenciagao, a migragao é um dos eventos mais
importantes na formacdao do sistema nervoso, sendo que segue trés principais

programas, a migracao radial, tangencial e livre.
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FIGURA 10. Tipos de migragdo dos neurdnios no sistema nervoso. Na migragdo radial (a) os corpos da glia radial estdo localizados
préximos a superficie ventricular e originam fibras alongadas que atravessam a parede do cérebro. O processo principal dos
neurdnios imaturos ou neuroblastos se envolve ao redor do eixo da célula da glia radial. A glia radial apresenta receptores para
adesdo, como integrinas. Os neuroblastos se movimentam em resposta ao corpo basal que dirige seu nucleo. Assim, o corpo basal
projeta um sistema de microtubulos fornecendo o conduto para o movimento nuclear que da o sentido da migragdo. Na migragdo
tangencial (b) os tratos formados pelos axénios dos neurénios servem como uma plataforma para a migragdo. Os tratos de ax6nios
conectam regiGes de neurogéneses com o neocortex. Os neurdnios imaturos ou neuroblastos ficam firmemente associados aos dos
axonios dos neurdnios no cdrtex. Na migragao livre (c) as células da crista neural sdo transformadas de células epiteliais em células
mesenquimais e se dissociam do tubo neural. Elas entdo migram para diversos locais ao longo do corpo. A migragao livre requer
modificagBes citoarquitetdnicas e de adesdo celulares dadas por moléculas sinalizadoras como BMPs. Alteragdes na expressdo de
proteinas de adesdo, em especial caderinas, integrinas, laminina e coldgenos, permitem que as células da crista neural percam seus
contatos de adesdo com células do tubo neural (LEVISON et GOLDMAN, 2006; PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014) Artwork by
Lina Maria Delgado-Garcia.

Na migragao radial, os neurénios movem-se ao longo das células da glia radial
(Figura 10a). Acontece na zona ventricular e é importante no desenvolvimento do cértex
de primatas, onde neurdnios necessitam migrar longas distancias a medida que o cortex
se expande (LEVISON et GOLDMAN, 2006; PURVES et al., 2012).

Na migracao tangencial, os neurénios utilizam os tratos dos axénios como guia
(Figura 10b). A migragao acontece nas eminéncias ganglionares média e lateral, sendo
igualmente importantes no desenvolvimento do cértex, especialmente no telencéfalo
ventral onde se devem seguir vias precisas de deslocamento (PURVES et al.,, 2012;
KANDEL et al., 2014).

Estes dois tipos de migracao serao descritos mais especificamente no tdpico de
formacdo do cortex cerebral.

A migracao livre ocorre no sistema nervoso periférico sem os tratos da glia radial
ou dos axbnios. As células que migram se originam das células-tronco da crista neural e
podem seguir trés caminhos, no primeiro as células migram dorsalmente e se
diferenciam em neurdonios sensoriais dos ganglios, no segundo caminho se aproximam
a pele e ddo origem aos melandcitos. Por ultimo, no terceiro caminho, as células seguem
uma via migratdria mais medial-ventral e se desenvolvem como neurbnios simpaticos
do sistema nervoso autébnomo e mesentérico (PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014)

(Figura 10c).

O controle da proliferacdo e diferenciacéo das NSCs

O padrao inicial e controle da proliferacao e diferencia¢ao celular no tubo neural
pode ser visto como uma serie de interagdes dirigidas pelos fatores indutores sobre os

fatores de transcricdo o que determinam o destino das células. Assim, os desequilibrios
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na expressao dos fatores de transcricdio podem ser rapidamente amplificados,
comprometendo as células progenitoras com determinada identidade neural (KANDEL

et al., 2014).

Neurogenic locus notch homolog protein (NOTCH)

Aligacdao do NOTCH ao receptor DELTA resulta numa clivagem proteolitica (NICD)
gue entra no nucleo e forma o complexo NICD-RBPJK-MAML que age regulando a
atividade dos fatores de transcricio BHLH (SCHOENHERR et ANDERSON, 1995; HIRATA
et al., 2002; PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014).

Assim, em um primeiro momento, durante o desenvolvimento embriondrio, a
ativacdao do sinal NOTCH induz a expressdao de genes repressores do tipo BHLH como
HES1 que agem sobre genes pré-neurais como neurogeninaz, ASCL; e DLL;, gerando a
manutenc¢do da linhagem de células-tronco e progenitores e inibicdo da diferenciagao
neuronal (IMAYOSHI et al., 2010; IMAYOSHI et al., 2013; KANDEL et al., 2014).

Posteriormente, na formacgao das areas primitivas do sistema nervoso, a geragao
e ou manutencdo das células da glia radial se produz pela ativacdao de outros membros
da familia HES como HES; e HESs ativando a expressdo do receptor ERBB (IMAYOSHI et
al., 2010; KANDEL et al., 2014). Em estagios mais tardios do desenvolvimento, sinais
NOTCH continuam ativando as proteinas HES, mas uma modificacdo das vias de resposta
intracelular resulta na diferenciagdo em astrdocitos. Nesse caso, as proteinas HES
promovem a ativacdo do fator de transcricdo, o STATs;, que recruta o receptor
serina/treonina quinase JAK;, um potente indutor da diferenciacdo de astrdcitos
(KANDEL et al., 2014). A geracdo de oligodendrdcitos, segue em grande parte os
principios que regulam a producdo de astrdcitos. Sinais NOTCH regulam a expressao de
dois fatores de transcricdo BHLH, OLIG;1 e OLIG;, os quais sdo essenciais na producado de
oligodendrdcitos (KANDEL et al., 2014).

Por ultimo, a geracdo de neurdnios corticais requer que as células ndo sejam
expostas aos sinais NOTCH. Esse processo ocorre por meio da expressao de NUMB, uma
proteina citoplasmatica que antagoniza a via de sinalizacdo NOTCH (IMAYOSHI et al.,

2010; KANDEL et al., 2014).


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2015.00447/full#B80
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2015.00447/full#B80
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2015.00447/full#B84
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Assim, a inibi¢dao da sinalizagao NOTCH resulta na expressao de varios fatores de
transcricdo BHLH do tipo pro-neuronal como MASH1, neurogeninai, neurogeninaz e
NeuroDs. Estas neurogeninas promovem a producdo neuronal pela expressdo do gene
NEUROD1, e bloqueiam e formacgdo de astrécitos via inibicdo de JAK; e STAT3 (KANDEL
et al., 2014) (Figura 11).
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FIGURA 11. A diferenciagdo neural no sistema nervoso. NOTCH regula a expressdo dos genes BHLH. Diferentes caminhos
comprometem o destino das NSCs e progenitores seja para proliferagdo, produgdo de neurdnios ou células da glia (glia radial,
astrdcitos e oligodendrdcitos). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Além da sinalizacdo NOTCH, varias outras vias de sinalizacdo corroboram o

programa molecular para definir a manutencdo das células-tronco ou a diferenciacdo

pdst-mitdtica.

Neuron-Restrictive Silencer Factor (NRSF) e RE1-Silencing Transcription Fator (REST)

Como mencionado anteriormente, estudos no desenvolvimento dos

vertebrados, demostram que a indugdo neural ocorre através de um sinal de repressao.
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Nesse sentido, a expressao do sinal ocorre ndo pela presenca de ativadores especificos,

mas sim, pela auséncia dos repressores, sendo este o caso das proteinas NRSF e REST.
NRSF é detectado em progenitores ndo diferenciados e células da glia radial, e

age pela repressao de fatores neurogénicos BHLH e outros genes neuronais do tipo NRSE

(Neuron-Restrictive Silencer Element) (SCHOENHERR et ANDERSON, 1995).

No caso da proteina REST, este fator silencia um conjunto de genes essenciais
como RE1 para a expressdao neuronal, demostrado em células indiferenciadas e nao

neuronais (CHONG ET AL, 1995).

SOX

Fatores de transcricdo com homeo-dominios da classe SOX também tem um
importante papel na manutencdo de progenitores neurais e células da glia radial por
bloquearem a atividade de proteinas neurogénicas BHLH. A diminui¢do da expressdo de
SOX; é um sinal regulador da transicdo entre células-tronco e progenitores. Assim, SOX;
regula negativamente genes que promovem a proliferacao dos precursores incluindo

CICLINAD: (HUTTON et PEVNY, 2011; HAGEY et MUHR, 2014; KANDEL et al., 2014).

Na Figura 12 se faz um sumario do desenvolvimento do sistema nervoso, com
processos e a participacdo dos fatores indutores. Como mencionado, os processos
ocorrem coordenadamente/simultaneamente e um fator pode estimular o regular

varios processos.


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2015.00447/full#B83
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fnins.2015.00447/full#B65
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1.2.3 A FORMACAO DO CORTEX
CEREBRAL

Estudos comparativos demostram que existem diferencas no tamanho, forma,
citoarquitetura, fendtipo e fungdo do cortex cerebral das diferentes espécies animais. Estas
mudancas ndo sao unicamente morfoldgicas ou funcionais, mas também sdo propriedades que
se presume serem relevantes para a inteligéncia.

A estruturacdo do coértex cerebral envolve o funcionamento dos processos de
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo no desenvolvimento do sistema nervoso.

A expressdo de dois fatores de transcricdo, PAX6 e EMX2 regula a formacdo do cértex.
Estes fatores sdo expressos em gradientes complementares anteroposteriores na zona
ventricular dirigindo a formacdo das areas corticais.

Os neurdnios imaturos ou neuroblastos seguem diferentes programas de migracdo até
chegar a seu destino no coértex. A transposicdo dos modos de migracdo durante o
desenvolvimento cortical é Unica nos mamiferos e se sugere como uma determinante na
evolucdo do cortex.

Por Ultimo, neurénios corticais originam-se de duas fontes; neurdnios excitatorios a partir
da zona ventricular y subventricular cortical e interneurénios a partir da eminéncia ganglionar
medial
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1.2.3 Aformacao do cértex cerebral

Estudos comparativos demostram que existem diferencas no tamanho, forma,
citoarquitetura, fendtipo e funcdo do cértex cerebral das diferentes espécies animais
(DE LAHUNTA et GLASS, 2009; BORREL et CALEGARI, 2014; MONTIEL et al., 2015;
OHTAKA-MARUYAMA et OKADO, 2015).

Animais com cérebros complexos e com giros como primatas e carnivoros, usam
uma porcao relativamente pequena do seu cortex cerebral para o processamento de
fungdes primarias e uma por¢dao maior para fungdes cerebrais complexas. Em contraste,
espécies com cérebros pequenos e mais simples, como roedores e marsupiais, usam a
maioria do seu cortex para o processamento de fun¢des primarias (BORREL et CALEGARI,

2014; MONTIEL et al., 2015) (Figura 13).

