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RESUMO

A complexidade do sistema nervoso (SN) e a formagdo dos neurénios ha muito
que fascina o ser humano comecando desde a Grécia antiga até aos modelos
tridimensionais do cérebro obtidos em laboratorio ja possiveis hoje em dia.

As doengas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer, Parkinson,
Huntington e esclerose lateral amiotrofica, apesar de terem diferentes causas, resultam na
degeneracao de um tipo de neurdnios ou num local especifico e a terapia celular,
nomeadamente o transplante, com células estaminais neurais (NSC) ¢ uma possivel
estratégia para diminuir os sintomas e aumentar a qualidade de vida dos doentes.

Actualmente, a neurogénese ¢ a diferenciagdo neural in vitro servem como modelo
para o estudo das doengas neurodegenerativas e das fases iniciais do desenvolvimento
neuronal nos humanos, podendo também ser utilizadas para estudar os efeitos de
substancias exogenas com o objectivo de descobrir novos farmacos. Sdo diferentes os
métodos possiveis de ser utilizados para a obtencdo de NSC variando em complexidade
e heterogeneidade, mas novas técnicas, como a utilizacdo do matrigel, aproxima-nos cada
vez mais do modelo do cérebro humano, apesar das limitagdes ainda encontradas.

Sendo obtidas através de quatro fontes principais de células, nomeadamente a
partir das células embriondrias estaminais (ES), células estaminais pluripotentes
induzidas (iPS) e das areas germinativas do cérebro fetal e adulto, as NSC oferecem uma
potencial fonte ilimitada de células para varias terapias baseadas em células, ndo so para
as doengas neurodegenerativas, mas também para traumatismos da medula espinhal,

terapia pos-acidente vascular e cerebral e mesmo terapia anticancerigena.

Palavras-chave: neurogénese in vitro, células estaminais neurais, diferenciacdo

neuronal, doengas neurodegenerativas



ABSTRACT

The complexity of the nervous system (NS) and the formation of neurons have
long fascinated humans beginning from ancient Greece to the three-dimensional brain
models already possible to obtain in laboratories nowadays.

Neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease,
Huntington’s disease and amyotrophic lateral sclerosis, despite having different causes,
result in the degeneration of one type of neuron or at a specific site and cell therapy,
including transplantation with neural stem cells (NSC), is one possible strategy to reduce
symptoms and increase the patients’ quality of life.

At the present time, in vitro neurogenesis and neuronal differentiation serve as a
model for the study neurodegenerative diseases and early stages of neuronal development
in humans, and can also be used to study the effects of exogenous substances with the
aim of finding new drugs. There are different possible methods to be used for obtaining
neural stem cells (NSC), varying in complexity and heterogeneity, but with the recent
techniques, such as the use of matrigel, we are approaching more and more to the human
brain model, despite the limitations still present.

NSC can be obtained through four main sources of cells, namely from embryonic
stem (ES) cells, induced pluripotent stem (iPS) cells and germinal areas of fetal and adult
brain, all of them being able to provide a potentially unlimited source of cells for various
cell-based therapies, not only for neurodegenerative diseases also for spinal cord injuries,

post-stroke and even anticancer therapy.

Keywords: in vitro neurogenesis, neural stem cells, neuronal differentiation,

neurodegenerative diseases
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Neurogénese in vitro e aplicagées biomédicas

INTRODUCAO

Desde os tempos da Grécia Antiga (século IV A.C.) que se acredita que o cérebro esta
envolvido ndo apenas na area sensorial, mas também no que diz respeito a inteligéncia
(Bear, Connors, & Paradiso, 2015).

Apesar de Theodor Schwann ter proposto a teoria celular em 1830, foi apenas no
século XX que a célula nervosa, o neurdnio, foi reconhecida como a unidade basica do
sistema nervoso (SN) (Bear et al., 2015; Purves et al., 2004). A principal dificuldade dos
cientistas da altura era a necessidade em obter fatias de tecido cerebral muito finas, o que
se tornava muito complicado devido a sua consisténcia pouco firme. Isto foi ultrapassado
no inicio do século XIX com a inven¢dao do microtomo ¢ a técnica de imersao de tecido
cerebral em formaldeido. Houve novamente um grande avango em 1873 com a introdugao
da coloracdo de Camillo Golgi com sais de prata que permitiu uma coloracao selectiva de
certas células do tecido cerebral (Bear et al., 2015; Kandel, Schwartz, Jessell, Siegelbaum,
& Hudspeth, 2013).

No final do século XIX iniciou-se o debate sobre a unidade bésica do sistema nervoso
com Golgi a afirmar que se tratava de um sistema de rede semelhante ao sistema vascular
e, por outro lado, Santiago Ramoén y Cajal a argumentar que a comunicagdo entre
neuronios se fazia por contacto em vez de continuidade e que os neurdnios eram células
independes. Este debate manteve-se at¢ meados de 1950 e foi resolvido com a introdugao
do microscépio electronico, com um poder de ampliagio muito superior, que veio
eventualmente dar razdo a Ramoén y Cajal (Bear et al., 2015; Kandel et al., 2013; Purves
et al., 2004).

Nas ultimas décadas, os avangos tecnologicos tém aberto novos horizontes para o
estudo cientifico do cérebro humano (National Institute of Biomedical Imaging and
Bioengineering, 2015) e a medida que o conhecimento nesta vasta area da neurociéncia
aumenta, surgem novos potenciais terap€uticos através da utilizagdo da neurogénese e do
desenvolvimento neural in vitro para certas doengas, como por exemplo a possibilidade
de recorrer a neurogénese para o tratamento das doencas neurodegenerativas ou os

modelos de estruturas tridimensionais para melhorar estudar estas doencas.



Sistema Nervoso

1. SISTEMA NERVOSO

O SN humano, como o de todos os mamiferos, esta dividido em sistema nervoso
central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP) (Haines, 2013).

Os estudos de Cajal, de Golgi, e dos seus sucessores levaram a um maior consenso
de que as células do SN podem ser divididas em duas grandes categorias nomeadamente
as c¢lulas nervosas (ou neurdnios) e células de suporte chamadas células gliais, neuroglia,
ou simplesmente glia. Os neurénios sdo especializados na transmissao sinaptica a longas
distancias ao contrario da neuroglia, que nao participa directamente na mesma mas, no
entanto, tem varias fungdes essenciais no desenvolvimento e no cérebro adulto (Purves et
al., 2004).

O SNC humano ¢ uma estrutura altamente complexa composta por um grande
ntimero de neurénios (10'") e um nimero ainda maior de células gliais (10'%) (Kandel et
al., 2013), abrangendo o cérebro (hemisférios cerebrais, diencéfalo, cerebelo e tronco
cerebral) e a medula espinhal enquanto que o SNP inclui os neurénios sensoriais que se
estendem e ligam a receptores sensoriais na superficie ou em zonas mais profundas do

corpo, transportando a informacado de e para o SNC (Purves et al., 2004).

1.1 COMPONENTES DO SISTEMA NERVOSO

1.1.1 NEURONIO

O neurdnio ¢ um tipo de célula altamente especializada e ¢ o elemento celular
essencial no SNC. A organizag¢do celular base dos neurénios ¢ semelhante as outras
c€lulas, mas distingue-se claramente pela sua especializagdo em comunicagdo
intercelular. Assim, apesar de existirem neuronios com uma grande variedade de
tamanhos e formas, a sua estrutura base ¢ composta por um corpo celular, ou soma,
dendrites e axonio (Purves et al., 2004; Vander, Sherman, & Luciano, 2001).

O corpo celular ¢ o centro metabdlico da célula e contém os mesmos organitos
encontrados em todas as células animais: nucleo, reticulo endoplasmatico rugoso, reticulo
endoplasmatico liso, aparelho de Golgi e mitocondrias. O corpo da célula origina varias
curtas dendrites € um longo axoénio. O conjunto dos varios corpos celulares dos neuronios
constitui a substancia cinzenta do SNC (Bear et al., 2015; Haines, 2013; Kandel et al.,
2013).

As dendrites sao a maior evidéncia da especializagao neuronal para comunicagao

via sinalizagdo eléctrica (Purves et al., 2004). A sua ramificacdo em forma de arvore para
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a recepgao de sinais eléctricos de outros neurénios ¢ a razao pela qual tém este nome
derivado da palavra grega para arvore (Bear et al., 2015; Kandel et al., 2013). Esta extensa
arborizagdo das dendrites permite aumentar a area de superficie de recepcao da célula e,
deste modo, aumentar a sua capacidade de recepgao de sinais de uma grande quantidade
de outras células neuronais vizinhas (Vander et al., 2001).

Enquanto o corpo celular e as dendrites podem ser caracterizados como dominios
do neurdnio aferentes, o axdnio € responsavel pela transmissdo de informagdes neurais
(Squire et al., 2013). A parte do ax6nio mais proéxima ao corpo celular em conjunto com
a parte do corpo celular onde o axdnio se liga ¢ conhecida como o segmento inicial e é
aqui que, na maioria dos neurdnios, sdo gerados os sinais eléctricos que se propagam ao
longo do axonio ou, as vezes, das dendrites, a velocidades de 1 a 100 m/s. Os ax6nios
variam em comprimento, podendo estender-se em mais de 2 metros dentro do corpo sendo
que, comparando com o diametro do corpo da célula (50mm ou mais), a maioria dos
axonios no SNC ¢ muito fina, tendo um didmetro compreendido entre 0,2pm e 20pm.
Para aumentar a velocidade do potencial de acgdo, os axonios sdo envolvidos por uma
bainha de isolamento de mielina que ¢ interrompida em intervalos regulares pelo nddulos
de Ranvier onde ¢ regenerado o potencial de ac¢do. Deste modo, um axoénio pode
transmitir sinais eléctricos ao longo de distancias que variam de 0,Imm a 2m (Kandel et
al.,2013; Vander et al., 2001). De forma semelhante a constituicao da substancia cinzenta,
o conjunto de axdnios envolvidos em mielina, por sua vez, constitui a substancia branca
do SNC (Haines, 2013).

O axonio principal pode ter ramificagdes colaterais ao longo do seu comprimento
e, perto das extremidades, tanto o axonio principal como os colaterais podem subdividir-
se ainda mais. Quanto maior for o grau de ramificagdo do axdnio e de axonios colaterais,
maior sera a esfera de influéncia do neurdnio. Cada ramificacdo termina num axonio
terminal responsavel pela libertacdo de neurotransmissores para as dendrites ou corpo
celular de outro neurénio (Vander et al., 2001). A célula nervosa que transmite o sinal ¢
chamada de célula pré-sinaptica e a célula que recebe o sinal ¢ a célula pds-sinaptica,
separadas pela fenda sindptica onde ocorre a transferéncia sindptica. Na maioria das
sinapses, a informagao sob a forma de impulso eléctrico ¢ convertida no terminal num
sinal quimico sob a forma de neurotransmissores que atravessam a fenda sindptica.
Seguidamente, na membrana pos-sindptica, este sinal quimico € novamente convertido

para um sinal eléctrico (Bear et al., 2015; Kandel et al., 2013).
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1.1.2 NEUROGLIA

O termo “neuroglia” foi criado em 1859 por Rudolph Virchow e, assim como as
dendrites, tem na sua origem a palavra grega “cola” devido a convic¢do, na altura, que
estas células serviam fundamentalmente como material de suporte para manter a coesao
das células do SN (Kandel et al., 2013; Purves et al., 2004; Squire et al., 2013).

