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RESUMO

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo de epilepsia mais freqliente, representando
aproximadamente 30% dos casos em adultos e tem como manifestagdo tipica, a crise parcial
complexa. Este tipo de acometimento é frequentemente refratdrio ao tratamento
medicamentoso e 0s principais sintomas sdo gerados, predominantemente, pelo acometimento
das estruturas mediais do lobo temporal. Recentemente, alguns genes ligados a processos
inflamatdrios, como o da interleucina-1 beta (IL-1p), tém sido implicados na ELT em humanos
e em modelos animais. Por sua vez, as células-tronco representam uma esperanca de
tratamento das epilepsias, visto que possuem grande capacidade de proliferacéo,
diferenciacdo, regeneracéo de tecidos e imunomodulagdo. Nosso estudo apresentou como
principais objetivos: avaliar o potencial modulador inflamatdrio das células mononucleares
de medula 6ssea e o efeito destas terapias celulares sobre a perda neuronal no modelo de
epilepsia em camundongos induzidos por pilocarpina. Ap6s a inducdo do modelo (status
epilepticus-SE), os animais foram transplantados com células mononucleares de medula
Ossea integras e lisadas, obtidas de camundongos C57BL/6 transgénicos para a GFP. Os
animais foram sacrificados nos periodos de 12 h, 24 h e 7 dias ap6s o transplante. Foram
avaliadas as expressdes de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias no tecido
cerebral. Nossos resultados demonstraram que ambas as terapias celulares empregadas
foram capazes de reduzir a producéo de citocinas pré-inflamatorias (TNFa, IL-1§ e IL-6),
assim como estimular uma resposta anti-inflamat6ria com elevagéo da produgéo de IL-10 e
TGFp. Observamos também que 0s animais transplantados com células de medula dssea
apresentaram uma menor perda neuronal nas regides hipocampais de CAl e CA3.
Acreditamos que os resultados obtidos neste estudo possam contribuir para o entendimento

de um possivel mecanismo de agdo destas células no modelo experimental de epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia, pilocarpina, neuroinflamacdo, perda neuronal, célula

mononuclear de medula 6ssea.



ABSTRACT

The temporal lobe epilepsy (TLE) is the most frequent form of epilepsy, standing for
approximately 30% of cases in adults and the complex partial seizures is its typical
manifestation. This type of involvement is often refractory to drug treatment and the main
symptoms are generated predominantly by the involvement of the medial temporal lobe
structures. Recently, some genes related to inflammatory processes, such as interleukin-1
beta (IL-1B), have been implicated in TLE in humans and in animal models. Stem cells
represent a hope for epilepsy treatment, as they have great capacity for proliferation,
differentiation, tissue regeneration and immunomodulation. Our main study goals were to
assess the potential of bone marrow mononuclear cells (BMMC) on the control of
inflammatory responses and their effects on the cellular model of neuronal loss in
pilocarpine-induced epilepsy in mice. After being induced epilepsy model (status
epilepticus - SE), animals were transplanted with live and lysed BMMC obtained from
C57BL/6 GFP transgenic mice. Animals were euthanized at 12 h, 24 h and 7 days after
transplantation. We evaluated the pro-inflammatory and anti-inflammatory expression
profile on serum samples and brain tissue. Our results demonstrated that both cell therapies
employed were able to reduce the pro-inflammatory response as well as stimulate an anti-
inflammatory response. Based on neuronal quantification we noted that transplanted
animals showed a smaller loss of hippocampal neurons in regions CAl and CA3. We
believe the results obtained in this study may contribute to the understanding of a
mechanism of action of these cells in an experimental model of epilepsy.

Keywords: epilepsy, pilocarpine, neuroinflammation, neuronal loss, bone marrow
mononuclear cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPILEPSIA

O interesse sobre o estudo da epilepsia possui registros nos primordios da historia
humana. Os primeiros relatos de crises epiléticas datam de 3500 a.C., periodo marcado
pela forte presenca de mitologia e religiosidade, onde a presenca das crises epiléticas eram
manifestacBes patoldgicas atribuida & presenca de possessdes demoniacas. Os primeiros
registros da existéncia do mal epiléptico sdo atribuidos aos egipcios e sumérios. O Papiro
de Smith, o principal documento sobre neurobiologia no Egito Antigo, apresenta relatos
das primeiras crises convulsivas por volta de 1700 a.C. Neste mesmo periodo também
foram encontrados na antiga Mesopotamia (Suméria) diversos manuscritos que registram o
que hoje sabemos claramente que se trata de uma crise epilética (DA SILVA e
CAVALHEIRO, 2004).

A compreensdo da patologia evoluiu com o passar dos séculos e adquiriu novas
definicBes importantes para os estudos que vieram a seguir. Em 400 a.C., HipOcrates
afirmou que a epilepsia seria uma patologia associada ao cérebro, desvirtuando-a da sua
antiga visdo que associava a epilepsia a presenca de espiritos malignos. Os estudos da
neurobiologia mais avangados foram iniciados em 1860 por Hughling Jackson,
possibilitando uma melhor compreenséo da etiologia da epilepsia. Em 1870, a epilepsia
teve 0 seu conceito redefinido pelo mesmo pesquisado, descrevendo-a como desarranjo
intermitente do sistema nervoso devido a uma descarga cerebral sobre os mudsculos de
forma excessiva e desordenada (LONDERO, 2010). Através das observacdes das crises
epiléticas por Jackson postulou que estas crises poderiam causar mobilizagfes motoras sem
associagédo a perda de consciéncia, diferenciando assim as crises generalizadas (com perda

de consciéncia) de crises parciais (focais).

Um importante marco para a epileptologia foi o inicio das intervengdes cirdrgicas
empregada para no tratamento das crises epilépticas. Em 1886, o médico neurocirurgido
Victor Horsley realizou a primeira cirurgia em pacientes epilépticos. O procedimento

constitui na resseccdo de cortex cerebral em regido adjacente a area de afundamento de
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cranio, promovendo a redugdo da intensidade das crises motoras no paciente operado. O
pioneirismo de Horsley foi o alicerce para o aperfeicoamento do tratamento cirirgico
desenvolvido por Wilder Perfield e Herbert Jasper no inicio da década de 50,

desenvolvendo a metodologia empregada nos dias atuais.

Em 1904, o tratamento farmacoldgico teve seu inicio com a descoberta do
fenobarbital pelos pesquisadores Emil Fisher e Joseph Von Mering (JONES, 2010) e mais
tarde com o surgimento do medicamento fenoitina em 1938 (GUERREIRO et al., 2006).
No inicio da década de 80 foram introduzidos dois novos farmacos ao grupo das drogas

anti-epilépticas (DAE), carbamazepina e valproato dando inicio ao politerapia com DAE.

A busca por alternativas terapéuticas para o tratamento da epilepsia demonstra a
elevada importéncia desta patologia para salide publica. A epilepsia é descrita como o mais
frequente transtorno neuroldgico grave, além de ser uma das mais prevalentes doengas
ndo-transmissiveis mundiais (WHO et al., 2005). A prevaléncia desta desordem
neuroldgica esta estimada entre 1 a 2% na populagdo mundial, totalizando
aproximadamente 60 milhdes de pessoas acometidas por esta sindrome. A prevaléncia em
paises em desenvolvimento é ainda mais elevada, abrigando cerca de 85% do nimero de
casos de epilepsia mundial (CALVANO et al. ,2010).

Esta disfungdo cerebral é clinicamente definida por alteracbes subjetivas
comportamentais subitas e estereotipicas denominadas crises epilépticas. O quadro de crise
epiléptica é desencadeado por uma atividade elétrica anormal em uma ou Vvérias regides
cerebrais que resulta em um disparo sincronizado, ritmico e de excitabilidade excessiva na
auséncia de condicao febril ou téxico-metabolica (GAUSTAUT, 1973; ROGAWASKI e
PORTER, 1990; MCNAMARA et al.,1994).

Uma importante definicdo para o estudo desta patologia é a distingdo entre os
conceitos de epilepsia e crise epiléptica. O diagndstico de epilepsia se relaciona ao
encontro de uma anormalidade epileptogénica cerebral permanente, onde mais tardiamente
ira desencadear as crises recorrentes caracteristicas. Em contraposicao, as crises epilépticas

podem se apresentar em pessoas ndo acometidas por esse mal. Estas crises podem ocorrer
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de forma isolada em resposta a um insulto transitdrio ou & perda de homeostase, e deste
modo, a situacdo de estresse presente naquele momento pode desencadear uma atividade
elétrica anormal. A presenca de crises epilépticas isoladas é um achado bastante comum,
retratado por uma prevaléncia mundial de 7 a 10% (BEAR, 2006). Assim, a epilepsia
presume a existéncia de uma anormalidade epileptogénica intrinseca, endégena ao proprio
cérebro, independente de qualquer condicéo ou insulto agudo, apresentando a capacidade

de gerar crises recorrentes ap6s o dano inicial (GITAI et al., 2008).

A epilepsia encontra-se definida como um complexo de mais de 40 tipos de
sindrome, que se diferencia através dos seus aspectos clinicos. Entre as caracteristicas
importantes para a sua classificacdo estdo o padrdo de recorréncia de crise, idade do inicio
do evento epiléptico, padrbes encefalogréficos, presenca ou auséncia de ocorréncia de

epilepsia na familia e progndstico da doenca (ENGEL e PEDLEY, 1997).

A utilizacdo de DAEs oferece o tratamento apenas sintomético das epilepsias,
promovendo a reducdo da frequéncia das CER. A elevada refratariedade encontrada na
farmacoterapia, restringe as alternativas terapéuticas para o tratamento da epilepsia. O
tratamento cirdrgico empregado nos casos refratarios a farmacoterapia € limitado devido a
localizacdo das &reas de epileptogénese e do risco de perda de funcgBes cerebrais. As
restricbes metodoldgicas presentes no tratamento das epilepsias revelam a necessidade da

busca por novas alternativas terapéuticas.

1.2 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT)

A partir de 1989, as ELTs passaram a ter uma classificacdo diferenciada dentro do
grupo das sindromes epilépticas (Commision of Classification and Terminology of the
International League Against Epilepsy, 1989), sendo dividida em dois grandes
grupamentos: epilepsia lateral ou neocortical e epilepsia mesial. A nomeclatura recebida
diz respeito ao local de génese das crises geradas. As epilesias neocorticais ou laterais tém

sua origem nas estruturas do neocdrtex temporal e areas associativas sensorias da visao,

13



funcbes linguisticas e auditivas (BARTOLOMEI e WIGNAL, 1999), enquanto as
epilepsias mesiais possuem as estruturas temporais mesiais (hipocampo, cortex entorinal e
complexo amigdaloide) como as regides geradoras de crises (KANNER e CAMPOS,
2004).