FIGURA 13. Os tipos de cérebros nas espécies animais. (a,b) Répteis e aves apresentam cérebros pequenos e simples, (c,d) mamiferos
apresentam cérebros maiores e complexos. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

Estas mudancas ndo sdo unicamente morfoldgicas ou funcionais, mas também
sdo propriedades que se presume sao relevantes para a inteligéncia; em especial o
numero de neurodnios corticais e a velocidade de conducdo, fundamentais na capacidade

de processamento das informacdes (ROTH ET DICKE, 2005)

Os tipos de cortex cerebral

O cortex cerebral esta constituido por dois tipos de estruturas chamadas
dependendo da sua origem filogenética, a mais antiga ou alocdrtex, formado do

arquicortex e o paleocértex, e a mais nova ou neocortex.
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O arquicdrtex corresponde ao hipocampo enquanto que o paleocértex ao
sistema olfatdrio, este Ultimo composto dos bulbos olfatérios, os pedunculos e o lobo
piriforme do bulbo, que em conjunto formam o cértex olfatério. Finalmente, o
neocértex é a drea mais recente e corresponde a maior parte do cortex cerebral nos
mamiferos (DE LAHUNTA et GLASS, 2009).

Enquanto a SVZ adulta é vista como uma continuagdao da zona ventricular
embrionaria do telencéfalo do neocdrtex, a SGZ do hipocampo se origina de células na
zona ventricular do arquicértex que migram até a fissura do hipocampo e se convertem
na matriz secundaria e terciaria (URBAN ET GUILLEMONT, 2014).

Assim, com algumas diferencas ligadas a origem filogenética das espécies, cada
estrutura apresenta um padrao laminar. Este padrdo se desenvolve em trés estagios
principais, pré-placa, placa cortical, e finalmente, padrdo laminar maduro. A
conformac¢do laminar implica que células que deixam de realizar o ciclo celular em
estdgios progressivamente posteriores migram distancias mais longas, ultrapassando os
neurdnios nascidos anteriormente, até se estabelecerem em camadas mais superficiais
para se diferenciar (KANDEL et al., 2014).

Como resultado, a estruturacao do cértex cerebral envolve o funcionamento dos
processos de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo no desenvolvimento do sistema

nervoso (Figura 14).

Manutencdo dos

progenitores e geragdo

de neuroblastos

Migrag&o radial ou

locomogdo pela
glia radial

Migragdo tangencial
e transi¢do a células
bipolares

Translocagdo terminale

maturagdo dos dendritos

FIGURA 14. Sinopses dos eventos na formagdo do neocortex. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.
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Proliferacdo e formacgdo das regides no neocortex

Como mencionado, o cortex é a area mais recente e a mais extensa nos mamiferos.
Vias encefalicas e regides do cértex sdo estabelecidas por meio de programas genéticos
durante o inicio do desenvolvimento, mas dependem posteriormente de sinais
aferentes para o desenvolvimento e integracdo das fungdes anatémicas, fisioldgicas e
comportamentais especializadas.

No caso da formacdo do neocértex, a estruturacao de regides especificas é produto
da expressdo de dois fatores de transcricao, PAXs e EMX;. Os fatores sao expressos em
gradientes complementares anteroposteriores na zona ventricular dirigindo a formacao
das areas. Os gradientes de PAXs e EMX; sdo estabelecidos pelo seu antagonismo e pela
presenca de FGF que promove PAXgs nas areas rostrais e reprime EMX;. Sem EMX; ha
expansdo do neocértex rostral, as dreas motoras e somatosensoriais, sem PAXs, ha

expansdo das areas auditivas e visuais (KANDEL et al., 2014) (Figura 15).
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FIGURA 15. Fatores de transcri¢do no desenvolvimento do cortex. O prosencéfalo é inicialmente dividido ao longo de seu eixo em
dominios organizadores denominados prosomeros. Os prosomeros um a trés desenvolvem o diencéfalo, os prosomeros quatro a
seis originam o diencéfalo e o telencéfalo. Dois fatores de transcricdo PAX6 e EMX2 estabelecem vias encefélicas e regides do

neocortex. Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia.

A migracdo e diferenciacdo dos neurdénios

Os neurdnios imaturos ou neuroblastos seguem diferentes programas de
migracdo até chegar a seu destino no cortex. A transposicdo dos modos de migracao
durante o desenvolvimento cortical é Unica nos mamiferos e se sugere como uma
determinante na evoluc¢do do cortex (OHTAKA-MARUYAMA et OKADO, 2015).

Os neurOnios que usam a migracdo tangencial ou migracao multipolar,
apresentam movimentos direcionais arbitrarios que seguem vias precisas do
deslocamento e do estabelecimento. Isso pode ser facilmente observado no telencéfalo
ventral o qual contém dois sitios principais de producdo neuronal, as eminéncias
ganglionar lateral e medial (KANDEL et al., 2014; OHTAKA-MARUYAMA et OKADO,
2015). Os neurdnios gerados nessa regidao sao destinados a ocupar os nucleos da base
do tdlamo, o tdlamo, o cértex cerebral, o hipocampo e o bulbo olfatério como
interneurdnios gabaérgicos (KANDEL et al., 2014). Estudos demostram que a migragao
tangencial se produz pela sinalizagao de fatores repulsivos, criando zonas de exclusao e
canalizagdo especificas. Entre estas moléculas se mencionam as semaforinas (SEMAsa e
SEMAG3E) e seus receptores NRP (NRP1 e NRP;) e plexina (HERNANDEZ-MIRANDA ET AL.,
2010; HERNANDEZ-MIRANDA ET AL., 2011).

A migracao radial ou locomog¢ao unidirecional é usada pelos neurbnios imaturos
gerados na zona ventricular e subventricular. As NSCs e progenitores produzem
neurdnios imaturos ou neuroblastos que migram ao longo das fibras da glia radial antes
de se estabelecerem na placa cortical como neurdnios glutamatérgicos principalmente
(KANDEL et al., 2014; OHTAKA-MARUYAMA et OKADO, 2015). Em contraste, neurdnios
gerados na eminéncia ganglionar lateral migram em direcdo rostral e fornecem os
interneurdnios gabaérgicos granulares e periglomerulares do bulbo olfatério (KANDEL
etal, 2014).

Por tanto, neurdnios corticais originam-se de duas fontes; neurdnios excitatdrios
a partir da zona ventricular y subventricular cortical e interneurénios a partir da

eminéncia ganglionar medial (KANDEL et al., 2014).
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Estes neur6nios adquirem seu fendtipo pela expressao de fatores de transcrigao.
O aminodcido I-glutamato é o principal neurotransmissor excitatério, e o GABA é o
principal inibitério. Ambos tipos de neurbnios dependem dos fatores BHLH, os
neurdnios piramidais glutamatérgicos dependem dos fatores BHLH neurogeninas,
neurogenina; e MATH para sua diferenciacdo final, por sua parte, os neurdnios
inibitérios dependem de fatores como PTF1a (KANDEL et al., 2014; OHTAKA-MARUYAMA
et OKADO, 2015).

A formacdo dos neurbnios dopaminérgicos e serotoninérgicos é regulada pela
sinalizacdo WNT (TANG et al., 2010). Células nos dominios prosencéfalo e mesencéfalo
expressam OTX;, enquanto células no dominio rombencéfalo expressam GBX;. O ponto
de transicdo entre as expressdes de OTX, e GBX, estd localizado na borda entre o
mesencéfalo e o rombencéfalo (organizador istmico) (TANG et al., 2010; KANDEL et al.,
2014). Nessa borda, fatores de transcricdo sdao expressos, em especial o Emi. Esses
fatores de transcricdo, por sua vez, controlam a expressao de dois fatores sinalizadores,
WNT1 e FGFs. WNT; esta envolvida na proliferacao celular no dominio mesencéfalo-
rombencéfalo e na manutencao da expressdo de FGFs. A difusdo de FGFg do organizador
istmico para o dominio mesencéfalo, marcado pela expressdo de OTX,, induz a
diferenciacdo de neurdnios dopaminérgicos, enquanto sua difusdo para o dominio
rombencéfalo, marcado pela expressdo de GBX;, dispara a diferenciacdo de neurdnios
serotonérgicos (TANG et al., 2010; KANDEL et al., 2014). A expressdo dos fatores nos
neurdnios produz a liberagdao dos neurotransmissores e o seu amadurecimento. Os
neurdnios amadurecem pelo crescimento de seus dendritos e iniciam a sinaptogénese
para completar os circuitos neuronais (KANDEL et al., 2014; OHTAKA-MARUYAMA et
OKADO, 2015).
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1.3 OBIETIVO

Objetivo geral

Estudar as teorias do funcionamento dos nichos neurogénicos do sistema nervoso
pds-natal de mamiferos adultos, a partir da biologia das NSCs e dos progenitores neurais
- conjuntamente chamados de precursores neurais (NPCs), com énfase na proliferagao,

migracao e diferenciag¢do, visando sua futura manipulagao para fins terapéuticos.

Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas dos nichos neurogénicos, a neurogénese adulta e as
NSC do sistema nervoso pds-natal de mamiferos adultos.

e Descrever a morfologia e fendtipo da proliferacdo, migracao e diferenciagdo in
vitro das culturas primarias dos NPCs derivados dos nichos neurogénicos do

encéfalo de camundongos.
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2. ADULT BRAIN NEUROGENESIS,
NEURAL STEM CELLS AND
NEUROGENIC NICHES

No contexto da biologia do desenvolvimento, os estudos comparativos entre
diferentes espécies tem proposto trés tipos de regides neurogénicas. Regides que sdo constantes
entre as diferentes espécies e que exibem neurogénese completa; regides relativamente
constantes entre diferentes espécies e que exibem diferentes graus de neurogénese; e as regides
gue apresentam da neurogénese dependendo da espécie.

A neurogénese no cérebro adulto implica o controle coordenado da proliferacao,
migracdo e diferenciacdo das células-tronco neurais (NSCs) nos nichos neurogénicos para a
producdo de neuronios.

A atividade das NSCs é controlada pela combinacdo de uma ampla variedade de
mecanismos intrinsecos como os inibidores do ciclo celular e extrinsecos como os fatores
indutores. Os inibidores do ciclo celular (CKls) sdo proteinas que inibem quinases, regulando o
ciclo celular. Assim, a eliminacdo das proteinas CKlp57 permite a progressdao do ciclo e a
neurogénese.

Multiplas vias de sinalizacdo e fatores indutores regulam a atividade das NSCs durante
o desenvolvimento embrionario e depois a sua manutengdo nos nichos neurogénicos adultos. A
ativacdo de NOTCH e WNT leva a manutencdo da populacdo de células-tronco neurais e
neurogénese, ao passo que sua inativacdo induz a rapida diferenciacdo neuronal e a diminuicdo
das NSCs. A sinalizacdo das BMPs e SHH pode agir de maneiras opostas, a sinalizagdo das BMPs
inibe a diferenciacdo neuronal e promove gliogénese, enquanto a sinalizacdo SHH aumenta a
neurogénese e o numero de NSCs.