As células da glia excedem largamente o nimero de neurénios existentes no SNC
dos vertebrados, sendo o seu numero entre 2 a 10 vezes superior (Kandel et al., 2013).
Este tipo de células, ao contrario do que se pensava no século XIX, tem uma variedade
de fung¢des como o controlo do ambiente no qual os neurénios do SNC funcionam através
do transporte de nutrientes dos vasos sanguineos para os neur6nios, a remog¢ao de
residuos, a manuten¢do do meio i6nico dos neurénios, a modulagdo da taxa de propagacao
do sinal nervoso, o controlo da absor¢ao de neurotransmissores na fenda sinaptica, e
também tém um papel significativo no auxilio da recuperacao em caso de lesdo neural e
no desenvolvimento neural (durante o desenvolvimento do SN a neuroglia ndo s6 orienta
a migragdo neuronal como também promove a formacdo de sinapses) (Haines, 2013;
Purves et al., 2004).

A neuroglia difere funcionalmente e morfologicamente do neurdnio, uma vez que
nao forma nem dendrites nem axdénios. Embora sejam ambos originados a partir das
mesmas células embriondrias precursoras, a neuroglia, ao contrario dos neurénios, nao
tem as mesmas propriedades de membrana e ndo ¢ electricamente excitdvel, ndo estando
directamente envolvida na sinalizacdo eléctrica. Estas células podem, no entanto,
comunicar-se directamente com os neurdnios nas proximidades através de receptores
gliais e mecanismos de libertagdo de certos neurotransmissores (Kandel et al., 2013).

Existem trés tipos de células gliais no SNC maduro: astrocitos, oligodendrdcitos
e microglia. Os astrdcitos, apenas presentes no cérebro € medula espinhal, tém uma
aparéncia de estrela, dai o prefixo “astro”. Uma das suas principais fungdes ¢ manter um
ambiente quimico adequado para sinaliza¢ao neuronal, regulando a composi¢ao do fluido
extracelular do SNC através da remoc¢do de ides de potdssio e neurotransmissores em
torno das sinapses e sustentando metabolicamente os neurdnios através do fornecimento,
por exemplo, de glucose e da remogao de amoniaco. No desenvolvimento do embrido, os
astrocitos ainda ajudam a estimular o crescimento dos neurénios através da secrecao de
factores de crescimento. Os oligodendrdcitos, também restritos ao SNC, t€ém como fungao
a mielinizacdo dos axdnios. No SNP, as células que elaboram mielina sdo as células de

Schwann, podendo-se dizer que sdo, entdo, os correspondentes aos oligodendrdcitos no
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SNP. Por ultimo, a microglia tem uma fungao imunologica do SNC e constitui cerca de
1% da populagdo de células do SNC (Haines, 2013). Sdo células provenientes
maioritariamente de células precursoras hematopoiéticas e partilham muitas propriedades
com macrofagos encontrados noutros tecidos, como a remog¢ao dos detritos celulares e a
segregacdao de moléculas de sinalizagdo, particularmente uma vasta gama de citocinas

(Purves et al., 2004; Vander et al., 2001).

1.2 DESENVOLVIMENTO NEURAL E REGENERACAO

Um dos maiores sucessos da biologia do século XIX foi a demonstragao de Karl
Ernst von Baer que as etapas iniciais da embriogénese sdo essencialmente as mesmas em
todos os vertebrados (Larry W. Swanson, 2000). No embrido, o SNC e o coragdo sao os
primeiros Orgdos a diferenciar-se e as divisdes basicas do SNC no inicio do
desenvolvimento também sdo comuns a todos os vertebrados (Squire et al., 2013).

As células progenitoras que formam o SN de vertebrados tém a sua origem
relativamente cedo, desenvolvendo-se a partir da parte dorsal da ectoderme que, durante
a gastrulacdo, cobre o exterior do embrido e recebe sinais da mesoderme (Ladher &
Schoenwolf, 2005; Squire et al., 2013). A placa neural ¢ formada pelo espessamento da
parte dorsal da ectoderme. Durante um processo morfogenético complexo chamado
neurulagdo, as células da placa neural comegam a enrolar-se e acabam por originar o tubo
neural formado por uma camada de epitélio pseudoestratificado chamada de
neuroepitélio, constituido por progenitores neuroepiteliais. O tubo neural estende-se
sobre a notocorda (mesoderme axial), flanqueado por mesederme pre-somitica que
formara somitos, que por sua vez dardo origem a derme, ao musculo, ao 0sso e a
cartilagem. As células progenitoras do tubo neural sdo as células precursoras neurais que
dao origem as células estaminais neuronais (NSC) com a capacidade de dar origem a
neurodnios, astrécitos e oligodendrocitos (Gotz & Huttner, 2005; Kandel et al., 2013;
Purves et al., 2004; Squire et al., 2013; Stuhlmiller & Garcia-Castro, 2012).

Antes do nascimento ¢ quando se d4 a maior parte da divisdo dos neurdnios
precursores e depois do inicio da infancia, os novos neurdnios sdo formados a um ritmo
muito mais lento de maneira a substituir os que morrem. No entanto, os axénios que
tenham sido cortados podem reparar-se e recuperar as suas fungdes desde que o dano
tenha ocorrido fora do SNC e ndo afecte o corpo celular do neurénio. Apos uma lesdo que

seja reparavel, o segmento do axonio agora separado do corpo celular do neurénio acaba
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por degenerar, mas a parte proximal do axonio ainda ligada ao corpo celular cresce e
consegue regenerar-se, ligando-se aos neuronios que tinha como destino anteriormente.
Uma vez que nos humanos as lesdes da coluna vertebral regra geral esmagam o tecido
em vez de o cortar, ocorre apoptose com perda completa de fungdo (Vander et al., 2001).

Hoje em dia, os investigadores estdo a investigar hipdteses de proporcionar um
ambiente favoravel a regenerag@o axonal no SNC uma vez que, ao contrario dos anfibios
e dos peixes (Becker & Becker, 2014), os axénios do SNC dos mamiferos nio se
conseguem regenerar apos se terem danificado. A regeneragdo no SNC adulto requer a
sobrevivéncia do neuronio ferido e o crescimento do axdnio danificado até ao alvo
neuronal original. Uma vez feito contacto, o axonio precisa de ser remielinizado e formar
sinapses funcionais (Horner & Gage, 2000). Assim, estratégias para regenerar neuronios
no SNC incluem transplante celular, accdo de factores neurotropicos que estimulam o
tecido neuronal, orientacdo axonal e remogao de inibi¢ao do crescimento, manipulagdo
de sinalizagdo intracelular, pontes e substratos artificiais ¢ modulagdo da resposta imune
(Brewer, Bethea, & Yezierski, 1999; Cheng, Cao, & Olson, 1996; MacDonald et al.,
1999; McTigue, Horner, Stokes, & Gage, 1998; Stichel & Miiller, 1998).

1.2.1 SINALIZACAO

A indugdo da crista neural (CN) durante a embriogénese envolve a mesoderme, a
camada de tecido existente por baixo da ectoderme, juntamente com a placa neural e a
parte da ectoderme que d4 origem a tecido ndo neural. Isto ¢ feito através de uma
combinacdo de sinais que modulam a expressao de certos genes, nomeadamente atraveés
do 4cido retindico (RA), proteinas morfogenéticas dsseas (BMP) da familia dos factores
transformadores de crescimento (TGF), factores de crescimento de fibroblastos (FGF) e
vias de sinalizagdo Wnt, Notch/Delta e a molécula sinalizadora Sonic Hedgehog (Shh)
(A. Liu & Niswander, 2005; Purves et al., 2004; Stuhlmiller & Garcia-Castro, 2012).

Cada uma destas moléculas ¢ produzida por uma variedade de tecidos
embriondrios, ligando-se aos receptores das células vizinhas. Um dos sinais, o BMP,
funciona como regulador negativo em vez de indutor positivo, isto ¢, a sua actividade
converte a ectoderme em epiderme e portanto a sua inibi¢do € necessaria a indugdo neural
(Ladher & Schoenwolf, 2005; Rogers, Moody, & Casey, 2009; Wilson & Hemmati-
Brivanlou, 1995). Alguns destes sinais nao sao libertados de maneira homogénea ao longo

do tubo neural, como ¢é o caso do BMP, RA e Shh. Estes sinais sdo libertados em forma
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de gradiente, formando uma polaridade no tubo neural em que o BMP e o Shh sdo
libertados a partir da parte dorsal e da parte ventral, junto a notocorda, respectivamente.
Por outro lado, o RA ¢ libertado lateralmente pelos somitos (Bushati & Briscoe, 2012;
Chamberlain, Jeong, Guo, Allen, & McMahon, 2008).

Como resultado destas sinaliza¢des ocorrem mudangas na forma, motilidade, e na
expressdo de genes nas células alvo dando origem a células neuronais e gliais de
diferentes tipos. Como exemplo, o Shh ¢ essencial para a diferenciagdo de neurdnios
motores, bem como de algumas classes de neurdnios e células da glia na parte anterior do
cérebro (Ericson, Morton, Kawakami, Roelink, & Jessell, 1996). O BMP ¢ importante
para o estabelecimento da identidade de células dorsais da medula espinhal (Purves et al.,

2004).
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2. NEUROGENESE

A neurogénese, como a propria palavra indica, ¢ o processo através do qual novos
neur6nios sdo formados a partir de células progenitoras ou células estaminais (SC). Uma
SC ¢ uma célula nao diferenciada, pluri ou multipotente, com capacidade de proliferagao,
auto-renovagao, diferenciacdo num grande numero de células funcionais maduras de
diferentes linhagens e de regeneracgdo de tecidos (Potten & Loeffler, 1990).

Durante o seu desenvolvimento, as SC na zona proliferativa do cérebro em
desenvolvimento podem sofrer divisdes simétricas, dando origem a duas células filhas
com destinos semelhantes, ou divisdes assimétricas que dao origem a uma SC semelhante
a célula mae e um percursor neuronal, o neuroblasto, que ndo vai sofrer mais nenhuma
divisdo celular posterior. As divisdes simétricas t€ém uma natureza proliferativa, cujo
objectivo ¢ aumentar a populacdo de células progenitoras antes do inicio da neurogénese
e mais tarde manter o numero de precursores (McConnell, 1995). A duragdo desta fase
determina, entdo, a quantidade de percursores neurais assim como o tamanho do cérebro
(Rakic, 1995). Como os neurénios geralmente sdo incapazes de reverter no ciclo celular,
0 ponto em que um precursor neuronal deixa o ciclo define a data de nascimento do
neuronio resultante (Kintner, 2002; Purves et al., 2004).

