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Resumo

Resumo

Ramén y Cajal escreveu, em 1928, que “in the adult centers, the nerve paths are
something fixed, ended and immutable. Everything may die, nothing may be
generated.”. Este conceito tornou-se um dos principais dogmas da neurociéncia e,
apesar de claras evidéncias o contestarem, a sua refutacdo veio a revelar-se uma tarefa
imensamente drdua.

Em 1960, Joseph Altman foi o primeiro a objectar esta teoria. Este sugeriu a ocorréncia
da neurogénese em determinadas regides do cérebro adulto. Mais tarde, Kaplan e Hins
confirmaram a existéncia de células estaminais neuronais (CEN) adultas. Apesar destas
observacdes, diversos cientistas recusaram aceitar tal ideia revoluciondria, o que levou a
que apenas nos anos 90 se tenha eliminado por completo o hd muito estabelecido
dogma. A desmistificagdo da impossibilidade da geracdo de novos neurénios no cérebro
adulto contribuiu para que a neurogénese no adulto se tornasse numa das tematicas mais
estudadas da neurociéncia moderna.

Hoje, sabe-se que a neurogénese continua a ocorrer no cérebro adulto, sendo conhecida
a producdo de novos neurénios em duas regides restritas, a zona subventricular (ZSV) e
a zona subgranular (ZSG) do giro denteado (GD) do hipocampo.

Este trabalho de mestrado incide nos mecanismos de formagdo das CEN adultas e nas
regides onde se processa a neurogénese. Os processos neurogénicos que ocorrem nos
nichos, factores regulatérios e alteracdes fisiopatoldgicas do sistema nervoso central
(SNC) sao tomados em consideragdo. Desvendam-se alguns dos mistérios da linhagem
celular mais recentemente identificada, as células NG2. Finalmente, sdo abordados os
aspectos clinicos da neurogénese e é brevemente discutido o potencial terapéutico das

células estaminais.

Palavras-Chave: Neurogénese adulta - Células estaminais neuronais - Glia radial -

Nichos neurogénicos
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Abstract

Ramon y Cajal wrote, in 1928, that “in the adult centers, the nerve paths are something
fixed, ended and immutable. Everything may die, nothing may be generated”. This
concept became one of the main dogmas of neuroscience and, despite clear contrary
evidences, its refutation has proved to be an arduous achievement.

The first who challenged ths dogma was Joseph Altman in 1960s. He stated, that
neurogenesis persists in restricted areas of the adult brain. Subsequently, Kaplan e Hins
confirmed the existence of adult neural stem cells. Despite these observations, several
scientists refused acceptance of this revolutionary idea, causing this long lasting dogma
to persist until the 90s. The demystification of the impossibility of new neurons
generation in the adult brain made adult neurogenesis to become one of the most widely
studied subjects in modern neuroscience.

Today, it is widely accepted that neurogenesis persists in the adult brain, with
recognized production of new neurons in two restricted areas, the subventricular zone
(SVZ) and the subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus (DG) of the hippocampus.
This master thesis focus on the formation mechanisms of adult neural stem cells (NSC)
and the regions where neurogenesis occurs. Neurogenic processes within the niches,
regulatory factors and pathophysiological changes of the central nervous system (CNS)
are taken into consideration. Some of the mysteries of the most recently identified cell
lineage, the NG2 cells, will be revealed. Lastly, clinical aspects of neurogenesis and an

outlook on the therapeutical potential of neurogenesis are addressed.

Key Words: Adult neurogenesis - Neural stem cells - Radial glia - Neurogenic niches



Resumo

Abstract

1928 schrieb Ramon y Cajal “in the adult centers, the nerve paths are something fixed,
ended and immutable. Everything may die, nothing may be generated”. Dieses
Schlussfolgerung wurde zu einem der groBten Dogmen der Neurowissenschaft und
trotz gegenteiliger Beweisen wurde die Anfechtung dieser Theorie ein miihsames
Unterfangen.

Der erste, der dieses Dogma in Frage stellte, war Joseph Altman in den 60er Jahren. Er
vertrat die These, dass Neurogenese in eingeschrinkten Bereichen des Gehirns von
Erwachsenen fortbesteht. Darauf folgend wies Kaplan und Hins die Existenz von
adulten neuronalen Stammzellen nach. Trotz wissenschaftlicher Beweise, lehnten viele
Experten die Existenz der Neurogenese bis in die 90er Jahre ab. Die Entmystifizierung
der Unmoglichkeit, neue Neuronenzellen in einem adulten Gehirn zu generieren, fiihrte
dazu, dass die Neurogenese eins der meist erforschten Themen in der modernen
Neurowissenschaft wurde.

Heutzutage herrscht weithin gehende Ubereinstimmung, dass Neurogenese im adulten
Gehirn in zwei abgegrenzten Bereichen — der Subventrikuldrer Zone (SZV) und der
Subgranulédren Zone (SGZ) des Gyrus dentatus (DG) im Hippocampus stattfindet.

Diese Masterarbeit beschiftigt sich mit den Entstehungsmechanismen adulter neuraler
Stammzellen (NCS) und den Bereichen des adulten Gehirns, in denen die Neurogenese
stattfindet. Erortert werden neurogene Prozesse, deren Einflussfaktoren und
pathologische Veridnderungen des zentralen Nervensystems (CNS). Dargestellt werden
einige der Ritsel der neulich entedckten Zelllinien, den NG2 Zellen. Der klinische
Aspekt der Neurogenese bildet mit dem Ausblick auf das therapeutische Potential der

Neurogenese den Abschluss dieser Arbeit.

Stichworter: Adulte Neurogenese - Neurale Stammzellen - Radial glia - Neurogene

Zellnischen
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Introdugdo

1. Introducao

1.1. Organizaciao Geral do Sistema Nervoso
mais antiga referéncia ao sistema nervoso (SN) remonta ao século XVIII
M A.C.. Sendo uma matéria amplamente estudada pelo Homem, e, apesar
disso, com ainda tantas perguntas sem resposta, € compreensivel que seja
frequentemente considerada uma das, sendo a mais, complexa e diversificada drea de
conhecimento (Purves et al., 2004a e Smith, 2002a).
O SN apresenta-se sob diversos formatos, tendo, na maioria das espécies, uma base
morfolégica comum. E vulgarmente dividido em dois sistemas: o SNC e o sistema
nervoso periférico (SNP). O primeiro € composto pelo encéfalo e pela medula espinal; o
segundo, pelos nervos cranianos e espinhais que transportam a informacgdo de e para o
SNC (Smith, 2002b).
Apenas em meados do século XX foi reconhecida a célula nervosa ou célula neural
como a célula fundamental do SN (Purves et al., 2004a ¢ Azevedo, 2005). A sua
morfologia apesar de relativamente simples, possibilita uma numerosa distinc¢ao,
estando estimada a existéncia de 1011 células neuronais no cérebro humano (Kandel et
al., 2000).
De um modo simplificado, as células nervosas podem ser divididas em duas grandes
classes: os neurdnios e as células gliais ou neuroglia (Smith, 2002a). A grande diferenca
entre estas duas classes reside no facto de a neuroglia, ao contrario do que sucede com
0s neurdnios, ndo participar directamente na transmissao sindptica, ainda que as suas
funcdes de suporte definam e possibilitem a sua existéncia (Smith, 2002a e Purves et al.,

2004a).

1.2. Componentes Celulares do Sistema Nervoso

1.2.1. Neurénios

Os neurénios sao as células mais intensamente estudadas do corpo humano, tendo ja
sido descritos numerosos subtipos, todos eles partilhando uma arquitectura semelhante.
Pode assim dizer-se, que a complexidade do SN ndo se deve tanto a especializacdo
celular mas a associacdo das células em sistemas anatomicos (Kandel et al., 2000 e

Smith, 2002a). A sua estrutura base € composta pela soma e respectivos dendrites e

axoénios. A partir do centro metabdlico, corpo celular ou soma, onde se encontra o

13
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nicleo, emergem diferentes prolongamentos, as dendrites e os axénios (Smith, 2002a e
Azevedo, 2005).

As dendrites s@o prolongamentos relativamente curtos e geralmente adornados de
pequenas saliéncias, as espinhas dendriticas, onde ocorrem preferencialmente os
contactos pos-sindpticos com os axoénios das células adjacentes (Azevedo, 2005).
Devido a sua extensa arborizacdo (o seu nimero pode chegar a atingir 400.000!), estas,
juntamente com a soma, recebem a maioria dos impulsos provenientes dos neurénios

vizinhos.

E i
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ff - ]
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Pré-Sinaptica | Pos-Sinaptica

Figura 1: Estrutura do Neurdénio. O niicleo encontra-se no corpo celular, designado por soma. A partir
do nicleo, € possivel observar dois tipos de prolongamentos, as dendrites e os axdénios. Tipicamente, os
axénios sio envolvidos por uma bainha de mielina que permite aumentar a velocidade de condugdo do
impulso nervoso, a qual € interrompida, a intervalos regulares, pelos nédulos de Ranvier. O potencial de
accdo € criado no axénio pré-sindptico, genericamente apelidado de célula pré-sindptica, e transmitido
através de sinapses para a célula pés-sindptica.

(Adaptado de Kandel et al., 2000)

Cada um dos impulsos recebidos € conduzido até as células-alvo através de um outro
prolongamento, este sem arborizac¢des, o axénio (Vander et al., 2006). O comprimento
dos axonios € muito varidvel, podendo alguns apresentar poucos micrometros enquanto
outros podem chegar a atingir 1 metro. A velocidade de transmissdo de informacdo €
consideravelmente superior aquando a existéncia de um revestimento mielinico nos
axonios. O isolamento eléctrico do axénio permite que a despolarizagdo da membrana
ocorra de modo saltatorio, chegando a atingir de impressionante velocidade de 100 m/s.

(Azevedo, 2005).

14
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1.2.2. Neurotransmissores

O cérebro humano contém mais de 100 mil milhdes de neurénios. O mecanismo que
torna possivel a comunicagdo entre este gigantesco nimero de células € tdo elaborado
quanto eficiente e é assegurado pela existéncia de sinapses.

Genericamente existem dois tipos de sinapses, a sinapse eléctrica e a sinapse quimica. A
sinapse eléctrica ocorre pela passagem de uma corrente eléctrica através de jungdes
GAP enquanto a sinapse quimica, maioritdria no cérebro humano, é mediada pela

secrecdo de neurotransmissores (Purves et al., 2004a).

A) Sinapse Eléctrica B) Sinapse Quimica
Neurdnio ( Neurdnio
Pré-Sinaptico Pré-Sinaptico

Vesicula Sinaptica

Neuronio
Pos-Sinaptico

Ides atravessam as
jungdes GAF
-

Neuronio

Libertagdo dos

Membrana neurotransmissores
Pre-Sinaptica . {4 . " % *
‘lll - - 2 P -
LR . . = =
°

Membrana Receptor dos

Membrana

Pos-Sinaptica Tungdes GAP neurotransmissores Iges atravessam os | Pas Siniptica
canais pos-singpticos

Figura 2: Mecanismos das Sinapses Eléctricas e Quimicas. A) Sinapse Eléctrica: a corrente passa
através das juncdes GAP existentes entre as membranas do neurénio pré-sindptico e do pds-sindptico. A
corrente, ao alterar o potencial da membrana pré-sindptica, gera um potencial de accio na membrana pds-
sindptica. B) Sinapse Quimica: os neurotransmissores libertados pelo neurénio pré-sindptico ligam-se aos
receptores localizados na membrana pds-sindptica que pode abrir ou fechar o canal. Assim, ndo existindo
uma continuidade intercelular como nas sinapses eléctricas, ndo existe passagem de corrente directa. A
corrente que atravessa a membrana pds-sindptica estd dependente da libertacdo dos neurotransmissores.
(Adaptado de Purves et al., 2004a)

Devido ao extenso ndmero de subtipos, os neurénios podem ser classificados de
diversas maneiras, tendo em conta a sua funcdo, nimero, modo de ramificacdo e
orientagdo espacial dos prolongamentos (Azevedo, 2005).

Por outro lado, a existéncia das sinapses quimicas permite um modo de classificacdo

alternativo dos neurénios, com base no neurotransmissor por eles expresso.
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Conforme foi ja referido, a transmissao de informacdo ao longo dos circuitos neuronais
pelas sinapses quimicas € regulada por diversos sinais quimicos, 0s neurotransmissores,
que sao produzidos e libertados pelos neurénios. Apds a sua libertacao pela célula pré-
sindptica, os neurotransmissores ligam-se aos receptores dos neurénios adjacentes,
designados por células pds-sindpticas.

A ligacdo neurotransmissor- receptor modela uma resposta, podendo esta ter um efeito
inibitério ou um efeito excitatério. Dizem-se neurotransmissores inibitérios os que
diminuem a probabilidade de criagdo de um potencial de ac¢do na célula pos-sindptica;
quando, pelo contrdrio, aumentam essa probabilidade, dizem-se neurotransmissores
excitatérios (Purves et al., 2004a).