Atualmente sdo descritos como nichos neurogénicos as regides do sistema nervoso
adulto com neurogénese completa ao longo da vida, possivel pela presenca das NSCs e um
microambiente celular apropriado. Nos mamiferos existem pelo menos dois nichos, a zona
subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais e a zona subgranular (SGZ) do giro denteado do
hipocampo. Os neuroblastos da SVZ migram até o bulbo olfatério, onde se diferenciam em
neurdnios granulares e glomerulares. Os neuroblastos da SGZ alcancam a camada granular
tornando-se neurénios granulares. Assim, os neuroblastos da SVZ e a SGZ sdo integrados em
circuitos neurais preexistentes para a remodelacdo e manutencdo de regides com funcdes
superiores do cérebro.
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Abstract

During the late 60°s, the experiments with brain lesions in rats, suggested the possibility
of neurogenesis in the adult brain. Three decades later, the conceptual link between adult
neurogenesis and stem cells was proposed. We now know that the adult mammalian brain
may have the ability to regenerate through adult neural stem cells (NSCs). Here are briefly
reviewed classical and current theories in adult neurogenesis, NSCs and neurogenic
niches. Experiments in developmental biology have shown different neurogenic regions
according to the capacity of neurogenesis and its presence in different species. Advances
in the methodology such as optogenetics and gene reprogramming, allowing the
manipulation of different conditions, will guide the discovery of new signaling pathways
and interactions, to better understand some aspects recently discussed such as the
variation of cell cycle length and the influence of disease conditions, cell heterogenicity
and DNA changes. New discoveries in adult neurogenesis, NSCs and neurogenic niches
and the developing of new technological tools should guide the NSCs-based therapy, such
as gene reprograming and the insertion of transposable elements (TEs) controlling

flanking genes, causing a functional impact for different conditions.
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Introduction

The cortex of lizards is a useful model to study and understand adult neurogenesis and
regeneration mechanisms. Comparative studies in different species showed that lizards
had an increase of the brain size with age, due to the proliferation of zinc-positive
synapses and dendritic growth in the telencephalon (1. In another set of experiments,
induced neuronal degeneration triggered reactive neurogenesis and complete functional
regeneration programs. In these experiments, the chemical lesion of the medial cortex
produced the proliferation of the cells of the ependymal region and the subsequent
migration and differentiation of neuroblasts up to the cortex for the complete regeneration
of the zone. The neuroblasts progressively replaced dead neurons and new medial cortex
was indistinguishable from a normal one [13.4].

Nevertheless, to accomplish the same feat on mammals, seemed an intricate issue.
Progress in this matter had its starting point during the late 60’s, when the experiments
with brain lesions in rats, suggested the possibility of neurogenesis in the adult brain [s).
Three decades later, the conceptual link between adult neurogenesis and stem cells was
proposed (6. We now know that the adult mammalian brain may have the ability to
regenerate through adult neural stem cells (NSCs). Here are briefly reviewed classical
and current theories in adult neurogenesis, NSCs and neurogenic niches. Finally, are
described NSCs-based therapies for spinal cord injury (SCI) and amyotrophic lateral

sclerosis (ALS) disease.

Discovering adult brain neurogenesis

During the past 19" century to early 20", neurogenesis was restricted to the early stages
of embryonic development. The central evidence was the lack of neurons with mitotic
activity after birth in the mammalian brain [7.9). Later Altman proposed that the
neuroblasts might arise from non-differentiated precursor cells, thus, neural precursor
cells generate newborn cells that differentiate and add new neurons to the existing
population in the adult mammalian brain. This was proposed after the experiments in rats
reviewed between 1962 and 1977. In autoradiographic studies, he showed that the

chemical lesion in the brain of the rat resulted in the proliferation of newborn cells
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population of glia and some neuroblasts that were labeled with (H?) thymidine, a cellular
marker of proliferation [s,10-14).

After this publication, many experiments tried to find these results but reproducibility of
the (H*) thymidine experiments was not possible and the hypothesis of newborn neurons
in the adult mammalian brain was controversial. First experiments with (H?) thymidine
in non-human primates described a slow glial cell proliferation but failed to confirm adult
neurogenesis [15,16]. Absence of adult neurogenesis in humans was supported by the idea
that the brain of primates may be uniquely specialized in lacking the capacity for neuronal
production in the adult stage. Prolonged period of interaction with the environment would
require a stable set of neurons to retain acquired experiences in their synaptic connectivity
[16]-

Experiments carried out for the study of the brain events that control learning in canaries
found opposite conclusions. Nottebohm and collaborators used canaries as a model
because of theirs ability of altering theirs songs; the process that he described was
analogous to the acquisition of language in humans [17-19. Descriptive studies of the brain
of canaries showed a correlation between the complexity of the song and the size of
specific forebrain regions controlling the songs, arguing that learned information required
space for neurogenesis. Final acceptance of adult neurogenesis in mammals came after
the evidence in late 90's of neuroblasts in the human brain. The experiments used
postmortem tissue from the hippocampus of cancer patients who received
bromodeoxyuridine (BrdU) marker, a thymidine analog that is incorporated into the DNA
of dividing cells and can be detected immunohistochemically in the progeny. Tissue of
all patients showed that the SGZ of the hippocampus contained BrdU positive nuclei cells
with the typical morphology of granule cell neurons. The study concluded that human
hippocampus retains the ability to generate new neurons throughout life [20;.

Now it seems clear that neurogenesis in the adult brain implies the coordinate control of
proliferation, migration and differentiation of NSCs in the neurogenic niches for the
production of neurons and play an essential physiological role in memory and learning
tasks, and neurodegenerative diseases, in conjunction with the beneficial effects of
exercise and environmental enrichment in the neurogenic niches.

Through studies in animal models of neurodegenerative diseases such as Alzheimer,
impaired neurogenesis and age-related cognitive decline on hippocampus were found.
Behavioral experiments showed that aging was associated with structural alterations and

functional deficits on hippocampus [21]. Also, physical activity may induce adult
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hippocampal neurogenesis in aged mice 2223 and the exposure to enriched environment
induced plasticity of neuronal cells and neurogenesis [21,23-25].

Finally, new perspectives in normal health conditions and disease and the limits of adult
neurogenesis in mammal species are now evaluated in the context of the comparative
studies. Among rodents, non-human primates and carnivores it is observed an overall
exponential decline in the quantity and function of neurogenesis and neurogenic niches;
in species with longer life expectancies such as non-human primates and carnivores,
neurogenesis and neurogenic niches were less abundant [226). Thus, three groups of
neurogenic regions with distinctive neurogenesis functions are proposed. Those regions
that are constant between the different species and that display complete neurogenesis
such as the subventricular zone (SVZ) and the subgranular zone (SGZ); those regions
relatively constant in different species and with different degrees of neurogenesis
depending on the species such as the striatum and cortex; and those regions with the
presence of neurogenesis depending on the species such as the cerebellum in rodents.
Differences between regions and animal species correspond to different degrees and types

of plasticity adapted to different tissue environments and functional demands [27-23].

Adult neural stem cells (NSCs) activity

Neurogenesis in the adult brain implies the coordinate control of proliferation, migration
and differentiation of NSCs in the neurogenic niches for the production of neurons. NSCs
activity and multipotency are controlled by the combination of a wide variety of intrinsic
and extrinsic mechanisms in the neurogenic niche, such as cell cycle regulators and
signaling pathways.

Cell cycle inhibitors (CKIs) are proteins that inhibit cyclin-dependent kinases, regulating
the G1 stage of the cell cycle [29]. Experiments with the selected deletion of CKIs proteins
in normal and disease conditions showed that CKIp21 and CKIp27 proteins are expressed
in rapid neural progenitor cells whereas CKIp57 proteins in radial glial cells and NSCs
130,31]. Thus, deletion of CKIp57 proteins allowed cell cycle progression and neurogenesis,
not only in young adult mice but also in aged mice [31]. [n vivo experiments with the
selective labeling of NSCs in mice embryos also showed that, these CKIp57 NSCs were
slowly dividing populations of neural progenitor cells in the embryonic ganglionic
eminence, that later became adult quiescent NSCs [325. The studies conclude that adult
quiescent NSCs slowed their cell cycle, and were set aside as a reserve pool early in brain

development, when other NPCs were dividing rapidly to build the brain [31-33].
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A wide variety of signaling pathways regulate NSCs activity during embryonic
development and later their maintenance in the adult neurogenic niches [34-377. NOTCH
signaling pathway induces maintenance and differentiation of NSCs. Upon activation of
NOTCH by its receptor DELTA, the NOTCH intracellular domain (NICD) is transferred
to the nucleus where it forms a complex with the DNA binding protein RBPJK and the
coactivator Mastermind-like (MAML) [38.39;. During embryonic development,
inactivation of RBPJK leads to a decrease in cell proliferation because dividing NSCs
prematurely differentiate into neuroblasts. In contrast, in neurogenic niches, inactivation
of RBPJK leads to an increase in cell proliferation because slowly dividing or adult
quiescent NSCs become rapidly transit-amplifying progenitor cells 3g). Thus, the NICD-
RBPJK-MAML complex induces the expression of BHLH transcriptional repressors,
such as HES1, HESS and HES3. These HES factors bind to specific DNA elements
repressing the expression of target proneuronal genes such as ASCL1/MASHI1 and
NEUROGENIN2, which activate the transmembrane protein NOTCH in neighboring
cells inhibiting neuronal differentiation [33.41]. Inhibition of neighboring cells is called
lateral inhibition, a cell interaction process that prevents simultaneous differentiation,
thereby achieving its prolonged maintenance [3g).

Recently it was discovered that the expression of BHLH transcriptional repressors have
an oscillating activity in BHLH factors. These results were obtained by optogenetic
approach experiments, which induced gene expression by blue light illumination control
[41]- Sustained light illumination induced ASCL1 expression that promoted neuronal fate
determination and inhibits its cell-cycle progression, whereas oscillatory light
illumination induced ASCL1 oscillatory expression that maintains proliferating neural
progenitor cells. Thus, the multipotent state correlates with oscillatory expression of
several fate determination factors, whereas the differentiated state correlates with
sustained expression of a single factor [3539,41]. Taken together, these results indicate that
the BHLH transcriptional repressor HES regulates the expression of the proneural
factor ASCL1 in an oscillatory versus sustained activity, which in turn regulates the
proliferation of NSCs and the subsequent processes of neuronal fate determination.
Additionally, because of its influence in proliferation and fate determination and
differentiation, ASCLI1 is also a central component of direct reprogramming of mouse
and human fibroblasts to induced neural stem cells, a promising approach for human

disease modeling and regenerative medicine [39).
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WNT signaling increase neurogenesis, by contrast, its blockage reduces neurogenesis in
vitro and abolishes almost completely in vivo (42). The molecular mechanism of canonical
WNT signaling pathway causes accumulation of B-catenin in the cytoplasm and its
translocation into the nucleus to activate transcription factors to the T-Cell
Factor/Lymphoid Enhancer Factor (TCF/LEF) family. In addition, WNT pathway may
be involved in the activation of NEURODI transcriptional factor. This protein is a
member of BHLH transcriptional factors, which activate the NEUROD gene; NEURODI1
has overlapping DNA-binding site for SOX2 and TCF/LEF, thus, the activation of this
gene implies activation of the canonical WNT pathway and removal of SOX2 repression.
This signaling pathway was demonstrated in experiments in mice where WNT signaling
expression, together with the removal of SOX2, triggered the expression of NEUROD1
31- In addition, WNT signaling directly induce proneuronal genes such as NEUROG2
and PROX1 in intermediate progenitors [37,44].