O fendmeno da epileptogénese pode ser apresentado em regides cerebrais diversas,
porém observa-se uma maior susceptibilidade das estruturas do lobo temporal ao
desenvolvimento da epilepsia apds um insulto inicial. Esta caracteristica torna a ELT a
mais freqiiente forma de epilepsia em pacientes adultos (ENGEL et al., 1989). A ELT
apresenta uma prevaléncia de 60% dentro do complexo das sindromes epilépticas
(ACSADY et al 1998; AMARAL et al, 1990), possuindo uma elevada refratariedade (30 a
40%) ao tratamento medicamentoso e uma expressiva indicagdo ao tratamento cirdrgico
(Da COSTA, 1998). Em criangas, a ELT representa 20 a 30% dos casos ndo responsivos as
DAEs (GUIMARAES, 2006).

O quadro clinico desenvolvido por pacientes com ELT constitui-se um gradual
desenvolvimento de CER com ou sem generalizacdo secundaria com associa¢do a perda
neuronal e declinio cognitivo progressivo independente de doenga subjacente
(VENTURIN, 2008). Em criangas é possivel observar a presenca de distirbios de
comportamento, problemas de aprendizado, na auséncia de déficit cognitivo
(SCHLINDWEIN-ZANIN et al., 2008). Nesta fase inicial da vida, individuos com ELT
apresentam frequentemente caracteristicas tais como a reducdo de memodria,
hiperatividade, além do comprometimento de fungBes psicosociais tais como atencéo,

linguagem, fungdes executivas e praxia construtiva (GUIMARAES, 2006).

Os pacientes acometidos por este tipo de epilepsia apresentam a esclerose
hipocampal como o achado histopatologico de maior freqiiéncia (MARGERISON e
CORSELLIS, 1996). Estima-se que haja uma prevaléncia 50 a 75% de associagao entre a
esclerose hipocampal e ELT (HONOVAM e MELDRUM, 1997). A prevaléncia de
refratariedade ao tratamento farmacoldgico em pacientes com ELT encontra-se ainda mais
elevada quando hd uma associacgao entre epilepsia e a presenga de esclerose hipocampal,

apresentando uma prevaléncia em torno de 70% (ZENTINER et al., 1995).
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A esclerose hipocampal é determinada por uma série de modificagdes fisiologicas
durante a fase de laténcia. As principais mudancgas presentes sdo perda neuronal, gliose
reativa, brotamento de fibras musgosas, alteracdo morfoldgica dos dendritos e de sua
localizagdo e por fim a neurogénese atipica (GUEDES et al., 2006; BLUMCKE et al.,
1999; BLUMCKE et al., 2002). Durante estes periodo é observada também a presenca de
uma reorganizagdo axonal, representada pelo brotamento colateral de células granulares,
fendmeno denominado de brotamento das fibras musgosas (TAUCK e NADLER, 1985).

A anatomia hipocampal (Fig.1) é composta pelo giro denteado (GD), hipocampo
propriamente dito ou corno de Ammon (CA), complexo subicular (subiculo, para-subiculo
e pré-subiculo) e cortex entorrinal. O hipocampo, ou CA, conforme a descrigdo de Lorente
de NO (1934), subdivide-se em CAl, CA2, CA3 e CA4, sendo eles constituidos
principalmente de células piramidais dispostas em uma camada uniforme, que por sua vez
recebe o nome de camada piramidal. A regido superior (regido superior) da estrutura €
chamada de CAL, a inferior (regido inferior) de CA3, com a pequena area CA2 entre elas,
e a Oltima area de CA4. A é&rea CA4, também chamada de hilo hipocampal, foi
posteriormente incorporada ao GD, e passou a ser conhecida por regido polimorfa do giro
denteado. No GD encontramos as células musgosas hiliares, estas recebem das células da
camada granular (fibras musgosas) aferéncia dos axdnios excitatorios. As fibras musgosas
se projetam em direcdo as células inibitdrias que se conectam os dendritos das células

granulares, promovendo a inibi¢éo das células granulares.

A perda neuronal se constitui como um importante achado histolégico comum a
diversas doengas cerebrais (VENTURIN, 2008). Em ELT este fendbmeno encontra-se
localizado preferencialmente na regido do hipocampo, onde ocorre com maior intensidade,
em ordem decrescente, nas regides de CAl, Hilo e CA3 do hipocampo (BLUMCKE et
al.,1999).
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Figura 1: Anatomia da regional do hipocampo. CAl, CA3, CA4, hilo e giro denteado. Esta imagem
apresenta um a secgdo coronal encefalica de rato corado por hematoxilina-eosina, apresentado as diferentes
regibes do hipocampo nas figuras A (localizado ~ -3,12 Bregman) e B (localizado ~ -5,28 Bregman),
juntamente & magnificacdo e descri¢do detalhada da estrutura hipocampal na figura C.

Legenda: Piri;, Amy: Amidala; EC: cortex entorinal DG:Giro dentiado; DS:subiculo dorsal; Thalamus:
Télamo; Hypothalamus: Hipotdlamo; ImL: Camada molecular interna; SL: Stratum lucidium; SP: Stratum
pyramidale; SO: Stratum oriens; SR: Stratum radiatum; VS:Subiculo ventral Fonte: modificado de SHARMA
et al., 2007.
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Figura 2: Diferencas na estrutura hipocampal em animais epilépticos e ndo epilépticos. Micrografias de corte
de cérebro com coloragdo de Nissl, apresentando esclerose hipocampal caracteristica da epilepsia com perda
neural nas regides de CAL,Hilo e CA3. A Figura 2A representa um animal normal, enquanto o animal

epiléptico encontra-se representado na figura 2B. (Fonte: modificado de SCORZA et al., 2005).

1.3 O PAPEL DA INFLAMACAO NA EPILEPSIA

O estudo dos processos inflamatorios e suas relagdes com patologias do sistema
nervoso central tém apresentado uma grande importancia nas pesquisas da ultima década.
Evidéncias experimentais e clinicas indicam a inflamacéo cerebral ou neuroinflamagéo
como um constituinte comum e crucial na epileptogénese e no desenvolvimento das CERs
(VEZZANI et al., 2005; VEZZANI et al., 2011). As primeiras evidéncias da influéncia da
resposta inflamatoria na epilepsia foram observadas em pacientes resistentes ao tratamento
com DAEs que apresentaram uma reducdo do nimero de crises apds o uso medicamentos
anti-inflamatdrios (RIIKONEN, 2004; WIRRELL et al., 2007).

A atividade epiléptica induz rapidamente a produgdo de diversos mediadores pro-
inflamatérias, tais como as citocinas, quimiocinas, receptores tipo Toll (TLR),
prostaglandinas, fatores do sistema complemento, moléculas de adesdo celular, e
transdutores de sinal que ativam o fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB)
(VEZZANI, 2005). Achados em modelo experimental de epilepsia demonstram que
inducdes utilizando quimioconvulsivantes ou estimulos elétricos promovem a liberagdo de
uma onda de mediadores inflamatérios (VEZZANI et al., 2011). Esta producdo de

mediadores é iniciada pelas células do endotélio cerebral e induzida na presencga de crises
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epilépticas. A presenga desta inflamacgdo, por sua vez, pode promover o recrutamento
periférico de células inflamatdrias, corroborado pelo expressivo encontro de infiltrado de
granuldcitos durante o periodo da epileptogénese, juntamente ao reduzido numero de
linfécitos T na epilepsia cronica em modelos experimentais e humanos (FABENE et al.,
2008; RAVIZZA et al, 2008).

A inflamacdo parece também contribuir para o desenvolvimento das crises
epilépticas ou no estabelecimento do quadro de CER. Inicialmente a resposta inflamatoria
produz mediadores promovem a expressdo de moléculas de adesdo necessérias para
migracdo leucocitéria através da barreira hemato-encefalica (BHE) e de proteinas com
imunoglubulinas e albumina. Tais componentes podem se ligar aos receptores de TGBf
dos astrdcitos, promovendo a sua ativagdo, eleva a sintese de glutamato e aumenta a

excitabilidade neuronal, favorecendo o desenvolvimento das crises.

A reposta inflamatéria promove a liberagdo de prostaglandinas (GATTI et al.,
2002) atua sobre o centro hipotalamico (ZETTERSTROM et al., 1998), desenvolvendo a
reacdo febril, um dos cinco sinais da resposta inflamatéria (KUMAR et al., 2005), A
resposta febril & conhecida como uma das principais causas mundiais de epilepsia na
infancia (DUBE et al, 2007; BERG et al,1998). A elevagio da temperatura cerebral per se
promove 0 aumento de IL-1B, uma das principais citocinas pro-inflamatorias. A
inflamacgdo, mesmo quando periférica, pode influenciar o desenvolvimento das crises
epilépticas. A resposta inflamatoria ao lipopolissacarideo de paredes de bactérias gram-
negativas (LPS) promove a ativacdo de TLR4, induzindo a produgdo de uma proteina
denominada high mobile group box 1 (HMGB1), um potente ativador de astrdcitos e
microglia, favorecendo mais uma vez o desenvolvimento das crises através do aumento da
excitabilidade neural (MAROSO et al., 2010).

1.3.1 A inflamacéo e o sistema nervoso

A inflamagéo é uma resposta imune de grande importancia para a regulagdo da

homeostase corporal. A resposta inflamatéria pode ser gerada a partir de um dano causado
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por patdgenos, agentes quimicos ou fisicos (ex: trauma mecénico). A inflamag&o sistémica
tem o importante papel de realizar a eliminagéo de patdgenos e agentes lesivos circulantes
que conseguiram transpor as barreiras fisicas primérias de defesa. A atividade pro-
inflamatoria conta com a participagdo de uma série de linhagens celulares que atuam de
acordo ao estimulo ambiental celular em que se encontram. A identificacdo deste ambiente
é mediada por proteinas solliveis chamadas citocinas. As principais efetoras da resposta

inflamatéria sdo as celulas do sistema fagocitério, principalmente os macréfagos.

O sistema nervoso central (SNC) apresenta uma protecdo diferenciada oferecido
pela BHE, conferindo a este sistema um carater imunoprivilegiado. Tal qualidade é
resultado de um conjunto de caracteristicas presentes neste tecido, tais como o reduzido
trafego de mondcitos e linfocitos entre SNC e sangue. Os locais de drenagem linfatica e a
presenca da BHE garantem um privilégio ao sistema nervoso, desta forma os mediadores
pés-insulto encontrados no cérebro sdo majoritariamente produzidos por células do
parénquima cerebral, células da BHE e do plexo cordide (VEZZANI e GRANATA, 2005).

A BHE é constituida por um grupamento de células endoteliais que envolvem o
encéfalo possuindo como principal fungdo o rigido controle hidrico cerebral, permitindo a
troca de &gua, ions, proteinas, endocitose de receptores especificos. Estas células
endoteliais especializadas sdo capazes de conferir protecdo através de uma barreira
semipermedvel e seletiva (ABBOTT e ROMERO, 1996). Ao transpor a BHE, encontramos
trés grupos celulares distintos: os neurdnios, a macroglia e microglia. A macroglia é
representada pelos oligodentrdcitos e astrocitos que apresentam as funcfes de mielizacéo
axonal e regulagdo de permeabilidade da BHE, respetivamente (DA COSTA et al.,1998).
A microglia representa 0s macréfagos residentes do SNC e de forma semelhante as células
do sistema fagocitario periférico elas também podem responder a estimulos ambientais e
serem ativadas para a realizacdo de suas atividades fagociticas (DA COSTA et al.,1998;
CHOI, 2008; VEZZANI et al., 2005, VEZZANI e GRANATA, 2005; VEZANNI et al.,
2011).