Conhecem-se varias dezenas de substancias que funcionam como neurotransmissores,
sendo o dcido gama-aminobutirico (GABA), a glutamina, a serotonina e a dopamina os
mais relevantes (Purves et al., 2004a; Suh et al, 2009). Os neurénios produtores destas
substancias dizem-se, respectivamente, GABA¢érgicos, glutaminérgicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos (Suh et al., 2009).

O glutamato é o mais importante neurotransmissor conhecido com efeito excitatorio,
sendo que a maioria dos neurdnios excitatorios no cérebro normal sdao glutaminérgicos e
aproximadamente metade das sinapses existentes sdo reguladas por ele. Os neurdnios
inibitérios sdo maioritariamente representados pelos neurénios GABAérgicos e

glicinérgicos (que usam a glicina como neurotransmissor) (Purves et al., 2004a).

1.2.3. Neuroglia

Os neurdnios constituem apenas uma pequena parte do SN, sendo que, em determinadas
zonas, o seu nimero chega a ser dez vezes inferior ao das células gliais (Smith, 2002a).
As células gliais, ou neuroglia, foram identificadas pela primeira vez em 1856, e devem
o seu nome ao facto de se pensar que serviam, essencialmente, como material de suporte
dos neurdénios (glia=glue). Hoje, sabemos o qudo mais extensa € a lista das suas
funcionalidades, sendo uma das suas caracteristicas do maior interesse para o estudo da
neuroregeneragao: o facto de, ao contrario dos neurénios, ndo perderem a capacidade de
se multiplicarem apds a embriogénese (Smith, 2002).

As células gliais, que se encontram frequentemente proximas dos neurdnios,
proporcionando-lhes um suporte tanto fisico como metabdlico, podem ser divididas em

duas classes: a microglia e a macroglia (Kandel et al., 2000 e Smith, 2002a).
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A microglia € composta por células especializadas, que apresentam o maior potencial
imunitario do SNC. Essas células sdo mobilizadas em consequéncia de um ferimento,
infec¢do ou doenga e modelam uma resposta inflamatéria, invadindo os tecidos lesados
e influenciando a sobrevivéncia das células, fazendo-o em grande parte pela producao
de uma variedade de citoquinas (Kandel et al., 2000; Smith, 2002a e Vander et al,
2006).

Ja a classe macroglial inclui trés subtipos de células predominantes: os astrécitos, os
oligodendrdcitos e as células de Schwann (Kandel et al., 2000).

Os astrdcitos, globalmente denominados astroglia, sdo as células gliais mais numerosas,
possuindo prolongamentos de forma estrelar emergentes de um corpo celular volumoso.
(Kandel et al., 2000 e Smith, 2002a). Possuem intimeras fun¢des como a regulacdo do
ambiente idnico que rodeia os neurdnios, a criacdo de potenciais de acg¢do por
ajustamento da concentracdo de potdssio ou a remog¢do de neurotransmissores na
proximidade das sinapses (Smith, 2002a e Vander et al, 2006). Formam uma protec¢do
impermedvel nos capilares e vénulas cerebrais, a barreira  hemato-encefdlica,
prevenindo a passagem de substancias toxicas do sangue para o cérebro. Tém ainda um
importante papel no transporte dos neurdnios para as suas regides alvo, e, como
veremos em detalhe, um papel crucial no processo neurogénico no cérebro adulto
(Vander et al., 20006).

Os oligodendrécitos encontram-se no SNC e as células de Schawnn no SNP (Kandel et
al., 2000). Estas células, além de cicatrizantes, e portanto capazes de remover tecido
necrético apds ferimento ou morte neuronal, produzem a mielina, componente revelante

na conducao dos impulsos eléctricos (Kandel et al., 2000 e Smith, 2002).
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2. Origem das Células Estaminais Neurais

Os diversos tipos de células neuronais acima descritos derivam, em ultima instancia, da
camada neuroepitelial (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009). No entanto, previamente ao
aparecimento do neuroepitélio, ocorre uma série de processos que permitem a formagao
do SN. Tudo comeca por um processo designado gastrulacdo, durante o qual, a partir de

uma Unica camada celular, sdo originadas as trés camadas celulares primitivas, sendo

elas, do interior para o exterior, a endoderme, a mesoderme e a ectoderme.

Figura 3: Alteracdes do Neuroepitélio durante a Neurulagdo. A placa neural (A) comega a sofrer
dobramento, surgindo as dobras neurais (B). O posterior fecho da cavidade neural d4 origem ao tubo
neural (C).

(Adaptado de Rao e Jacobson, 2005)

A ectoderme € a camada responsavel pela origem de todo o SN. Apds a sua formagdo, e
em resposta a diversos sinais, dd origem a placa neural, num processo conhecido por
neurulacdo (Rao e Jacobson, 2005). A partir da placa neural, surge a primeira estrutura
neuronal no desenvolvimento embriondrio do ser humano, o tubo neural, composto por
uma unica camada pseudoestratificada, o neuroepitélio (Kee et al., 2008). As células
que constituem o tubo neural, denominadas células neuroepiteliais (NE), sdo as que
apresentam o maior potencial diferenciador do corpo humano (Purves et al., 2004b).

Durante o desenvolvimento embriondrio, o neuroepitélio sofre um progressivo

engrossamento, aumentando o numero de camadas. A camada mais préxima dos

19



Neurogénese no Cérebro Adulto

ventriculos laterais (VL), os principais locais germinativos do cérebro, é conhecida por

zona ventricular (ZV) (Gotz e Huttner, 2005).

2.1. Glia Radial como fonte de Células Estaminais

As primeiras células a distinguir-se das células NE sdo as células gliais radiais
(Doetsch, 2003). A glia radial (GR) sempre foi considerada um produto intermediério
da diferenciacdo neuronal, essencial pelo papel de suporte a migracdo de neurénios no
cérebro em desenvolvimento (Doetsch, 2003 e Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

A visdo classica da evolucdo das linhagens neuronal e glial integrava duas etapas
evolutivas distintas, de acordo com o modelo proposto, hd mais de um século, por
Wilhelm His, em que este autor sugeria a existéncia de diferentes progenitores para os
neurénios e para as células gliais (Malatesta e Gotz, 2013). No entanto, estudos recentes
permitem admitir que ndo s6 as linhagens glial e neuronal ndo se encontram separadas,

como integram percursos muito semelhantes (Doetsch, 2003).

Figura 4: Localizacdo dos Ventriculos Laterais. O sistema ventricular é composto pelos ventriculos
laterais esquerdo e direito, pelo terceiro ventriculo e pelo quarto ventriculo.
(Adaptado de Gray H., 1918)

2.1.1. De Células NE a Células GR

O processo envolvido na transformacdo das células NE nas diferentes linhagens
neurogénicas tem sido alvo de intensos estudos.

Ap6s o inicio da neurogénese, as células NE comecam a revelar certas caracteristicas
das células gliais, originando, mais tarde, a glia radial (Gotz e Huttner, 2005 e

Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).
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Os primeiros indicios de que as células da GR se comportam como células estaminais
no cérebro em desenvolvimento surgiram a partir dos estudos clonais em que se
demonstrou, utilizando técnicas retrovirais, que uma unica célula da GR pode dar

origem a uma outra célula radial ou a um neurénio (Doetsch, 2003).
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Figura 5: Migraciao Nuclear Intercinética nas células neuroepiteliais (A) e na glia radial (B). As CE
sofrem MNI desde a superficie apical até a basal de modo a gerar, por divisdes simétricas, novas CE. Os
progenitores celulares GR apenas sofrem MNI na zona ventricular (ZV). Neste caso, a divisdo pode ser
simétrica (S-M), sendo originadas duas novas células GR ou assimétrica (AS-M), originando uma célula
GR ou um progenitor basal (PB). Estes progenitores ddo origem, na zona intermedidria (ZI) onde se
dividem simetricamente, a dois neurénios que posteriormente se deslocam para a placa cortical (PC).
(Adaptado de Wynshaw-Boris et al., 2010)

Mais tarde, observou-se que algumas caracteristicas moleculares sdo partilhadas pelas
células NE e pela GR; é o caso da presenca do filamento intermédio nestina e de
antigénios reconhecidos pelos anticorpos monoclonais RC1 e RC2. (Alvarez-Buylla et
al., 2002; Kriegstein e Gotz, 2003 e Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

Uma outra caracteristica comum a estes dois tipos celulares € o facto de ambos
apresentarem migracdo nuclear intercinética (MNI), sendo esta a razao pela qual o
neuroepitélio apresenta uma estrutura pseudoestratificada.

Ao longo das diferentes fases do ciclo celular, o nicleo de uma célula neuroepitelial
apresenta migracdo intercinética. A fase M, e portanto a divisdo nuclear, ocorre junto a

superficie apical enquanto que a fase S, de replicacio do DNA, ocorre junto a superficie
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basal. Por conseguinte, os nuicleos que se encontram na fase G1 migram da zona basal
para a apical e os nucleos que se encontram na fase G2 migram da zona apical para a
basal. Durante todo o processo de MNI tanto as células NE como a GR apresentam uma
estrutura bipolar, mantendo-se em contacto com a superficie apical junto ao ventriculo e
com a superficie basal junto da membrana pia-méter (Pinto e Gotz, 2008 e Wynshaw-
Boris et al., 2010)

A GR, sendo um progenitor com potencial diferenciador mais restrito, apenas sofre
migracdo nuclear na zona ventricular e ndo em toda a extensdo entre as superficies
apical e basal, ao contrério das células NE (Wynshaw-Boris et al., 2010).

Apesar do extenso estudo sobre este complexo mecanismo, muito estd ainda por revelar
e apenas recentemente se passou a admitir que a MNI pode estar envolvida na
neurogénese, visto que, em resposta ao bloqueio deste mecanismo, ocorrem alteracdes
na progressdo do ciclo celular. Pensa-se que a exposicio do nudcleo a factores

neurogénicos ou proliferativos esta envolvida (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

2.1.2. De GR a Astrocitos

Enquanto certas caracteristicas das células NE passam a ser observaveis nas células
gliais radiais, também caracteristicas gliais, especialmente dos astrdcitos, se tornam
presentes na GR sendo que algumas delas podem ser tragadas ao longo de toda a
linhagem celular, desde as células NE até aos astrécitos especializados.

A descoberta de processos neurogénicos no cérebro adulto, associada a constatacdo de
que a GR se comporta como progenitora celular no cérebro em desenvolvimento, levou
as tentativas de identificacdo de células estaminais adultas e de diferenciacdo destas
relativamente as células estaminais embriondrias (CEE). As semelhancas adiante
referidas e o facto de o desaparecimento da GR coincidir com o aumento do nimero de
astrécitos levou a formulagdo da hipétese de que as células estaminais adultas derivam
da GR (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

Durante o desenvolvimento embriondrio, dois tipos de transportadores, os GLAST
(transportador astrocitario de glutamato e aspartato) e os GLTI (transportador
astrocitdrio de glutamato) que permitem a conversdo de glutamato em glutamina por
parte dos astrdcitos, tornam-se presentes na GR.

A presenca de granulos de glicogénio, uma das marcas dos astrécitos adultos, a
expressdo de certos marcadores de astrocitos como a proteina ligante de lipidos do

cérebro (BLBP), a tenascina C (TN-C) e, em algumas casos, a proteina acidica fibrilar
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glial (GFAP) e a proteina s100f, sdo alguns exemplos de caracteristicas astrocitarias
que surgem na GR (Kriegstein e Gotz, 2003 e Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

A GR pode ser encontrada, ainda que transitoriamente, em quase todas as regides do
cérebro, durante a neurogénese (Kriegstein e Gotz, 2003). No final do processo
neurogénico embriondrio, a GR retrai os seus prolongamentos e diferencia-se em
astrocito (Alvarez-Buylla et al., 2002 e Kriegstein e Gotz, 2003). Assim, no cérebro
adulto do mamifero persistem poucas ou mesmo nenhumas células gliais radiais,

levantando a questao da identidade dos precursores primdrios para 0s novos neuronios.

2.2. Desenvolvimento Cerebral Pés-Natal
Diversos estudos indicam que a GR se comporta como célula estaminal no cérebro em
desenvolvimento. Existem também evidéncias crescentes que apontam para uma

subpopulagdo de astrdécitos como células estaminais no periodo pds-natal (Kriegstein e

Alvarez-Buylla, 2009).

2.2.1. O que sao as Células Estaminais?

As CEE sao populacoes de células pluripotentes com a capacidade de auto-renovagdo e
de diferenciacdo em todos os tipos celulares maduros do corpo. Derivam dos blastocitos
e originam, durante o desenvolvimento embriondrio, trés camadas diferentes: a
ectoderme, a endoderme e a mesoderme. Posteriormente, o embrido forma dois tipos de
células estaminais, as células estaminais somaticas (CES) que participam na
organogénese e as células estaminais germinais (CEG) que dao origem as gametas (Li e
Xie, 2005).