Sonic hedgehog (SHH) and Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) signaling act
antagonistically through the modulation of EGF ps;. NSCs increase proliferation in
response to higher than normal endogenous SHH levels. BMPs are part of the
Transforming growth TGF families of proteins, during embryonic development, if
ectodermal cells are exposed to BMPs, they assume an epidermal fate 36. In the
neurogenic niches, loss of BMPs signaling leads to an over proliferation of NSCs that
ultimately depletes the population [3746). Activation of EGFR by EGF leads to the
phosphorylation of SMADI in the linker region, silencing BMP signaling, whereas the
EGFR activates SHH [4¢). On the whole, activation of NOTCH and WNT signaling leads
to maintenance of the neural stem cell population and neurogenesis, whereas inactivation
of NOTCH induces rapid neuronal differentiation and depletes the NSCs population. In
contrast, BMPs and SHH may act in opposite manners, BMP signaling inhibits neuronal
differentiation and promotes gliogenesis, whereas endogenous SHH signaling enhances
neurogenesis and the number of NSCs.

In addition to the mechanisms described above, epigenetic mechanisms such as DNA
methylation, histone modifications and non-conding RNAs also influence NSCs activity
47 Lately there is a discussion on epigenetic mechanisms related to the heterogenicity
and the individual neuronal diversification in the brain, called transposable elements
(TEs) [48). There are two major classes of TEs, distinguished by their mechanism of
transposition, DNA transposons, which move via cut-and-paste mechanism and are

generally thought to be extinct in higher eukaryotes and RNA transposons or
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retrotransposons, which move via a copy-and-paste mechanism using RNA (s0}. Barbara
McClintock, who discovered the TEs, and with these studies she won the Nobel Prize in
Physiology and Medicine (1983) described two main functions, as insertional mutagens
and as controlling elements that regulate the expression of nearby genes [49,50).
Retrotransposition-mediated events are not only confined to germ cells, but can produce
somatic alterations in the brain and cancer; furthermore, it is not known whether
transposon expression is a cause or a consequence of aging or of neurodegenerative
disease [491. Thus, almost half of mammalian genomes are comprised of retrotransposons,
namely, Long-Interspersed Elements (LINE1s), which are the only known active and
autonomous elements in the genome with the ability to mobilize and change locations in
the genome [50;. In vitro experiments with adult rat NSCs showed that LINE-1
retrotransposed in neuronal precursors derived from the hippocampus. The resulting
retrotransposition event altered the expression of neuronal genes, which, in turn, may

influence neuronal cell fate [4g).

Neurogenic niche microenvironment

As mentioned, neurogenic niches such as the SVZ and the SGZ are brain regions with
complete neurogenesis throughout life, possible because of presence of NSCs and an
appropriate cellular microenvironment to stimulate self-renewal and multipotency
(FIGURE 1) [27,28,51-

The SVZ is the layer along the lateral ventricle. There are three main cell types in the
SVZ neurogenic niche: neuroblasts (Type A cells), NSC-SVZ astrocytes (Type B cells)
and rapidly dividing transit amplifying immature progenitors (Type C cells). Type B and
C cells are precursor cells. Type B cells are the primary precursors or NSCs that divide
to give rise to Type C cells or rapidly dividing transit amplifying cells or proliferating
progenitors, which in turn generate migratory Type A cells or neuroblasts [s2-57.
Neuroblasts of the SVZ join the network in the rostral migratory stream (RMS) to reach
the olfactory bulb, where differentiate into granular and glomerular neurons [s2-57;. In the
olfactory bulb, primary sensory neurons project to glomeruli where they synapse onto
mitral and tufted cells, which in turn relay information to the olfactory cortex,
periglomerular neurons provide lateral inhibition between individual glomeruli, whereas
granule cells provide lateral inhibition between mitral and tufted cells [47;.

The SGZ is a germinal layer between the dentate gyrus and the hilus in the hippocampus.

NSCs generate D1 cells, which divide to generate D2 cells or neuroblasts. D2 cells reach
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the granule layer becoming D3 cells, which mature into new granule neurons [s7-59].
Granule neurons synapses onto hilar basket interneurons, each of which inhibit mature
dentate granule cells. Granule cells also synapse onto hilar mossy cells, which also
innervate many mature dentate granule cells on the contralateral dentate gyrus [47].

NSCs cellular microenvironment includes, a basal lamina for cell anchoring, extracellular
matrix, which modulates the adhesiveness and activity of signaling molecules,
vasculature structures and a single layer of ependymal cells to support and capture
proteins secreted by the choroid plexus into the cerebrospinal fluid [s2-59;. Tenascin-C,
collagen-1, heparin sulfate proteoglycans, chondroitin sulfate proteoglycans and integrins
are part of basal lamina and extracellular matrix [35). Signaling molecules modulate gene
expression acting at different stages of the stem cell lineage. Different in vivo and in vitro
experiments, primarily involving extirpation or transplantation of different portions of
immature and mature nervous system recognized that neurogenesis depends on the
signals of growth factors such as EGF, FGF, IGF1, TGF, VEGF and LIF to regulate cell
cycle and differentiation [si-62). EGF can support in vitro proliferation of immature glial
and neuronal progenitors from the adult mouse SVZ [¢0;. FGF-2 is effective to support the
survival and proliferation of embryonic and adult rat SGZ progenitors in vitro and has
been identified in vivo (517. In vivo and in vitro experiments showed LIF stimulates
neuronal differentiation from explants of the spinal cord primordium cells and dissociated
culture [617. Thus, SVZ and SGZ neuroblasts are integrated into preexisting neural circuits
for remodeling and play an important role in higher brain functions such as cognitive

activities.

Conclusions and prospects for brain repair in spinal cord injury and amyotrophic
lateral sclerosis

Neurogenesis in the adult brain, NSCs and neurogenic niches are issues discussed in
several articles under different points of view. Since the discovery of adult neurogenesis
and NSCs in mammals, experiments in developmental biology have showed different
neurogenic regions according to the capacity of neurogenesis and its presence in different
species. Now, it seems important to identify the population in these regions and the
characteristics of its microenvironment. Other important points are the aspects of the
intrinsic and extrinsic regulation of NSCs activity and the function of neurogenic niches
in normal health conditions and disease. Advances in methodologies such as optogenetics

and gene reprogramming, allow the manipulation of different conditions and will guide
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the discovery of new signaling pathways and interactions, to better understand some
aspects recently discussed such as the variation of cell cycle length and the influence of
disease conditions, cell heterogenicity and DNA changes.

New discoveries in adult neurogenesis, NSCs and neurogenic niches and the developing
of new technological tools should guide NSCs-based therapy, such as gene
reprogramming and the insertion of transposable elements (TEs) controlling flanking
genes, causing a functionally impact for different conditions.

Spinal cord injury (SCI) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are two devastating
motor and sensory central nervous system conditions with poor regenerative potential.
SCI results in motor and sensory deficits secondary to disrupted neuronal circuits been
theirs remyelination a challenging topic. NSCs-based therapies for SCI aims to stimulate
residents NSCs or generate neuroblasts and also give neuroprotection, acting by reducing
endogenous toxic substances, inhibiting inflammatory reactions and/or releasing growth
factors and neurotrophic substances [63-64]. Clinical trials in large animal models such
as dogs showed that NSCs transplantation is feasibly and has therapeutic potential,
producing functional improvement by long-term neurotrophic and neuroprotective effects
in the neurogenic niche [65]. Clone 01 of human fetal NSCs derived from fetal spinal
cord differentiated toward motor neuronal, astroglial and oligodendroglial phenotypes in
the injured spinal cord and promoted functional recovery in the rat. In early and later
stages, significant improvement in motor and sensory tests were mediated by the
increased expression of neurotrophic factors, reduction of neurite growth-inhibitory
substances, enhancement of the remyelination of the axons and the production of
extracellular matrix permissive to regeneration [63].

ALS is a devastating neurodegenerative disorder in which the loss of upper and lower
motor neurons produces progressive weakness and eventually death [66-68]. ALS is an
inherited neurodegenerative disease mainly identified by SOD1 gene mutation, which
produces progressive loss of motor function. In SODI transgenic models, application of
NSCs grafts at multiple levels of spinal cord showed improvement of motor function, due
to these results it was recently established the first phase I human-clinical trial. Results of
the phase I showed that cervical transplantation of NSCs in the lumbar spinal cords of 12
ALS patients is feasible and well-tolerated, additional results showed that some cells
differentiated into neurons, while others maintained their stem cells phenotype [68,69].
The fact that NSC produce new elements that can integrate within some regions of the

mature brain, replacing lost neurons in pre-existent neural circuits, appears extremely
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fascinating in the perspective of regenerative therapeutic approaches. For the near future
manipulation of NSCs after SCI and ALS for replacing lost elements seem very hard to
be realized, neuroblasts themselves may not be useful to directly repair the brain, but the
use of the intrinsic and extrinsic factors of theirs microenvironment to give

neuroprotection seems a more handly approach.
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Figure 1. Neurogenic niches in the adult mammalian brain. The microenvironment of
neural stem cell (NSCs) include a basal lamina, vasculature structures and support cells.
The subventricular zone (SVZ) is the layer along the lateral ventricle. In the
subventricular zone (SVZ) type B cells (NSCs-astrocytes) divide to give rise to type C
cells (rapidly dividing transit amplifying immature progenitors), which in turn divide,
forming a cluster that generates type A cells (neuroblasts). The SGZ is a germinal layer
between the dentate gyrus and the hilus in the hippocampus. NSCs generate D1 cells
(progenitors), which divide to generate D2 cells. D2 cells reach the granule layer
becoming D3 cells (neuroblasts), which mature into new granule neurons. Artwork by
Lina Maria Delgado-Garcia inspired in neural stem cell niches models from the cited

literature of the current review.
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3. CELLULAR ASPECTS OF IN
VITRO PROLIFERATION,
MIGRATION AND
DIFFERENTIATION OF ADULT
NEURAL PRECURSOR CELLS
FROM THE
SUBVENTRICULAR ZONE OF
MICE

Os precursores neurais (NPCs) da zona subventricular (SVZ) cresceram como populacdes
heterogéneas com caracteristicas morfoldogicas e imunofenotipicas multipotentes. As
neuroesferas foram positivas aos marcadores de NPCs presentes no embrido e no adulto como
GFAP e nestin e o marcador de proliferacdo celular Ki67.