A neuroinflamacdo pode ser desencadeada em resposta & presenca de agentes

infecciosos, traumas, dano cerebral, isquemias ou doengas cronico-degenerativas
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(VEZZANI et al., 2011). Inicialmente, este estimulo lesivo promove a liberacdo de
citocinas IL-1B, IL-6 e TNFa, proteinas de potencial atividade pré-inflamatérias liberadas
que séo liberadas no foco lesivo. Ao serem liberadas, elas atuam sobre a expressdo e
regulacdo génica das células microgliais e astrdcitos, ativando-as e aumentando a
expressdo de receptores para estas citocinas nas demais células do SNC (VEZANNI et al.,
2011; ROGAWSKI e LOSCHER, 2004). A elevagdo numeérica dos receptores citados tem
como objetivo propiciar um maior nimero de células ativas em um curto periodo,

otimizando a percep¢éo do estimulo lesivo.

O recrutamento leucocitério periférico possui grande influéncia sobre a BHE. A
presenca do estimulo lesivo promove uma instabilidade na barreira mediante a ativagao
metaloproteinases, permitindo assim o contato das células do sistema imune periférico com
o interior do encéfalo. O tecido cerebral lesionado libera mediadores estimulando a
producéo de IL-6 e TNFa que irdo favorecer a expressdo de moléculas de adesdo (ICAM-
1, ICAM-2, VCAM-1 e PECAM) e integrinas de membrana (MAC-1,LFA-1 e VLA-4),
promovendo a adesdo leucocitaria e quimiotaxia da mesma populacédo celular. Estas aces
resultam no aumento da permeabilidade da BHE, possibilitando a transmigragdo da

circulacdo periférica para o foco lesivo encontrado no cérebro (VEZANNI et al., 2011).

1.4 CITOCINAS E A REGULAGAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Todo ambiente orgénico expressa estimulos que promovem atividades celulares
especializadas permitindo que este 6rgdo realize uma fungdo especifica, possibilitando por
exemplo a contratilidade cardiaca dos cardiomidcitos, as sinapses nervosas das células
neuronais ou trocas gasosas nos alvéolos pulmonares. Estes estimulos ambientais estdo
relacionados a proteinas solGveis denominadas citocinas, tais compostos sdo definidas
como polipeptideos secretados por células do sistema imune inato e adaptativo, com a
capacidade de mediar diversas fungdes celulares distintas (ABBAS et al., 2008). A
producdo destas proteinas pode ser desencadeada em resposta & presenca de agentes
agressores, patdgenos, antigenos, traumas ou crises epilépticas (VEZZANI et al., 2005).

As citocinas séo liberadas por grupos celulares especificos, e ao entrarem em contato com
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estes polipeptidios podem sofrer diferenciacdo, proliferacdo, ativacdo e/ou inibi¢do de

acordo com a citocina encontrada (ABBAS et al, 2008).

1.4.1 Interleucina 1 g (IL-1 B)

A citocina IL-1f3 é um importante mediador de atividade pro-inflamatéria, agindo
em conjunto com TNFa na resposta imune inata e adaptativa (ABBAS et al, 2008). Este
polipeptideo é sintetizado por todos os tipos celulares, e é definido como um importante
regulador da atividade da resposta imunolédgica (RIJKERS et al., 2009). Esta citocina atua
como um mediador soltvel da comunicagdo entre neurdnios e células gliais, apresentando
uma forte imunogenicidade durante a epilepgénese, atuando sobre astrdcitos perivasculares
e células endoteliais da microvasculatura. As alteragdes promovidas por esta citocina se
relacionam ao extravasamento de proteinas (ex: albumina) possibilitando a génese de uma
resposta inflamatdria que ira acarretar uma instabilidade da BHE (RAVIZZA et al., 2008;
BALOSSO et al., 2008).

A IL-1B apresenta seus efeitos bioldgicos ap6s a ligagdo com o seu receptor de
membrana especifico (IL1R) a partir da qual desencadeia uma cascata de fosforilagdes que
leva a formacdo de complexo de cinases e proteinas adaptadoras responsaveis por realizar
a ativacdo de NF-kB (BALOSSO et al., 2008), transcricdo de genes relacionados a IL-6 e
ao TNFa (ABBAS et al., 2008; BALOSSO et al., 2008), além de atuar sobre o balango de

fons nos neurodnios.

As crises epilépticas sdo elementos promotores de uma rapida ativagdo de
modificagdes nos canais idnicos. A ligacdo de IL-1B ao seu receptor induz as Src kinases a
fosforilarem as subunidades NR2A/2B dos receptores do N-metil D-aspatato (NMDA),
promovendo a elevagédo do influxo de Ca*? nos neurdnios, bem como 0 aumento proteinas
ceramide-ativadas (BALOSSO et al., 2008). Juntamente a0 mecanismo citados, Nalivaeva
e colaboradores (2000) demonstraram que uma enzima produtora de ceramidas

denominada esfingomielinase neural (N-Smase) é ativada na presenca de IL-1B. As
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proteinas ceramidas por sua vez fosforilam tirosinas como Src e as NR2B, desta forma
mediando o efeito prd-convulsivo desta citocina. Além disso, a IL-1p parece desempenhar
um papel prdé-convulsivante através da inibicdo da recapitacdo de glutamato pelos

astrocitos, aumento a liberacéo de glutamato pelos neurdnios (LI et al., 2011).

O papel anti-convulsivo da citocina IL-1f é encontrado em um restrito nimero de
estudos (LI et al., 2011). Segundo Miller e colaboradores (1991), esta interleucina é capaz
de promover uma aumento da permeabilidade ao cloreto mediando uma acéo inibitoria
GABAérgica (GUYTON e HALL, 1997), reduzindo assim a excitacdo neural.

1.4.2 Interleucina 6 (I1L-6)

A citocina IL-6 foi descrita como uma proteina multifuncional devido & sua atuag&o
diversificada. Esta citocina apresenta um potencial regulatério sobre a imunidade inata e
adaptativa sendo sintetizada por fagécitos mononucleares, células endoteliais vasculares,
fibroblastos e células T ativadas (ABBAS et al, 2008). A sua producao pode ser estimulada
pela presenca de IL-1B e TNFa. O mecanismo efetor deste peptideo é a ativacdo da via de
sinalizagdo JAK1/STAT3 levando a transcricdo de diversos genes que irdo desencadear a
sintese de proteinas de fase aguda e o estimulo & producéo de linfocitos B e producéo e

maturacdo de neutrdfilos.

As crises epiléticas induzem um répido aumento de RNAm de IL-6 nas regifes do
hipocampo, giro denteado, amidalas e meninge, aumentando da producdo de RNAm para
o receptor de IL-6 (IL-6R) na regido hipocampal. Em modelos de &cido cainico e indugédo
por estimulo elétrico foi apresentado uma elevacdo na expressdo de IL-6 e IL-6R em
células gliais (VEZZANI et al., 2002; KALLUEFF et al., 2004), demonstrando
experimentalmente que a administragdo de IL-6 exacerba a gravidade das crises
epilépticas, assim como é bem estabelecido o efeito neurotoxico e pré-convulsivante desta
citocina (KALLUEFF et al., 2004; CAMPBELL et al.,1993; SAMLAND et al., 2003;
JONAKAIR, 2007).
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1.4.3 Fator de Necrose Tumoral o (TNFa)

O TNFa é considerado um dos principais mediadores da resposta inflamatéria a
patdgenos bacterianos. A sua producdo é realizada principalmente pelos fagdcitos
mononucleares, embora também possa ser secretadas por células T ativadas, células NK e
mastocitos (ABBAS et al, 2008). O TNFo apresenta diversas a¢des bioldgicas como o
estimulo ao recrutamento de neutrofilos e mondcitos, através da ativacdo endotelial e da
promover secre¢do de quimiocinas produzidas por macrofagos e células endoteliais. Ele
atua ainda estimulando a producéo de IL-1f. No sistema nervoso central, o TNFa é ativado
através da ligacdo dos receptores p77 e p75, promovendo a ativacdo do NFkB e a morte
celular programada, respectivamente (NATOLI et al., 1997; ZHUANG et al., 1999).

A presenca de crises epilépticas provoca a elevagdo de RNAm para esta citocina
nas regides do hipocampo, amidala e cdrtex piriforme, pré-frontal e pariental (PLATA-
SALAMAN et al., 2000; GODLEVSKY et al., 2002). Estudos em modelos experimentais
demonstram um efeito dose-dependente desta citocina. Baixas concentragfes (< 10 M) de
TNFa desencadeiam um inflamagdo local e ativacdo de leucdcitos, uma dose mediana
desenvolve efeitos sistémicos como a atuagdo no eixo hipotalamico provocando febre,
maturacdo de leucdcitos na medula, e producdo de proteinas de fase aguda no tecidos
hepéticos, enquanto que altas concentragBes produzem o choque séptico, gerando a baixa
resisténcia vascular, hipoglicemia e a redugdo do débito cardiaco (ABBAS et al., 2008). O
TNFa influencia & susceptibilidade ao desenvolvimento de crises epilépticas de forma
dose-dependente (STELLWAGEN et al., 2005; SHINODA et al., 2003). Reduzidas
concentracdo de TNFa ativam a via de sinalizagdo do receptor p55, que produz efeitos que
aumentam a susceptibilidade as crises, enquanto que elevadas concentragdes da citocina
desencadeiam a sinalizagdo do receptor p77 e diminuem a suscetibilidade (GRELL et al,
1998), demonstrando atividade anti-convulsivante para uma mesma citocina (LI et al.,
2011).
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1.4.4 Interleucina 4 (I1L-4)

A interleucina IL-4 foi caracterizada como o principal estimulante da produg&o de
anticorpos IgE, contribuindo significativamente para a montagem de uma resposta celular
do tipo Th2. A IL-4 é principalmente produzida pelos linfécitos T CD4", apresentando sua
acOes bioldgicas mediante a ligacdo ao seu receptor de superficie IL-4R. Esta ligacdo
promove a regulacdo da expresséo génica através da sinalizagdo da via JAK/STAT (JAK3
ou 4 STATG), resultando na diferenciacdo em células do tipo Th2 e troca de isotipo de

células B ao atuar em linfdcitos T e B, respectivamente (ABBAS et al,2008).

No sistema nervoso central a citocina IL-4 esta associada a uma resposta anti-
inflamatoria, juntamente a outras citocinas como TGFp, IL-10 e IL-1ra (antagonista IL-1)
(ALLAN e ROTHWELLLI., 2001) e a producgdo desta proteina é realizada pelos astrocitos
nas fases neonatal e adulta (HULSHOF et al., 2002; ACARIN et al., 2000). Estudos de Liu
e colaboradores (2000) demonstraram a presenga da subunidade o do receptor de IL-4 em
astrocitos reativos proxima a focos epilépticos e regides neoplésicas cerebrais. A atividade
in vitro desta citocina demonstrou um acéo redutora sobre citocinas pré-inflamatorias e a
ativacédo de microglia (FURLAN et al., 2000; PALUDAN et al, 1997).