Pensava-se que o tecido nervoso era uma excepgao a este processo, até ter sido possivel
observar células estaminais neurais. As CEN tém um potencial mais restrito do que as
CEE na medida em que, ao contrdrio destas, apenas originam células pertencentes ao
tecido nervoso, nao sendo pluripotentes mas sim multipotentes (Purves et al., 2004b).
Estas células encontram-se em microambientes particulares, os nichos, mais a frente
descritos, que diferem na sua estrutura e organizacdo consoante o tipo de tecido (Li e

Xie, 2005).
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2.2.2. Evolucao das Células Estaminais

No inicio do desenvolvimento embrionario, as c€lulas NE sofrem divisdes simétricas
originando novas células NE (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009). Estas diferem da GR
quanto a sua divisdo, dado que a GR sofre tanto divisdo simétrica como assimétrica

(Wynshaw-Boris et al., 2010).

— Transformacdo directa _ £

— Divisdo assimétrica =
— Divisio simétrica %ﬁ;ﬁ it tcion
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Figura 6: Linhagem Glial das Células Estaminais. As células neuroepiteliais, na fase inicial do
desenvolvimento embriondrio, sofrem divisdo simétrica originando mais células neuroepiteliais, enquanto
outras parecem gerar também neurénios. Com o desenvolvimento cerebral, as células neuroepiteliais dao
origem as células gliais radiais (GR). A GR pode gerar neurénios directamente ou, através de células
progenitoras intermedidrias (CPI), originar oligodendrdcitos (0CPI) ou neurdénios (nCPI). No final do
desenvolvimento embridnico, as células GR perdem a sua polaridade apical-basal e transformam-se em
astrocitos (a producdo destes astrdcitos pode ocorrer também através de CPI, ndo estando estes ilustrados
na figura). Parte da glia neonatal mantém, no entanto, esta polaridade comportando-se como células
estaminais no neonato, outra parte diferencia-se em células ependimais e em células B (os astrécitos da
ZSV). Estas células B sdo as células estaminais do cérebro adulto, continuando a gerar neurénios e
oligodendrdcitos através dos CPIL.

ZV, Zona Ventricular. ZSV: Zona Subventricular. NE: Neuroepitélio.

(Adaptado de Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009)

Ap6s a transformacao das células NE em GR, a divisdo passa a assimétrica. A produgao
de células maduras nem sempre ocorre directamente, por vezes, a GR d4 origem a um
precursor intermedidrio, com um potencial mais restrito, as células progenitoras
intermedidrias (CPI). As CPI sdo caracterizadas em funcdo do produto final a que dao
origem, e designadas por nCPI, caso originem neurdénios, ou por oCPI ou aCPI, caso

produzam, respectivamente, oligodendrdcitos ou astrécitos.
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Algumas células da GR diferenciam-se em células ependimais, enquanto outras, jd no
cérebro adulto, ddo origem as células B, um subtipo de astrécitos. Sendo as células B
estaminais, como veremos em detalhe mais a frente, também estas irdo dar origem a
oligodendrdcitos e aos neuroblastos (células precursoras neurais).

Ao contrdrio da GR, que se divide predominantemente por divisdo assimétrica, os nCPI
sofrem divisdes simétricas originando, por exemplo, dois neurénios ou dois nCPI
adicionais. O numero de vezes que os CPI se dividem depende tanto da espécie animal
como da regido cerebral (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

Assim, as células GR e as células B parecem dar origem a quase todos, se ndo todos, os

tipos neurais existentes no SNC.
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3. Zonas Germinativas do Cérebro Adulto

Apesar dos trabalhos anteriormente realizados por Altman e Kaplan, apenas no inicio
dos anos 80, com a ajuda de tecnologia de ponta, se tornou irrefutdvel a ideia de que a

neuroregeneracao ocorre no cérebro adulto.

Ventriculos

Vo
Células Estaminais™~__
(vermelho)

Ventriculo
lateral

Figura 7: Zonas Germinativas do Cérebro Adulto. A zona subventricular (ZSV), a maior regido
neurogénica, estd localizada ao longo do ventriculo lateral, ao passo que a zona subgranular (ZSG) estd
localizada no giro denteado do hipocampo, o qual é composto pelas regides CAl, CA2 e CA3.

(Adaptado de Barani et al., 2007)

Um dos mais notdveis trabalhos neste dominio foi o realizado por Nottebohm e seus
colegas. Demonstraram que, nos passaros adultos, o nascimento de novos neurénios
ocorre no mesmo local que na embriogénese, isto é, na camada subependimal adjacente
ao VL. Outros estudos subsequentes demonstraram o mesmo fendmeno em roedores,
macacos € humanos (Mendez-Otero et al., 2005).

Outro estudo de extrema importancia na defini¢do da identidade das células estaminais
neurais foi realizado em 1992 por Reynolds, Weiss e seus colegas. Isolaram células

provenientes do SNC do cérebro em desenvolvimento e do cérebro adulto de um rato e
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mostraram que estas, na presenca do factor de crescimento epidermal (EGF), dao
origem a um agregado esférico de células, ao qual deram o nome de neuroesfera. Estas
neuroesferas sdo compostas por neurénios e neuroglia e expressam o filamento
intermedidrio nestina, previamente associado as células estaminais. Foi demonstrado,
ainda, que uma neuroesfera é originada a partir de uma unica célula, podendo, ao ser
dissociada, dar origem a uma nova neuroesfera, também esta contendo neurdnios e
células gliais. As células das neuroesferas apresentam assim caracteristicas de células
estaminais, isto é, capacidades de auto-renovacdo e multipoténcia (Reynolds e Weiss,
1992). A capacidade de formacgdo de neurosferas € utilizada, hoje em dia, como um
meio de ensaio para comprovar a existéncia de populacdes com caracteristicas das
células estaminais num determinado tipo de células ou tecidos neurais.

Hoje € inequivocamente aceite pela comunidade cientifica que a neurogénese continua
activa, embora estando confinada a duas regides do SNC do cérebro adulto: a ZSV do
VL e a ZSG do GD do hipocampo (Alvarez-Buylla et al., 2002). Nestes locais, as
células estaminais proliferam e sofrem, posteriormente, migracdo e diferencia¢do (Gage

H., 2002).

3.1. A Zona Subventricular

3.1.1. Formacao da Zona Subventricular

O cérebro do mamifero € inicialmente composto por uma camada de células ao longo do
ventriculo, designada por zona ventricular. A proliferacdo das células estaminais que
aqui se encontram determina a formacdo de uma segunda zona, por baixo desta,
designada por ZSV.

Ao longo do desenvolvimento pds-natal hd uma redu¢do do tamanho destas zonas,
sendo que no cérebro adulto apenas uma pequena parte, a ZSV, continua
proliferativamente activa. Esta € a maior regido neurogénica do cérebro adulto (Conover
e Allen, 2002).

A ZSV é composta por células localizadas ao longo de quase toda a parede lateral do
VL, separada desta apenas por uma camada de células ependimais. Em certos locais, as
células em divisdo estendem os seus prolongamentos até ao VL (Doetsch, 2003).

Em murganhos, as células da ZSV sdo capazes de se diferenciar em novos neur6nios
que, apds migracdo para o bulbo olfatério (BO), substituem constantemente os

interneurénios. Foi sugerido que certos neurdénios migram para diferentes locais
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cerebrais, mantendo-se este facto, no entanto, por demonstrar (Alvarez-Buylla et al.,

2002 e Doetsch, 2003).

Embriogénese Embriogénese Pés-natal/Adulto
tardia

Figura 8: Formaciao da Zona Subventricular. No cérebro embrionico é possivel observar diversas
camadas de células estaminais junto ao ventriculo (V), formando a chamada zona ventricular (ZV).
Durante o desenvolvimento, € possivel observar a formacdo de uma nova camada germinal, a zona
subventricular (ZSV), sendo esta a camada que persiste no cérebro adulto. Esta zona é composta por
neuroblastos (células A), por astrdcitos (células B) e por amplificadores transitérios (células C). Todas
estas células se encontram separadas do ventriculo por uma camada de células ependimais (E).

(Adaptado de Conover e Allen, 2002)

3.1.2. Células Estaminais na Zona Subventricular

O passo seguinte apds confirmacdo da producdo de novos neurénios na ZSV, foi a
identificacdo das células estaminais. A investigacdo revelou-se drdua, em grande parte
devido ao facto de muitas dessas células se apresentarem num estado quiescente e,
também, a falta de marcadores para a identificacao das CEN.

Duas visdes distintas foram propostas. Uma investiga¢cdo, conduzida por Jonas Frisén,
apontou as células ependimais como responsaveis pela formagdo de novos neurdnios.
Pelo contrario, o laboratério de Alvarez-Bulla apontou as células gliais, especificamente
os astrocitos, como sendo 0s precursores primarios.

De modo a corroborar a sua teoria, a equipa de Jonas Frisén isolou e marcou células
ependimais da ZSV, demonstrando que estas ddo origem a neuroesferas multipotentes
capazes de se auto-renovar.

Foi Laywell e a sua equipa que, mais tarde, ao examinar tanto o potencial das células
ependimais como dos astrécitos da ZSV, provou que as primeiras sao unipotentes com

capacidade de originar apenas células gliais. Mostrou ainda que os astrécitos da ZSV
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conseguem formar neuroesferas com posterior diferenciagdo em células gliais e em
neur6nios.

Talvez por nao ter utilizado técnicas adequadas, a equipa de Jonas Frisen pode ter
identificado erroneamente uma subpopulacdo de astrécitos, que tocava pontualmente no

ventriculo, como células ependimais (Conover e Allen, 2002).

3.1.3. Astrocitos da Zona Subventricular como Células Estaminais

De modo a confirmar a potencialidade proliferativa dos astrécitos da ZSV foram
realizados diversos estudos in vivo dos quais dois se destacaram.

Apo6s a infusdo de um agente antimitético, o Ara-C, no cérebro de um ratinho adulto
durante 6 dias, verificou-se uma deplecdo das células proliferativas (neuroblastos e
células C) com a sobrevivéncia de algumas células ependimais e astrécitos. Apenas 12
horas apds o término da infusdo, os astrécitos comecaram a dividir-se, dando origem a
células tipo C que, por sua vez, originaram 0s neuroblastos. A regeneracdo ficou
completa em apenas 10 dias.

Noutra linha de investigacdo utilizaram-se astrocitos em divisdo infectados com um
retrovirus avidrio. Utilizou-se um rato transgénico com um gene capaz de expressar o
receptor para o virus da leucose avidria, na presenca do promotor GFAP-TVA. Como os
mamiferos, normalmente, nao possuem este receptor, o que os impossibilita de contrair
o virus, este método é um meio directo de rastreabilidade da linhagem dos astrdcitos em
divis@o. Observou-se a migracio de diversos neurdnios rotulados para o BO, onde estes
se diferenciaram em células granulares ou periglomerulares (Alvarez-Buylla et al.,
2002).

Estes resultados sugerem que os astrécitos da ZSV, as células B, correspondem as

células estaminais no adulto.

3.1.4. Organizacio da Zona Subventricular

Na composi¢do da ZSV, estd actualmente determinada a presenga de trés fendtipos,
designados por células A, células B e células C (Mendez-Otero et al., 2005).

Na ZSV existem células quiescentes, as c€lulas B, também designadas por astrdcitos da
ZSV. Estas células possuem caracteristicas semelhantes as dos astrdcitos, como a
expressdo de GFAP e GLAST, citoplasma leve, juncdes GAP e a presenga de granulos
de glicogénio. As células B dao origem as células C proliferativas, que funcionam como

CPI no cérebro adulto (Doetsch, 2003).
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Por sua vez, as células C diferenciam-se em células A, os neuroblastos imaturos. Os
neuroblastos proliferam e migram ao longo do VL até ao BO através da corrente
migratdria rostral (CMR), onde se diferenciam em interneurénios (Alvarez-Buylla et al.,

2002 e Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

(a—B—-n

Progenitor Neuroblasto

Astrdcito Transitério A

Figura 9: Organizacao e tipos Celulares da Zona Subventricular. Vista frontal do cérebro de um
ratinho adulto, mostrando a zona subventricular (ZSV), adjacente aos ventriculos laterais (VL). Os
astrécitos da ZSV sdo células estaminais que ddo origem aos neuroblastos (células A) através das células
C (progenitores transitérios). As células ependimais (E) formam uma camada ao longo do ventriculo
lateral, sendo que pontualmente, entre as células ependimais, o astrécito da ZSV toca na superficie do
ventriculo lateral.

(Adaptado de Doetsch, 2003)

Esta corrente € uma cadeia homotipica formada por células A que aderem a parede da
ZSV. As cadeias estdao revestidas por células B, que proliferam lentamente. Ao longo
das cadeias de células A podem ser encontrados os aglomerados de células C dispersos,

as quais proliferam rapidamente (Alvarez-Buylla et al., 2002).

3.1.5. Migracao das Células para o Bulbo Olfatério

Mais de 30.000 neuroblastos migram diariamente da ZSV para a CMR do cérebro do
rato. Depois de se destacarem das paredes da estrutura tubular, os neuroblastos
agrupados em cadeias migram tangencialmente através da CMR para o BO, percorrendo
distancias entre os 5 e os 8 mm, fazendo da CMR o percurso mais longo percorrido
pelas células no cérebro em desenvolvimento e no cérebro adulto (Lledo et al., 2006 e
James et al., 2011). Quando chegam ao BO, em resposta a um conjunto de sinais, as
células destacam-se das cadeias e migram para a sua regido alvo (Ming e Song, 2005).
Estas migram, agora radialmente, para as camadas granulares e periglomerulares,

diferenciando-se em dois tipos celulares maduros, as células granulares e as células
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periglomerulares (Conover e Allen, 2002 e Lledo et al., 2006). Estas células integram

depois os circuitos neuronais ja existentes (James et al., 2011).