Apds a diferenciagdo espontanea, as células realizaram movimentos migratérios e
expressaram marcadores de células diferenciadas. A analise da morfologia mostrou que as células
formaram caminhos migratérios chamados “chained-like-pathways”, que se assemelham com os
programas migratorios das células imaturas nos nichos neurogénicos.

Além disso, devido a morfologia e a expressdo de proteinas neuronais como DCX e gliais
como GFAP, se considerou que as NPCs geraram trés tipos de células, células diferenciadas gliais,
células imaturas gliais e células imaturas neuronais, sendo generalizado o predominio de células

com marcagao glial.

As culturas de NPCs da SVZ mimetizam os aspectos gerais da neurogénese, tais como a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo.
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Cellular aspects of in vitro proliferation, migration and differentiation of adult neural

precursor cells from the subventricular zone of mice

Abstract

Background: The subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles and the subgranular
zone (SGZ) of the hippocampus are the two canonical neurogenic niches in the adult
mammalian brain. In these regions, the cellular microenvironment promotes the
proliferation, migration and differentiation of neural stem cells (NSC) to generate
neuroblasts. Thus, neurogenesis in the SVZ provides neurons for the replacement of lost
cells in the olfactory bulb (OB). Since neurogenesis and regeneration share the processes
of proliferation, migration and differentiation, research in stem cells-based therapy aims
to use NSCs and neural progenitors -in conjunction with neural precursor cells (NPCs)-
to replace lost or dysfunctional cell types and/or provide neuroprotection in
developmental, degenerative and traumatic conditions of the central nervous system
(CNS). However, the successful development of these therapies depends on the
understanding of the molecular, cellular and biological mechanisms that control
neurogenesis and NSCs. For such purpose, the aim of this study was to describe some
cellular aspects of in vitro proliferation, migration and differentiation of adult neural
precursor cells (NPCs) from the subventricular zone (SVZ) of mice. Cells were isolated
and expanded in culture medium with growth factors and next were spontaneously
differentiated. /n vitro proliferation, migration and differentiation were evaluated by

confocal imaging analysis.

Findings: Neural precursor cells (NPCs) proliferation showed that cells grew as active

heterogeneous cell populations with a multipotent progenitor fate. In the absence of

'Guidelines disponiveis em http://cellregenerationjournal.biomedcentral.com/submission-guidelines
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growth factors, the morphology of NPCs and immature-like cells changed, cells migrated
forming chained-cells pathways and spontaneously differentiated. Cells in differentiation
had characteristic morphology and were positive to markers of immature-like neuronal

cell, mature-like and/or immature-like glial cell.

Conclusions: NPCs effectively reproduce the process of proliferation, migration and

differentiation to neurogenesis. However, in vitro differentiation promoted a glial fate.

Key words: neural progenitor cells, neural stem cells, neurogenesis, neurogenic niches,

neuroblasts, neurons.

Background

The subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles and the subgranular zone (SGZ)
of the hippocampus are the two canonical neurogenic niches in the adult mammalian
brain. In these regions, the cellular microenvironment promotes the proliferation,
migration and differentiation of neural stem cells (NSCs) to generate newborn neurons
or neuroblasts. Anatomically, the neurogenic niche of the SVZ presents four main cell
types, neuroblasts (Type A cells), NSCs-Astrocytes (Type B cells), rapid amplifying
immature progenitors (Type C cells) and ependymal cells. Type B cells divide to give
rise to Type C cells, which in turn divide forming clusters of Type A cells. Newborn
neurons of the SVZ join the network in the rostral migratory stream (RMS) and migrate
up to the olfactory bulb (OB) where differentiate into granular and glomerular neurons
[1,2,3,4, 5. Thus, neurogenesis in the SVZ provides neurons for the replacement of lost
cells in the OB [s).

Since neurogenesis and regeneration share the processes of proliferation, migration and
differentiation, research in stem cells-based therapy aims to use NSCs and neural
progenitors -in conjunction with neural precursor cells (NPCs)- to replace lost or
dysfunctional cell types and/or provide neuroprotection in developmental, degenerative
and traumatic conditions of the central nervous system (CNS) [6.7.8.9,10,11,12). However, the
successful development of these therapies depends on the understanding of the
molecular, cellular and biological mechanisms that control neurogenesis and NSCs. For

such propose, the aim of this study was to describe some cellular aspects of in vitro
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proliferation, migration and differentiation of adult neural precursor cells (NPCs) from

the subventricular zone (SVZ) of mice.
Materials and methods

Isolation and expansion of adult neural precursor cells (NPCs) from the subventricular

zone (SVZ)

Three weeks mice (P21) were humanely euthanized in accordance with the guidelines for
the use of animals in research, Ethics Committee, College of Veterinary Medicine and
Animal Sciences of Botucatu, Sao Paulo State University, Brazil (No. 90-2015). Brain
was removed, placed into a balanced salt solution, and lateral ventricles dissected. Tissues
were digested in 0,05% trypsin-EDTA in a 37°C water bath for 5 minutes, and then,
enzymatic digestion was stopped with addition of BFS (Hyclone). Tissue was triturated
to a single cell suspension with successively smaller diameter pipettes and centrifuged at
1200 rpm for 5 minutes, filtered in a sterile mesh (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)
and re-suspended in DMEM/F12 medium. Cells were plated at a concentration of 2,10*
cell/cm? on T75 polyHema (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) coated culture flasks in free
serum medium consisting of DMEM/F12 (Gibco, San Francisco, USA) with 2% B27
(Invitrogen, Carlsbad, USA), 1% L-glutamine (Gibco, San Francisco, USA), 1%
penicillin/amphotericin (Gibco), 0,02% amikacin (Gibco), supplemented with 20 ng/mL
basic bFGF (R&D Systems, Minneapolis, EUA), 20 ng/mL EGF (Sigma) and 2%
heparin (Sigma). SVZ-NPCs were maintained at 37°C in humidified 5% CO? tissue
culture incubators and were fed every three or five days, changing half of the medium
and adding growth factors. After three passages, SVZ-NPCs were spontaneously
differentiated by plating on 24-well coated chamber culture with coverslips coated with
poly-L-lisine (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) in the absence of growth factors in feeding

medium during one week [13,14,15].
Immunocytochemistry

The primary antibodies used were mouse anti-nestin, /500 dilution; rabbit anti-GFAP,
1:100 dilution, rabbit anti-K167; /:500 dilution and guinea pig anti-DCX; /:500 dilution.
Secondary fluorescent antibodies used were Alexa fluor 594, goat anti-rabbit IgG, 1:7000
dilution; Alexa fluor 488, goat anti-mouse, /:500 dilution; Alexa fluor 488, goat anti-rat,

1:500 dilution (Invitrogen, USA), nuclei were stained with DAPI (1:10000). Cells were
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rinsed in PBS, fixed for 20 minutes in 4% PFA (Sigma), rinsed three times with PBS,
blocked in 5% BFS (Gibco) with 0.1% Triton X-100 (Sigma) for 1 hour, and then
incubated with primary antibody in 1% BFS with 0.02% Triton X-100 overnight at 4°C.
After three PBS washes, the secondary antibody was applied for 1 hour at room
temperature. Finally were washed three times with PBS before mounting with
FluoromountG (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, USA). Positive staining was
confirmed by the negative secondary antibody staining, to exclude the possibility of

cross-reactivity.
Imaging and image analysis

A minimum of 10 fields for each marker was photographed using Olympus FV1000
scanning confocal inverted microscope (OLYMPUS AMERICA INC, Corporate
Parkway, Center Valley, Penn, USA). Image analysis was performed using ImagelJ

software (1.49v; http://rsbweb.nih.gov/ij/). Single cell analysis for markers expression

was calculated using normalized fluorescence. First, regions of interest (ROI) were drawn
around cells and were determined area (A), mean gray value (GV) and the integrated
intensity (IntD). Next, background (BK) fluorescence was measured by drawing a ROI
in an area around the cells of interest and determined Awk, GVbk and IntDyk. Normalized
fluorescence was calculated as A-(IntDxGVyk). The percentage of positively stained cells
or Ki67+ cells fraction analysis was calculated as (DAPIKi67 stained cellsx100)/total
number of DAPI stained cells. Images were reconstructed and digitized with Adobe

Photoshop®.
Migration analysis

The migration analysis was adapted from the methodology described by Sholl (1953) [16).
On digitalized pictures of the neurospheres, were drawn ten concentric circles of
gradually increasing radius with a distance of 20 um. Cell migration score was estimated
by counting the number of concentric circles from the edge of the neurospheres that the
cells reached after one week of migration. Three scores were chosen, 0 (no cells migrating
from the neurospheres), 5 (cells reached until five concentric circles) and 10 (cells

reached until ten concentric circles or more).


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Population parameters and statistics

Data were analyzed using GraphPad Prism 5. Results of normalized fluorescence were
expressed as mean and standard deviation (£ S.D.). Results of proliferation analysis and

cell migration score were expressed as relative frequency.

Results and Discussion

Neural precursor cells (NPCs) from the subventricular zone (SVZ) isolated from P21
mice were expanded into culture medium with growth factors according to the methods
of Palmer et al, (1996) and Reynolds and Weiss, (1997). After three passages, cells grew
as heterogeneous aggregate populations of free-floating neurospheres.

To determine the fate of the neurospheres, in vitro cell populations were tested with
immunophenotypical markers of NPCs. Neurospheres were positive to protein markers
of NPCs such as glial fibrillary acid protein (GFAP) and nestin (Fig.1A). Quantitative
analysis of the NPCs markers by normalized fluorescence showed more GFAP than nestin
(Fig. 1B). Since the initial discovery of neurogenesis and the existence of NSCs, multiple
protein markers are tested for the recognition of NPCs and newborn cells. The
identification of the cells in the culture is crucial to reveal the total capacity displayed by
the cells. Therefore there is not a definitive marker for NSCs and NPCs and many lineage
markers such as GFAP, nestin, SOX, CD133 and CD15 are employed to analyze the
cultures [12,3,4,5,17,18,19,20,21,22]. Here, we used GFAP and nestin double staining, because
they are intermediate filament proteins expressed by many types of cells during
development of the nervous system. While numerous cell types such as astrocytes,
ependymal cells and NPCs express GFAP, nestin expression are transient and may not
persist in the mature nervous system, been more restricted to NPCs of the subgranular
zone of the hippocampus [2324,25,26,27].

In the neurogenic niches, NSCs display self-renewal and multipotency to generate
neurons. To determine the proliferative capacity of the neurospheres, cell populations
were tested with the proliferative marker Ki67. Ki67 or MK 67 is a nuclear protein present
during all active phases of the cell cycle and absent in resting cells [2829,3031]. Ki67
positive cell fraction analysis showed that majority of the cells in the neurospheres
expressed the proliferative marker (Fig. 1C, 1D). In the adult brain, incidence of self-
renewal, multipotency and cell cycle are regulated by the same factors of their embryonic

counterpart. Extrinsic factors as retinoic acid, FGF, WNT, SHH and BMP family proteins
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interact with cell cycle regulators and epigenetic factors. Those proteins act by two
signaling pathways, one instructive, influencing the fate of the newborn cell, and the other
expression of NPCs and proliferative markers demonstrated that the adult NPCs isolated
grew as active heterogeneous cell populations with a multipotent progenitor fate in
response to the conditioned medium with growth factors.