A ativagdo de uma resposta Th2 promovida por IL-4, juntamente a outras citocinas
anti-inflamatorias, ird promover uma desvio de resposta imune, prevenindo a formacéo de
uma resposta do tipo Thl. A resposta Thl é caracterizada por uma agdo pro-inflamatdria
marcada pela produgdo de IL-1f e TNFo, portanto o aumento de IL-4 poderia
desempenhar um papel anti-convulsivo na epilepsia devido & promocdo de uma redugéo da
atividade inflamatoria provocada por um desvio do tipo de resposta imune de Thl para Th2
(NELMS et al., 1999; FURLAN et al., 2000; PALUDAN et al.,1997).

1.4.5 Interleucina 10 (IL-10)

A citocina IL-10 apresenta uma marcante atividade anti-inflamatéria, e age a partir

de ligagcbes com receptores de membrana IL-10R associado as cinases Jakl e Tyk2. A
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ligacdo desta citocina aos seus receptores ativa uma cascata de sinalizagdo que finaliza
com a passagem da proteina STAT na sua forma ativa para o interior do nucleo, ativando a

transcricdo e ativacdo de genes especificos (ABBAS et al, 2008).

A producdo de IL-10 é realizada principalmente por macréfagos ativados e células
T regulatérias. A agdo bioldgica destas proteinas consiste na inibicdo de moléculas de
MHCII em macrofagos e células dendriticas deste modo inibindo a apresentacdo de
antigenos para os linfocitos T que, consequentemente, deixam de ser ativados. A 1L-10
pode ainda inibir a produgéo de IL-12, e secundariamente inibindo o IFNy, um importante
promotor da resposta pré-inflamatéria. A 1L-10 possui uma agdo inibitdria sobre a NADH
oxidase, uma enzima apresenta potencial regulatério sobre a produgdo de TNFa que
medeia a formac&o das espécies reativas de oxigénio (ROS). A IL-10 é também um potente

inibidor da ativagdo de NFkB, um importante ativador de microglia (QIAN et al., 2006).

1.4.6 Fator de Transformacéo e Crescimento f (TGF)

O TGFp possui uma importante fun¢do supressora do sistema imunoldgico
promovendo a inibi¢do, e ativagdo de linfocitos e de outros leucdcitos. A producdo e
secrecdo desta proteina é realizada pelas células T e macrofagos estimulados. A via de
sinalizagdo ativada pela ligagdo de TGFp ao seu receptor (TGFB-R) proporciona a ativagao
citoplasmética e translocacdo nuclear do complexo Smad2/Smad4 (SIDDIQUI et al.,
2004), possibilitando a inducdo de formas epilépticas ativas (CACHEAUX, 2009). Ao
acessar o interior do nucleo este complexo ira atuar ativando diversos genes relacionado a
ativacéo de vias de sinalizacdo pro-inflamatdrias como sistema complemento e NFkB, e a
inibicho de  genes relacionados a regulagdo da producdo de neurotransmissores
GABAégicos e de receptores NMDA, promovendo uma regulacdo negativa dos canais
ibnicos dependentes de voltagem (Ca’,CI',K"). A juncdo de todo este quadro indica a
promocdo de uma elevada atividade epileptogénica. As mesmas vias de sinalizagdo de
TGFp podem ser ativadas pela simples liga¢cdo de albumina ou anticorpos sorolégicos ao

receptor desta citocina, um achado comprovado nos estudos de Cacheaux (2009).

25



A resposta inflamatoria apresenta um papel determinante no desenvolvimento da
epilepsia e a manifestacdo das CER. Ainda ndo foi totalmente elucidado se as crises
epiléticas sdo geradas a partir dos episodios de inflamacéo neural ou se as crises que
promovem a inflamag&o. Neste caso, as CERs alteram o micro ambiente neuronal
desencadeando a ativacdo de microglia e outros grupos celulares, promovendo a liberagdo
de fator, culminando com a génese da neuroinflamacéo. Dentro desta dificil defini¢do, o
equilibrio entre as respostas prd e anti-inflamatdria desempenha um importante papel na
regulacdo da excitabilidade neuronal e no desenvolvimento das CERs (VEZZANI et al,
2011).
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A figura 3 ilustra uma visdo geral da resposta inflamatdria e a sua interagcdo com o

sistema nervoso.
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Figura 3: Interagdes entre resposta inflamatoria e a neuroinflamagéo (modificado de VEZANNI et al., 2011)
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1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA

A utilizagdo de modelos experimentais tem como objetivo a mimetizagdo da
condicao patolégica humana, de modo a possibilitar a aplicacdo de intervencfes almejando
trazer beneficios curativos ou uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos
que a promovem. Os modelos experimentais de epilepsia induzem uma cascata de eventos
moleculares e estruturais que modificam propriedades neurais intrinsecas que resultam na
formacdo de uma rede neural favordvel ao desenvolvimento da epilepsia. O
estabelecimento desta nova rede neural € iniciado pela indugdo do SE, provocando uma
lesdo cerebral de elevada capacidade epileptogénica, equivalente ao encontrado no ser
humano (MATHERN et al.,1996).

Os modelos experimentais de epilepsia apresentam uma marcante atividade
epileptiforme observados atraves de exames eletroencefalograficos que sdo semelhantes
aos achados clinicos presente durante uma crise epiléptica (LOUIS et al., 1987). Estes
modelos podem ser definidos como agudos ou cronicos de acordo as crises convulsivas
apresentadas. Em modelos agudo as crises epilépticas encontram-se apenas no momento da
inducéo do SE, sendo em seguida bloqueadas por um inibidor especifico (VENTURIN,
2009). No modelo cronico, a apresentacdo das crises perdura por um periodo mais longo
apods a inducdo, recorrendo em intervalos varidveis e podendo perpetuar durante toda a vida
do animal (CAVALHEIRO e LEITE, 1991; SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000).

O desenvolvimento experimental deste modelo pode ser classificado em dois
grandes grupos, a epilepsia genética e epilepsia adquirida (sintomética). O modelo genético
é desenvolvido experimentalmente através de mutagdes pontuadas ou animais com genes
silenciados que desencadeiam uma cascata de sinalizagcdo fornecendo as condigdes
necessarias para o desenvolvimento da epilepsia (SUZUKI, 2004), apresentando CER. Por
sua vez, os modelos sintométicos diferenciam-se inicialmente das epilepsias genéticas por
apresentar uso de animais inicialmente sadios. Os animais quando submetidos ao SE,
mediante aplicacdo de pilocarpina, acido cainico ou eletro-choque, desenvolvem um

quadro patoldgico caracterizado por manifestagdes motoras especificas (crises) que séo
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interrompidas com o uso de anti-convulsivante. Em seguida, 0s animais submetidos ao
agente indutor passam por um periodo varidvel de auséncia de crises (de dias ou meses) e
ressurgem com as CER que pode durar toda a vida do animal (COULTER et al., 2002). O
emprego dos modelos de epilepsia adquirida pode ser utilizado no estudo tanto de fase

aguda quanto de fase cronica da patologia.

1.5.1 Modelo de epilepsia induzida por pilocarpina

A inducéo da epilepsia poder ser realizada utilizando diferentes fArmacos, porém o
emprego do cloridrato de pilocarpina como agente indutor tem a capacidade de reproduzir
condi¢Bes necessérias ao desenvolvimento de um quadro sintomatico com alteracdes
morfoldgicas idénticas as observadas no tecido epiléptico humano (CAVALHEIRO e
LEITE, 1991).

A pilocarpina é um alcaldide extraido das folhas da Pilocarpus jaborandi e
Pilocarpus microphillus, plantas encontradas nas florestas da América do Sul. Ao ministrar
este alcal6ide ocorrerd a promogéo da ativacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos
do subtipo M1 (SANBRIA e CAVALHEIRO, 2000), localizado na camada do cortex
entorrinal ampliando o influxo de célcio, causando uma despolarizacdo da membrana e o
disparo repetitivo dos neurbnios, acompanhado de atividade pos-sinaptica (KLINK e
ALONSO, 1997).

A atividade neuronal intensa promove a ativagdo secundéaria do sistema
glutamatérgico promovendo a¢Bes excitotoxicas no hipocampo e estruturas adjacentes. O
dano neural agudo resultante da acdo excitotoxica somado as alteracBes moleculares
resultam em morte celular, reorganizacdo sinéptica (sinaptogénese) e neurogénese na
regido do giro denteado, promovendo também mudangas em propriedades
eletrofisioldgicas. Este conjunto de alteracdes circuitarias compde o estado epileptogénico
do tecido hipocampal (SANBRIA e CAVALHEIRO, 2000).
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Ao receber uma dose unica de pilocarpina os animais permanecem em um estado
SE duradouro. Este evento deve apresentar um tempo minimo de aproximadamente 30 min
e é caracterizado pela presenca de crises epilépticas de intensidade varidvel, podendo
apresentar imobilidade, movimentos bucofaciais, abalos de extremidade, ataxia e
culminando com as crises tonico-clonicas (crise generalizada com perda de consciéncia).
Este periodo agudo é seguido de um periodo silencioso denominado periodo de laténcia.
Na epileptogénese séo apresentadas diversas alteragOes estruturais na regido hipocampal
tornando possivel a génese das CER na fase cronica da doenga (CAVALHEIRO e LEITE,
1991).

1.6 TERAPIA CELULAR

Terapia celular € o conjunto de métodos e abordagens tecnoldgicas com a utilizacdo
de células no tratamento de doencas como: diabetes melito, cancer, pneumopatias, doencas
genéticas, cardiacas e neurodegenerativas. A terapia com células-tronco tem despertado
maior interesse na comunidade cientifica devido a capacidade que essas células
indiferenciadas possuem de preservar sua propria populacéo e de se diferenciar em células

dos diversos tecidos (ZAGO, 2005).

1.6.1 Células-tronco

O desenvolvimento corpéreo se inicia na fase embrionaria ap6s a formacdo do
zigoto, resultado da fecundacdo dos gametas parentais. Este componente celular ao ser
formado apresenta uma intensa divisdo, seguido em um segundo momento por uma
marcante diferenciagcdo celular, originando assim a enorme diversidade orgéanica. Esta
capacidade é necessaria para o desenvolvimento corpdreo, mas apresenta uma significativa
reducdo deste potencial ao atingir maturagdo. Tecidos especializados apresentam um
controle homeostatico da sua populacdo celular na fase adulta, realizando assim a
reposicdo das células mortas pelo processo de envelhecimento ou dano tecidual. A

plasticidade celular encontrada nas células do zigoto ainda permanece na fase adulta em
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alguns especializados (ex: medula dssea, figado e epitélio). A capacidade de diferenciagdo
na fase adulta e embrionaria apresenta uma relacéo direta com as células-tronco (FUCHS e
SEGRE, 2000).