Antes do processo de neurogénese ocorrer, como ja foi referido, o neuroepitélio €
apenas constituido por uma camada de células pseudoestratificada, na qual os ntcleos das
células migram entre a parte apical e a parte basal enquanto o ciclo celular se processa.
Com a formagdo de neurdnios, o neuroepitélio transforma-se num tecido com varias
camadas de células, e a camada mais apical de células contendo a maior parte de células
progenitoras ¢ chamada de zona ventricular, sendo este o local primario da neurogénese
do SNC (G6tz & Huttner, 2005; Hinds & Ruffett, 1971; Squire et al., 2013).

Tanto os neurénios do SNP como do SNC sao formados a partir do tubo neural e
dobras do tubo neural. No entanto, as células do SNP destacam-se em primeiro lugar do
neuroepitélio, a partir da CN, e migram para os tecidos ndao neuronais em
desenvolvimento, onde irdo formar as vias dos axoénios periféricos. Enquanto isso, as
células percursoras do SNC comecam a estabelecer as regides do cérebro e da medula
espinhal que depois vao receber a informacao sensorial do SNP e estabelecer circuitos
cerebrais (Squire et al., 2013).

No ser humano, a grande maioria dos neurdnios neocorticais nasce entre a quinta
semana ¢ o quinto més de gestacdo, podendo atingir a uma taxa de 250 000 novos

neurdnios por minuto. Durante muito tempo, considerava-se inexistente a ocorréncia da
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neurogénese no cérebro de um mamifero adulto, mas algumas regides restritas do cérebro
adulto mantém a capacidade de gerar novos neurdnios e onde estdo presentes as NSC. E
o caso da zona subventricular (ZSV), localizada entre o ventriculo lateral e a parénquima
do estriado e cujo destino final € o bulbo olfactério nos roedores (Altman, 1969), e a zona
subgranular (ZSG) do giro dentado (Bayer, Yackel, & Puri, 1982; Bear et al., 2015; Gétz,
2003; Grassi Zucconi & Giuditta, 2002; Lois & Alvarez-Buylla, 1994; Luskin, 1993;
Rakic, 1995).

2.1 CELULAS ESTAMINAIS NEURAIS

Como ja foi supramencionado, as NSC sdo populacdes de células multipotentes
com capacidade de auto-renovagdo suficiente para fornecer os numeros de células
necessarias ao cérebro e t€ém a capacidade de se diferenciarem em neuronios, astrocitos e
oligodendrocitos (McKay, 1997). As NSC foram originalmente isoladas a partir da ZSV
em 1992 (Reynolds & Weiss, 1992).

In vivo, as NSC existem em nichos, ou seja, em microambientes multicelulares
que fornecem os factores necessarios para manter a auto-renovagao das células estaminais
e direccionar a sua diferenciagdo, regulando assim o equilibrio entre a auto-renovagao e
a divisao simétrica e assimétrica (Garcion, Halilagic, Faissner, & Ffrench-Constant,
2004).

Existem quatro tipos de NSC, ou progenitores neurais, que se podem distinguir no
cérebro: os progenitores neuroepiteliais (NEPs), glia radial (RG), progenitores basais
(BP) e progenitores adultos (PA). Os NEPs ja foram mencionados anteriormente, sao
células alongadas em contacto com a parte apical e basal da Unica camada do
neuroepitélio. Inicialmente dividem-se de forma simétrica com o objectivo de aumentar
o nimero de células progenitoras, sendo responsaveis pela primeira onda de neurogénese
no tubo neural, apos a qual dao origem a RG e aos BPs (Conti & Cattaneo, 2010).

A RG ¢ o tipo de célula principal no cérebro em desenvolvimento, servindo tanto
como progenitores neurais € como de suporte para a migra¢do de neurdnios recém-
formados. A RG expressa marcadores gliais, tais como o transportador de glutamato e
aspartato GLAST (Shibata et al., 1997), proteina acidica fibrilar glial (GFAP) (Xiuxin
Liu, Bolteus, Balkin, Henschel, & Bordey, 2006), apenas presente em humanos e
primatas, e a proteina cerebral de ligagcdo dos lipidos (BLBP), também conhecida como

FABP7 (Feng, Hatten, & Heintz, 1994). O potencial de diferenciacdo destas células,
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apesar de serem capaz de gerar neuronios, c€lulas da glia e oligodendrocitos, ¢ mais
restrito que o do NEPs, podendo dividirem-se tanto simétrica como assimetricamente
(Conti & Cattaneo, 2010).

Os BPs sao precursores neurogénicos predominantemente presentes na ZSV do
telencéfalo em desenvolvimento, gerados inicialmente a partir dos NEPs e posteriormente
pela RG. Nao tém contacto nem com a superficie apical nem com a basal do neuroepitélio
e podem passar por uma ou duas divisdes simétricas, originando um ou dois pares de
neurdnios. S3o, entdo, os progenitores neurogénicos que servem para aumentar a
producdo de neuronios (Conti & Cattaneo, 2010).

Os PA sdo uma populacdo de células neurais multipotentes presentes no cérebro
dos mamiferos adultos na ZSV e na ZSG e por isso sdo consideradas as células estaminais
adultas. Estas células provém directamente da RG e tém como fun¢@o manter a neuro e
glicogénese ao longo da vida adulta (Conti & Cattaneo, 2010). Os PA podem dividir-se
em dois tipos morfologica e funcionalmente diferentes. O tipo B, frequentemente
denominado de astrécito pelas caracteristicas e marcadores semelhantes aos astrocitos,
como a expressao do GFAP e GLAST (Platel, Gordon, Heintz, & Bordey, 2009), esta em
contacto intimo com todos os outros tipos de células na ZSV. As células de tipo B, apos
proliferacdo, originam as células de tipo C (Doetsch, Caill¢, Lim, Garcia-Verdugo, &
Alvarez-Buylla, 1999) que sdo progenitores transitorios em rapida divisdo e que dao
origem as células tipo A, neuroblastos imaturos mas ja diferenciados que depois migram
para o bulbo olfactério (Belluzzi, Benedusi, Ackman, & LoTurco, 2003; Conti &
Cattaneo, 2010; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009; Lois & Alvarez-Buylla, 1994). As
células tipo B sdo as células mais importantes dos PA uma vez que sao capazes de originar
novos neuroblastos quando h4 reducdo de neurénios (Doetsch et al., 1999; Doetsch,

Petreanu, Caille, Garcia-Verdugo, & Alvarez-Buylla, 2002).
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3. DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

As doencas neurodegenerativas com a doencga de Alzheimer (DA), doenga de
Huntington (DH), a doenca de Parkinson (DP) e a esclerose lateral amiotrofica (ELA) sao
provocadas por perdas de neurénios e células gliais do cérebro ou medula espinhal (S. U.
Kim, Lee, & Kim, 2013). Apesar das suas distintas manifestacdes clinicas, estas doencas
tém geralmente inicio na meia-idade ou nos ultimos anos de vida, ocorrem quer como
uma doenga hereditaria ou esporadica e caracterizam-se pela agregacdo e deposi¢ao de
proteinas alteradas tanto intra como extracelularmente (Mayeux, 2003).

Como estas doengas sdo provocadas pela degeneragdo de um tipo de neurdénios ou
num local especifico, como abordado ja de seguida, a terapia celular, nomeadamente o
transplante, com NSC ¢ uma possivel estratégia obtendo-se simultaneamente um efeito

neuroprotector e regenerativo.

3.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A DA ¢ caracterizada pela degeneragdo e perda de neurdnios nos nucleos do
cérebro anterior basal, cortex cerebral, hipocampo e amigdala causando uma redugdo
significativa da actividade da acetilcolina-transferase. Ocorre também acumulagao
extracelular de depositos de placas de proteina B-amildide e, intracelularmente, a
formagcdo de emaranhados neurofibrilares ricos em proteina tau anormalmente
hiperfosforilada (Dickson, 2001; Haines, 2013; Hardy & Selkoe, 2002; S. U. Kim et al.,
2013; Mayeux, 2003; Phillips, Michell, & Barker, 2006; Tanzi & Bertram, 2005).

As causas da doenga incluem diversos factores de risco como o consumo de alcool
e tabaco, a educagdo, exercicio fisico e mental (Lindsay et al., 2002; Merchant et al.,
1999; Stern et al., 1994), assim como mutagdes genéticas nomeadamente no gene da
proteina precursora amildéide (APP) no cromossoma 21, no gene presenilina 1 (PS1) no
cromossoma 14, sendo este o mais frequente, e no gene presenilina 2 (PS2) no
cromossoma 1 (Dickson, 2001; Rogaeva et al., 2001).

O inicio da doenga manifesta-se pela perda de memoria, podendo alguns doentes
apresentar também outra sintomatologia, como desorientacdo de visdo espacial,
disturbios de linguagem. Os doentes podem desenvolver também depressao e a doenca
progride com o declinio das capacidades intelectuais evoluindo para comportamentos

erraticos, delirios e perda de controlo sobre fungdes corporais fazendo com que os doentes
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fiquem acamados, mudos e incontinente, totalmente inconscientes dos seus arredores
(Dickson, 2001; Haines, 2013; Mayeux, 2003).

Estima-se que em Portugal, a prevaléncia da deméncia se situava a volta dos
5,91% em 2013, aumentando consideravelmente com a idade, principalmente a partir dos
75 anos. Este valor equivalia a cerca de 160287 pessoas com deméncia no nosso pais, €
sabendo que 50 a 70% sao responsaveis pela DA, foi possivel concluir que em Portugal
e em 2013, existiriam entre 80144 e 112201 pessoas com esta doenga (Santana, Farinha,
Freitas, Rodrigues, & Carvalho, 2015).

Uma possivel abordagem para esta doenca ¢ a diminui¢do dos niveis de proteina
B-amildéide no cérebro, sendo que ha evidéncia experimental que indica que certas
proteinases como a neprilisina (Eckman, Watson, Marlow, Sambamurti, & Eckman,
2003; Farris et al., 2003; Iwata et al., 2001), plasmina (Jacobsen et al., 2008; Melchor,
Pawlak, & Strickland, 2003) e catepsina B (Mueller-Steiner et al., 2006) podem ser
utilizadas como agentes terapéuticos.

Por outro lado, também se podem utilizar pequenas moléculas inibidoras da
acetilcolinesterase, como ¢ o caso da tacrina, donepezilo, rivastigmina e galantamina,
com o objectivo de aumentar a concentracao de acetilcolina (Ibach & Haen, 2004; Musiat,
Bajda, & Malawska, 2007; Racchi, Mazzucchelli, Porrello, Lanni, & Govoni, 2004;
Recanatini & Valenti, 2004).