3.2. A Zona Subgranular

3.2.1. Células Estaminais da Zona Subgranular

Outra regiao onde ocorre a produ¢do de novos neurénios no cérebro adulto é a ZSG que
estd localizada na interface da camada celular granular do GD e do hilus do hipocampo
(Alvarez-Buylla et al., 2002). Na ZSG sdo gerados neurénios granulares, que percorrem
uma curta distincia até a camada celular granular (Doetsch, 2003).

A localizacdo e identidade precisa das células estaminais na ZSG é menos clara do que
na ZSV. Sendo os astrécitos da ZSV capazes de originar novos neurénios, estudou-se a
possibilidade de o0 mesmo ocorrer com os astrécitos da ZSG.

Os primeiros trabalhos identificaram algumas células indiferenciadas marcadas de cor
escura como correspondentes a células estaminais. Em paralelo, outros trabalhos,
mostraram que os astrécitos se continuavam a dividir na ZSG.

Ap6s a injec¢do de BrdU ou [3H]-Timidina (nucledsidos utilizados comummente para a
deteccao de células proliferativas in vivo), constatou-se que 60% a 80% das células
marcadas correspondiam a astrécitos. No entanto, pouco tempo depois, 0 seu nimero
diminuiu com o concomitante aumento de células GFAP-negativas com caracteristicas
semelhantes as células marcadas de cor escura — as células D (Alvarez-Buylla et al.,
2002).

Um tratamento com um agente anti-mitético, semelhante ao realizado na ZSV, eliminou
as células D e alguns astrécitos. Mesmo apds a eliminagdo de células em divisao, os
astrocitos da ZSG dividem-se originando neurdnios granulares, com as células D como
intermediarias. Outro teste utilizando ratos GFAP-TAV, semelhante ao realizado na
ZSV, demonstrou que os astrécitos, em condigdes normais, originam neurdnios

granulares (Doetsch, 2003).

3.2.2. Os Astrocitos e as Células D

A ZSG possui, assim, dois tipos celulares em divisdo, os astrécitos e as células D, com
um pequeno nuicleo e marcadas de cor escura.

Na ZSG pelo menos dois tipos de astrécitos GFAP+ foram -caracterizados, os

horizontais (hAs) e os radiais (rAS). Os hAs estendem grandes prolongamentos através
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da barreira da ZSG e ndo expressam nestina, um marcador de progenitores imaturos, e
correspondem a astroglia tradicional. Os rAs tém prolongamentos radiais que se
estendem até a camada celular granular intercalados com prolongamentos finos. Alguns

rAs encontram-se perto de vasos sanguineos e expressam nestina (Ma et al., 2005).

(B—0—0

E Precursor
Astrocito Neurdnio

da ZSG 4

\

Figura 10: Organizacio e tipos Celulares da Zona Subgranular. Vista frontal do cérebro de um
ratinho adulto, mostrando a zona subgranular (ZSG). Os astrécitos da ZSG (B) sdo células estaminais que
ddo origem a um percursor intermedidrio (D) que, por sua vez, originam neurénios granulares (G).
(Adaptado de Doetsch, 2003)

Os rAs da ZSG, também referidos como progenitores tipo I, funcionam como
precursores primdrios dos novos neurénios no GD. Estes astrécitos geram as células D,
também designadas por progenitores tipo I1.

Os novos neurdnios originados na ZSG do cérebro adulto t€ém sido associados aos
processos de aprendizagem e de memorizagdo, a0 passo que O €xcesso ou a
deficiéncia nos processos neurogénicos desta regido t€ém mostrado estar relacionados

com patologias neuroldgicas (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

3.3. Regioes nao Neurogénicas

As células estaminais e progenitores neurais multipotentes foram ja isoladas a partir de
diversas regides, que nao sao nichos neurogénicos, do SNC do mamifero (Taupin,
2008a).

Apesar do numero de neurénios gerados nestas zonas, designadas por  ndo
neurogénicas, ser reduzido, foram realizadas diversas experiéncias usando células

estaminais dai isoladas. Surpreendentemente, in vitro, estas células formam tanto
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células gliais como neurdnios. Tal ndo acontece in vivo, em que as CEN das regides ndo
neurogénicas se diferenciam, marioritariamente, em neuroglia (Jordan et al., 2007).

Assim, as células destas regides contribuem, em condi¢des normais, para a gliogénese,
enquanto, sob condi¢des patoldgicas, parecem ser capazes de também produzir

neurdnios, sugerindo que o potencial neurogénico se encontra presente em todo o SNC

(Sailor et al., 2006).
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4. A Glia NG2+ como Células Estaminais

4.1. Novo Grupo Neural

O inicio dos anos 80 revelou a existéncia de uma nova subpopulacdo glial. O principal
estudo responsavel por esta descoberta utilizou o antisoro de um coelho contra células
tumorais do cérebro de um rato e identificou um novo epitopo, o qual ndo exibia
caracteristicas correspondentes as das células gliais ou das células neuronais. Foi
designado por NG2 (Nishyama et al., 2009).

O NG2 € um proteoglicano de sulfato de condroitina, também conhecido por CSPG4,
predominantemente expresso no cérebro, constituindo 5% a 10% da populacio glial
total, e podendo ser encontrado tanto na matéria branca como na cinzenta (Nishiyama et
al., 2009 e Zhang et al., 2013).

A presenca ubiqua destas células levou a que fossem consideradas como uma “quinta
célula nervosa”, passando a considerar-se que a glia € composta por astrdcitos,
oligodendrdcitos, células de Schwann, microglia e células NG2 (Richardson et al.,
2011)

Apdés o seu ciclo celular, que tem a duracdo aproximada de 1 meés, as células
diferenciam-se maioritariamente em oligodendrécitos ou em novas células gliais NG2.
Estudos in vitro revelaram uma particularidade surpreendente: a sua aparente
capacidade de originarem ndo sé oligodendrécitos mas também astrécitos e neurdnios

(Robel et al., 2011).

4.2. Precursores Celulares de Oligodendrocitos

As células NG2+ comecaram por ser classificadas como progenitores O2A devido a sua
capacidade de originar astrocitos tipo II em culturas de células nervosas 6pticas do rato
perinatal. Hoje, sdo denominadas precursores celulares de oligodendrdcitos (PCO)
(Richardson et al., 2011).

Estas células expressam os marcadores tipicos dos PCO como o O4 e o PDGRa e dao
origem a quase todos, se nao todos, os oligodendrocitos do SN (Mangin e Gallo, 2011).
Estudos recentes sugerem também a expressdao do factor de transcricio Nkx2.2 e do
Oligl, ambos caracteristicos dos PCO (Polito e Reynolds, 2005). As NG2+ dependem
do factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGF AA) para a sua sobrevivéncia e

proliferacdo, sendo que quase todas expressam o seu receptor, 0 PDGFRa. As células
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com a expressdo deste receptor demonstraram ser a maior fonte de oligodendrdcitos,
resultando da perda do PDGF AA a perda de células PDGFRo+ e, consequentemente, a
perda de oligodendrdcitos (Nishiyama et al., 2009).

Os PCO correspondem geralmente aos oCPI, no entanto, ao contrario dos segundos que
apenas proliferam activamente na ZSV, os PCO NG2+ proliferam também fora dos

nichos neurogénicos (Kriegstein e Alvarez-Buylla, 2009).

4.3. Caracteristicas especiais das Células NG2+

Algumas das caracteristicas apresentadas por estas c€lulas sdo bastante distintas das
que, tipicamente, se encontram nos PCO (Mangin e Gallo, 2011).

Uma delas € o facto de estarem presentes uniformemente na matéria branca e na
cinzenta, sendo a sua distribuicdo, curiosamente, relativamente independente da
distribuicdo de fibras mielinizadas. Exibem, no entanto, uma tendéncia para se
associarem as somas e dendrites dos neurénios (Polito e Reynolds, 2005 e Mangin e
Gallo, 2011).

As células apresentam uma estrutura estrelar e em todos os estigios apresentam
multiplos prolongamentos finos, com niimero e comprimento varidveis consoante a sua
idade e a sua localizacdo (Nishiyama et al., 2009).

O facto de continuarem a proliferar no cérebro adulto e de possuirem a capacidade se
manterem latentes (apenas em caso de patologia ou dano sdo capazes de originar
astrocitos e neurénios) e de receberem sinapses dos neurdénios tornam estas células
Unicas e de extremo interesse para futuras aplicacdes terapéuticas (Mangin e Gallo,
2011). Sabe-se que expressam alguns canais idnicos e receptores de neurotransmissores,
tendo sido ja demonstrada a comunicacdo sindptica, glutamatérgica e GABAérgica, com
os neurdnios, tanto na matéria branca como na cinzenta (Mangin e Gallo, 2011 e

Richardson et al., 2011).

4.4. Diferenciacio das Células NG2 em Oligodendradcitos

Os primeiros percursores neurais foram identificados no cérebro do ratinho devido a
expressdo do receptor PDGRa e da DM20 (isoforma da proteina proteilipidica mais
abundante na mielina). Com origem nas zonas ventriculares, os precursores migram
para diversos locais onde passam a ser imunopositivos para o NG2. No inicio da fase

pos-natal as células NG2+PDGRo+ ja se encontram distribuidas uniformemente ao
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longo do SNC, apresentando uma morfologia homogénea e um fenétipo sugestivo de
funcdes homologas entre elas.

Com a gradual diferenciacdo das células NG2+PDGRo+ em oligodendrdcitos, ha uma
perda de expressdo destes antigénios e as células entram numa fase intermedidria com
imunoreactividade ao O4, o pro-oligodendrdcito.

Apos diferenciacdo completa, as células passam a apresentar os marcadores tipicos de
oligodendrécitos maduros como o nucleotideo fosfohidrolase ciclico (NFC), a proteina
basica de mielina (PBM) e glicoproteina da mielina do oligodendrécito (GMO).

Apesar de ser comummente aceite que as células NG2 sdo PCO e consequentemente
originam oligodendrdcitos, a demonstracao in vivo dessa ideia ndo tem sido fécil porque
a expressdo de NG2 € perdida antes da diferenciacao terminal que leva ao aparecimento
de oligodendrécitos maduros. Em todo o caso, um estudo que utilizou uma marcagao
com BrdU observou, ao longo do tempo, uma diminui¢do do ndmero de células
BrdU+NG2+ com um concomitante aumento de oligodendrécitos BrdU+. Por outro
lado, em diversas outras experiéncias ficou também demonstrado que, quando
transplantadas para ambientes desprovidos de células mielinizantes, as células NG2 sdo

capazes de as originar (Nishiyama et al., 2009).

4.5. Células NG2+ em resposta a Dismielinizacao

Utilizando modelos animais sob condi¢des desmielinizantes € possivel observar o quao
rapido e eficiente € o processo de remielinizacio dos axdnios. No entanto, o0s
oligodendrdcitos resistentes a lesdes nao sdo os responsaveis por tal processo.
Acredita-se que outros factores PCO enddgenos sdao a fonte das novas células
mielinizantes. Em resposta a lesdes, as NG2 sofrem diversas alteracdes incluindo o
aumento do tamanho dos seus somas, a diminui¢io e engrossamento dos seus
prolongamentos € o aumento da sua imunoreactividade. Em comparacdo com outras
células gliais, as células NG2 sdo as primeiras a actuar € com maior taxa de

proliferacdo. Tais fendmenos ocorrem apenas em resposta a lesdes que causam

dismielinizag@o ou destrui¢do generalizada de um 6rgao (Polito e Reynolds, 2005).

4.6. As Células NG2 originam Astroécitos e Neuronios?
Apesar da consisténcia dos resultados quanto ao destino oligodendrocitico, os relativos

a diferenciacdo astroglial e neuronal tém sido divergentes (Nishiyama et al., 2009).
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A maioria dos resultados foram obtidos utilizado a tecnologia Cre-loxP. Este método
utiliza linhagens de ratinhos transgénicos que expressam a Cre-recombinase sob
diversos promotores activos nas células NG2. Quando as linhagens sdo cruzadas, a
expressao do gene reporter Cre fica permanentemente activa nas células que expressam
Cre, permitindo a identificacdo da sua proveniéncia pela expressdo persistente deste

reporter (Nishiyama et al., 2009).

Neﬁi‘:;:liais NG2 Oligodendrocitos
NG2- NG2+? NG2+ NG2-
PDGFRo- PDGFRo+ PDGFRo+ PDGFRa-
Olig2- Olig2+ Olig2+ Olig2+

? E
P NG2
v '

Neuronios? Astrécitos protoplasmaticos

Figura 11: Linhagem Celular das Células NG2+. As células NG2 tém origem em células NG2-
/PDGRFa, que, durante o seu processo de migracio, passam a expressar NG2. Estas células sdo capazes
de originar oligodendrécitos e parecem poder originar também uma subpopulacdo de astrdcitos
protoplasmadticos, no cérebro imaturo. Quanto ao seu destino neuronal, os resultados sdo controversos,
sendo ainda necessdrio aprofundar a investigacao.