Células-tronco apresentam caracteristicas que as distinguem dos demais tipos celulares
encontrados no organismo, como o carater indiferenciado e ndo-especializadas destas
células, permitindo a sua multiplicacdo e mantendo uma populagéo indiferenciada por
longo periodo (tanto in vivo quanto in vitro). Estas particularidades permitem que, diante
de um estimulo ambiental, estas células apresentem a capacidade de originar multiplas
populacdes celulares idénticas, agregadas a um enorme potencial de diferenciagdo. Elas
possuem a capacidade de realizar divisdes assimétricas originando novos precursores com
capacidade restrita de diferenciacdo, ao mesmo tempo em que repdem a populacdo de

células-tronco com a producéo de células indiferenciadas (auto-renovagdo) (ZAGO, 2006).

Inimeras séo as fontes de células-tronco e encontrar a mais apropriada para uso terapéutico
depende da investigacdo de diversos fatores como suas caracteristicas fenotipicas,
potencial de diferenciacdo, sua capacidade de proliferacdo e estabilidade citogenética,
quando expandidas in vitro. As células-tronco sdo classificadas como embrionarias ou

adultas de acordo com sua fonte e estagio de desenvolvimento (DAN et al., 2008).

1.6.2 Células-tronco adultas

Segundo relatos, as células-tronco adultas podem assumir caracteristicas de células
que se desenvolvem a partir da mesma camada germinativa priméria ou de camadas
diferentes (Figura 5). Muitos experimentos que envolvem a plasticidade demonstram que
células-tronco derivadas da medula dssea, que é proveniente do mesoderma podem se
diferenciar em outros tecidos provenientes da mesma camada, tais como: do mdsculo
esquelético, do musculo cardiaco e do figado; mas também podem se diferenciar em tecido
neural, que é derivado de camada embrionéria diferente: o ectoderma (BRAZELTON et
al., 2000).
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Na medula 6ssea podem ser observadas trés populacdes de células-tronco: as

hematopoiéticas, as mesenquimais (estromais) e provavelmente células progenitoras

endoteliais (SHI et al.,1998). As hematopoiéticas sdo responsaveis pela formacao do tecido

sanguineo e as células mesenquimais encontram-se imersas no estroma medular e podem

dar origem a diferentes tipos celulares (KORBLING et al., 2003).
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Figura 5: Evidéncia de plasticidade de células-tronco adultas (WINSLOW, 2001).

1.6.3 Terapia celular em modelos de epilepsia

O transplante de células-tronco e a mobilizacdo de células-tronco enddgenas tém

sido estudados como potencial terapia para varias doencas neuroldgicas, tais como a

esclerose lateral amiotréfica, doenca de Huntington, doenca de Parkinson, acidente
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vascular cerebral, esclerose mdultipla, lesdéo medular, degeneracdo muscular e epilepsia
(MARIE e OBA-SHINJO, 2006).

O desenvolvimento da epilepsia implica na perda progressiva de subpopulagbes
neuronais, consequentemente apresentando alteracdes da homeostase, podendo progredir
com perdas funcionais importantes. As CMO compreendem as células hematopoiéticas e
as ndo-hematopoiéticas, ambas possuem plasticidade, potencial de auto-renovagdo e
diferenciacdo e por isso tem sido sugerido a utilizacdo de CMO em terapia celular
(CAMOZZATO, 2009). A capacidade de diferenciagcdo das CMO em células microgliais
(EGLITIS e MEZEY, 1997) e neurdnios in vitro (BRAZELTON et al., 2000; MEZEY et

al., 2000) caracterizam a possivel aplicabilidade na epilepsia.

Utilizando células-tronco neurais, Chu e colaboradores (2004) demonstraram que a
administracdo venosa é capaz de reduzir em 87% as crises epilépticas em ratos submetidos
ao SE. Em 2005 estudos realizados por Ruschenschmidt e colaboradores demonstraram
que o transplante de células-tronco embrionarias na regido hipocampal de ratos epilépticos
apresentam pouca capacidade migratorias porém foi capaz de gerar potenciais de acdo. Em
modelo experimental de epilepsia por administracdo de acido cainico, Shetty e Hattiangady
(2007), demonstraram que o transplante com células-tronco neurais isoladas da regido
hipocampal apresentam capacidade de diferenciacdo em neurdnios e astrocitos, sendo que
algumas delas expressaram receptores GABAérgicos. Recentemente, 0 mesmo grupo
demonstrou que estas células diminuiram as CERs em 43% sendo que as CER grau V
diminuiram em 90% (WALDAU et al., 2010).

No nosso laboratério, células de medula dssea foram estudadas em modelo
experimental de epilepsia. Foi demonstrada a distribuicdo das CMO no cérebro de ratos
quiméricos, na fase aguda, apés SE induzido por pilocarpina. As células GFP™ derivados
da medula dssea foram encontradas por todo o cérebro, principalmente no hipocampo,
apresentando caracteristicas de microglia (LONGO et al., 2010). No modelo da epilepsia
aguda também foi demonstrando que o transplante venoso de células da medula déssea foi
capaz bloquear o aparecimento das CER, preservando os neurbnios do hipocampo,

mantendo as sinapses da circuitaria hipocampal (COSTA-FERRO et al., 2010). A partir
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destes dados, a busca por respostas sobre o mecanismo de acdo destas células norteou o

desenvolvimento do nosso presente trabalho.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial das células mononucleares de medula dssea na reducdo da

inflamacéo e da perda neuronal na fase aguda da epilepsia experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o efeito da terapia com CMO sobre a modulagdo da resposta inflamatéria

cerebral em modelo de epilepsia em camundongos.

- Avaliar o potencial da terapia com CMO na reorganizagéo cito-arquitetonica na regido

hipocampal.

- Comparar os efeitos da administracdo das CMO integras com o lisado de CMO.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss Webster machos adultos (55-65 dias, peso
35-48¢), procedentes do Centro de Biotecnologia e Terapia Celular - CBTC. Os
experimentos realizados seguiram as normas éticas de pesquisa com animais estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), visando minimizar
quaisquer sofrimentos aos animais utilizados. Todo o protocolo experimental planejado
para este estudo foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica no Uso Animal do referido

centro de pesquisa, recebendo ap6s aprovacdo a numeragdo 05/11.

Os camundongos foram mantidos sob iluminacgéo e temperatura controladas (ciclo
de 12 h claro-escuro) e temperatura de 21° + 2 com alimentacdo e 4gua a libitum. Os
animais foram divididos em 4 grupos: 1) Controle (n=18), ndo induzidos; 2) Salina-SE
(n=15), animais submetidos ao SE ndo transplantados, recebendo salina no lugar das
células por via endovenosa pelo plexo orbital; 3) Salina-Lisado (n=15), animais
submetidos ao SE e transplantados com células mononucleares lisadas por choque térmico;
4) SE-CMO (n=15) ,transplantado com células mononucleares da medula dssea por via
endovenosa pelo plexo orbital. Os animais dos grupos 2, 3 e 4 foram submetidos a inducédo
do SE mediante a aplicacdo de pilocarpina em seguida transplantados com as células
mononucleares integras ou lisadas. Por fim, os animais foram sacrificados nos tempos 12

h, 24 h e 7 dias apos o transplante.

3.2 MODELO DE EPILEPSIA INDUZIDO POR PILOCARPINA

Os animais dos grupos SE-Salina, SE-CMO e SE-Lisado receberam
metilescopolamina 1 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) (Boehringer,Ingelheim Germany,
Binger, Germany, cat, 5194), este pré-tratamento tinha como objetivo atenuar as
manifestacGes periféricas da pilocarpina. Decorridos 30 minutos, ambos 0s grupos

receberam 220 mg/kg de cloridrato de pilocarpina (i.p.) (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Foi
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considerado SE quando o animal atingiu o grau V da escala de Racine (Racine, 1972),
apresentando convulsdes tdnico-cldnicas sustentadas. Aproximadamente 120 minutos apds
a instalagdo do SE, foi injetado 10 mg/kg de diazepam (Santiasa Laboratorios
Farmacéuticos, Bauru, S&o Paulo, BR, cat:0801019) (i.p) para interromper as crises em

ambos o0s grupos.

3.3 PREPARO E TRANSPLANTE DAS CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA
OSSEA

As células mononucleares de medula 6ssea utilizadas foram obtidas a partir de 30
camundongos C57BL/6 EGFP objetivando o transplante em 15 animais do grupo SE-CMO
e 15 animais do SE-Lisado. A escolha desta fonte transgénica de célula doadora se deu
devido & expressdo da proteina verde fluorescente no citoplasma desta célula, de modo a
poder ser facilmente identificada no tecido com ajuda de anticorpos (imunofluorescéncia)
ou por primers especificos (PCR). Para a obtencdo destas células inicialmente os
camundongos foram anestesiados com Ketamina/Xilazina (50mg/cada) e em seguida
dissecados, isolando 0s 0ssos longos e tibia. A tibia e o fémur foram utilizados como fonte
de células-tronco devido & fécil obtencdo de um grande nimero de células nestas regides
Osseas. As epifises foram seccionadas permitindo a lavagem da cavidade dssea obtendo-se
um lavado de medula que foi ressuspenso em DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium
— GibcoBRL, cat11054) sem soro e centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos. O pellet
obtido foi ressuspendido em DMEM sem soro, adicionado gentamicina e transferido para
um tubo de 15 mL com a adigdo de Ficoll-Paque (densidade 1.077 g/mL - G&E,
cat:171440-02) na mesma proporgéo da suspensdo utilizada (diluico Ficoll: meio de 1:1),
evitando que as duas fases liquidas se misturem. Esta mistura foi centrifugada a 2.000 rpm
durante 15 minutos a temperatura ambiente, sem freio. A seguir, coletou-se o anel de
células na interface Ficoll-células e posto em uma ressuspengdo em solu¢do DMEM com
gentamicina, respeitando a diluicdo 1:5 (CélulassDMEM). Centrifugou-se novamente a

1.500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, desprezando o sobrenadante.
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Apos a Ultima lavagem, o pellet foi ressuspenso em DMEM com 20% de soro fetal
bovino (SFB — StemCell Technology), e a viabilidade celular foi avaliada utilizando
Trypan Blue (GibcoBRL). Ao final, as CMO foram injetadas via plexo orbital dos animais
experimentais na concentracio de 1 x 10”. As células destinadas ao grupo Lisado seguiram
a mesma metodologia empregada no preparo das CMO, porém ao termino da quantificacdo
e avaliacdo da viabilidade estas células foram submetidas a lise celular por choque térmico.
O procedimento utilizado para efetuar a lise inicia-se com a transferéncia do contetdo
celular para um tubo de criopreservacdo. Em seguida, estas células foram submetidas a
episddios sequienciais de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em
banho-maria 37°C. Esta seqliéncia foi repetida até lise total das células, observada em
microscopio dptico (Olympus CKX4). A preparacdo de células lisadas foi administrada

pela mesma via utilizada no grupo SE-CMO.