3.2 DOENCA DE HUNTINGTON

A DH ¢ uma doenca neurodegenerativa autossomica dominante cujo sinal mais
caracteristico ¢ a coreia (da palavra grega para ‘“danca”), ou seja, movimentos
espontaneos, incontrolaveis e involuntarios, semelhantes a contrac¢gdes que envolvem
varias partes do corpo. Apesar dos movimentos involuntarios excessivos, 0s movimentos
voluntéarios dos doentes com DH sdo mais lentos do que o normal. Envolve também
alteragdes comportamentais, psiquicas e, por fim, a deméncia. As manifestagdes clinicas
geralmente surgem entre as idades de 30 e 50 e a doenga progride cronicamente
terminando na morte cerca de 10 a 15 anos apos o inicio da sintomatologia. Ndo existe
um tratamento para além dos cuidados paliativos sintomaticos como a triaprida e outros
farmacos neurolépticos (Bear et al., 2015; Mumenthaler & Mattle, 2006; Squire et al.,
2013).
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Esta doenca ¢ causada pela perda de neurénios no corpo estriado e, em 1983, foi
descoberto o gene e proteina associados a esta patologia, a huntingtina (HTT) (Gusella et
al., 1983; Squire et al., 2013). Uma vez que tem uma causa genética, a sua prevaléncia
pode variar dependendo da populagao em estudo e ¢ possivel que continue a aumentar
como resultado de novas mutagdes, responsaveis por aproximadamente 10% dos casos
diagnosticados (Falush, Almqvist, Brinkmann, Iwasa, & Hayden, 2001). Na América do
Norte, Europa e Australia a HD tem uma prevaléncia de 5,70 por 100 000 pessoas
passando para apenas 0,40 por 100 000 pessoas na Asia podendo esta diferenca ser

explicada pelos diferentes haplotipos dos genes envolvidos (Pringsheim et al., 2012).

3.3 DOENCA DE PARKINSON

A DP ¢ caracterizada pela degeneracdo de neuronios dopaminérgicos no sistema
nigroestriado. A perda de dopamina resulta num tremor caracteristico e incapacidade de
controlar adequadamente o movimento. Os primeiros sintomas da doenca, ocorrendo
normalmente por volta dos 55 anos de idade, sdo os tremores unilaterais em repouso assim
como a lentiddo de movimentos simples (bradicinesia), incapacidade de locomogao
(acinesia), rigidez dos membros, etc. A doenga pode também causar depressao, alteracdes
de personalidade, deméncia, perturba¢des do sono, perturbagdes da fala, e disfungao
sexual (Haines, 2013; Mayeux, 2003).

A causa desta doenga ainda ndo se encontra totalmente esclarecida, mas encontra-
se associada a um conjunto de factores genéticos, tendo sido identificados varios genes
que contribuem para o seu aparecimento, assim como ambientais (Agid, 1991; Huang, de
la Fuente-Ferndndez, & Stoessl, 2003; Warner & Schapira, 2003). Apesar disto, a DP ¢ a
segunda doenca neurodegenerativa mais comum, depois da DA, afectando 1% da
popula¢do mundial com mais de 65 anos de idade e cerca de 5% com mais de 80 anos
(Behari, 1999). Na Europa, as prevaléncias variam desde 65,6/100 000 a 12500/100 000
(von Campenhausen et al., 2005) e em Portugal Continental, o Observatorio Nacional de
Saude, em 2005, apresentou uma prevaléncia autodeclarada de 0,3% (Branco, Nogueira,
& Contreiras, 2005).

Originalmente, o tratamento envolvia apenas a administracdo de levodopa (L-
dopa), um precursor da dopamina. Este tratamento aumenta a sintese de dopamina mas,
ao longo do tempo, vai perdendo eficiacia. Hoje em dia, a terapéutica envolve a

combinac¢do de L-dopa com carbidopa, cujo objectivo ¢ inibir o metabolismo periférico
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da L-dopa. Uma vez que a carbidopa nao consegue atravessar a barreira hemato-
encefalica, o metabolismo da L.-dopa ¢ apenas diminuido nos tecidos periféricos e assim
torna-se mais disponivel no SNC aumentando também o seu efeito no alvo terapéutico

(Haines, 2013; Mayeux, 2003).

3.4 ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA

A ELA, também conhecida como doenga de Charcot ou de Lou Gehric, ¢ uma
doenga caracterizada pela degeneragao e perda de neurénios motores no cortex cerebral,
bulbo raquidiano, tronco cerebral e medula espinhal. Geralmente afecta pessoas entre 40
e 60 anos de idade com maior prevaléncia nos individuos de sexo masculino. Esta doenca
conduz ao enfraquecimento muscular e os sintomas iniciais podem incluir espasmos
musculares, cdibras ou rigidez, fraqueza muscular unilateral em que os doentes comegam
a sentir dificuldade em caminhar ou correr, fala arrastada ou dificuldade em mastigar ou
engolir. Estes sintomas eventualmente conduzem a morte dentro de 5 anos apds o
aparecimento da patologia (Cleveland, 1999; S. U. Kim et al., 2013; Mayeux, 2003;
Rowland & Shneider, 2001).

Embora as causas da ELA ainda ndo sejam totalmente conhecidas, ¢ possivel que
seja causada pelo aumento do stress oxidativo, principalmente através de mutacdes no
gene da enzima superoxido dismutase 1 (SODI1), provocando desorganizagdo dos
neurofilamentos, disfuncdo mitocondrial, agregacdo de proteinas e excitotoxicidade
mediada por glutamato, e resultando eventualmente em apoptose celular (Rosen et al.,
1993; Rowland & Shneider, 2001).

Em comparagdo com a DA e a DP, a ELA ¢ rara. Na Europa ocorrem apenas cerca
de 2.1 novos casos por 100 000 pessoas, ndo havendo dados concretos para Portugal.
(Chio et al., 2013; Logroscino et al., 2010).

Ainda ndo hd um tratamento eficaz para a ELA mas o composto anti-excitotéxico
riluzol actua ao nivel dos terminais glutamatérgicos impedindo a libertacao do glutamato
e conseguindo assim aumentar a sobrevivéncia em cerca de 3 a 5 meses em humanos
(Bensimon, Lacomblez, & Meininger, 1994; Carlesi et al., 2011; Chamberlain et al.,
2008; Doble, 1996; Rosen et al., 1993).
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4. NEUROGENESE IN VITRO

Devido a sua multipoténcia, capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo em
neur6nios, astrocitos e oligodendrocitos (McKay, 1997) a obtencao e o estudo das NSC
in vitro tem todo o interesse pelas possiveis aplicagdes biomédicas dai resultantes.

As primeiras culturas neurais foram realizadas no inicio do século passado quando
Harrison obteve neurdnios migratérios a partir de culturas de células embrionarias de sapo
(Harrison, 1907). Apos terem sido inicialmente isoladas por Temple em 1989 a partir de
SC do cérebro anterior do rato produzindo neurénios e células gliais em cultura (Temple,
1989) e a investigagdo para a obten¢ao das NSC a partir de células embrionarias (Lendahl,
Zimmerman, & McKay, 1990) e SNC adulto (Reynolds & Weiss, 1992) ter arrancado, as
NSC comecgaram a ser cultivadas in vitro em forma de agregados esféricos flutuantes em
suspensdo chamados “neuroesferas”, que se propagam por divisdes simétricas originando
novas NSC tendo também a capacidade de se diferenciar em neuronios, astrocitos e
oligodendrocitos (Galli, Gritti, Bonfanti, & Vescovi, 2003; Reynolds, Tetzlaff, & Weiss,
1992; Reynolds & Weiss, 1992).

Apesar de culturas de neurosferas terem sido fundamentais para o estudo das
propriedades das NSC, elas representam um ambiente artificial bastante diferente do meio
natural destas células, induzindo, assim, as NSC a agirem de maneira diferente do que in
vivo (Gabay, Lowell, Rubin, & Anderson, 2003). Apesar disso, estas culturas sdo
utilizadas para definir, por extrapolagdo, as propriedades das NSC in vivo (Marshall,
Reynolds, & Laywell, 2007).

Independentemente das NSC terem o potencial de se diferenciar em neuronios e
glia, € importante referir que nem todas as células que formam as neuroesferas sao células
estaminais. Somente 10% a 50% destas células sdo capazes de reter as caracteristicas
celulares de célula estaminal, enquanto as restantes sao células que sofrem diferenciagao
espontanea. Por conseguinte, um neuroesfera ¢ uma mistura de NSC, diferentes células
progenitoras, e at¢ mesmo neurdnios e células gliais ja diferenciadas, em nimero variavel
que depende do tamanho da neuroesfera e do tempo na cultura. Essa variabilidade deve-
se a propria estrutura tridimensional que proporciona condi¢des diferentes as células, por
exemplo, no centro da neuroesfera, onde é mais provavel ocorrer diferenciagio. E por
esta razdo que as neuroesferas tém de ser sujeitas a dissociacdo mecanica e re-
plaqueamento sob as mesmas condi¢des de crescimento, isto €, baixa densidade celular
(aproximadamente 5x10* células/cm?), auséncia de soro, factores de crescimento

adequados (factor de crescimento epidérmico (EGF) e/ou FGF) e na auséncia de um
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substrato forte adesdo celular (poli-L-lisina ou poliornitina). Tal como na cultura
primdria, as células diferenciadas morrem rapidamente enquanto as NSC continuam a
proliferar, dando origem a varias neuroesferas secundarias e crescimento exponencial in
vitro. Deste modo, podem assim ser obtidas linhas celulares de NSC estaveis (Campos,
2004; Gritti, Galli, & Vescovi, 2001).

As culturas de neuroesferas tém, entdo, as suas limitacdes. Em primeiro lugar,
como ja foi referido, sdo heterogéneas, contendo ndo s6 NSC mas também neurdnios e
células da glia em diferentes estadios de diferenciagdo. Assim, as NSC dentro das
neuroesferas ndo sao directamente identificaveis se ndo forem purificadas e isso pode
prejudicar ensaios analiticos neste tipo de culturas (Suslov, Kukekov, Ignatova, &
Steindler, 2002), havendo também variagdo entre as proprias culturas o que pode originar
diferentes resultados, ou mesmo resultados contraditorios, mediante diferentes
laboratorios (Morshead, Benveniste, Iscove, & van der Kooy, 2002). Finalmente, as
neuroesferas t€ém muito mais tendéncia a diferenciar-se em astrocitos do que neurénios
tanto in vivo como in vitro (Conti et al., 2005; Fricker et al., 1999; Morshead et al., 2002).

Em oposicdo as culturas de neurosferas, pode-se obter culturas de NSC em
monocamada através da exposi¢cdo ao FGF e ao factor de crescimento epidérmico (EGF),
que permite a manuten¢ao das células estaminais com capacidade para a neurogénese,
auxiliando a auto-renovacao das cé€lulas e actuando como meio de supressao de apoptose.
Estes dois factores inibem completamente a diferenciagdo em cultura aderente, por isso
as NSC dividem-se apenas simetricamente, permitindo uma elevada auto-renovagao e
mantendo a capacidade de mais tarde se diferenciarem em neuronios, astrocitos e
oligodendrocitos (Conti et al., 2005).