(Adaptado de Trotter et al., 2010)

Um dos estudos quantificou os oligodendrécitos com expressdao do reporter Cre,
obtendo valores semelhantes aos da eficiéncia da Cre-recombinase e indicando que
todos os oligodendrécitos sao derivados de células que expressam NG2 num
determinado momento na sua vida. Uma populacdo de astrécitos na matéria cinzenta
aparentou ser também derivada de células NG2. No entanto, nenhum dos astrdcitos
GFAP+ da matéria branca deriva destas células, em condicdes normais, demonstrando
uma heterogeneidade na fonte de astrdcitos.

O facto de ndo se encontrarem células com a concomitante expressao de NG2 e GFAP,
levou a que se pensasse que a geracdo de astrdcitos tipo II seria um artefacto criado in
vitro. No entanto, quando se transplantaram células NG2 para um ambiente desprovido

de células gliais, ao fim de algum tempo observaram-se tanto oligodendrdcitos como
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astrocitos. Este resultado sugere que as NG2 tém a capacidade de se diferenciar em
astrocitos, apesar de, em condi¢des normais, ndo serem capazes de cumprir este destino
in vivo (Nishiyama et al., 2009).

Outro ensaio demonstrou o seu potencial de diferenciacao neuronal. Oito dias apds a
induc¢do de Cre, a maioria das células reporter + na matéria branca sao oligodendrdcitos
enquanto que na matéria cinzenta se encontra uma mistura de oligodendrdcitos e de
células NG2. Também foi observada a expressao de Cre em astrdcitos protoplasmaticos
e em alguns neurénios (Trotter et al., 2010). No entanto, nenhum dos neurdénios
analisados derivados do cérebro adulto pareceu expressar NG2 ou PDGRa (Robel et al.,
2011).

Assim, parece haver apenas uma parte de células NG2+ no inicio do desenvolvimento
pos-natal que apresenta multipotencialidade intrinseca. No entanto, s3o necessarios
estudos mais aprofundados para tentar comprovar que o mesmo ocorre no SNC

completamente maduro (Polito e Reynolds, 2005).
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5. Nichos Neurogénicos

A maioria dos tecidos adultos no corpo humano mantem uma reserva de células
estaminais, tendo jé sido descritos nichos em diversos tecidos como a pele, o figado e o
intestino (Taupin, 2006).

Até ha bem pouco tempo, pensava-se no tecido neural como sendo uma excepgao a esta
regra. Apds a descoberta das CEN na ZSV do VL e na ZSG do GD do hipocampo,
passou a admitir-se existéncia de nichos neuronais (Li e Xie, 2005 e Ma et al., 2005).
Sendo as interaccdes entre os nichos e as células estaminais de extrema importancia
para preservar a fisiologia normal de um 6rgao, realizaram-se inimeros estudos para a
sua melhor compreensao (Suh et al., 2009).

A utilizacdo de animais modelo mais simples proporcionou informagdo celular e
funcional adicional sobre estes microambientes especializados, com evidéncias
crescentes de que estes ndo sé acomodam as CEN como se encarregam da manutengdo e

da regulacdo da neurogénese no adulto (Ma et al., 2005 e Jordan et al., 2007).

5.1. Constituicao dos Nichos Neurogénicos
S@o cinco os principais componentes celulares dos nichos neurogénicos: as células
ependimais, a astroglia, os descendentes imaturos das CEN, os neurénios maduros e as

células endoteliais (Jordan et al., 2007).

5.1.1. Células Ependimais

As células ependimais localizam-se ao longo do sistema ventricular, formando uma
barreira entre o liquido cefalorraquidiano e o parénquima cerebral. Encontram-se
anatomicamente proximas das CEN e regulam a neuroregeneragdo através da secrecdao
de moléculas como a proteina Noggin, um antagonista das proteinas morfogénicas do
osso (BMP) (Jordan et al., 2007).

A proteina Noggin é produzida pelos astrocitos da ZSV e é um poderoso inibidor da
neurogénese que ai ocorre. Ao secretarem a Noggin, as células ependimais asseguram a
neutralizacdo dos efeitos inibitérios das BMP, sugerindo que o potencial
neurogenerativo pode ser regulado pelo aumento ou diminui¢ao da secrecao da Noggin

e das BMP (Alvarez-Buylla et al., 2002).
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Estas células estdo também envolvidas na migragdo dos neuroblastos ao longo da CMR.
O batimento dos cilios das células parece regular a concentracdo de moléculas

responsaveis pela orientacdo da migra¢ao dos neuroblastos (Jordan et al., 2007).

5.1.2. Astrocitos

Os astrécitos sdo uma parte integrante e de extrema importancia nos diversos passos da
neuroregeneracao no cérebro adulto. Desempenham diversas fungdes, desde a regulagcao
da conduc¢ao de informagao e formacao de sinapses até a plasticidade do SN, isto é, a
capacidade do SN para alterar a sua forma e funcao, consoante as exigéncias ambientais
(Ma et al., 2005).

Os astrécitos desempenham um papel estrutural e sinalizante no desenvolvimento dos
neurénios. Além de formarem a barreira CMR para a migracdo dos neuroblastos,
regulam também a sua velocidade de migracdo, através do neurotransmissor GABA
(Jordan et al., 2007).

Tanto na ZSG como na ZSV o papel dos astrdcitos € critico. Quando se cultivam CEN
sob uma camada de astrdcitos derivados do hipocampo, estes exercem um papel na
determinac¢do do seu destino em neurénios (Suh et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais os astrocitos regulam a neurogénese s6 agora comegaram a
ser estudados. Veremos mais a frente, com maior detalhe, de que modo certos factores
expressos pelos astrécitos, sendo o factor de crescimento do fibroblasto-2 (FGF-2) e o

EGF exemplos relevantes, influenciam a neurogénese (Jordan et al., 2007).

5.1.3. Descendentes Imaturos das CEN e Neurénios Maduros

Estudos recentes sugerem a existéncia de mecanismos de feedback para os progenitores
imaturos modularem o comportamento das CEN. Um dos exemplos € a libertagdo de
GABA por parte dos neuroblastos na CMR, com a consequente diminuicdo na
diferenciacdo das CEN.

Os neurénios maduros s@o capazes de responder a estimulos exteriores, alterando a taxa
da neurogénese. Os interneurénios libertam GABA na ZSG, sendo este
neurotransmissor responsavel pela activacdo da maturacdo e integracdo neuronal das
células granulares. Neurotransmissores como a serotonina, a dopamina e a acetilcolina
libertados pelos neurénios maduros mostraram igualmente a sua importancia na

regulacdo da neurogénese (Jordan et al., 2007).
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5.1.4. Células Endoteliais

As células endoteliais do cérebro encontram-se na superficie interna dos vasos
sanguineos, geralmente acopladas aos astrdcitos, € sdo o componente maioritario da
barreira hematoencefilica.

Em 1999, surgiu a primeira evidéncia do papel desempenhado por estas células na
estimulacdo da neurogénese quando co-culturas de células da ZSV e células endoteliais
revelaram um aumento na produgao de neurénios. Mais tarde, foi demonstrado que estas
células quando cultivadas com as CEN nao sé inibem a sua diferenciacio como
estimulam a sua proliferacdo. Pensa-se que factores soldveis libertados pelas células
endoteliais poderdo estar envolvidos nesta regulacdo. Surpreendentemente, as CEN
adultas quando em contacto com células endoteliais podem dar origem também a
células endoteliais, mostrando que estas nao sé regulam o nicho, como sdo capazes, em
condic¢des especificas, de repopular o proprio nicho (Ma et al., 2005 e Jordan et al.,
2007).

O envolvimento das células endoteliais e astrocitos sugere que factores que controlam a
angiogénese podem também controlar a neurogénese. Diversos factores derivados das
células endoteliais, como o Notch e o factor derivado do epitélio pigmentado (PEDF),

mostraram regular a neurogénese (Jordan et al., 2007).

5.2. Matriz Extracelular

A matriz celular, apesar da sua extrema importincia no nicho neurogénico, € ainda
largamente desconhecida. Além de fornecer suporte fisico ao nicho neurogénico, tem
um outro papel critico, o do recrutamento das moléculas sinalizadoras responsaveis pela
regulacdo da comunicagao intercelular. O facto dos diversos factores se encontrarem em
concentracdes superiores nos nichos, deve-se, em grande parte, a barreira formada pela
matriz (Jordan et al., 2007).

Desta forma, a matriz celular, ao balancear a difusdo das diferentes moléculas

reguladoras, € igualmente responsével pela regulacao da neurogénese.

5.3. Nicho Vascular

A estrutura vascular e o SN estdo em contacto intimo durante todo o processo de
desenvolvimento embriondrio (Suh et al.,, 2009). Nas zonas germinais, além de se

encontrarem anatomicamente associados, as suas funcionalidades estdo interligadas,
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sugerindo uma relacdo proxima entre a angiogénese e a neurogénese, em que os factores
derivados da corrente sanguinea influenciam as células estaminais (Kriegstein e

Alvarez-Buylla, 2009 e Suh et al., 2009).

-ﬁ
Neurénio

imaturo

Vaso Sanguineo

Astrocito

Precursor Celular de
__~ Oligodendrocitos

Figura 12: Nicho Neurovascular. Imagem da proximidade anatoémica entre os vasos sanguineos, os
astrocitos e os neurdénios, no nicho neurogénico. Nao sendo um circuito passivo, pelo contrdrio, os vasos
sanguineos sdo um tecido rico que regula o processo neurogénico através da secrecdo de multiplas
moléculas angiogénicas.

(Adaptado de Brumm e Carmichael, 2012)

Os contactos entre astrocitos e vasos sanguineos sdo estranhamente permedveis,
podendo servir como reguladores da disponibilidade dos factores provenientes das
células endoteliais, dos factores de crescimento e das citoquinas, com o consequente
controlo da diferenciacio e proliferacdo das células estaminais (Li e Xie, 2005 e Ming e

Song, 2011).
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6. Sinalizacdao nos Nichos Neurogénicos

A neurogénese € controlada por diversos estimulos fisioldgicos e patoldgicos. O nicho
neurogénico, em resposta a estes estimulos, € capaz de coordenar todos os aspectos de
producdo de novas células cerebrais (Ma et al., 2005).

Existem diversos factores que influenciam todo o processo neurogénico. Podem ser
divididos em factores internos (factores expressos pelas células estaminais e
progenitores que controlam as diferentes fases da neurogénese) e em factores externos
(produzidos por tecidos vizinhos que actuam nas células estaminais e progenitores) (Suh
et al., 2009).

Havendo dezenas de diferentes factores, abordam-se seguidamente os mais relevantes,
que, por esse motivo, tém sido mais intensamente estudados quanto a sua

funcionalidade.

6.1. Factores Internos

6.1.1. Via de Sinalizacao Sonic Hedgehog

A Sonic Hedgehog (Shh) é um importante mitogénio envolvido em diversos aspectos da
formacdo do SNC embriondrio (Robel et al., 2011). Recentes estudos mostram o seu
papel no cérebro pds-natal. Este mitogénio parece estar envolvido na regulacdo do
nimero de células estaminais existentes, na proliferacdo dos precursores neurais € na
producdo de novos neurdnios (Palma et al., 2005).

As fontes de Shh no cérebro adulto normal parecem ser os astrécitos. Estes, quando
transplantados, induzem a formacdo de neuroblastos em regides neurogénicas € nao
neurogénicas (Christie e Turnley, 2012).

O factor de transcri¢ao de oligodendrdcitos 2 (Olig2) € um alvo da sinalizagdo de Shh,
sendo expresso em concentracdes elevadas pelos neuroblastos. Dado que o aumento de
Shh e de Olig2 estimula a proliferacao das células estaminais, € necessario que a sua
concentracdo baixe para que haja diferenciacdo das neuroesferas. A sua continua
expressao mostrou ser um potente inibidor da neurogénese, tanto in vitro como in vivo
(Robel et al., 2011).

A perda de expressio de Shh revela anomalias no GD e no BO enquanto a sua
estimulacdo resulta numa elevada proliferacdo dos progenitores adultos (Lledo et al.,

2006).
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6.1.2. Proteinas Morfogénicas do Osso

As BMP constituem a maior subclasse da familia de factores de crescimento
transformantes beta (TGF-B). No SN em desenvolvimento, as BMP participam na
regulacdo da proliferacdo e da diferenciacdo celular. No cérebro adulto, parecem
modular a producdo de oligodendrdcitos, neurénios e astrocitos a partir das CEN (Sabo
et al., 2009).

As BMP inibem a proliferacao das CEN, com o consequente aumento da neurdgenese.
No entanto, a longo prazo, tal fendmeno leva a uma deplecdo do nimero de CEN
(Christie e Turnley, 2012). E, assim, necessirio um rigoroso balanco entre a
estimulagdo e a inibi¢do das BMP, de modo a regular o nimero e a diferenciacao das
CEN.