3.4 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, ap6s estarem
anestesiados por a aplicagdo intraperitoneal da solugdo de quetamina (Ketamin-S+, da
Cristalia) 50 mg/mL e xilazina (Anasedan, da Vetbrands) 50 mg/mL na proporcéo de 0,1
mL/10 g de peso do animal. Ao atingir 0 maximo grau anestésico 0s animais tiveram o
sangue coletado através de pungdo cardiaca. Apds o sacrificio, os animais tiveram o
segmento cefalico manipulado em ambiente estéril (Fluxo Laminar da marca VECO,
cat:VVLFS-09) para evitar a degradacdo do material pela acdo de RNAses. Os encéfalos
foram retirados e tiveram os seus hemisférios separados para diferentes finalidades. Um
hemisfério de cada animal foi imerso em nitrogénio liquido para prover o répido
congelamento e evitar contaminagfes. Em seguida, foram armazenados para conservagdo
em freezer -80° C até o momento da extracdo de RNA das amostras. O outro hemisfério foi
fixado com formol 10% e posteriormente submetida inclusdo em blocos de parafina. As
secgOes obtidas deste material foram utilizadas para as marcagdes de imunofluorescéncia,

com o intuito de avaliar a migracgdo das células transplantadas e a perda neuronal.
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3.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA POR gRT-PCR (PCR QUANTITATIVO
EM TEMPO REAL)

3.5.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi isolado pelo método TRIZOL (Life technologies, EUA), de acordo
com a metodologia proposta pelo fabricante. Posteriormente, realizou-se checagem em gel
de agarose 1% e quantificagdo por espectrofotometria em comprimento de onda de 260

nm.

3.5.2 Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit de transcri¢do reversa High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Dois microgramas de RNA total
foram adicionados 5 pL de Random primers, 5 pL de 10X First Strand Buffer, 2 pL de
DNTP 10 mM, 3 pL de Enzima Multiscribe, todos da marca Applied Biosystems. Foi
adicionada agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) em quantidade suficiente para
completar um volume final de 50 pL. Essa mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos e a

37°C por duas horas. O armazenamento foi realizado a 4°C.

3.5.3 Analise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real

A andlise da expressdo dos genes codificadores de citocinas inflamatorias foi feita
por PCR em tempo real. As reacdes foram preparadas em placas de 96 pocos utilizando o
reagente Tagman Universal Master Mix (Applied Biosystems) e o equipamento 7500 Real

Time PCR System (Applied Biosystems).
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As sondas utilizadas e as reacdes de amplificacdo foram feitas de acordo com as
especificagdes propostas pelo fabricante. As reagfes foram preparadas em triplicatas em
um volume final de 20 pL. As condi¢es da reagdo para todos os genes avaliados
envolveram 10 minutos a 95°C para ativagdo da polimerase e quarenta ciclos a 95°C por
15 segundos e a 60°C por 1 minuto. O maximo coeficiente de variacdo permitido entre as
triplicatas foi de 1%. Nos casos em que esse valor for superior o experimento deveria ser

repetido.

A escolha dos normalizadores utilizados foi feita com o auxilio do programa

BestKeeper, disponivel no site http://gene-quantification.com/bestkeeper.htmL. Foram

testados trés potenciais genes normalizadores: TUBA1C, GAPDH e HPRT.

A quantificagdo relativa da expressdo génica foi realizada utilizando-se o modelo
matematico denominado delta CT. Neste modelo, é feita a comparagdo dos valores de CT
obtidos para uma determinada amostra de interesse e os valores de CT obtidos para uma
amostra calibradora ou de referéncia. Em ambos os casos, os valores de CT obtidos para o
gene alvo sdo normalizados com um gene enddgeno de expressdo constante ou similar em
todas as amostras avaliadas. Usando este método, os dados foram representados como
diferencas (em vezes) na expressao génica, que foi normalizada para um gene enddgeno de
referéncia e é relativa a um controle ou calibrador. No experimento, o calibrador usado foi
o valor da média da expressao dos genes nas células de animais do grupo controle. Foram

avaliados os genes: IL-1p, IL-4, IL-6, I1L10, TNFa e TGF.

3.6 IMUNOFLUORESCENCIA E MIGRAGCAO CELULAR

As avaliagbes a seguir foram realizadas em material incluido em parafina. Os
encéfalos foram seccionados em micr6tomo, para producéo de cortes de espessura de 3 pm
que foram desparafinizados com dilui¢des gradativas de alcool (100, 85, 70 e 30%). Ao
final da etapa foi realizada a recuperagdo antigénica por calor empregando a solugéo
retrieval antigenic (zymed, cat: 4-5000), de acordo com as especificacdes do fabricante.

Em seguida, foi efetuado o bloqueio da biotina enddgena utilizando o kit avidin-biotin
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(Vector laboratories Burlingame, US, cat: SP-2001), segundo o protocolo determinado
pelo fabricante. As laminas foram lavadas em PBS 3 vezes por 5 minutos cada, e em
seguida incubadas overnight (16 a 18h/ 4°C) com os anticorpos primarios para o marcador
de nucleo neuronal (NeuN, Neomarker, Fremont, CA 94538 USA, cat: MAB3778) e
receptor de IL-1 (IRAK 4, Cayman, Michigan, USA, cat :13845). Ao término da
incubacéo, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS tween e mais duas vezes com
PBS por 5 min, em cada uma das solugdes, e ao final incubadas com streptavidina
(Streptavidin A555, molecular probes cat: S-32355) e anti-rabbit 488 (Goat-anti-rabbit
conj. Alexafluor 488, Molecular Probes-Invitrogen, Carlsbad,USA A-11008) por 1 hora a
temperatura ambiente, revelando respectivamente NeuN e IL-1R. Por fim as laminas foram
mais uma vez lavadas PBS Tween e PBS, com informado anteriormente, e montadas com
meio especifico contendo o corante nuclear DAPI (VectaShield with DAPI, Vector
laboratories Burlingame US. cat: H1200). A avaliagdo da migragdo das células
transplantadas constituiu na busca da coloracéo verde fluorescente da proteina GFP, e com
esse objetivo as laminas foram montadas com o meio contendo o corante DAPI. A analise
do material foi efetuada através da observacdo das ldminas no microscopio confocal

(Olympus Fluoview 1000) fotografadas no aumento de 40x.

A quantificacdo neuronal atraves da marcacéo para NeuN e IL-1R foram efetuadas
a partir de 2 laminas de cada animal contendo 2 cortes em cada uma delas, em 5 animais
escolhidos aleatoriamente em cada grupo experimental. A contagem dos neurdnios
marcados foi realizada utilizando o software (Image pro plus verséo 7.1) em um quadrante

(AOI) de 104.400 um” nas trés regides de interesse, CA1, CA3 e hilo do GD.
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Objetivando sumarizar a metodologia apresentada, a Figura 6 ilustra de forma

simplificada as etapas realizadas neste estudo.

Transplante
Celular
({CMO e Lisado)
Via plexo orbital
Sacrificios Perda Neuronal
Metilescopolamina Pilocarpina Diazepam
Tmglk 220 10mg/k
- (m% g { lmg) { ma 9} : | | Expresséo
3 ! - ' B ! ' ! ! génica
e 30 120 Oh 12h 24h 7 dias
. i Quantificacdo
Status Epilepticus (SE) \L—WF&Q

Grupos Experimentais

-Controle -SE-Salina -5E-CMO  -5E- Lisado

Figura 6: Representacdo do desenho experimental: Os animais foram induzidos ao SE através da aplicacdo
de metilescopolamina, e pilocarpina. Ap6s 120 minutos as crises foram bloqueadas com diazepam. Os
animais foram divididos em 4 grupos. O grupo Salina constitui de animais normais ndo induzidos, enquanto
0s animais dos grupos, SE-Salina, SE-Lisado e SE-CMO, sdo animais epilépticos que foram transplantados
com células de medula dssea, lisada e integra, respectivamente. Os animais foram sacrificados nos tempos de

12 e 24 horas e 7 dias, sendo avaliada a perda neuronal, e a expressdo génica de citocinas inflamatdrias .

3.7. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com o uso do software Graph-
Pad Prisma (versdo 4.01, GraphPad Software Inc.EUA) e os dados foram expressos na
forma de media (+ erro padréo), onde valores de P menores de 0,05 sdo considerados
estatisticamente significantes.. A andlise da expressdo génica através da metodologia RT-
PCR utilizou como ferramenta estatistica o teste ANOVA de duas vias com pés-teste
Bonferroni. As quantificaces de perda neuronal tiveram suas analises utilizando ANOVA
de uma via com pos-teste de Turkey, enquanto as quantificagdes de receptor IL-1 (IL-1R)

utilizaram ANOVA de uma via com pos-teste de Turkey.
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4 RESULTADOS

4.1 INDUCAO DO MODELO DE EPILEPSIA

Para realizacdo deste experimento foram utilizados 78 camundongos swiss (60
induzidos e 18 controles), apds a submissdo do SE com uma Unica dose de pilocarpina
observou-se uma mortalidade de aproximadamente 48%. Devido a esta elevada
mortalidade, foi necessaria a inducdo de novos grupos experimentais. Assim, foram
induzidos 3 grupos de 30 animais para compor os experimentos de 12 h, 24 h e 7 dias pos-
transplante, além do uso de 18 animais controle, resultando em 6 animais para cada tempo
de sacrificio realizado. Os animais empregados em nosso estudo apresentaram uma média
de peso (g) de 40,26 + 0.90 e idade média 60 dias. A média do tempo de laténcia (min) das
crises durante o SE foi de 12,18 + 1,71.

4.2 EXPRESSAO DE CITOCINAS NO CEREBRO

Os resultados a seguir representam a variagdo de expressdo das citocinas pro- e
anti-inflamatdrias avaliadas neste trabalho através da metodologia de qRT-PCR. As
citocinas pré-inflamatorias mensuradas foram: IL-1f, IL-6 ¢ TNFo, enquanto as anti-
inflamatdrias foram: IL-4, IL-10 e TGFB. Os dados representam, em valores relativos a

quantidade de vezes a expressdo de RNAm para as citocinas inflamatorias analisadas.

4.2.1 Avaliacédo da expressdo cerebral de IL-1§

A quantificacdo de IL-1p ap6s 12 h do SE indica uma elevacdo de ~15 vezes na
expressdo desta interleucina no grupo SE-Salina em relagdo ao grupo Controle (p<0,001).
O comparativo do grupo SE-Lisado com o Controle revelou um aumento de ~20 vezes na
expressdo do gene desta citocina (p<0,001). Em oposi¢édo aos achados citados, o grupo SE-

CMO apresentou uma reduzida expressdo do gene de IL-1pB, semelhante aos animais
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Controle, ndo apresentando diferenca estatistica entre os dois grupos. O comparativo entre
os dois tratamentos celulares empregados demonstrou uma clara distingéo entre os SE-
Lisado e SE-CMO, apresentando de um aumento de expressdo em ~7 vezes do grupo

Lisado.

Apos 24 horas do SE foi observada uma elevagdo da expressdo de RNAm no grupo
SE-Salina, encontrado aumento de ~9 vezes na expressdo de IL-1B em comparagdo ao
grupo Controle. Neste periodo, os demais grupos experimentais (SE-Salina-CMO e SE-
Lisado) apresentaram valores de expressdo semelhante ao grupo Controle, ndo havendo

diferenca estatistica entre eles.

A andlise da expressdo de IL-1B ndo apresentou diferenca estatistica significante

entre 0s grupos no periodo de 7 dias apds o SE (Figura?).