Tanto as neuroesferas como as culturas de NSC em monocamada sdo utilizadas
para estudar as propriedades destas células in vivo (Cordey, Limacher, Kobel, Taylor, &
Lutolf, 2008; Marshall et al., 2007) mas ainda nao ¢ certo se ha efectivamente uma
correlagdo entre ambas uma vez que tanto podem representar uma populacdao real
encontrada in vivo como podem ser o resultado de uma reprogramacao in vitro “for¢ada”

(Conti & Cattaneo, 2010).

4.1 FONTES DE CELULAS
As neurosferas e as culturas de NSC em monocamada podem ser obtidas a partir

das células ES, células estaminais pluripotentes induzidas (iPS) e das areas germinativas
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do cérebro fetal e adulto, ZSV e ZSG (Conti et al., 2005; Onorati et al., 2010; Pollard,
Conti, Sun, Goffredo, & Smith, 2006; Weiss et al., 1996).

A utilizacdo das células ES tem como vantagem a sua facilidade de obtengdo a
partir dos embrides (Evans & Kaufman, 1981) e de manter a sua capacidade ilimitada de
diferenciagdo em todas as linhagens celulares (Keller, 1995; Nishikawa, Jakt, & Era,
2007; A. G. Smith, 2001; Thomson et al., 1998), tendo sido ja demonstrada a capacidade
das células ES de rato expressar propriedades neurais (Bain, Kitchens, Yao, Huettner, &
Gottlieb, 1995) e darem origem a células neuroepiteliais (Tropepe et al., 2001) e certos
subtipos neuronais e gliais mais especializados, como os neur6énios dopaminérgicos do
mesencéfalo (Fraichard et al., 1995; Kawasaki et al., 2000; J.-H. Kim et al., 2002),
neur6nios motores (Wichterle, Lieberam, Porter, & Jessell, 2002), e oligodendrdcitos
(Briistle et al., 1999). As NSC de rato derivadas de células ES proliferam mais
rapidamente do que as NSC somaticas e em monocamada e, para além disso, também se
diferenciam nos tipos de células neurais com mais eficiéncia que as células somaticas,
produzindo mais tipos de células assim demonstrando um potencial mais abrangente
(Colombo et al., 2006). Outras vantagens sdo também a simplicidade de manutencdo e
expansao in vitro assim como a possibilidade de manipulagdo genética, permitindo entdo
a criagcdo artificial de diferentes linhagens celulares com marcadores especificos
(Nishikawa et al., 2007; A. G. Smith, 2001) e, por fim, as culturas in vitro deste tipo de
células facilmente atingem os 95% de pureza, crescendo em monocamada (Conti &
Cattaneo, 2010). No entanto, entre as suas desvantagens encontra-se o facto de poderem
formar teratocarcinomas devido a sua pluripoténcia (Stevens, 1970), o risco de rejei¢ao
apoés transplante e a necessidade de recorrer a imunossupressao (Guillaume & Zhang,
2008), assim como as questdes €ticas inerentes a obten¢do e isolamento destas células,
sobretudo no caso das células ES humanas (Jaenisch, 2004).

As células ES humanas (h-ESCs) depois de isoladas, mostraram possuir o
potencial para originar todos os tipos de tecidos de células do corpo (Reubinoff, Pera,
Fong, Trounson, & Bongso, 2000; Thomson et al., 1998), tendo sido desenvolvidas
técnicas para ser possivel diferencid-las de forma eficiente in vitro em células neuronais
progenitoras (Banda & Grabel, 2016; Carpenter et al., 2001; Kirkeby et al., 2012; Ozolek
et al., 2010; Reubinoff et al., 2001; S.-C. Zhang, Wernig, Duncan, Briistle, & Thomson,
2001) e subtipos neurais e gliais (Muffat et al., 2016; Nistor, Totoiu, Haque, Carpenter,
& Keirstead, 2005; Piao et al., 2015; Sundberg, Skottman, Suuronen, & Narkilahti, 2010;
Y. Yan et al., 2005). Esta fonte de células ¢ um ponto de partida para a producio de
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qualquer célula neural, e oferecem um modelo in vitro para a examinacao dos
mecanismos de indu¢do neural e especificacdo de linhagens celulares ao longo do
desenvolvimento humano precoce (Guillaume & Zhang, 2008). No entanto, tal como as
células ES, ha o problema da seguranca que deriva da sua pluripoténcia, podendo originar
células e tecidos indesejaveis ou até mesmo formacao de teratomas e cuja solugdo passa,
em ambos os casos, por direccionar as células para o destino neural (Ying, Stavridis,
Griffiths, Li, & Smith, 2003; S.-C. Zhang, 2003), sendo que a eliminag¢do das células
indiferenciadas ¢ também uma possivel abordagem para aumentar o nimero de células
especificas em cultura (S.-C. Zhang et al., 2001).

As iPS s3o um tipo de células descrito pela primeira vez por Takahashi e
Yamanaka em 2006. Estes cientistas conseguiram pela primeira vez gerar células
pluripotentes partindo directamente das proprias células dos doentes, resolvendo deste
modo os problemas inerentes a utilizacdo biomédica das células ES. Sabendo que as
células somaticas podem ser reprogramadas através da transferéncia do contetido nuclear
para od6citos anucleados (Gurdon, 1962; Wilmut, Schnieke, McWhir, Kind, & Campbell,
1997) ou a partir da sua fusdo com células ES (Cowan, Atienza, Melton, & Eggan, 2005;
Tada, Takahama, Abe, Nakatsuji, & Tada, 2001), eles supuseram que ovos ndo
fertilizados e células ES continham factores que podiam ser capazes de induzir ou
totipoténcia ou pluripoténcia a células somaticas. Sao varios os factores de transcri¢ao
que contribuem para a manutenc¢ao da pluripoténcia tanto nos embrides como em células
ES em cultura, incluindo o OCT3/4 (Nichols et al., 1998; Niwa, Miyazaki, & Smith,
2000), Sox2 (Avilion et al., 2003) e Nanog (I. Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003),
assim como o STAT3 (Matsuda et al., 1999; Niwa, Burdon, Chambers, & Smith, 1998),
ERas (Takahashi, Mitsui, & Yamanaka, 2003), Myc (Cartwright et al., 2005), KLF4 (Y.
Li et al., 2005) e B-catenina (Kielman et al., 2002). Takahashi e Yamanaka (2006)
conseguiram demonstrar a inducao de estado de pluripoténcia em células diferenciadas
tais como fibroblastos adultos ou embrionarios, através da expressao forcada de quatro
factores: OCT3/4, Sox2, Myc, e KLF4. Um ano mais tarde, células iPS humanas foram
obtidas com um conjunto de genes ligeiramente alterado: Oct4, Sox2, Nanog e Lin28 (Yu
et al., 2007). Estas novas células, as iPS, apresentam morfologia, crescimento e expressao
de genes marcadores caracteristicos das células ES (Takahashi & Yamanaka, 2006). Um
ponto positivo mais concreto para o tema desta monografia ¢ o facto das células humanas

iPS poderem originar estruturas neuronais com marcadores de expressdo de neurdnios
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dopaminérgicos (Takahashi et al., 2007), o que as torna muito promissoras para a terapia
das doengas neurodegenerativas.

Do seu lado, as células iPS partilham algumas das vantagens com as células ES,
dado que partilham morfologia ¢ modo de crescimento semelhantes. Estas células
também conseguem diferenciar-se in vitro nas trés camadas primarias germinativas
(ectoderme, mesoderme e endoderme), as suas culturas in vitro atingem os 95% de pureza
e o crescem igualmente em monocamada (Conti & Cattaneo, 2010; Medvedev,
Shevchenko, & Zakian, 2010). Tém como beneficios adicionais o facto de serem
especificas para o doente em questdo, uma vez que foram retiradas do proprio e portanto
nao ha grandes questdes ¢Eticas associadas nem necessidade de imunossupressao
(Medvedev et al., 2010; Wernig et al., 2007). No entanto, o problema da formac¢ao de
teratocarcinomas mantém-se por causa dos factores utilizados para a obtengdo destas
células (Duinsbergen, Salvatori, Eriksson, & Mikkers, 2009; Okita, Ichisaka, &
Yamanaka, 2007) e acrescenta-se o facto da reprogramacao genética ser um processo
longo e ineficiente assim como possivel de gerar anomalias genéticas, principalmente se
tiverem sido usados retrovirus (Medvedev et al., 2010; X. Zhao et al., 2009).

Se por um lado temos as células ES e iPS que sdo facilmente obtidas em grande
quantidade, as células adultas provenientes da ZSV e ZSG encontram-se em numero
reduzido e sdo dificeis de expandir em laboratorio (Murrell et al., 2013). Sao células
multipotentes (Gritti et al., 1996) e, ao contrario das ES e iPS, j4 estdo predeterminadas
para destinos celulares especificos como o bulbo olfactério nos roedores ja mencionado
anteriormente. /n vitro, crescem em neurosferas e, por esta razdo, a pureza das culturas ¢
baixa (Conti & Cattaneo, 2010; Gritti et al., 1996; Reynolds & Weiss, 1992).

A reprogramacdo directa de fibroblastos humanos em células iPS levantou a
questdo na comunidade cientifica sobre a possivel reprogramacdo directa destas células
em neurdnios, utilizando uma abordagem semelhante. Em 2010 chegou-se a conclusao
que os fibroblastos tém também a capacidade de ser directamente reprogramados e
convertidos em neurdnios por expressdo forcada de trés factores de transcricdo
especificos da linhagem neural: Brn2, Ascll e Mytll (Pang et al., 2011; Vierbuchen et
al., 2010) ou através da expressdo de Mashl, Ngn2, Sox2, Nurrl e Pitx3 (Xinjian Liu et
al., 2012) e, mais recentemente, apenas com o factor Ascll (Chanda et al., 2014). Estas
células podem formar sinapses funcionais e integrar-se nas redes neuronais pré-existentes
(Vierbuchen et al., 2010). Em 2011 foi demonstrado um novo método de obtencdo de

células neuronais induzidas através da utilizagdo de microRNA (Yoo et al., 2011).
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Estudos recentes demonstraram que, para além de fibroblastos, muitos outros tipos
de células somaticas sdo capazes de serem convertidas em neuronios funcionais, como €
o caso dos hepatdcitos (Marro et al., 2011), gliomas nos quais hé inibi¢do da proliferagao
de tumores tanto in vitro como in vivo (J. Zhao et al., 2012), adipocitos (Y. Yang et al.,
2013), células hematopoiéticas (Castano et al., 2014) ou mesmo a partir das células de
urina, um método nao invasivo (S.-Z. Zhang et al., 2016). Recentemente tem sido
demonstrada também a inducdo directa de certos tipos de neurdnios através da
reprogramagao de fibroblastos (Blanchard et al., 2015; Colasante et al., 2015; Z. Shi et
al., 2016; Son et al., 2011; Vadodaria et al., 2016).

4.2 DIFERENCIACAO NEURAL IN VITRO

A diferenciacdo neural in vitro ¢ dificilmente controlada devido a grande
complexidade dos componentes do SNC e a dificuldade de reproduzir as condic¢des
necessarias em laboratério (A. G. Smith, 2001) e existem varios protocolos, produzindo
resultados varidveis e heterogéneos que tentam mimetizar as diferentes fases do
desenvolvimento neuronal no embrido, desde a inducao neural até a diferenciag¢ao final
em neuronios e células gliais.