Como referido acima, sabe-se que a expressdao da Noggin é responsdvel pela inibi¢dao
destas proteinas, tendo esta demonstrado, tanto na ZSV como na ZSG, a capacidade
para bloquear a transdugdo de sinal pela via BMP (Sabo et al., 2009). O efeito
bloqueador da Noggin prende-se com a sua capacidade de se ligar as BMP no espaco
extracelular e, deste modo, impedir a ligacdo do respectivo receptor de membrana,
BMPR. Este modo de ac¢do implica que o resultado final serd dependente do balanco
das concentracdes dos dois intervenientes, Noggin e BMP no espaco extracelular.

As BMP sido igualmente responsaveis pelo aumento da expressao e fungdo do Olig2, um
promotor da gliogénese. Assim, a inibigdo das BMP leva a um aumento da expressao de
Olig2, provocando uma tendéncia superior para diferenciagdo em oligodendrdcitos
(Robel et al., 2011). Foram realizados testes em que se observou, com a infusdo da
Noggin, uma redu¢do do nudmero de astrécitos na ZSV, com aumento de
oligodendrdcitos e remieliniza¢ao do corpo caloso.

Em modelos animais com danos cerebrais, a Noggin produzida por astrécitos promoveu
igualmente a diferenciacdo em oligodendrdcitos, sendo que a desmielinizacdo na ZSV
induziu ainda a expressdo da Cordina, um outro antagonista de BMP, com induc¢do do

destino oligodendrocitico (Christie e Turnley, 2012).

6.1.3. Via de Sinalizacao Wnt
A via de sinalizagdo Wnt € um complexo sistema de comunicagio celular que funciona
através de uma cascata de sinais, activada quando a molécula Wnt se liga ao seu

receptor de membrana Frizzled. A activacdo do receptor através da ligacdo com o Wnt
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parece activar trés diferentes vias, sendo a via de sinalizagdo Wnt/ B-catenina a de maior
importancia no desenvolvimento neuronal.

O bloqueio desta sinalizacdo reduz a neurogénese de CEN no hipocampo in vitro e
elimina a neurogénese totalmente in vivo. A B-catenina mostrou ser também relevante
na proliferacdo das células estaminais e na regulacdo da taxa de migracao. Um aumento
da sua concentragdo provoca um aumento da proliferacdo, com os consequentes
aumentos populacionais e da taxa migracional (Zhang et al., 2011).

A sinalizacdo Wnt € negativamente regulada pelo glicogénio sintase kinase 3 beta
(GSK3p) que fosforila a B-catenina, activando a sua degradacdo (Christie e Turnley,
2012). Um inibidor da GSK3p mostrou induzir a diferencia¢do das células estaminais
em neurénios (Zhang et al., 2011).

O aumento da expressdo de Wnt3 no GD do ratinho relevou ser suficiente para provocar
um aumento da neurdgenese, enquanto o bloqueio desta via bloqueou a neurdgenese
tanto in vivo como in vitro. A Wnt7A mostrou promover também a proliferacao das
CEN no adulto, enquanto a deplecdo do seu gene resulta, in vivo, numa diminui¢dao do

numero de células estaminais (Robel et al., 2011).

6.1.4. Via de Sinalizacao Notch

A via de sinalizacdo Notch compreende o mecanismo molecular central na regulacdo do
balango entre a manutengdo e a diferenciacdo das CEN no cérebro adulto.

Em resumo, a sinaliza¢@o inicia-se com a producdo de factores de transcri¢dao (FT) da
familia bHLH, os activadores de transcricio Mashl e as neurogeninas (Ngnl/ 2) que
induzem a diferenciacao neuronal.

Estes FT activam os ligandos dos receptores Notch, as proteinas transmembranares
Delta 1 (DIl1) e Jagged1 (Jagl), que, por sua vez, se ligam ao receptor transmembranar
Notch das células vizinhas. Na sequéncia desta ligacdo, o dominio intracelular (NICD)
€ libertado e transferido para o nucleo, onde forma um complexo com a proteina RBPj,
um regulador de transcri¢do. Este complexo é um activador transcricional que induz a
expressdo de repressores transcricionais bHLH como o Hesl e Hes5, que reprimem a
expressdo dos genes proneurais e DI, inibindo a diferenciacdo neuronal. Com o
resultado desta sinalizacdo, a célula que expressa o ligando Delta diferencia-se em
neurénio (devido a expressdo dos FT proneurais) e previne que a célula vizinha que
expressa Notch, se diferencie também. Esta célula vizinha permanece indiferenciada e

pode dar origem a neurénios mais tarde, quando receber o estimulo apropriado.
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A perda de fungdo dos receptores de Notch, DIl1, RBPj e os factores Hes resulta numa
prematura diferenciagdo e rdpida deplecao de CEN.

Estudos onde se utilizaram ratinhos transgénicos contendo o promotor de Hes5 ou
locais de ligagdo da RBPj revelaram que esta via se encontra activa tanto na ZSV como
na ZSG.

Utilizando uma linhagem de ratinhos com expressdao induzivel pelo tamoxifeno,
descobriu-se que, ao eliminar a RBPj das CEN do adulto, dd-se um aumento transitério
da proliferacdo na ZSV e da neurogénese, mas com deplecdo de CEN a longo prazo. O
mesmo estudo mostrou que a deplecio do gene RBPj, através do tratamento
antimit6tico com AraC, leva a extingdo das CEN quiescentes na auséncia da sinaliza¢do
de Notch.

Portanto a via de Notch € necessdria para a manuten¢do da quiescéncia das CEN,
enquanto o seu bloqueio promove a diferenciacdo em neurdnios (Imayoshi e Kageyama,

2011).

6.2. Factores Externos

6.2.1. Factor de Crescimento Endotelial Vascular

O factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) € uma das mais importantes
proteinas sinalizadoras do processo angiogénico (Jin et al., 2002). Além da sua
importancia como agente angiogénico, tem fun¢des como a estimulag@o do crescimento
axonal e o prolongamento do tempo de vida dos neurénios em determinadas regides
(Galvan et al., 2006)

Apdés a sua secrecdo, este mitogénio interage com o0s receptores tirosina cinases
VEGFR1/FIt1 e VEGFR2/flk1, expressos pelas células endoteliais (Jin et al., 2002 e
Galvan et al., 2006).

Em 2002, Kunlin e colegas admitiram a possibilidade de que VEGF possa ser tanto
neurogénico como angiogénico. Foi monitorizada a proliferacao celular, em presenca de
VEGTF, utilizando o marcador BrdU, in vitro e in vivo. Observou-se um aumento de
células marcadas com BrdU, em ambas as condi¢des, mostrando que o VEGF actua
como um estimulador da neurogénese. Aparentemente, os seus efeitos neurogénicos sao
mediados pela ligacao do factor ao receptor VEGFR2/flk1 (Jin et al., 2002).

A migracdo € também controlada por este factor (Bath e Lee, 2010).
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6.2.2. Factores de Crescimento Epidermal e do Fibroblasto 2

Diversos estudos mostram que a utilizacdo concomitante de EGF e de FGF-2 aumenta a
taxa neurogénica com o aumento do nimero de precursores neurais tanto no hipocampo
como no hipotdlamo. O EGF € o mitogénio mais comummente utilizado na promog¢ao
de crescimento e na manuten¢do de neuroesferas em cultura.

As células tipo C da ZSV sdo precursores das neuroesferas e expressam o receptor do
EGF (EGFR). Quando expostas a EGF, estas células induzem um estado multipotente
capaz de gerar células gliais e neurénios (Christie e Turnley, 2012). Trabalhos recentes
mostram que a infusdo intraventricular de EGF provoca um aumento da proliferacdo e
migracdo celular. No entanto, no ratinho, a diferencia¢do € maioritariamente em células
gliais e ndo em neurénios (Bath e Lee, 2010).

Ja o factor de necrose tumoral alfa (TNFa) induz a proliferacao astroglial, enquanto a
sua sobreexpressdo leva a um aumento da expressdo dos receptores de EGF in vivo
(Robel et al., 2011).

O FGF-2 ¢ um mitogénio, igualmente potente, geralmente utilizado em conjunto com o
EGF, para induzir a proliferacdo celular em cultura (Christie e Turnley, 2012). Estudos
realizados no cérebro do ratinho mostram que este é expresso pelas células GFAP+ e
que os seus receptores (FGFR-1 e FGFR-2) podem ser encontrados nos precursores
proliferativos e nas células ependimais. A infusdo intraventricular de FGF-2 provoca
um aumento da neurogénese promovendo a proliferacdo celular, um aumento da
sobrevivéncia e um crescimento das neurites.

A sua func¢do primdria parece ser ao nivel do ciclo celular, ja que a ZSV de um ratinho
sem FGF-2 mostrou danos na proliferacdo celular seguida de convulsdes e isquémia
(Bath e Lee, 2010 e Christie e Turnley, 2012). A deplecao do FGFR1, o maior receptor
de FGF-2, provocou uma diminuicdo da neurogénese no hipocampo (Christie e Turnley,

2012).

6.2.3. Factor Neurotroéfico derivado do Cérebro

A sinalizacdo de neurotrofinas é mediada pela interacdo de factor neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) com o receptor TrkB, e em menor extensao, pela ligacdo do factor
de crescimento do nervo (NGF) com o receptor TrkA, regulando diversas fun¢des das
CEN. No cérebro adulto, os efeitos do BDNF e a expressao de TrkB encontram-se

largamente presentes, ao contrario do receptor TrkA.
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Os estudos foram focados, assim, no BDNF, ainda que a infusdo de NGF mostre
promover a sobrevivéncia de neurdnios granulares no periodo pds-natal.

As neuroesferas derivadas da ZSV expressam TrkB e a adi¢do de BDNF promove um
aumento transitério de neurénios novos devido ao aumento da diferenciacdo e
crescimento das neurites. A sua presenca € necessdria para que as celulas progenitoras
do hipocampo adoptem um destino neuronal.

No GD, o TrkB é maioritariamente expresso por neuroblastos maduros mas nao pelos
neuroblastos em proliferacdo, corroborando a teoria de que o BDNF € importante para a
migracdo, sobrevivéncia e integracdo de novos neurénios (Christie e Turnley, 2012).

O BDNF € um factor chave envolvido na regulacdo do humor. O stress, que pode levar
a depressdo ou a alteracoes do humor, diminui os niveis do BDNF, enquanto os
antidepressivos provocam o aumento da sua expressdo. Coincidentemente, a
neurogénese no hipocampo do adulto encontra-se diminuida no animal em stress e
aumentada no animal sob o efeito de antidepressivos.

Condicdes que aumentam os niveis do BDNF, como sao os casos de uma alimentagao
equilibrada e de exercicio fisico, aumentam também a neurogénese na ZSG.

As CEN adultas sem TrkB ddo origem a neurdnios celulares granulares com defeitos no
crescimento das dendrites e na arboriza¢do, bem como na formacgdo de sinapses.

Na ZSV, o BDNF promove a diferenciagdo neuronal e a sobrevivéncia dos neurénios. A
infusdo de BDNF nos VL ndo s6 aumenta a neurogénese no BO como noutras regides

nao neurogénicas (Suh et al., 2009).
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7. Neurogénese em Condicoes Patologicas

Mais de 450 milhdes de pessoas no mundo sofrem de doencas mentais (WHO, 2010).
Os quadros psicopatolégicos que estdo associados a estas doencas causam enormes
impactos na nossa sociedade e degradam de forma significativa a qualidade de vida dos
doentes e das pessoas que os rodeiam. Aliviar os sintomas e as consequéncias destas
condicdes tem sido um dos principais objectos de estudo da psiquiatria moderna. Os
investigadores acreditam que a neurogénese pode ser um novo alvo para a abordagem a
esta problemadtica, sendo que a sua regulacdo pode prevenir ou mesmo curar estas
doencas (Eisch et al., 2008).

A causalidade entre a neurogénese e as doencas mentais estd longe de ser entendida,
sendo a neurogénese vista ndo tanto como uma causa, mas como um adjuvante de

atenuacgdo dos seus sintomas (Sailor et al., 2006).

7.1. Doencas Psiquiatricas

O hipocampo, uma das dreas mais importantes do cérebro, estd profundamente
envolvida nas funcdes da meméria, na funcdo cognitiva e na regulacio do humor. E
particularmente vulnerdvel ao stress crénico e as doencas mentais, sendo que a
neurogénese que ali ocorre tem sido alvo de significativo escrutinio por parte da
comunidade cientifica (Jun et al. 2012).

A depressdo e a esquizofrenia constituem as mais severas doencgas psiquidtricas

associadas a alterag¢des neuroldgicas no hipocampo (Kaneko e Sawamoto, 2009).

7.1.1. Neurogénese na Depressao

A depressdo é uma das mais prevalentes doencgas psiquidtricas da actualidade, com
elevada morbilidade a nivel mundial, estimando-se a morte anual de aproximadamente 1
milhdo de pessoas por suicidio (Kaneko e Sawamoto, 2009).