AAA
|
25+ -
20_ ke
Q
15
% 104
5 T
olcmrme—m NINNse  FAFmES EHEE
12h 24h 7d 12h 24h 7d 12h 24h 7d 12h 24h 7d
Controle SE-Sdina SE-CIVD SE-Lisado

Figura 7: Quantificacdo da expressdo de RNAm da citocina IL-1p no cérebro de camundongos. O grafico
apresentado em barras ilustra os valores de média + DP (nimero de vezes expresso) dos grupos Controle
(n=6), SE-Salina (n=5), SE-CMO (n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 12 h, 24 h e 7 dias ap06s a sua
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inducdo. Foi utilizado nesta analise o teste ANOVA de 2 vias seguido de pos-teste de Bonferroni. Os valores
de significancia encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia
(***p<0,001); comparativos ao grupo SE-Salina receberam o simbolo (#p<0,01). Os comparativos realizados
ao grupo SE-CMO foram simbolizado por (AAA p<0,001).

4.2.2 Avaliacdo da expresséo cerebral de IL-4

A analise da expressdo do gene da interleucina 4 revelou um perfil de similaridade
entre 0s grupos Controle e SE-Salina, quando avaliados 12 h apds a inducdo do SE. Em
oposicdo a este achado, foi encontrado uma expressédo ~ 4 vezes maior nos grupos SE-

CMO e SE-Lisado comparado aos grupo Controle e SE-Salina (p<0,001).

A avaliagdo da expressdo do gene de IL-4 nos periodos de 24 h e 7 dias mostrou-se
semelhante em todos grupos experimentais analisados, ndo apresentando diferenca

estatistica entre eles (Figura 8).
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Figura 8: Quantificacdo da expressdo de RNAm da citocina IL-4 no cérebro. O grafico apresentado em
barras ilustra os valores de média + DP (nimero de vezes expresso) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina
(n=5), SE-CMO (n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 12 h, 24 h e 7 dias apds a sua inducdo. Foi utilizado
nesta analise o teste ANOVA de 2 seguido de pds-teste de Bonferroni Os valores de significancia
encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia (***p<0,001);

comparativos ao grupo SE-Salina receberam o simbolo (###p<0,001).
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4.2.3 Avaliacdo da expresséo cerebral de IL-6

Apos 12 h do SE, a analise da IL-6 revelou uma elevada diferenca de expressao nos
grupos SE-Salina e SE-Lisado quando comparados ao controle experimental, aumentando
respectivamente ~35 vezes e ~ 43 vezes (p<0,001). No grupo SE-CMO a expressao do

gene de IL-6 apresentou um aumento de ~11 vezes em comparagéo ao controle (p<0,01).

Apbs 24 h da inducdo do SE observamos o grupo SE-Salina apresentou uma
aumento de ~35 vezes na expressdo de IL-6 comparada ao grupo Controle (***p<0,001).
O grupo tratado com CMO apresentou um aumento em ~11 vezes da expressdo desta
citocina comparado ao grupo Controle (p<0,01). No grupo tratado com lisado celular (SE-
Lisado) observou-se uma elevagdo de ~26 vezes na expressdao de IL-6 em relagdo ao
controle (p<0,001), e uma expressdo ~2 vezes maior que a encontrada no grupo SE-CMO
(p<0,01).

Apo6s 7 dias da inducéo do SE foi observado um perfil de similaridade entre os

grupos estudados. A comparacéo entre os diferentes valores de expressdo desta interleucina

ndo demonstrou diferenca estatistica entre grupos neste ultimo periodo (Figura 9).
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Figura 9: Quantificacdo da expressdo de RNAm da citocina IL-6 no cérebro. O grafico apresentado em
barras ilustra os valores de média + DP (nimero de vezes expresso) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina
(n=5), SE-CMO (n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 12 h, 24 h e 7 dias apds a sua induc¢do. Foi utilizado
nesta analise o teste ANOVA de 2 seguido de pos-teste de Bonferroni. Os valores de significancia
encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia (***p<0,001; *p<0,5);
comparativos ao grupo SE-Salina receberam o simbolo (###p<0,001). Os comparativos realizados ao grupo
SE-CMO foram simbolizado por (AA p<0,01; AAA p<0,001)

4.2.4 Avaliacdo da expressdo cerebral de I1L-10

A avaliagdo da expressdo de de RNAm para a citocina IL-10 foi semelhante nos
grupos Controle e SE-Salina. Apés 12 h do SE foi possivel observar nos referidos grupos
reduzidos titulos de expressdo para a interleucina 10. Em contrapartida um aumento
significativo da expressédo desta citocina foi encontrado nos grupos SE-CMO e SE-Lisado,

respectivamente ~ 3 e ~ 5 vezes comparado ao controle (p<0,001).

No periodo de 24 h ap6s a indugdo do SE foi encontrado um reduzido valor de

expressdo desta interleucina nos grupos Controle, SE-Salina e SE-CMO. No grupo SE-
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Lisado a expressdo de IL-10 foi de ~3 vezes maior que o grupo Controle do mesmo

periodo (p<0,05).

Apos 7 dias do SE foi possivel observar uma perfil de semelhanga entre os grupos

avaliados caracterizado pelo auséncia de diferenca estatistica neste tempo (Figura 10).
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Figura 10: Quantificagdo da expressdo de RNAm da citocina IL-10 no cérebro. O gréafico apresentado em
barras ilustra os valores de média + DP (nimero de vezes expresso) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina
(n=5), SE-CMO (n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 12 h, 24 h e 7 dias apds a sua inducdo. Foi utilizado
nesta analise o teste ANOVA de 2 vias, seguido de pds-teste de Bonferroni. Os valores de significancia
encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia (***p<0,001;*p<0,05);
comparativos ao grupo SE-Salina receberam o simbolo (###p<0,001). Os comparativos realizados ao grupo
SE-CMO foram simbolizado por (AA p<0,01).

4.2.5 Avaliacao da expresséo cerebral de TGFp

Os valores de expressdo de RNAm para TGFp no periodo de 12 h apds a indugéo
do SE apresentam-se igualmente estaveis nos grupos Controle e SE-Salina. A andlise dos

valores médios de SE-CMO indicou uma elevagdo desta expressdo em ~3 vezes (p<0,01),
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aumento que se faz presente também no grupo SE-Lisado em ~ 2,6 vezes (p<0,05), ambos
comparados ao controle experimental. No periodo de 24 h ap6s a inducdo foi observada a
reducdo da expressdo de TGFf nos grupos SE-CMO e SE-Lisado, indicando um retorno

aos niveis basais.

A avaliagdo 7 dias apd6s o SE apresentou uma reduzida expressdo de TGFpB nos
grupos Controle, SE-Salina e SE-CMO. O grupo SE-Lisado destacou-se por apresentar
uma expressdo de TGF ~3,3 vezes maior que os valores médios encontrado em no grupo
Controle (p<0,01) (Figura 11).
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Figura 11: Quantificacdo da expressdo de RNAm da citocina TGFp no cérebro. O gréafico apresentado em
barras ilustra os valores de média + DP (nimero de vezes expresso) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina
(n=5), SE-CMO (n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 12 h, 24 h e 7 dias apds a sua inducdo. Foi utilizado
nesta analise o teste ANOVA de 2 vias seguido de pds-teste de Bonferroni. Os valores de significancia
encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia (**p<0,01; *p<0,05);
comparativos ao grupo SE-Salina receberam o simbolo (## p<0,01). Os comparativos realizados ao grupo
SE-CMO foram simbolizado por (A p<0,05).
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4.2.6 Avaliacdo da expresséo cerebral de TNFa

Apo6s 12 h da inducdo do SE foi observado um aumento de ~ 62, ~ 65 e ~ 48 vezes na
expressaio de RNAmM para TNFo nos grupos SE-Salina, SE-CMO e SE-Lisado,

respectivamente, quando comparados ao grupo Controle experimental (p<0,001).

Apos as primeiras 24 h, os dados apresentados mostram que a inducdo da epilepsia
foi capaz de perpetuar os altos niveis de expressdo de TNFa nos grupos tratados, diferindo
significativamente do controle experimental. O grupo SE-Saline apresentou uma expressao
~ 64 vezes aumentada em relacéo ao grupo Controle (p<0,001). As analises revelaram uma
reducdo da expressdo de RNAm para TNFa nos grupos SE-CMO e SE-Lisado.

A anélise dos resultados obtidos no periodo de 7 dias ap6s o SE permitiu observar uma

reducdo na expressao desta citocina em todos os grupos avaliados. (Figura 12).
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Figura 12: Quantificacdo da expressdo de RNAm da citocina TNFa no cérebro. O gréafico apresentado em
barras ilustra os valores de média + DP (nimero de neurdnios/campo) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina
(n=5), SE-CMO (n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 12 h, 24 h e 7 dias apds a sua inducdo. Foi utilizado
nesta analise o teste ANOVA de 2 vias seguido de pos-teste de Bonferroni. Os valores de significancia
encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia (***p<0,001;* p<0,05);
comparativos ao grupo SE-Salina receberam o simbolo (###p<0,001). Os comparativos realizados ao grupo

SE-CMO foram simbolizado por (Ap<0,05)
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A Tabela 1 apresenta um resumo dos dados de expressdo de citocinas no cérebro

obtidos no presente estudo.

Tabela 1: Sumério dos achados da expressao de citocinas no cérebro

12 horas 24 horas 7 dias
SE SE SE SE SE SE SE SE SE
Salina | CMO | Lisado | Salina | CMO | Lisado | Salina | CMO Lisado

IL-1 B +++ - +++ ++ - - - - -
IL-6 +++ + +++ +++ + +++ - - -
TNFa, +++ +++ +++ +++ + + - - -
TGF B - ++ ++ - - - - - ++
IL-4 - +++ +++ - - - - - -
IL-10 - +++ +++ - + + _ _

Expressao baixa (-), moderada (+), elevada (++) e muito elevada (+++).

4.3 AVALIACAO DA PERDA NEURONAL

Os resultados obtidos constituem uma andlise do hipocampo através da
quantificagdo neuronal das regides de CA1, CA3 e hilo do GD, possibilitando a observagédo
do efeito dos diferentes tratamentos 24 h e 7 dias apos a indugdo do SE. Os resultados

dessa analise encontram-se estratificados por regido anatdmica.
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Figura 13: Painel com microfotografias da quantificagcdo da perda neuronal na regido hipocampal 24 h ap6s
o SE. (A) exemplo de um hipocampo do animal controle. As subareas de CAl, CA3 e do hilo do GD
nos grupos (B) SE-Salina, (C) SE-CMO e em (D) SE-Lisado. Em azul, marcador nuclear Dapi e em

vermelho, o marcador neuronal NeuN. Calibracdo de 100pm (aumento de 40x1).
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4.3.1 Avaliacdo neuronal da regido CAl

A quantificacdo neuronal realiza na regido anatdmica de CA1 encontrou valores de
134.4 + 3.40 (AOI:104,400 um?) no grupo Controle. A quantificacdo da regido de CA1l
permitiu identificar diferencas estatisticas entre o controle e os grupos SE-Salina e SE-

Lisado (p<0,001), no grupo SE-CMO a quantificacdo foi semelhante ao controle.