As mentioned, active NSCs in the SVZ generate precursor cells, which in turn generate
newborn neurons that migrate to the OB. In order to analyze in vitro SVZ-NPCs migration
activity, neurospheres were allowed to migrated and differentiated in the absence of
growth factors during one week. Morphology of the migration from the neurospheres
showed that NPCs and immature cells migrate forming chained-cells pathways (Fig.2A,
2B). Migration analysis was adapted from the methodology described by Sholl (1953).
This analysis has been use in other experiments allowing the categorization of the cell
migration [43). Migration analysis showed that neurospheres had a medium migration
score, reaching between four and five concentric circles (Fig.2A,2C). We inferred that in
vitro NPCs and immature cells conserve their programs of migration forming chained-
cells pathways, similar to the radial or tangential migration program. In the developing
brain, newborn neurons or neuroblasts use different migration programs until their final
destination. Neuroblasts use tangential or multipolar migration from the ganglionic
eminence up to the thalamus, cortex, hippocampus and OB and radial migration from the
ventricular and SVZ to the cortex 44). Transposition of both, tangential and radial
migration could be seen as an evolutionary feature that provides complexity to the
mammalian cortex [42]. Neuroblasts who migrate to the cortex are guided by repulsive
activity that creates an exclusion zone, leading to the formation of migratory routes up to
the cortex [41,4344). In contrast, neuroblasts from the SVZ are chained by astrocytes that
secrete chemoattractive factors, enhancing the migration throughout the RMS up to the
In the OB, newborn cells differentiate into granular and glomerular neurons. In the OB,
primary sensory neurons project to glomeruli where they synapse in mitral and tufted
cells, which relay information to the olfactory cortex. Granular and glomerular new
neurons provide a strong lateral inhibition to the local circuitry, contributing to
information processingus). In order to examine the possible terminal fate and
differentiation of SVZ-NPCs and immature cells, neurospheres differentiated were

immunophenotyped with NPCs and immature cell markers. Cells in the neurospheres
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expressed both proteins, the NPCs GFAP and the immature cell marker DCX (Fig. 3A).
Normalized fluorescence analysis showed variable GFAP and DCX expression (Fig. 3B).
DCX is a microtubule-associated protein expressed by differentiated neuronal precursor
cells and immature neurons in embryonic and adult cortical structures. In the developing
brain, DCX protein is important for neuronal migration, expressed by the cells on the
RMS [49. In some cases, GFAP and DCX cells had a characteristic morphology as either
NPCs, differentiated neuronal precursor cells or immature-like cells. Immature-like
GFAP cells were small, round or bipolar and stained diffusely, mature-like GFAP cells
had a filamentous staining pattern and multiple processes. Immature-like DCX cells were
bipolar or unipolar with variable size (Fig. 3C). Same morphology has been mentioned
characteristic of in vitro cultures of SVZ-NPCs [2,17,50). We inferred that some immature-
like cells in the absence of growth factors effectively differentiated to a more commitment
fate, as an immature-like neuronal or a mature-like and immature-like glial cell, been
more present the glial cell fate.

In the embryonic and adult neurogenic niche, a little imbalance on the initial
concentrations of transcriptional factors for neuronal or glia fate is rapidly amplified and
just one of them is expressed, promoting final migration and differentiation of NPCs. One
of the most studied factors is the NOTCH family and its interaction with BHLH genes
[43,51,52,53,54]. In general, NOTCH activation induces the expression of neuronal repressor
genes such as HES|, leading to differentiation to NSCs and NPCs, generation of radial
glia and astrocytes has the same pathway but an additional gene, HESs, which represses
neural fate and promotes glial cells. Thus, the neuronal fate requires antagonism of the
NOTCH pathway, which leads to the expression of BHLH neural genes MASH,
neurogenine; and neurogenine: [53,54].

In conclusion, adult NPCs from the subventricular zone (SVZ) grew as active
heterogeneous cell populations with a multipotent progenitor fate, in response to the
conditioned medium with growth factors. In the absence of growth factors, NPCs and
immature-like cells migrate forming chained-cells pathways and spontaneously
differentiated and expressed proteins of immature-like neuronal or a mature-like and
immature-like glial cell. In neurogenic niches, an appropriate cellular microenvironment
promotes proliferation, migration and differentiation of NSC to generate newborn
neurons or neuroblasts. How much this process may be manipulated in vitro for the final
generation of specific neuronal phenotype without changes in NSCs properties represents

a promissing approach. Our results suggest that NPCs effectively reproduce the process
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of proliferation, migration and differentiation to neurogenesis. However, in vitro
differentiation seems to be negatively influenced promoting a change to a glial and/or

quiescent fate.

Abbreviations

SVZ subventricular zone

NPCs neural precursor cells

SGZ subgranular zone

NSCs neural stem cells

RMS rostral migratory stream

OB olfactory bulb

CNS central nervous system

EGF epidermal growth factor

bFGF basic fibroblastic growth factor
IGF insulin growth factor

TGF tumoral growth factor

VEGF vascular endothelial growth factor
GFAP glial fibrillary acid protein

SHH sonic hedgehog

BMP bone morphogenetic protein

DCX doublecortin

BHLH basic helix loop helix

MASH; mammalian achaete-scute homologous
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Figure 1. Adult subventricular zone neural precursor cells SVZ-NPCs neurospheres
population fate and proliferation. (A) Morphology and GFAP and nestin expression of
adult subventricular zone neural precursor cells (SVZ-NPCs) neurospheres,
representative images. (B) GFAP and nestin quantitative analyses. Normalized
fluorescence or the integrated fluorescence intensities were plotted according to the NPCs
markers. Normalized fluorescence of a cell was measured at the average bright plane of
a z series. Cells expressed more GFAP (n=30). (C,D) Ki67 quantitative analysis and
expression. The positive cell fractions were plotted according to the proliferative marker.
Majority of cells expressed Ki67 protein (n=30). Error bars denote standard deviation.

Nuclei were counterstained with DAPI. Calibration bar 20 pm (A), 10 pm (C).
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Figure 2. Adult subventricular zone neural precursor cells SVZ-NPCs neurospheres
conserve their migration program. (A,B) Morphology of SVZ-NPCs migration and
migration diagram, representative images. (B) Immature cells form chained-cells
pathways. (C) Migration diagram score by Sholl analysis and migrational program in the
brain. Migration score was estimated by counting the number of concentric circles that

the cells reached after one week of migration. Calibration bar, 20 um.
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Figure 3. Adult subventricular zone neural precursor cells SVZ-NPCs differentiation as a
neuronal immature-like or glial mature-like and immature-like cell. (A) NPCs and
undifferentiated cell markers expression, representative images. Adult SVZ-NPCs were
positive for the markers GFAP and DCX. (B) Normalized fluorescence or the integrated
fluorescence intensities were plotted according to NPCs and undifferentiated cell
markers. Integrated fluorescence intensity of a cell was measured at the average bright
plane of a z series (n=60). (C) Morphology of DCX and GFAP positive cells,
representative images. (1, 2, 3) Immature-like DCX cells; (4) immature-like GFAP cell;
(5, 6) mature-like GFAP cell. Nuclei were counterstained with DAPI. Error bars denote

standard deviation. Nuclei were counterstained with DAPIL. Bar, 20 pm.
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4.1 DISCUSSAO

Os estudos em células-tronco e regeneracdo se remontam aos primeiros
experimentos com ourigos do mar e ovos de anfibios no século passado. Desde entao
grande parte dos seus descobrimentos derivam de uma visdo integrativa que permite a
ligagdo dos avangos cientificos e tecnoldgicos de diferentes disciplinas, desde as ciéncias
basicas como biologia e bioquimica, passando por embriologia, fisiologia, biologia do
desenvolvimento, ecologia e mais recentemente as ciéncias médicas e aplicadas.

Na pesquisa em medicina e terapia regenerativa para doengas neuroldgicas, as
células-tronco sdo alvo de multiplas pesquisas para repor células neurais perdidas ou
disfuncionais e promover neuroprotecao em condicdes com pouco potencial
regenerativo. Assim, este trabalho fez uma revisao das teorias atuais no funcionamento
dos nichos neurogénicos e as células-tronco (NSCs) com énfase na proliferacao,
migracdo e diferenciagdo, processos fundamentais para a neurogénese durante o
desenvolvimento embriondrio e ainda no cérebro adulto. Adicionalmente o estudo
inclui a descrigcdao dos aspectos celulares morfolégicos e imunofenotipicos da cultura in
vitro dos precursores neurais (NPCs) dos nichos neurogénicos do camundongo com

interesse na neurogénese e sua manipulagdo para fins terapéuticos.

Os nichos neurogénicos no cérebro adulto

No contexto da biologia do desenvolvimento, diferentes estudos tém
demostrado que existem diferencas morfolégicas e funcionais na formacdo e
manutencado do cortex entre as espécies animais. Assim, no caso da neurogénese adulta,
atualmente os estudos tem proposto trés tipos de regides com neurogéneses ou regides
neurogénicas nos mamiferos; 1) as regides que sdo constantes entre as diferentes
espécies e que exibem neurogénese completa; 2) as regides relativamente constantes
entre diferentes espécies e que apresentam diferentes graus de neurogénese; e 3) as
regides com presenca da neurogénese dependendo da espécie (GRANDEL et BRAND,

2013; BONFANTINI et PERETTTO, 2011; BONFANTINI et al., 2016) (Figura 20).
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FIGURA 20. Tipos de regides neurogénicas no cérebro adulto. Regides constantes entre as diferentes espécies e que exibem
neurogénese completa (SVZ e SGZ); regies relativamente constantes entre diferentes espécies e com diferentes graus de
neurogénese (cortex e estriado); e as regies com a presenga da neurogénese dependendo da espécie (cerebelo) (GRANDEL et
BRAND, 2013; BONFANTINI et al., 2011; BONFANTINI et al., 2016). Artwork by Lina Maria Delgado-Garcia

Em pequenos animais, das trés regides descritas, a maioria dos estudos em
neurogénese e progenitores neurais se centram nas regides com neurogénese
completa, assim, no caso do cdo, na literatura se encontram numerosos trabalhos de
isolamento, caracterizacdo e avaliagdo do microambiente e os NPCs da zona
subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais e a zona subgranular (SGZ) do giro denteado
do hipocampo (MALIK et al, 2012; LIM et al, 2012; WALTON et WOLFE, 2008; WALTON
etal, 2013; LOWE et al, 2015) sendo que, sé um trabalho descreve o isolamento de NPCs
do cerebelo (WALTON et al, 2013); uma regido de neurogénese limitada dependendo
da espécie, caracteristica compartilhada com os roedores e ainda em estudo nos
humanos, sendo as outras areas pouco exploradas.