Uma teoria proposta foi a de que a diminui¢do da producdo de novos neurénios no
hipocampo estd relacionada com a patogénese da depressdo e que um tratamento
antidepressivo eficaz passa obrigatoriamente pelo aumento da taxa neurogénica no
hipocampo. Esta teoria apoia-se em diversas evidéncias clinicas, como sejam o facto de
0 stress suprimir a neurogénese no hipocampo e precipitar a depressdo em individuos

vulnerdveis e o facto de a maioria dos antidepressantes, quando administrados
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cronicamente, elevar a neurogénese no hipocampo, do mesmo modo que os efeitos
terapéuticos dos antidepressivos sdo apenas eficazes aquando de tratamento crénico.
Sendo o stress crénico um dos principais factores de risco da depressdo, a investigacao
neste dominio, devido a falta de animais modelo fidedignos, decorre a criacdo de
situagdes de stress como forma de induzir comportamentos depressivos (Balu e Lucki,
2009). Foi ja demonstrado que o stress imposto pode inibir um ou mais passos da
neurogénese no hipocampo e diminuir a proliferacdo celular e a sobrevivéncia de novos
neurénios (Kaneko e Sawamoto, 2009). Outros estudos revelam uma redug¢do no
volume do hipocampo em doentes depressivos, estando esta reducdo co-relacionada
com a frequéncia de episodios depressivos e com a duracdo do tratamento (Balu e
Lucki, 2009 e Kaneko e Sawamoto, 2009).

Porém, estudos realizados post mortem nao encontraram diferencas na proliferacao
celular em pacientes com depressio major e em pacientes nao depressivos.
Inicialmente, pensou-se que a disparidade dos resultados obtidos em estudos realizados
em ratinhos e em humanos se devia as diferencas bioldgicas (Kaneko e Sawamoto,
2009). No entanto, varias evidéncias sugerem que a redu¢do do volume do hipocampo
nao se deve a diminuicdo da proliferacao celular, mas sim as alteragdes do nimero de
células gliais e/ou da complexidade dendritica.

Apesar de a neurogénese no hipocampo ndo estar necessariamente associada a
patogénese da depressdo, poderd ser importante nos efeitos terapéuticos resultantes do
tratamento com antidepressivos.

Todas as classes de antidepressivos conhecidos promovem a neurogénese no hipocampo
dos ratinhos, contribuindo nio s6 para a melhoria da saide mental, mas também para o
aumento significativo da taxa neurogénica no hipocampo (Jun et al., 2012). O
tratamento com antidepressivos provoca também o aumento da expressao de factores de
crescimento e neurotréficos como o BDNF, o VEGF e o FGF-2. Outros tratamentos
com efeito antidepressivo, como € o caso do exercicio fisico, mostram aumentar
também a neurogénese no hipocampo.

Apesar de os efeitos neurogénicos de tratamentos com antidepressivos estarem bem
definidos nos ratinhos, existem poucos estudos em espécies mais semelhantes ao ser
humano (Balu e Lucki, 2009). No entanto, as evidéncas sdo crescentes de que a
neurogénese, para além de evitar condi¢des depressivas, parece ser um factor

importante na atenuacdo da depressdo quando ja instalada, sendo necessario continuar a
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investigacdo para se perceber como se relacionam alteragdes na neurogénese com

alteracoes benéficas no comportamento de doentes depressivos.

7.1.2. Neurogénese na Esquizofrenia

A esquizofrenia, uma doenca psiquidtrica multifactorial que resulta de um complexo
conjunto de factores genéticos e ambientais, constitui uma das mais preocupantes
psicoses dos nossos dias. Esta doenga tem igualmente revelado uma associacdo intima
com a neurogénese no cérebro adulto.

Em diversos estudos, foi observado que nos doentes esquizofrénicos ocorre uma
diminui¢do importante da proliferacio das CEN no hipocampo, acompanhada por
alteracdes da morfologia celular e redu¢do no volume do hipocampo. A reversao deste
quadro promove melhorias no comportamento € nos sintomas cognitivos associados a
doenca (Balu e Lucki, 2009 e Jun et al., 2012).

Outros estudos demonstraram que certos genes associados a esquizofrenia estdo
envolvidos na regulagdo da neurogénese adulta. Um dos genes que se encontra
corrompido na esquizofrenia € o DISC1. Diversos estudos mostraram que o DISC1 esta
envolvido em diferentes passos na neurogénese adulta e € responsavel por diversas
respostas comportamentais. Ratinhos com mutacdes ao nivel do gene DISCI,
mostraram, em diferentes experiéncias, um nimero reduzido de progenitores neuronais
e neurénios imaturos no hipocampo do GD, uma diminui¢do da plasticidade a curto-
prazo do SN e uma diminuicdo da neurogénese com aumento da resposta com
comportamentos depressivos.

Outro gene identificado como um factor de risco da esquizofrenia, foi associado a
neurogénese adulta. Ratinhos com falta de NPAS3 apresentam diversas anomalias no
desenvolvimento cerebral, como a redu¢do do tamanho do hipocampo anterior,
hipoplasia do corpo caloso e aumento dos ventriculos, bem como anomalias
comportamentais. Estes ratinhos revelaram uma diminui¢do da neurogénese em 84% em
comparacdo com ratinhos com NPAS3 funcional, permitindo estabelecer uma ligacao
directa entre a neurogénese e a esquizofrenia.

Outros estudos mais recentes mostram que animais afectados pela doenca apresentam
comportamentos anormais acompanhados de uma diminuicdo da neurogénese no
hipocampo. Estas anomalias podem ser revertidas pelo aumento da neurogénese
induzido pelo exercicio fisico, podendo inferir-se que o aumento da neurogénese pode

ajudar a curar ou, pelo menos, diminuir os sintomas da esquizofrenia (Jun et al., 2012).
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Foram realizados estudos nas regides neurogénicas do ratinho de modo a determinar os
efeitos do tratamento com antipsicoticos na neurogénese no hipocampo (Toro e Deakin,
2007). Os antipsicéticos podem ser classificados em duas classes, tipicos e atipicos,
atendendo a sua maior ou menor propensao para a producdo de efeitos extrapiramidais
(Balu e Lucki, 2009). Um desses estudos utilizou um antipsicético tipico, o haloperidol,
e observou um aumento da proliferacio celular na ZSG; no entanto, esses resultados ndao
voltaram a ser observados em ensaios subsequentes com o mesmo farmaco.

A relag@o entre os antipsicdticos atipicos e a regulacdo da neurogénese parece depender
da classe do farmaco. Foi observado que o tratamento crénico com certos antipsicoticos
atipicos, como a olanzapina, tem efeitos reguladores na neurogénese no hipocampo. J4 o
antipsicotico atipico clozapina ndo demonstrou produzir alteragdes na neurdgenese.
Estes resultados terdo de ser suportados com estudos adicionais, ja que os efeitos dos
antipsicoticos na neurogénese nao foram ainda devidamente suportados (Toro e Deakin,
2007). Apesar das discrepancias nos resultados, a efectividade dos antipsicéticos parece
dever-se ao seu potencial efeito na reversao dos défices na neurégene no hipocampo

(Balu e Lucki, 2009).

7.1.3. Causa ou Consequéncia?

Quando foram descobertas células estaminais no cérebro adulto, ndo se imaginou a sua
importancia no dominio das doengas mentais.

E ainda desconhecido se as alteracdes na neurogénese do hipocampo sdo uma causa ou
uma consequéncia de doengas psiquidtricas como a depressdo e a esquizofrenia. No
entanto, € unanime que a neurogénese no hipocampo tem um papel de extrema
importancia e que alteracdes na neurdgenese provocam alteragdes cognitivas, humorais
e comportamentais. Pelos dados publicados até hoje, uma reducdo da neurogénese nao
parece ser necessdaria nem suficiente para causar comportamentos depressivos, sendo
portanto fundamental compreender mais profundamente as fun¢des da neurogénese no
cérebro adulto, de modo a perceber qual o seu papel na etiologia das doencas
psiquidtricas.

A maioria dos estudos foi realizada em animais modelo, pelo que se sabe muito pouco
do que se passa no cérebro humano, ndo se podendo extrapolar os resultados obtidos em
animais e sendo necessario iniciar estudos paralelos no ser humano. De qualquer forma,

0s avangos nesta area t€m sido imensos num tdo curto espaco de tempo.
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Estabelecer a relagdo entre a neurogénese adulta e a etiologia das doengas pode conter a
chave para potenciais estratégias no seu tratamento. A neurogénese parece regular os
sintomas observados em ambas as doengas, pelo que, assim sendo, as futuras aplicacoes

terapéuticas poderdo passar pelo aumento da regulagdao da neurogénese no hipocampo.

7.2. Neurogénese nas Doencas Neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sdo marcadas pela degeneracdo de certos neurdnios e
pela deteriorizagdo dos circuitos neuronais (Sailor et al., 2006). Actualmente, ainda ndo
existem tratamentos que permitam prevenir a morte neuronal mas as células estaminais
parecem possuir um potencial de tratamento e cura para diversas doengas deste tipo,
como o Alzheimer e o Parkinson (Kaneko e Sawamoto, 2009 e Taupin, 2012).

O stress e a idade sdo os dois factores que mais contribuem para a diminui¢do da
neurogénese, sugerindo que a desregulacdo da neurogénese pode ser um factor principal
da neurodegeneracdo causada pelo avanco da idade. A neurogénese diminui em 80% a
medida que a idade avanga, sugerindo que a idade afecta diversos passos da
neurogénese (Marr et al., 2010).

A recente descoberta da ocorréncia de neurogénese no SNC tem implicacdes na forma
de olhar as doencas neurodegenerativas e levanta a possibilidade de que eventuais
alteracdes na neurogénese possam estar na sua origem. A literatura sugere que, em
doengas como o Alzheimer e o Parkinson, a proliferacdo e diferenciacdo neuronal se

encontra alterada.

7.2.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer € a doenga neurodegenerativa que mais comummente provoca
quadros de deméncia em jovens e adultos, afectando mais de 35 milhdes de pessoas a
nivel mundial (Phillips et al., 2006).

E caracterizada pela neurodegeneracio de miultipos tipos neuronais em diversas
localizacdes, por acumulacdo de depdsitos de B-amildide e formacdo de emaranhados
neurofibrilhares, acompanhada por um acentuado declinio cognitivo e perda progressiva
de memoria. As causas da doenga incluem diversos factores de risco e mutacdes
genéticas, das quais foram identificadas as mutagdes no gene da proteina precursora
amiléide (APP), no gene presenilina-1 (PSEN-1) e no gene presenilina-2 (PSEN-2)
(Taupin, 2012).
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Estudos realizados post mortem revelaram um aumento da expressao de marcadores de
células imaturas neuronais nas regides do hipocampo (Taupin, 2008b). No entanto,
estudos subsequentes revelaram que a maioria destas células encontradas no GD eram,
na verdade, ndo-neuronais, ndo contribuindo para a neurogénese no hipocampo.

Na doenca de Alzheimer, o péptido B-amiléide comeca por se depositar no hipocampo,
resultando em perda neuronal marcada e em atrofia do hipocampo. Foi demonstrado que
o excesso deste péptido afecta a fung¢do das células estaminais quando em cultura,
induzindo a supressdao da proliferacdo e diferenciacdo neuronal e promovendo a
apoptose (Kaneko e Sawamoto, 2009).

Estudos em animais modelo mostraram um aumento da neurogénese em cérebros com
mutacdes na APP, enquanto outros reportaram a diminui¢do no GD e na ZSV em
ratinhos com deficiéncias na PSEN-1 e APP.

No entanto, algumas discrepancias observadas podem ser devidas a limitacdo nos

animais transgénicos, que ndo sejam representativos do SN humano (Taupin, 2008b).

7.2.2. Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson € caracterizada pela degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos
da substancia nigra, responsavel pela diminui¢do dos niveis de dopamina e consequente
diminui¢do da sua concentragdo na regido alvo, o corpo estriado. Esta doenga afecta
geralmente a populacdo acima dos 65 anos e inclui sintomas como a rigidez, o tremor e
dificuldades na marcha e nos movimentos em geral (Sailor et al., 2006).

Existem evidéncias de que os neurénios dopaminérgicos do corpo estriado exercem uma
funcdo neurogénica nas células progenitoras neuronais, tanto na ZSV como na ZSG
(Marxreiter et al., 2013).

Na maioria dos doentes com Parkinson parece nao haver uma associagdo com mutagdes
genéticas hereditdrias. Estudos realizados em animais modelo e no ser humano
afectados pela doenca demonstraram que a proliferacdo celular se encontra
consideravelmente suprimida. J4 no BO parece haver um aumento da concentracdo de
uma subpopulacao de neurdnios periglomerulares, levando a crer que a diminui¢ao de
dopamina promove a diferenciacdio em neurdnios dopaminérgicos (Kaneko e
Sawamoto, 2009).

A deplecdo de dopamina em ratinhos com Parkinson resultou na diminui¢do em 40%

dos precursores proliferativos, em ambas as zonas neurogénicas. A geracao de
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progenitores neurais na ZSV e na ZSG esta igualmente reduzida no cérebro de doentes
com Parkinson (Taupin, 2008b).