Como as células ES sdo pluripotentes e facilmente se diferenciam nas varias
linhagens de células (Bradley, Evans, Kaufman, & Robertson, 1984; Gossler, Joyner,
Rossant, & Skarnes, 1989), a eficacia de conversao neural ¢ limitada e normalmente ¢
necessario seleccionar a linhagem pretendida para assegurar a homogeneidade da
populagdo de células pretendida (M. Li, Pevny, Lovell-Badge, & Smith, 1998). A
formacgao de populacdes neurais a partir de células ES foi inicialmente conseguida através
da formagdo de corpos embridides (EB) na presenca de RA (Bain et al., 1995) e, mais
tarde, foi demonstrada também a possibilidade da utilizagdo de meios selectivos (Okabe,
Forsberg-Nilsson, Spiro, Segal, & McKay, 1996), de factores de crescimento em
agregados multicelulares na auséncia de soro (Wiles & Johansson, 1999), ou em cultura
em suspensdo, apesar de nesta a sua eficacia ser bastante baixa, rondando entre os 0,1 e
0,2% (Tropepe et al., 2001).

Em 2001 Zhang et al. demonstraram a formagdo de rosetas neurais com
caracteristicas semelhantes ao tubo neural embriondrio a partir de EBs na presenca de
FGF2 (S.-C. Zhang et al., 2001). Em 2003 Ying e os colegas descobriram um método

simples sem soro para chegar ao compromisso neuronal através da cultura de células em
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monocamada e com FGF, na qual a eliminagdo de certos sinais indutivos para destinos
alternativos, como ¢ o caso do BMP, ¢ suficiente para que as células se transformem em
precursores neurais (Ying et al., 2003).

Seguindo as passadas dos dois estudos anteriores, em 2005 Watanabe et al.
utilizaram uma combinac¢ao das duas técnicas estabeleceram o método de cultura de EBs
em meio isento de soro (SFEB), obtendo percursores neurais do cérebro anterior com a
adi¢ao de indutores neurais especificos, como o Wtn e o Shh (Watanabe et al., 2005).
Elkabetz el al. basearam-se no método anterior e surgiu assim o método SFEBq que
permite a formag¢ao de rosetas ainda maiores e bastante alongadas com uma arquitectura
apicobasal, e baseia-se na utilizagdo de FGF, Shh, 4cido ascérbico e factor neurotréfico
cerebral (BDFN) em adi¢do ao SFEB (Elkabetz et al., 2008). A aplicacdao deste método
permitiu o desenvolvimento tridimensional de certas regides do cérebro tais como a
adenohipodfise (Ozone et al., 2016; Suga et al., 2011), retina (Eiraku et al., 2011; Nakano
et al., 2012), cerebelo (Muguruma, Nishiyama, Kawakami, Hashimoto, & Sasai, 2015),
cérebro anterior (Kadoshima et al., 2013) e hipocampo (Sakaguchi et al., 2015). A
aplicagdo deste método na diferenciagdo das células iPS possibilita o estudo de patologias
neurolégicas humanas (Mariani et al., 2012), tendo sido j& utilizado para estudar as
alteracdes observadas durante o desenvolvimento que levam ao autismo (Mariani et al.,
2015).

Apesar dos progressos significativos com os métodos SFEB e SFEBq, a eficiéncia
da diferenciagdo ainda deixava muito a desejar, situando-se a volta dos 35% (Watanabe
et al., 2005). Chambers e os colegas criaram uma abordagem eficiente para a producao
de rosetas neurais directamente a partir de h-ESC através da inibicao dupla da sinalizag¢do
SMAD, efectores a jusante dos TGF (Mufioz-Sanjuan & Brivanlou, 2002), conseguindo
deste modo atingir os 80% de diferenciacdo (S. M. Chambers et al., 2009). Através da
adi¢do de RA ¢ possivel aumentar ainda mais a eficiéncia de diferenciacio (95%) a partir
de células h-ESC e iPS (Y. Shi, Kirwan, Smith, Robinson, & Livesey, 2012).

Sato et al. revolucionaram o campo da formagao de estruturas tridimensionais com
a utilizacdo do matrigel, um gel matriz de suporte extracelular que fornece o contexto
ideal para as células se auto-organizarem em estrutura tridimensional, para a formagao de
epitélio intestinal (Sato et al., 2009). A incorporagao de culturas em matrigel juntamente
com SFEBq foi rapidamente aplicada para a formag¢ao de organdides cerebrais, formando
um tecido heterogéneo com uma variedade de identidades regionais e atingido o tamanho

maximo ap6s 2 meses e podendo sobreviver indefinidamente (actualmente até 10 meses)
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quando mantidos em bioreactor giratorio (Kadoshima et al., 2013; Lancaster et al., 2013;
Zhu et al., 2013). Recentemente, a combinagdo do método de inibi¢ao dupla SMAD com
o SFEB mostrou capacidade para gerar tecidos com identidades neurais e gliais do cortex
dorsal num contexto tridimensional (Pasca et al., 2015) e a utilizagdo da inibi¢cdo dupla
SMAD com a incorporacdo em matrigel, juntamente com agitagao permitiu a Qian et al.
estudarem os efeitos do virus Zika no cérebro anterior. Estes cientistas utilizaram um mini
bioreactor que permitiu a reducdo dos custos, o aumento da produtividade e uma
sobrevivéncia celular melhorada podendo obter-se condigdes de cultura e potenciais
culturas de tecidos tridimensionais em larga escala (Qian et al., 2016).

Cada um dos métodos descritos, para além das suas muitas vantagens tem também
certas limitagdes sendo entdo necessario considerar as diversas varidveis em questao, tais
como a técnica ¢ a escala de tempo necessarias para o método particular assim como a
especificagdo bioldgica necessdria para o objectivo em estudo. Em primeiro lugar,
embora as trés abordagens sejam exequiveis na maior parte dos laboratorios de cultura de
tecidos, algumas requerem equipamento especializado ou condi¢cdes de cultura
complicadas. O primeiro grande obstaculo, o de estabelecer a cultura de células humanas
como uma pratica de rotina, foi ultrapassado com o aparecimento de protocolos sem
alimentacdo tornaram o processo muito menos trabalhoso (Chen, Mallon, McKay, &
Robey, 2014; Ludwig et al., 2006). As rosetas podem ser cultivadas no equipamento
padrdo com uma boa técnica de cultura estéril, tendo protocolos simples e com alta
eficiéncia (S. M. Chambers et al., 2009; Y. Shi et al., 2012). As culturas tridimensionais,
devido a sua complexidade, requerem também técnicas mais especializadas como um
meio rico em oxigénio (Eiraku et al., 2008; Kadoshima et al., 2013; Sakaguchi et al.,
2015) ou agitagdo (Lancaster et al., 2013; Qian et al., 2016). Em segundo lugar, os tecidos
neurais podem ser obtidos muito mais rapidamente com células de rato do que com
células humanas, isto ¢, enquanto que € possivel obter células neuroepiteliais em cerca de
4 ou 5 dias (Eiraku et al., 2008) e neuronios 5 dias ap0s a diferenciagdo (Ying et al., 2003)
quando se usa células de rato, a diferenciacdo das células humanas para células
neuroepiteliais demora entre 7 a 10 dias (S. M. Chambers et al., 2009; S.-C. Zhang et al.,
2001) e 20 dias para o aparecimento de neuronios (Lancaster & Knoblich, 2014; Y. Shi
et al.,, 2012). Por fim, o resultado final dos diferentes métodos t€ém complexidade e
heterogeneidade distintas, encontrando-se as NSC no espectro mais homogéneo mas
menos complexo (Pollard et al., 2006), sendo especialmente uteis para experimentacao

cientifica com o objectivo de encontrar novos farmacos (Garavaglia et al., 2010), e os
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organdides cerebrais no espectro oposto, sendo tipicamente utilizados para testar
hipodteses especificas onde é necessaria a andlise morfoldgica (Cugola et al., 2016; Dang
et al., 2016; Mariani et al., 2015; Qian et al., 2016) e, portanto, requerem uma

representacao mais precisa do tecido.
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5. APLICACOES BIOMEDICAS

Uma vez que as doengas neurodegenerativas ocorrem por perda ou degeneragao
progressiva dos neurdnios e células gliais presentes no SNC e por lesdes na medula
espinhal por trauma, a neurogénese in vitro oferece uma possivel solucdo para a
recuperacgao destas células. Dada a correlagao existente entre o aparecimento de doencgas
neurodegenerativas ¢ o envelhecimento da populagdo, ¢ necessario encontrar terapias
rapidas, eficazes e seguras para estas doencas. Neste momento, ja ha alguns bancos de
células que permitem que a comunidade cientifica tire proveito dos sistemas de células
ES e iPS para estudar as doencas neurodegenerativas (Wray et al., 2012).

Ha dois principais desafios quando se trata de investigar terapias para estas
doencas. Por um lado, existem diferencas entre a espécie humana, para a qual queremos
obter a terapia, e as espécies utilizadas nos ensaios sendo estas incapazes de mimetizar
todos os aspectos da patologia no ser humano (Y. H. Kim et al., 2015). Por outro lado, os
neur6énios podem ter aparéncia, desenvolvimento, comportamento e complexidade
diferente na cultura bidimensional e in vivo. Para contornar este ultimo problema,
recentemente tem-se incorporado células ES e iPS em hidrogel ou matrigel, criando
sistemas de cultura tridimensional (Pasca et al., 2015; Puschmann et al., 2013; Schwartz
et al.,, 2015; I. Smith et al., 2015) para mais facilmente se estudar as doencas
neurodegenerativas, como a DA (Choi et al., 2014; Y. H. Kim et al., 2015). No entanto,
estas estruturas ainda ndo mimetizam completamente a complexidade do sistema cerebral
in vivo que incluem componentes que grande relevancia durante a patologia e o
tratamento, como a barreira hematoencefalica, a vascularizagdo e a resposta imune.
Assim, o interesse na criagao de vascularizacao (Samuel et al., 2013; Takebe et al., 2013)
ou da barreira hematoencefélica a partir de células iPS tem crescido na comunidade
cientifica (Lippmann et al., 2012; Lippmann, Al-Ahmad, Azarin, Palecek, & Shusta,
2014; Lippmann, Al-Ahmad, Palecek, & Shusta, 2013; Minami et al., 2015).