Portanto, atualmente sdo descritos como nichos neurogénicos as regides
do sistema nervoso adulto com neurogénese completa ao longo da vida, possivel pela
presenca das NSCs e um microambiente celular apropriado (BONFANTINI et PERETTO,
2011; BONFANTINI et al., 2016). Nos mamiferos existem pelo menos dois nichos
neurogénicos, sendo que este trabalho abordou o estudo tedrico e experimental da
neurogénese na zona subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais e a zona subgranular
(SGZ) do giro denteado do hipocampo. RegiGes nas quais os neuroblastos interagem em
circuitos neuronais pré-existentes, participando em fung¢bes superiores como as

atividades cognitivas. No nicho neurogénico, os neuroblastos da SVZ migram pelo canal
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migratério rostral (RMS) até o bulbo olfatério (OB) onde se diferenciam em neurénios
granulares e glomerulares; e por sua parte, os neuroblastos da SGZ migram até a camada
granular onde se diferenciam em neurdnios granulares (GAGE et al., 1995; DOETSCH et
al., 1997; GARCIA-VERDUGO et al.,1998; DOETSCH et al., 1999; LIM et ALVAREZ-BUYLLA,
1999; GAGE, 2000; ALVAREZ-BUYLLA et GARCIA-VERDUGO, 2002; DOETSCH, 2003).

A neurogénese e a atividade das NSCs nos mamiferos adultos

Como mencionado, a neurogénese no cérebro adulto implica o controle
coordenado da proliferacdo, migracdo e diferenciacido das NSCs nos nichos
neurogénicos para a producdo de neurdnios; possivel unicamente pela interagdo com
uma ampla variedade de mecanismos intrinsecos e extrinsecos. N3ao obstante, existem
diferencas e semelhancas no comportamento das NSCs durante o desenvolvimento
embrionario e posteriormente no nicho neurogénico adulto.

O principal aspecto desse comportamento se relaciona com o nivel de atividade
das NSCs, o que faz com que a atividade de proliferacdo, migracao e diferenciacdo das
NSCs nos nichos neurogénicos seja muito menos efetiva comparada com a atividade
durante a fase do tubo neural, diferenca que pode ser devida a mecanismos intrinsecos
e extrinsecos ou fatores indutores.

Em principio se identifica a forte influéncia de mecanismos intrinsecos como os
inibidores do ciclo celular (CKls) os quais agem tanto em células progenitoras (CKlp21 e
CKlp27) como em células da glia radial e NSCs (CKIp57) (FUENTEALBA et al., 2015;
FURUTACHI et al., 2013, 2015). Assim, a eliminacdo das proteinas CKlp57 permitiu a
rapida progressdo do ciclo celular e a neurogénese (FURUTACHI et al., 2013), sendo que
as NSCs-CKlp57 correspondem a populagdes de células progenitoras neurais de divisdo
lenta na eminéncia ganglionar embriondria que mais tarde se tornam NSCs quiescentes
no adulto (FUENTEALBA et al., 2015; FURUTACHI et al., 2015).

Outro mecanismo importante sdo os fatores indutores e as vias de sinalizacdo
extrinsecas que regulam a atividade de proliferacao e diferenciacdo das NSCs durante o
desenvolvimento embrionario e posteriormente nos nichos neurogénicos
(SCHOENHERR et ANDERSON, 1995; LEVISON et GOLDMAN, 2006; PURVES et al., 2012;
KANDEL et al., 2014).
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Neste contexto, no cérebro adulto, os estudos revisados demostram que os
fatores indutores e suas vias de sinalizacdo apresentam atividades de sinergismo e
antagonismo. Assim, a ativacdo de NOTCH e WNT leva a manutencdo da populacdo de
NSCs e a neurogénese, ao passo que a inativacdo de NOTCH induz a rapida diferenciacdo
neuronal e a diminuicdo da populacdo dos NPCs (KUWABARA et al, 2009; IMAYOSHI et
al, 2010; SHIMOJO et al, 2011; IMAYOSHI et al, 2013; VARELA-NALLAR et al, 2013;
KAGEYAMA et al, 2015; KAGEYAMA et al, 2015).

Por sua parte, a sinalizacdo das BMPs e SHH pode agir de maneiras opostas; a
sinalizacdo das BMPs inibe a diferenciacdo neuronal e promove gliogénesis, enquanto a
sinalizacdo SHH aumenta a neurogénese e o numero de NSCs. Este antagonismo é
exercido através da modulacao do EGF, sendo que a ativa¢ao dos receptores para EGF
inibe indiretamente a sinalizacdo dos BMPs em quanto ativa a sinalizacdo de SHH
(PALMA et al., 2004; PALMA et al., 2005).

Estes achados sugerem que a manipulacdo combinada de mecanismos
intrinsecos e extrinsecos, pode ser importante no direcionamento das terapias em
regeneracdo celular em condi¢cdes com pouco potencial neurogénico como as doencas

neurodegenerativas.

A proliferagéo, migragéo e diferenciacdo in vitro dos NPCs

Para finalizar, se descreveu o protocolo para isolamento e cultivo de NPCs dos
nichos neurogénicos adultos no camundongo. O protocolo segue a metodologia de
Reynolds et Weiss (1997) e Reynolds et Rietze (2005) e constitui-se do isolamento,
dissociagao, purificagcdo, contagem e cultivo primario em meio de cultivo com EGF e FGF
como fatores de crescimento (ver Anexo 1). O protocolo tem como base o
enriquecimento do meio de cultivo com fatores de crescimento, o que pretende
reproduzir o microambiente celular dos nichos neurogénicos embrionarios (REYNOLDS
et WEISS, 1996, 1997; RICHARDS et al, 1992; PALMER et al, 1995; REYNOLDS et RIETZA,
2005). Dados estes resultados, este protocolo foi usado para o isolamento dos NPCs da
SVZ e da SGZ de camundongos adultos (DELGADO-GARCIA et al, 2015a, 2015b) e
atualmente estd sendo adaptado para o isolamento dos NPCs dos nichos neurogénicos

no cdo para fins terapéuticos.
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Os NPCs isolados cresceram como populagdes heterogéneas com caracteristicas
morfoldgicas e imunofenotipicas multipotentes. Apds a diferenciacdo espontanea, as
células realizaram movimentos migratdrios e expressaram marcadores de células
diferenciadas. Devido a morfologia das células em diferenciacdo e a expressao de
proteinas neuronais e gliais, se considerou que as NPCs geraram trés tipos de células,
células diferenciadas gliais, células imaturas gliais e células imaturas neuronais, sendo
generalizado o predominio de células com marcagao glial. Adicionalmente, na
comparagao da diferenciagdo de NPCs da SVZ e a SGZ se encontrou morfologia e
expressao de marcadores equivalente a NPCs e células imaturas, sendo que a SVZ
poderia ser mais efetiva na producao de células imaturas (anexo 2).

Estes achados indicam que as culturas mimetizam os aspectos gerais
anteriormente descritos da neurogénese, como a proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo. A morfologia, fendtipo e marcacdo proliferativa descritas das
neuroesferas podem ser comparadas com a proliferacdo estimulada pelos fatores
indutores. Assim, no desenvolvimento embrionario a proliferacdo e diferenciacdo das
NSCs envolve modos simétricos e assimétricos de divisdo celular produzindo todos os
tipos de células neurais e por conseguinte a formacdo das regides primitivas do sistema
nervoso (LEVISON et GOLDMAN, 2006; PURVES et al., 2012; KANDEL et al., 2014).

Na sequéncia, a analise da migracao e diferenciacdo descreveram caracteristicas
dos programas de migracao e diferenciacdo das NSCs, progenitores e células imaturas
nos nichos neurogénicos. Assim na migracao radial, os neurénios movem-se ao longo
das células da glia radial e na migracdo tangencial, os neurdnios utilizam os tratos dos
axonios como guia (CALEGARI et WASKOK, 2014; WALKER et KEMPERMANN, 2014;
LEVISON et GOLDMAN, 2006; PURVES et al, 2012; KANDEL et al, 2014; OHTAKA-
MARUYAMA et OKADO, 2015).

Em conjunto, sendo que a neurogénese e a regeneracdao compartilham os
mesmos processos, estas células seriam viaveis para o tratamento de condi¢cdes com

pouco potencial regenerativo.
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4.2 CONSIDERACOES FINAIS

A proliferacdo, migracdo e diferenciacdo, sao processos fundamentais para a
neurogénese durante o desenvolvimento embrionario e ainda no cérebro adulto.

Os nichos neurogénicos sao regides do sistema nervoso adulto com neurogénese
completa pela presenca das NSCs e um microambiente celular apropriado. Nos
mamiferos existem pelo menos dois nichos, a zona subventricular (SVZ) dos ventriculos
laterais e a zona subgranular (SGZ) do giro denteado do hipocampo.

Os estudos revisados demostram que existem diferencas e semelhangas no
comportamento das NSCs durante o desenvolvimento embrionario e posteriormente no
nicho neurogénico adulto. O principal aspecto desse comportamento se relaciona com
o nivel de atividade das NSCs, o que faz com que a atividade de proliferacdo, migracao
e diferenciacdo das NSCs nos nichos neurogénicos seja muito menos efetiva comparada
com a atividade no tubo neural, diferenca que pode ser devido aos mecanismos
intrinsecos e extrinsecos ou fatores indutores.

Para finalizar, neste estudo também se descreveu o protocolo para isolamento e
cultivo de NPCs dos nichos neurogénicos adultos no camundongo. O protocolo se
compode do isolamento, dissociacdo, purificacdo, contagem e cultivo primario. Os NPCs
isolados cresceram como populacdes heterogéneas com caracteristicas morfoldgicas e
imunofenotipicas multipotentes. Apds a diferenciacdo espontanea, as células realizaram
movimentos migratdrios e expressaram marcadores de células diferenciadas. Devido a
morfologia das células em diferenciagdo e a expressao de proteinas neuronais e gliais,
se considerou que as NPCs geraram trés tipos de células, células diferenciadas gliais,
células imaturas gliais e células imaturas neuronais, sendo generalizado o predominio
de células com marcacao glial. Em conjunto, as culturas mimetizam os aspectos gerais
da neurogénese, tais como a proliferacdo, migracao e diferenciacao.

Estes achados sdo importantes para direcionar o destino da medicina
regenerativa com células-tronco no tratamento de injurias, doencas do
desenvolvimento e doencas neurodegenerativas, além de se propor como uma

ferramenta no entendimento do funcionamento do cérebro nos mamiferos.
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ANEXO

1. Protocolo para o isolamento e cultivo de
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1. PROTOCOLO PARA O
ISOLAMENTO E CULTIVO DE
PRECURSORES (NPCS) DA ZONA
SUBVENTRICULAR (SVZ) E A ZONA
SUBGRANULAR (SGZ)
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1. Protocolo para o isolamento e cultivo de precursores (NPCs) da

zona subventricular (SVZ) e a zona subgranular (SGZz)Y’

O protocolo abaixo descreve o isolamento, dissocia¢do, purificagao, contagem e
cultivo primdrio segundo o método de Reynolds et Weiss, (1997) e Reynolds et Rietze,
(2005) (Figura 21).