A enervagao dopaminérgica e a dopamina t€ém um papel na regulagdo da neurogénese
no cérebro dos mamiferos. No entanto, sio necessarios estudos adicionais devido a
controvérsia gerada pelos resultados obtidos, tendo como exemplo um estudo post
mortem que revelou ndo haver alteracdo na proliferacdo de CEN em pacientes com

Parkinson quando comparada com pacientes controlo (Marxreiter et al., 2013).

7.2.3. Neurgénese como Estratégia Terapéutica

O estudo da neurogénese nas doencas neurodegenerativas € ainda um campo com muito
por explorar. No entanto os esforcos feitos nas ultimas décadas levaram a uma
possibilidade, ainda controversa, de que a regeneragdo neural pode ser um importante
alvo terapéutico.

A investigacdo realizada, nos ultimos anos, sobre a neurogénese nas doencgas
degenerativas apresenta diferentes resultados de estudo para estudo, ndo havendo um
consenso geral quanto a causalidade da neurogénese nestas doengas. A disparidade dos
resuldados pode dever-se a diferenca de espécies, de animais modelo e até dos métodos
de quantificacdo de células estaminais utilizados.

No entanto, os resultados indicam que na doenca de Alzheimer hd, geralmente, uma
diminui¢do da neurogénese, enquanto que na doenca de Parkinson apenas ocorrem
pequenas alteragdes no BO.

Dado um envelhecimento progressivo da populagdo, a procura de terapias eficazes no
tratamento das doencas neurodegenerativas torna-se cada vez mais crucial. O
entendimento dos mecanismos das doencgas e dos mecanismos moleculares e celulares

reguladores das células estaminais € essencial, podendo a sua neutralizacio ou

estimulagdo fazer parte de futuras estratégias terapéuticas.
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8. Neurogénese como Alvo Terapéutico

O nuimero de opg¢Oes terapéuticas existentes para restaurar as fungdes neuroldgicas
perdidas apds les@do ou doenga € muito reduzido. A descoberta da capacidade
regenerativa do SNC do cérebro adulto trouxe uma nova esperanca. A neurogénese, e
especificamente as células estaminais, surge como uma nova alternativa, um novo
potencial alvo terapé€utico no tratamento de doencas neuroldgicas e psiquidtricas.

Para que tais terapias sejam eficazes, € necessdrio uma compreensdo profunda dos
complexos mecanismos das diferentes doencgas, sendo de extrema importancia
desenvolver terapias individualizadas que sejam capazes de guiar as CEN no seu
percurso migratdrio, com posterior diferenciacio e integracdo adequada nos circuitos ja
existentes (Sailor et al., 2006).

As novas terapias ponderam a estimulagdo de células estaminais ou precursores
neuronais endégenos e a transplantagdo destes para a reparacao do SN (Taupin, 2008b).
Um maior conhecimento dos factores, mecanismos e estimulos externos que
influenciam e controlam os diferentes passos da neurogénese, pode contribuir para a
possibilidade de influenciar in vivo as células estaminais, seja aumentando o seu
nimero, influenciando o seu percurso migratério e regido alvo ou mesmo a sua
diferenciacdo. A transplantacdo poderd ser uma opc¢do igualmente vidvel, através da
proliferacdo e diferenciacdo dos precursores em cultura com posterior transplantacao.

(Gage e Van Praag, 2002)

8.1. [Estimulacao de Popula¢oes Endogenas de Células Estaminais

Na ultima década foram realizados inimeros progressos no tratamento de doencgas do
SNC tirando partido da substitui¢do celular através de células estaminais adultas. As
células estaminais endégenas apresentam diversas vantagens como sejam a auséncia de
problemas éticos (decorrentes da utilizagdo de células fetais e embriondrias) e a
eliminacdo de reac¢des imunoldgicas (Lie et al., 2004). Apesar de, em condicdes
normais, a sua proliferacdo estar restrita a duas regides, as células estaminais
encontram-se ao longo de todo o SNC. Estudos realizados in vitro demonstraram,
surpreendentemente, que c€lulas derivadas de regides ndo neurogénicas sdao igualmente
capazes de gerar neurdénios, quer sob condi¢des patoldgicas, quer quando transplantadas

em regides neurogénicas (Singec et al., 2007).
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Outros estudos demonstraram um aumento temporario dos precursores proliferativos da
ZSV e de neurdnios migratérios na CMR, apds eventos isquémicos e convulsdes. De
um modo similar, houve também um aumento da proliferacdo celular na ZSG apds
isquémias, convulsdes e lesdes mecanicas e excitotoxicas com um aumento, em certos
casos de 8 vezes, da taxa da neurogénese no hipocampo.

Fallon e seus colegas investigaram os efeitos de TGFa exdgena na doenca de Parkinson
num ratinho modelo. Apds a indu¢do da morte dos neurénios dopaminérgicos na
substancia nigra, administrou-se o TGFo, um mitogénio das células estaminais/
progenitores da ZSV no corpo estriado. Apds este tratamento, observaram-se melhorias
comportamentais, com aparecimento de novos neurénios com fenétipos dopaminérgicos
no corpo estriado. E necessdrio continuar a investigacdo visto que o aparecimento dos
novos neurénios ocorreu noutro lugar que ndo o da sua morte e que, em condi¢des
normais, ndo se observam neurénios dopaminérgicos no corpo estriado.

Outro estudo realizado por Nakatomi e seus colegas observou os efeitos combinados de
FGF-2 ¢ EGF no VL do ratinho adulto apds selec¢do degenerativa do CAIl no
hipocampo, com morte dos neurénios piramidais. Nos animais tratados com os factores
de crescimento foi obervado um aumento da proliferacdo de progenitores celulares
endégenos e um aumento signficativo de novos neurénios, com regeneracdo de
aproximadamente 40% dos neurénios piramidais na regido CAl. Apos 3 meses, foi
possivel observar a formacao de sinapses morfologicamente imaturas com propriedades
electrofisioldgicas alteradas (Lie et al., 2004).

S@o necessarios mais estudos para verificar se a estimulacdo de células estaminais
endégenas é uma possibilidade terapéutica realista. Apesar de diversos estudos
sugerirem que a estimulagdo das células enddgenas contribui para a reparagdo com
integracdo de novas células em circuitos lesados, é prematuro concluir que a
neurogénese equivale a regeneracdo do circuito.

A adi¢do de novos neurdnios em circuitos comprometidos pode ndo ser benéfica, sendo
que o seu recrutamento pode deformar a regido afectada com o estabelecimento de
ligaces erradas nos circuitos jd existentes (Singec et al., 2007). E necessdrio garantir
uma integracdo apropriada, com func¢des e numero semelhantes aos dos neurénios
perdidos (Lie et al., 2004).

E indispensdvel coadjuvar esta técnica com terapias neuroprotectoras, caso contrrio
também as células estaminais estimuladas serdo susceptiveis aos mesmos mecanismos

neurodegenerativos (Sailor et al., 2006).
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8.2. Transplantacao de Células Estaminais

Devido a limitada capacidade de proliferacio do SNC a transplantacio de células
estaminais e precursores neuronais fornece uma abordagem alternativa. As células
estaminais podem ser transplantadas localmente ou administradas por via intravenosa.
Pensa-se que as injecgdes sistémicas poderdo ser utilizadas no tratamento de doencas
neuroldgicas em que a degeneracdo se encontre mais difundida (Taupin, 2008a).

A primeira demonstracio desta possibilidade surgiu de um estudo realizado num ratinho
adulto em que se induziu a apoptose de neurdnios piramidais. As CEN transplantadas
responderam a este dano, com diferenciacdo especifica neste tipo neuronal e projecc¢ao
dos seus axénios para a regido alvo apropriada (Singec et al., 2007).

Foram ja realizados inuimeros estudos com transplantacdo de CEN de origem
embridnica, fetal e adulta, em diversas regides do SNC. Num destes estudos
expandiram-se in vitro as CEN do hipocampo de um ratinho adulto em meio com FGF-
2 e e transplantaram-se de seguida no hipocampo de um ratinho adulto. As CEN
diferenciaram-se em astrdcitos e em neurénios maduros com fendtipos correspondentes
aos dos neurdnios granulares adjacentes. Transplantaram-se também as mesmas CEN na
CMR, onde as células migraram de um modo similar ao das derivadas da ZSV e
incorporaram o BO como interneurénios (Sailor et al., 2006). Neste caso, torna-se
evidente a plasticidade das células, diferenciando-se estas em diferentes fendtipos
consoante o local onde sdo transplantadas.

Outras experiéncias tentaram abordar o comportamento das células quando
transplantadas em modelos animais de doengas. Aparentemente, sob condigdes
patolégicas, o SNC dos animais modelo € mais receptivel a substituicdo celular por
transplantacao.

Numa experiéncia realizada em ratinhos com a doenca de Parkinson, usou-se o
transplante de blastécitos indiferenciados no corpo estriado. Quinze semanas apds o
transplante, observou-se um aumento do nimero de neurénios dopaminérgicos. Em
poucas semanas, verificou-se uma melhoria comportamental, no entanto, 20% dos
animais desenvolveram teratomas letais as 7 semanas. Afim de evitar o aparecimento
das teratomas, foram transplantadas células com maior grau de diferenciacao, tendo sido
feita uma cultura com precursores dopaminérgicos adjuvados de diversos factores de

crescimento. Em poucas semanas, estes diferenciaram-se em neurénios dopaminérgicos
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com maior taxa de sobrevivéncia, capazes de receber sinais sindpticos e sem formagao
de teratomas até as 8 semanas. Noutra experi€ncia, usaram-se neurdnios
dopaminérgicos, verificando-se, além da taxa de sobrevivéncia muito reduzida, a
incapacidade de manuten¢ao do fenétipo dopaminérgico (Sailor et al., 2006).

Estes estudos sugerem a necessidade de estratégias adicionais, e ddo énfase a
importancia do grau de diferenciacdo das células transplantadas, sendo que células
demasiado indiferenciadas podem provocar a formacao de teratomas.

Outra estratégia envolve a alteracdo genética das células para a secrecdo de certos
factores tréficos com posterior transplantacdo para os estados inicias da doenga, com o
objectivo de aumentar a sobrevivéncia das células lesadas. Um exemplo que mostra o
quao promissora esta técnica aparenta ser, foi um ensaio clinico realizado em doentes
com Alzheimer. Neste caso, realizou-se a transplantacdo de células com expressao
aumentada de NGF. Este factor aumenta a sobrevivéncia de neurdnios colinérgicos
(especialmente degenerados na doenca de Alzheimer). Em apenas 22 meses uma grande
populacdo das células permaneceu intacta e a secretar o factor, levando a melhorias

cognitivas de 51% (Sailor et al., 2006)!
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9. Consideracoes Finais

Os udltimos anos testemunharam a queda de um velho dogma e a descoberta de um novo
conceito com enormes implicacdes futuras: a neurogénese continua a ocorrer no cérebro
adulto.

A surpreendente plasticidade do SNC maduro demonstra o quao diminuto é o nosso
conhecimento actual do cérebro e revela que a capacidade regenerativa do SN € bastante
superior ao que se pensava. As possibilidades sdo imensas, a neurogénese e as CEN
adultas contribuem para a possibilidade de descoberta de novas aplicagdes terapéuticas
no tratamento de doencas e lesdes do SNC, até hoje, com poucas alternativas.

Dada a potencialidade do SNC em gerar inimeros fenétipos celulares, as células
estaminais representam a promessa de cura para uma variedade de doencas e lesdes do
SN. Miultiplos estudos indiciam que ambas as técnicas de recuperacdo do SN lesado
poderdo vir a ser aplicadas num futuro préximo.

No entanto, algumas consideragdes terao de ser feitas ao longo de todo o processo de
investigacdo, sendo urgente o aprofundamento do conhecimento das CEN adultas e da
neurogénese no adulto.

Uma das perguntas mais centrais € se 0s novos neurdnios, sejam eles obtidos por
transplantacdo ou por estimulacdo de células estaminais enddgenas, contribuem
realmente, e ndo apenas em casos pontuais, para a recuperagdo funcional e, por fim,
para a melhoria dos sintomas e comportamento dos doentes.

Ainda que diversos estudos sugiram a ubiqua presenca de células estaminais ao longo
de todo o SN, ndo foi ainda demonstrada a sua capacidade para originar neurénios in
vivo, ou se, mesmo que possuam esta capacidade, os novos neurénios serdo capazes de
incorporar, sem danos, os circuitos ja existentes.

O potencial de isolamento de progenitores neurais e células estaminais de regides do
cérebro nao lesadas do proprio doente podera vir a proporcionar uma infindavel fonte de
células estaminais para futura transplantacdo, eliminando necessidades como a procura
de dadores compativeis e o uso de farmacos supressores do sistema imunitdrio,
aumentando a probabilidade de sucesso de transplantacdo e respectiva recuperacgao.
Avangos muito significativos foram ja conseguidos, mas € essencial continuar o
trabalho e exploragdo deste tdo complexo e maravilhoso mundo que é o cérebro

humano.
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