5.1 APLICACOES NA DA

Tem sido demonstrado que o transplante de NSC se correlaciona com uma
melhoria da fung¢do cognitiva em animais com DA ocorrendo um aumento da densidade
sinaptica do hipocampo mediada pelo BDFN (Blurton-Jones et al., 2009; Xuan et al.,
2008).
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Como a DA se caracteriza por depdsitos de placas de proteina B-amildide e
formacdo de emaranhados neurofibrilares, as terapéuticas mencionadas previamente
passam pela sua redugdo com recurso as proteinases. A utilizagdo de fibroblastos e iPS
geneticamente modificados para introduzir os genes destas proteinases no cérebro tem
sido estudada nestes ultimos anos (Hemming et al., 2007; Takamatsu et al., 2014). Por
outro lado, como ocorre uma redugdo significativa da actividade da acetilcolina-
transferase, responsavel pela acetilcolina, a utilizagdo de NSC com sobre-expressdao do
gene da acetilcolina-transferase ¢ uma outra possivel abordagem, uma vez que ja foi
provado que contribui para a melhoria da fungdo cognitiva nos ratos que sofreram este
tipo de transplante (Park, Joo, et al., 2012; Park, Lee, et al., 2012).

Outra opcao terapéutica ¢ a introdugdo do factor de crescimento nervoso (NGF)
que, entre outras fungdes, previne a morte neuronal ¢ a toxicidade amildide e pode por
isso ser utilizado para o tratamento de degeneracdo neuronal e morte celular na DA
(Fischer et al., 1987; Hefti, 1986), apesar dos efeitos toxicos reportados quando
administrado por infusdo ou injec¢do intracerebroventricular (Isaacson, Saffran, &
Crutcher, 1990; Schlachetzki, Pizzo, Morrissette, & Winkler, 2014; Williams, 1991). No
entanto, isto tem que ser feito através de terapia ex vivo uma vez que o NGF ¢ demasiado
grande e polar e ndo atravessa a barreira hematoencefalica. Deste modo, a utilizacdo de
SC geneticamente modificadas pode diminuir ou impedir a perda de células colinérgicas
uma vez que as SC podem ser geneticamente modificadas para transportar o gene NGF e
tém uma alta capacidade migratoria apds o transplante cerebral (S. U. Kim, 2004;
Tuszynski, 2002).

Recentemente as células iPS tém sido utilizadas para servir de modelo para os
fenotipos da doenga, permitindo um estudo da mesma e das suas caracteristicas in vitro.
Como exemplo, em 2011 Yagi e os seus colegas utilizaram fibroblastos com mutagdes na
PS1 ou PS2 e, através duma mistura de cinco factores de reprogramacgao (Oct4, Sox2,
Kl1f4, Lin28 e Nanog), criaram células iPS que depois foram diferenciadas em células
neuronais. Assim, esta equipa conseguiu demonstrar que o desenvolvimento de neurénios
com as mutagdes ndo se altera face ao controlo, embora se registe um aumento da
secrec¢do de proteina B-amildide face ao mesmo (Yagi et al., 2011). Estudos semelhantes
seguiram-se a partir dai, comparando 1PS obtidas através de fibroblastos de doentes com
DA esporadica, DA hereditaria e doentes saudaveis revelando as diferencas de secregao
da proteina nestes grupos (Israel et al., 2012; Kondo et al., 2013) ou mesmo outros estudos

tém demonstrado o efeito de mutagdes em cultura tridimensional, conseguindo associar
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as duas principais caracteristicas da patologia, ou seja, a deposi¢do de placas de proteina
B-amiloide e formacdo de emaranhados neurofibrilares, a NSC humanas (Choi et al.,

2014; Y. H. Kim et al., 2015).

5.2 APLICACOES NA DH

A cultura de células ES e iPS que contem a mutagdo causadora da DH permite um
melhor estudo dos mecanismos da doenga num ambiente controlado. Tal como na DA,
varios estudos confirmaram o efeito da mutagdo HTT em ratos, contribuindo para definir
o fendtipo tipico das células geradas depois de diferenciadas como, por exemplo,
actividade lipossomica aumentada, alteragdes de expressdo de proteinas e aumento de
apoptose (Camnasio et al., 2012; Chae et al., 2012; Jeon et al., 2012; The HD iPSC
Consortium, 2012). Para além da sua utilidade no estudo de mecanismos da doenca, os
modelos de cultura de células ES e iPS também sdo instrumentos importantes para o
desenvolvimento e validagdo de abordagens terapéuticas (Hargus, Ehrlich, Hallmann, &
Kuhlmann, 2014), uma vez que, como ja referido, a terapéutica da DH ¢ apenas paliativa
de momento. Uma das recentes descobertas ¢ a utilizagdo de uma nova molécula, a
X5050, que em NSC derivadas de iPS humanas promove a expressao do gene BDNF,
alterada na HTT (Gauthier et al., 2004), através da degradagao do factor de transcri¢dao
do elemento silenciador 1, inicialmente descrito como um inibidor de genes neuronais em
células ndo-neuronais (Cheng et al., 1996) e igualmente envolvido na manutencdo e
diferenciagdo das NSC (Charbord et al., 2013; Singh, Kagalwala, Parker-Thornburg,
Adams, & Majumder, 2008).

Uma vez que a DH ¢ causada pela mutacdo do gene HTT e caracteriza-se
principalmente pela perda de neurénios do corpo estriado, o transplante de NSC para
substituir neurdnios degenerados ¢ uma possivel terapia (Bjorklund & Lindvall, 2000).
As 1PS dos proprios doentes representam uma opg¢ao atractiva para a regeneracao celular
personalizada uma vez que nao seria necessaria imunoterapia (Shtrichman, Germanguz,
& Itskovitz-Eldor, 2013). No entanto, dado que estas iPS teriam a muta¢do da HTT, os
neurdnios derivados destas células também tenderiam a degenerar e portanto esta
abordagem teria de ser efectuada apds uma correc¢do genética como ja foi feito
inicialmente em 2012 (An et al., 2012; Qin & Gao, 2016).

Ja hé estudos que incluem o transplante de células neurais fetais em doentes com

DH (Bachoud-Lévi et al., 2000; Gallina et al., 2008; Hauser et al., 2002; Rosser et al.,
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2002) mas isto levanta preocupagdes €ticas tanto a nivel do dador como do doente em
questdo (Boer, 1999) e portanto, uma alternativa viavel ¢ a utilizagdo de NSC e células
ES. O estudo de El-Akabawy et al. (2012) demonstrou que apesar das NSC terem o
potencial de serem transplantadas para o corpo estriado dos doentes com HD, em ratos a
sobrevivéncia das células transplantadas era baixa, quer na forma indiferenciada ou pré-
diferenciadas (El-Akabawy et al., 2012). Por outro lado, precursores neurais
diferenciados a partir de células ES demonstraram uma sobrevivéncia ao longo de 6 meses
em ratos, formando sinapses e estruturas pds-sinapticas sem, no entanto, ocorrer a
formagao de teratomas (Nasonkin et al., 2009). Aubry et al. (2008) transplantaram células
neurais derivadas de células ES em diferentes fases, desde rosetas precursoras neurais a
neur6énios GABAérgicos do corpo estriado, reportando que células transplantadas nas
primeiras fases de diferenciagdo demonstraram uma forte propensdo para desenvolver
teratocarinomas enquanto que as células transplantadas mais maduras mostraram uma
sobrevivéncia mais baixa, sendo os melhores resultados obtidos quando as células foram
expostas aos factores Shh e DKK1 e BDFN (Aubry et al., 2008). Carri et al conseguiram
também transplantar células derivadas de células ES expostas a Shh e DKK1 (Carri et al.,
2012) com um protocolo semelhante a Ma et al. que transplantaram percursores neurais
GABAérgicos em ratos, corrigindo com sucesso os problemas motores dos mesmos (Ma
et al., 2012). Apesar de estes estudos parecem promissores, um estudo mais recente de
Arber et al. com recurso a activina e Shh para a diferenciagdo das células em células
neuronais do corpo estriado ndo demonstrou qualquer melhoria motora nos ratos (Arber
et al., 2015) pelo que € necessario mais investigacao neste campo de maneira a se obter
um protocolo simples que origine células capazes de formar ligagdes no corpo estriado

sem a producdo de teratocarcinomas.

5.3 APLICACOES NA DP

Sendo uma das doengas neurodegenerativas mais comuns, a formagdo de
neur6nios dopaminérgicos €, por isso, um dos temas mais estudados pelos cientistas nesta
area.

Desde o final dos anos 1980 que o transplante de neuronios dopaminérgicos
obtidos de tecidos fetais humanos no corpo estriado de doentes com DP tem sido utilizado
como terapia de forma bem sucedida em doentes com doenca em estado avancgado

(Kordower, Goetz, Freeman, & Olanow, 1997; Lindvall et al., 1990, 1992; Peschanski et

32



Aplicagoes biomédicas

al., 1994). Nos casos mais bem sucedidos, os doentes foram capazes de reduzir ou mesmo
remover o tratamento com L-dopa durante varios anos apds o transplante (Hagell et al.,
1999; Piccini et al., 1999; Wenning et al., 1997). No entanto, este tipo de transplante esta
associado, mais uma vez, aos problemas relacionados com questdes éticas e religiosas
como por exemplo a necessidade de obtencdo dos tecidos fetais. Além disso, a
sobrevivéncia de células fetais transplantadas no cérebro dos doentes era muito baixa e
era dificil obter tecidos fetais suficientes necessarios para o transplante (Hagell &
Brundin, 2001). Para além disso, estudos demostraram que o efeito placebo podia estar
presente (Freed et al., 2001; Olanow et al., 2003).

Deste modo, a utilizagdo de neurénios dopaminérgicos gerados a partir de células
ES, iPS, ou NSC pode servir como uma alternativa pratica e eficaz uma vez que tem sido
possivel obter neurénios dopaminérgicos activos a partir de células ES humanas e de rato
com a ajuda de FGF e Shh (J.-H. Kim et al., 2002; Perrier et al., 2004; Y. Yan et al.,
2005), células iPS (Wernig et al., 2008), em co-cultura com células do estroma (Kawasaki
et al., 2000; Schulz et al., 2004) e mesmo NSC da ZSV (Shim et al., 2007). Estas células
contribuem para uma recuperacao locomotora no rato 5 meses apds o transplante (Roy et
al., 2006; D. Yang, Zhang, Oldenburg, Ayala, & Zhang, 2008), facto confirmado através
testes de ressonancia magnética e analise de imagem que demonstrou que os neuroénios
dopaminérgicos derivados de células humanas ES sdo equivalentes em termos de
beneficios quando comparados com os neurdnios dopaminérgicos derivados do tecido
fetal (Grealish et al., 2014). Um dos problemas da utilizagao das células ES ¢, como ja
referido, a formacao de teratocarcinomas (Roy et al., 2006) e como os doentes com DP
tém expectativa de vida normal este ¢ um factor problemético na sua aplicagdo clinica. A
utilizagdo de NSC também ja demonstrou a sua eficicia em transplantes no rato (Yasuhara
et al., 2006) e no macaco em co-cultura e posteriormente com FGF, EGD e LIF (Takagi
et al., 2005).

Neurénios dopaminérgicos humanos derivados de células iPS poderiam
proporcionar uma fonte ideal para a terapia celular na DP, uma vez que podem ser obtidos
a partir de fibroblastos dos proprios doentes sem causar rejeicdo imunologica. Wernig et
al. demonstraram a melhoria do comportamento dos ratos ap6s o transplante de neurdnios
dopaminérgicos derivados de células iPS (Wernig et al., 2008).