Os procedimentos experimentais foram submetidos a8 Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da FMVZ da UNESP de Botucatu; de acordo com as diretrizes do

Colegiado Brasileiro de Experimentacdo Animal (No 90-2015).

,m EGF/FGF
. \
" tripsina
0,1%
Isolamento Dissociagdo Purificagdo e contagem

Figura 21. Diagrama da sequéncia de isolamento e cultivo dos precursores neurais (NPCs) de camundongos.

Materiais
o Tesouras cirurgicas o Meio completo (DMEM/F12 alta
o Pingas para dissecgao glicose, 1% L-glutamina, 2%
o Lamina de bisturi suplemento B27, 1%
o Etanol 70% penicilina/anfotericina, 0,01%
o Placa de Petri 35 mm amicacina, 5ng/ml heparina e
o Microtubo 1,5 ml 20ng/ml EGF Fator de
o Tubo Falcon 15 ml Crescimento Epidermal /bFGF
o Tripsina 0,1% Fator de Crescimento
o Soro Fetal Bovino Fibrobldstico Basico)
o Filtro estéril 70 um o Placa de cultura T75 recoberta
o Meio para cultivo DMEM/F12 com Poly-Hema

alta glicose o Centrifuga

7Protocolo adaptado de Delgado-Garcia et al, (2015a, 2015b)
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o Camara de Neubauer o Camara de fluxo laminar

o Microscopio

Preparacéo

1.

Os elementos de dissecdo (tesouras, pincas e lamina de bisturi) foram

esterilizados em etanol 70% durante 20 minutos.

Isolamento

2.

Foram usados 4 camundongos por cultivo, de faixa etaria imatura P21 (dia pos-

natal 21), sem distincdo de sexo.

3. Ap0s eutandsia, os encéfalos foram dissecados e acondicionados em placas de
Petri contendo DMEM/F12 alta glicose.

4. Em uma nova placa foi realizada a separagao da SVZ e a SGZ. Para isso, 0s
hemisférios foram separados e com auxilio de uma lamina de bisturi e de pincas
a zona subventricular e o hipocampo dissecados. Cada amostra foi armazenada
em microtubo contendo 1 ml de DMEM/F12 e levada para a cdmara de fluxo
laminar.

Dissocia¢do

5. Para a dissociacao cada amostra foi transferida a tubo de 15 ml.

6. O meio foi retirado e adicionado 1 ml de tripsina 0,1%, as amostras foram
incubadas em banho-maria durante 5 minuto a 37°C.

7. ApOs esse periodo, a acdo enzimatica da tripsina foi inativada com a adicdo de 1
ml de Soro Fetal Bovino.

8. O conteudo foi homogeneizado e centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos.

9. Posteriormente, o sobrenadante de cada amostra foi removido e adicionado 1

m|I DMEM/F12 para ser novamente homogeneizado por trituracdo sucessiva com

ponteiras de 1000 ul e 200 pl até obter uma suspensao simples.
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Purificagéo

10. Para aretirada do tecido fibroso na intencdo de evitar a contaminacdo do cultivo,

as amostras foram purificadas com filtro estéril de 70 um.

Contagem

11. De cada amostra foi separada uma aliquota de 10 pl para contagem em cdmara
de Neubauer usando a formula, células/mI=Xx10%K, onde X é a média da

contagem nos quatro quadrantes e K é o fator de diluigdo= 10.

Cultivo primdrio

12. Cada amostra foi suspendida em 10 ml de médio completo e transferida em
concentracdo de 2x10% células/cm? em placa de cultura T75 recoberta com Poly-
Hema. Uma semana depois foram acrescentados 5 ml de médio completo, e
posteriormente, a cada trés ou quatro dias, foi trocada a metade do médio de
cultivo até obter a formacdo de neuroesferas. As culturas foram mantidas em

estufa a 372C, 95% umidade e 5% de CO?.

Resultados esperados

Foram isoladas populacdes de células da SVZ e SGZ de camundongos P21.
Durante as primeiras 24 horas (1 Dia In Vitro DIV) se observou grande quantidade de
morte celular.

Apds uma semana de cultivo (5-7DIV) foram observados em todos os cultivos
dois tipos principais de células, células individuais com contornos regulares e
refringentes e células organizadas em neuroesferas ou massas celulares circulares, de
tamanhos varidveis e superficie irregular, ambas ndo aderente a superficie do frasco
(Figura 21a).

Apds quatro semanas de cultivo (25-30DIV) se observam neuroesferas em

suspensdo entre 50- 80 um de didmetro em ambos cultivos (Figura 21, tabela 1). A
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comparagdo entre as medias do diametro mostrou que as neuroesferas da SVZ sao de

maior tamanho (tabela 1).

Tabela 1. Estatistica descritiva do didmetro das neuroesferas

Diametro (um) n Media SD Mediana p (<0,05)
Svz 108 62,78 14,72 58,11 *Ak
SGZ 84 52,97 14,97 48,06

5-7DIV

25-30DIV

b
80-
60-
2 404 e
20+
kiid  scz
= svzZ
0- ¥ E3

Didmetro (um)

Figura 22. Morfologia dos cultivos dos precursores neurais (NPCs) de camundongos. (a) Células individuais com contornos regulares
e refringentes e células organizadas em neuroesferas (5-7 DIV), apds quatro semanas se observam neuroesferas entre 50 — 80 um

de diametro (25-30 DIV). (b) Andlises de frequéncia do diametro das neuroesferas da SVZ e SGZ. Barra 100 plm
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2. DIFERENCIACAO DOS
PRECURSORES NEURAIS (NPCS) DA
ZONA SUBVENTRICULAR (SVZ) E A
ZONA SUBGRANULAR (SGZ)
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2. Diferenciacdo dos precursores neurais (NPCs) da zona

subventricular (SVZ) e a zona subgranular (SGZ)

Foram comparados alguns aspectos celulares da diferenciagdo espontanea in
vitro da SVZ e a SGZ de camundongos. Usando o protocolo para isolamento e cultivo
dos NPCs, as células foram isoladas e cultivadas, apds uma semana foram diferenciadas
em meio de cultivo sem fatores de crescimento. A diferenciac¢do foi avaliada pela analise
da morfologia e a marcacdo por imunofluorescéncia. Foram usados marcadores para

NPCs e células neuronais imaturas (Quadro 3).

Quadro 3. Anticorpos no experimento de diferenciagdo de precursores neurais (NPCs) da

zona subventricular (SVZ) e a zona subgranular (SGZ)

Anticorpo Diluicao Descrigao

rabbit anti-GFAP 1:1000 NPCs e astrocitos

guinea pig anti rat-DCX 1:500 Neuroblasto migratorio

Alexa fluor 594, goat anti-rabbit IgG 1:1000 Anticorpo secundario

Alexa fluor 488, goat anti-rat 1:500 Anticorpo secundario

Dapi 1:10000 Marcador de nucleo
Resultados

As células tiveram morfologia caracteristica para NPCs (GFAP) e células neuronais
imaturas ou neuroblastos (DCX). As células imaturas GFAP foram pequenas,
redondeadas ou bipolares e com padrao de marcacao difuso, ja as células GFAP maturas
tiveram um padrao filamentoso e com multiplos processos. Células neuronais imaturas
DCX foram de tamanho varidvel, bipolares ou unipolares (Figura 22a).

As células da SVZ e a SGZ tiveram marcacdo positiva para proteinas de NPCs
como GFAP e de células neuronais imaturas como DCX. Na analise da fluorescéncia
normalizada, se encontrou marcacao varidvel de GFAP e DCX nas populac¢des avaliadas
(n=4; em cada populac¢do se mediu a fluorescéncia normalizada de 25-30 células) (Figura
22b, Tabela 2, 3).

Devido as grandes diferencas dos valores de fluorescéncia normalizada para as
marcacgdes entre as células em uma mesma populagcdo, ndo se encontrou uma diferenca

na comparagao entre as medias nos valores dos marcadores. Embora, se sugere uma
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tendéncia de valores maiores de fluorescéncia normalizada da marcacao DCX em células
da SVZ (Tabela 4). Os resultados demostram que a diferenciacdo in vitro é similar para
SVZ e SGZ, embora a SVZ poderia ter uma melhor resposta in vitro para producao de

células neuronais imaturas DCX.

>
W

150000+

1000004

|

50000

Figura 22. Diferenciagdo dos precursores neurais (NPCs) da zona subventricular (SVZ) e a zona subgranular (SGZ). (a) Expressdo de
GFAP e DCX, imagens representativas. As neuroesferas tiveram marcagdo positiva para GFAP e DCX. Células GFAP imaturas sdo
pequenas, redondeadas e com marcagdo difusa. Células GFAP maturas apresentam um padrdo de marcagdo filamentoso e com
multiplos processos. Células DCX imaturas tiveram forma unipolar ou bipolar. (b) Os graficos da fluorescéncia normalizada ou
intensidade da fluorescéncia integrada foram construidos de acordo aos marcadores para NPCs e células imaturas em quatro
populagdes (n=4). A fluorescéncia normalizada de uma célula foi medida segundo o plano médio de brilho da série Z. Existiu uma
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proporgdo similar de marcagdo para NPCs (GFAP) e células imaturas (DCX). Em cada populagdo foram medidas de 25 a 30 células.

As barras de erro denotam a SD. O nucleo foi marcado com DAPI. Barra 20pum.

Tabela 2. Estatistica descritiva da fluorescéncia normalizada dos marcadores para diferenciacao de

precursores neurais (NPCs) e células imaturas da zona subventricular (SVZ)

Fluorescéncia normalizada N1 N2 N3 N4
GFAP n 30 30 30 30
Media 13169 28722 35848 48973
Mediana 7301 27317 37374 37981
SD 15361 15160 16632 32565
DCX n 30 30 30 30
Media 14748 32541 19481 23715
Mediana 7788 31170 18746 23894
SD 1665 1426 1414 1795

Tabela 3. Estatistica descritiva da fluorescéncia normalizada dos marcadores para diferenciagdo de
precursores neurais (NPCs) e células imaturas da zona subgranular (SGZ)

Fluorescéncia normalizada N1 N2 N3 N4
GFAP n 30 30 30 30
Media 7553 23363 10662 9992
Mediana 5304 20590 6588 7241
SD 580,4 1483 1805 1586
DCX n 30 30 30 30
Media 6552 22691 10887 6478
Mediana 4620 20225 7997 4418
SD 5786 16815 1356 954,8

Tabela 4. Estatistica descritiva da fluorescéncia normalizada dos marcadores para diferenciacdo de

precursores neurais (NPCs) e células imaturas

Fluorescéncia normalizada n Media SD Mediana p (<0,05)
Svz
GFAP 120 31678 14920 32285 ND
DCX 120 22621 7560 21598
SGZ
GFAP 120 12893 7107 10327 ND
DCX 120 11652 7643 8720

ND No diferences