As culturas de neurdnios dopaminérgicos obtidas através de células ES ou 1PS
podem conter as células indiferenciadas passiveis de causar a formagdo de tumores e

limitar a sua aplicagdo clinica por isso a obtencdo de neurdnios dopaminérgicos
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directamente através da reprogramacdo de fibroblastos ¢ uma das abordagens mais
recentes, sendo possivel obter estas células com sucesso combinando diferentes factores
de transcrigdo como Mashl (Ascll), Nurrl (Nr4a2), Lmxla, NGN2, Sox2 e Pitx3
(Caiazzo et al., 2011; H.-S. Kim, Kim, Jo, Jeon, & Cho, 2014; Xinjian Liu et al., 2012),

ja havendo provas que este transplante funciona em ratos (J. Kim et al., 2011).

5.4 APLICACOES NA ELA

A ELA ¢ uma doenca associada com a perda de neurdnios motores. Os neuronios
motores podem ser obtidos de células neuroectodermais derivadas de células ES humanas
de um modo semelhante as da DP. Como ja mencionado, de momento ndo existe um
tratamento eficaz para doentes que sofrem de ELA, mas hé estudos que tém demonstrado
que ¢ possivel obter neurdnios motores através de células ES, iPS e NSC através da
exposicdo ao RA e Shh, por exemplo (Dimos et al., 2008; Harper et al., 2004; X.-J. Li et
al., 2005; Miles et al., 2004; Wichterle et al., 2002). Neuronios motores derivados de
células ES de rato, quando transplantados, sobreviveram e formaram sinapses funcionais
(H. Lee et al., 2007; Miles et al., 2004), melhorando mesmo a fun¢ao motora (Kerr et al.,
2003).

O transplante de NSC isoladas a partir de células da medula espinhal fetal atrasou
a progressao da doenca de maneira eficaz num modelo de rato de ELA (Xu et al., 20006)
apesar de haver um outro estudo em que o aparecimento da doenga nos animais
transplantados foi semelhante ao controlo ndo tratado e a sobrevivéncia global dos
animais também ndo foi afectada (Hefferan et al., 2012). H4 também um estudo que
comprova a eficacia destas células em doentes humanos (Glass et al., 2012).

Mais uma vez, os neurénios motores derivados de células iPS isoladas de doentes
com ELA resolvem muitos problemas imunolédgicos e éticos podendo ser uma fonte
celular ideal para o rastreio de moléculas candidatas a novas terapias (Dimos et al., 2008).

Outra possivel linha terapéutica ¢ a utilizacdo do factor de crescimento celular
endotelial vascular (VEGF) que retarda significativamente o inicio da doenca e prolonga
a sobrevivéncia de modelos animais com ELA (Storkebaum et al., 2005; Zheng,
Nennesmo, Fadeel, & Henter, 2004). Assim, foi demonstrado que o transplante de NSC
com sobre-expressdo deste factor em ratos induziu uma melhora funcional, atrasando o

inicio da doenca e prolongando a sobrevivéncia dos animais (Hwang et al., 2009).
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5.5 OUTRAS APLICACOES

Sendo células pluripotentes, as aplicagdes destas células sdo muito variadas.

A esclerose multipla ¢ causada pela destruicdo dos oligodendrdcitos e perda da
mielina por um mecanismo auto-inflamatorio (McFarlin & McFarland, 1982) e, para além
das opgoes terap€uticas que envolvem células fetais (Gumpel et al., 1987; Windrem et
al., 2004), ¢ possivel obter oligodendrocitos para transplante a partir de células ES
(Briistle et al., 1999; Glaser, Perez-Bouza, Klein, & Briistle, 2005; Keirstead et al., 2005;
S. Liu et al., 2000) e NSC (Copray et al., 2006; R. C. Rao, Boyd, Padmanabhan,
Chenoweth, & McKay, 2009; Yandava, Billinghurst, & Snyder, 1999) com recurso a
factores como o Oligl e Olig2.

Os dois tipos principais de acidente vascular cerebral sdo o enfarte cerebral
(isquemia) e hemorragia intracerebral. Este Gltimo provoca um défice neurologico grave
e, portanto, a terapia celular baseada em células estaminais ¢ uma possivel abordagem a
considerar (Gebel & Broderick, 2000), ja havendo estudos demonstrando as vantagens
deste tipo de transplante. Em modelos animais de acidente vascular cerebral, as NSC
humanas transplantadas migraram selectivamente para os locais danificados,
diferenciando-se em neuronios e astrocitos, promovendo assim a recuperacdo destes
animais apesar da sobrevivéncia das células transplantadas ainda nao ser muito alta (Chu
et al., 2004; Chu, Kim, Jeong, Kim, & Yoon, 2003; Jeong et al., 2003; Kelly et al., 2004;
H. J. Lee et al., 2007), podendo este facto ser contornado, por exemplo, pela expressdo
da proteina Aktl como foi demonstrado em 2009 (H. J. Lee, Kim, Kim, & Kim, 2009).
As NSC transplantadas por via intravenosa 3 dias apds o acidente vascular cerebral em
ratos demonstraram ser capazes de diminuir a inflamagao e a formacao de cicatrizes gliais
e promover a neuroprotec¢do retardada, melhorando a recuperacdo (Bacigaluppi et al.,
2009).

Traumatismos na medula espinhal resultam na perda de neurénios e células gliais,
inflamacao, formagdo de cicatriz e desmielinizagdo e por isso a formacdo de novos
neurdnios nessa zona ¢ essencial. Desde a demonstragdo que o transplante de células ES
promove uma recupera¢do funcional, em 1999 (McDonald et al., 1999), tém sido varios
os estudos seguintes a demonstrar resultados semelhantes usando varios tipos de células
como por exemplo, o trabalho de Cummings et al que demonstrou a inducdo da
recuperagdao motora através do transplante de neurénios e oligodendrécitos a partir das
NSC ou o estudo de Yan et al. que, ao transplantarem NSC humanas em medulas

espinhais de ratos traumatizados, obtiveram a forma¢ao de axoénios e sinapses com o0s
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neurdnios motores presentes (Cummings et al., 2005; Iwanami et al., 2005; Karimi-
Abdolrezaee, Eftekharpour, Wang, Morshead, & Fehlings, 2006; Keirstead et al., 2005;
Teng et al., 2002; J. Yan et al.,, 2007). O transplante de NSC humanas com sobre-
expressao do VEGF aumentou a proliferagdo das células progenitoras gliais € o numero
de oligodendrdcitos promovendo assim a recuperacao (H. M. Kim, Hwang, Lee, Kim, &
Kim, 2009). Este tipo de abordagem ja ¢ utilizada hoje em dia com resultados positivos
(Moviglia et al., 2009).

Hé evidéncia de que as NSC migram de encontro aos tumores cerebrais, apesar
do mecanismo ainda ndo ser bem conhecido mas supde-se que as quimiocinas € 0s
factores de crescimento pro-angiogénicos produzidos no microambiente tumoral possam
actuar como quimioatractores para as NSC (Imitola et al., 2004) e, portanto, estas células
podem ser utilizadas para a terapia anticancerigena (Aboody et al., 2000; Danks et al.,
2007; Ehtesham, Kabos, Gutierrez, et al., 2002; Gutova et al., 2010; Joo et al., 2009; Seol
etal., 2011; D. Zhao et al., 2012). Combinando a terapia celular com a terapia génica do
gene PEX, foi possivel reduzir o tamanho do tumor até¢ 90% (S.-K. Kim et al., 2005).
Uma das abordagens ¢ a utilizacdo de um sistema onde as NSC sdo modificadas para
expressar certos genes que codificam para algumas enzimas que podem converter um
profarmaco inactivo administrado sistemicamente em metabolitos toxicos no local do
tumor. Exemplos deste tipo de terapia sdo a utilizagdo da timidina cinase do virus de
herpes com o profarmaco ganciclovir (S. Li et al., 2005; Y. Zhao & Wang, 2010) ou a
aplicacdo do gene da citosina-desaminase que converte o profarmaco inactivo 5-
fluorocitosina em 5-fluorouracilo (Aboody et al., 2000, 2006). Outra opg¢ao terap€utica ¢
a manipulacdo das NSC de modo a expressarem genes imunomoduladores que actuam
como agentes anticancerigenos como a interleucina-4 (Benedetti et al., 2000),
interleucina-12 (Ehtesham, Kabos, Kabosova, et al., 2002), interleucina-23 (Yuan, Hu,
Belladonna, Black, & Yu, 2006) e interferao  (D.-H. Lee et al., 2009).

Como ja foi referido, a formacgdo de estruturas tridimensionais a partir de SC
também ja ¢ uma realidade possivel (Eiraku et al., 2008; Nasu et al., 2012; Qian et al.,
2016), principalmente no desenvolvimento da retina neural (Eiraku et al., 2011; Nakano
et al., 2012) e para o estudo do autismo (Mariani et al., 2015), assim como a utiliza¢ao de
modelos das doengas neurodegenerativas, como a DA, abrindo possibilidades de estudar
novas estratégias terapé€uticas (H.-K. Lee et al., 2016), modelos para estudar a

neurotoxicidade de substincias (Sandstrom et al., 2016) e mais recentemente para o
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estudo do efeito do virus Zika na microcefalia (Cugola et al., 2016; Dang et al., 2016;
Garcez et al., 2016; Qian et al., 2016).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Antes da utiliza¢do corriqueira das NSC como terapia em seres humanos ¢
necessario aprofundar algumas questdes tais como o tipo de células mais adequado para
a terapia de substituicdo celular em doentes com disturbios neuroldgicos ou lesdes
cerebrais ou da medula espinhal, uma vez que podem ser obtidas através de células ES,
iPS e da ZSV e ZSG do cérebro adulto. Uma vez que a utilizagdo de células ES ¢
controversa devido as questdes éticas, religiosas e morais associadas ¢ possivel que o
futuro destas terapias caminhe para a utiliza¢ao exclusiva de células iPS que nao s6 nao
tém essas questdes associadas como evitam a utilizagdo de terapia imunossupressora.

E também necessario arranjar mecanismos de forma a diminuir as preocupagdes
associadas ao potencial teratocarcinogénico apds a transplantacdo das NSC e este ¢ um
factor contornavel através da diferenciacao mais eficiente das células em cultura ou da
utilizacao de métodos mais sensiveis para a purificagdo das células.

Ja estdo a ser dados passos para a utilizagdo das NSC a larga escala com recurso
a bioreactores e o objectivo do futuro ¢ utilizar e aprimorar a tecnologia para reproduzir
fielmente in vitro o cérebro humano in vivo.

Independentemente dos problemas ainda associados ¢ inegavel que as NSC tém
um potencial terapéutico enorme, podendo levar ao desenvolvimento de novas terapias
radicais de varias doencas neurodegenerativas € ndo s6 as que actualmente carecem de
tratamentos eficazes. O proximo passo ¢, entdo, aplicar os estudos in vitro e in vivo ja

efectuados em doentes humanos.
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