Apos 24 h apo6s o SE foi encontrada uma reducdo de 64% no nimero de neur6nios
no grupo SE-Salina quando comparado ao controle (p<0,001). Nos animais tratados com
células mononucleares (SE-CMO) néo foi observado perda neuronal. Ao comparar 0S
grupos SE-Salina e SE-CMO constatou-se que o SE-Salina apresentou uma maior perda
(p<0,001). No grupo SE-Lisado a perda neuronal foi maior quando comparada aos grupos
Controle e SE-CMO (p<0,001).

Apos 7 dias da aplicacdo do agente indutor da epilepsia, observa-se uma reducéo de
61% no grupo SE-Salina quando comparados ao grupo Controle. Nos grupos tratados com
CMO e lisado celular (SE-Lisado), apenas o grupos SE-Lisado apresentou uma perda
celular significativa (p<0,001) em relagdo ao controle (Figura 14).
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Figura 14: Quantificacdo de perda neuronal na regido anatbmica de CA1. Avaliagdo do nimero de neurénios
por campo em camundongos submetidos ao SE por pilocarpina. O grafico apresentado em barras ilustra os
valores de média + DP (nimero de neurdnios/campo) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina (n=5), SE-CMO
(n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 24 h e 7 dias ap6s a sua indugdo comparados ao grupo Controle, ndo
induzido. Foi utilizado nesta analise o teste ANOVA de uma via seguido do pés-teste de Turkey. Os valores
de significancia encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia
(***p<0,001;**p<0,01); comparativos ao grupo SE-Salina 24 horas receberam o simbolo (###p<0,001). Os
comparativos realizados ao grupo SE-Lisado foram simbolizado por (AAAp<0,001). Por fim os comparativos

ao grupo SE-Salina 7 dias apresentaram-se com o simbolo (ao p<0.01).

4.3.2 Avaliacdo neuronal da regido CA3

A avaliagdo neuronal desta regido revelou uma reduzida perda neural no periodo de
24h ap6s o SE, sendo possivel observar uma homogeneidade no nimero de neurdnios nos

diferentes grupos, ndo possuindo diferenca estatistica entre 0s grupos.

A andlise no tempo 7 dias mostrou uma reducgdo de 79% no nimero de neurdnios
do grupo SE-Salina quando comparado ao grupo Controle (p<0,001). Os grupos tratados
com CMO e Lisado apresentaram uma menor perda neural em relagdo ao controle. (Figura
15).
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Figura 15: Quantificacdo de perda neuronal na regido anatémica de CA3. Avaliagdo do nimero de neurdnios
por campo em camundongos submetidos ao SE por pilocarpina. O grafico apresentado em barras ilustra os
valores de média + DP (nimero de neurdnios/campo) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina (n=5), SE-CMO
(n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 24h e 7 dias apos a sua indugdo comprados a um grupo Controle, ndo
induzido. Foi utilizado nesta analise o teste ANOVA de uma via seguido de pos-test Turkey. Os valores de
significancia encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia
(***p<0,001); os comparativos ao grupo SE-Salina 7 dias apresentaram-se com o simbolo (oo p<0.01); e os

comparativos com o grupo SE-Lisado apresentaram o simbolo (6 p<0,5).

4.3.3 Avaliacdo neuronal da regiéo do hilo do giro denteado

A quantificagdo neuronal realizada na regido do hilo do giro denteado foi
caracterizada pela reduzida variagdo entre os grupos. O comparativo deste grupo com 0s
demais apresentou diferenca estatistica apenas com o grupo SE-Lisado 24 h, com uma
reducdo 47% (p<0,001) no nimero de neurdnios em relagdo ao controle. Apds 7 dias da
indugdo do SE ndo foi demonstrado uma perda neuronal significante entre 0s grupos
(Figura 16).
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Figura 16: Quantificagdo de perda neuronal na regido anatémica do hilo. Avaliagdo do nimero de neurénios
por campo em camundongos submetidos ao SE por pilocarpina. O grafico apresentado em barras ilustra os
valores de média + DP (nimero de neurdnios/campo) dos grupos Controle (n=6), SE-Salina (n=5), SE-CMO
(n=7) e SE-Lisado (n=6) nos tempos de 24 h e 7 dias ap6s a sua indu¢do comprados a um grupo Controle,
ndo induzido. Foi utilizado nesta analise o teste de ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Turkey. Os

valores de significancia encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia
(***p<0,001).

4.4 ANALISE DA MIGRACAO CELULAR

A avaliacio da migracdo das células GFP™ no cérebro foi realizada 24 horas apos a
inducdo do SE. Em nossas andlises observamos um reduzido nimero de células

transplantadas na regido hipocampal (Figura 17).
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Figura 17: Migracdo das células transplantadas. llustracdo da migracédo das células transplantadas 24 h ap6s
inducdo do SE. Encontra-se marcados em verde as células transplantadas GFP* e corados em azul o DAPI,
marcador nuclear. Calibragdo de 100pm (aumento de 40x1).

4.5 QUANTIFICACAO DO IL-1 RECEPTOR NO CEREBRO

A quantificacdo do receptor IL-1 em cotes do hipocampo em ambos os grupos
experimentais demonstrou que o0s animais tratados com as CMO apresentaram uma menor
expressdo desta receptor. No entanto no grupo SE-Salina possuia uma grande expressdo do
receptor IL- 1(Figura 18 e 19).
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Figura 18: Expressdo de IL-1R no cérebro. O painel com migrofotografias representativas da expressao do
receptor IL-1 no hipocampo dos animais com SE e tratados com CMO. Em (A) na regido de CA1, em (B) na
regido de CA3 e em (C) na regido do hilo do GD. C’ representa um zoom do hilo de C. Em vermelho o
marcador neuronal NeuN, em azul o marcador nuclear DAPi e em amarelo o marcador do receptor IL-1.
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Figura 19: Quantificacdo do receptor IL-1. O grafico acima representa a quantificacdo do receptor de IL-1
nas regides hipocampais de CA1, CA3 e Hilo representando em barras os valores de média + DP (nimero de
receptores/campo) dos grupos Controle (n=3), SE-Salina (n=4) e SE-CMO (n=4) 24 h apds a a sua inducgao.
Foi utilizado nesta analise o teste de ANOVA de uma via seguido de poOs-teste de Turkey. Os valores de
significancia encontrados no comparativo ao grupo Controle apresentaram-se com a simbologia (*p<0,05).

5 DISCUSSAO

O emprego da terapia celular em doencas do SNC tem se revelado uma importante
alternativa terapéutica. Recentemente, trabalhos realizados pelo nosso grupo utilizando o
modelo experimental de epilepsia, transplantando células da medula 6ssea, demonstraram
eficcia sobre a reducdo das CERs, relatando a funcionalidade da terapia empregada
(COSTA-FERRO et al., 2010). Os expressivos valores de reducdo das crises encontrados
direcionaram a busca de um possivel mecanismo de acdo destas células em um estudo da

neuroinflamagdo no modelo da epilepsia.

O presente trabalho apresentou como principal objetivo a observagéo do efeito da
terapia com células mononucleares da medula dssea, veiculada em diferentes condicfes
(lisada ou integra), sobre a modulagdo da producéo de citocinas. O objetivo do emprego da
terapia com células mononucleares na forma lisada (grupo SE-Lisado) foi avaliar o efeito

dos componentes produzidos por essas células, obtidos apds a sua lise. A anélise deste
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pardmetro informaria se o efeito de uma célula depende da sua capacidade migratéria ou de

diferenciacdo.

Os resultados da expressdo de citocinas no tecido cerebral demonstram uma
evidente mudanga no padrdo de expressdo de citocinas entre os grupos tratados e néao
tratados. A andlise dos resultados permitiu observar que tais alteracbes sdo caracterizadas
pela elevacdo na expressdo destas citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B, IL-6 e TNFa) nas
primeiras horas ap6s o SE (12-24 horas) seguido de uma marcante reducéo global da

expressdo cerebral das citocinas no periodo tardio (7 dias) avaliados neste estudo.

A indugdo do SE desencadeia a produgdo de uma série de citocinas pro-
inflamatorias que promovem ativacfes endoteliais e quimiotaxia, direcionando assim uma
migracéo através da barreira hemato-encefélica (GLASS et al., 2010; ALLAN et al., 2005;
VEZZANI et al., 2010). Foi demonstrado por Minami e colaboradores (1991), utilizando o
modelo de epilepsia induzida por &cido cainico, uma importante elevagdo de expressdo
destas citocinas pro-inflamatdrias logo apds injecdo do agente indutor na regido

hipocampal.

Em nosso trabalho foram analisadas as citocinas pro-inflamatdrias IL-1$3, IL-6 e
TNFa. A andlise da expressdo de IL-1B revelou uma elevacdo da sua expressdo 12 horas
apods a inducdo do SE. Os elevados valores de expressdo permanecem até o periodo de 24
horas retornando aos valores basais apds 7 dias. Diversos estudos exemplificam que o
aumento dos niveis de IL-18 é um achado comum a diferentes quadros patoldgicos.
Tutuncuoglu e colaboradores (2001) encontraram uma répida elevacdo dos niveis
soroldgicos destas citocina em pacientes 12 horas ap6s a manifestacdo de um quadro febril.
Lehitmaki e colaboradores (2007) demonstraram o aumento soroldgico desta citocina em
pacientes com ELT e com epilepsia multifocal imediatamente apos crise, assim como IL-
1B encontra-se aumentada no liquido cefalorraquidiano de pacientes com doenca febril

ndo-convulsiva 6 horas apds a sua manifestacdo (HASPOLAT et al., 2002).

59



Em modelos experimentais de epilepsia frequentemente as crises epilépticas
encontram-se associadas a uma extensiva injuria neuronal que pode ser acompanhado pela
producdo de IL-1f produzidos pelas células da microglia (ALLAN et al., 2003) em
resposta a ativacdo do fator nuclear kappa beta (NFkB), resultando na produc¢éo da mesma
citocina (RIJKERS et al., 2009). A presenga desta interleucina direciona 0 aumento as
funcdes de NMDA-R, o influxo de Ca?* e inibe o efluxo de K*, e o conjunto das alteragées
propiciadas pela elevacéo de IL-1( contribui para o aumento da excitabilidade neural e a
susceptibilidade a crise (MEINI et al., 2000;VIVIANI et al., 2003; ZHUANG et al., 2008).
Assim como em estudos experimentais demonstram que as crises epilépticas nas fases
aguda e cronica podem ser reduzidas quando inibidores de caspase 1, componente da
ativagéo da IL-1p, sdo ministrados (MAROSO et al., 2011).

No nosso estudo, 0s animais SE induzidos e transplantados com células
mononucleares de medula ¢ssea (SE-CMO) apresentaram uma reducgdo da expressdo de
IL-1B aos niveis basais. Foi observado que esta reducéo se fez presente nos tempos inciais
avaliados no estudo (12 e 24 horas). Assim, demonstramos uma possivel supressdo da

expressao de IL-1f pelas CMO na fase aguda da epilepsia.

Em oposicdo, o estudo do grupo SE-Lisado revelou uma tendéncia a elevagéo da
producéo de IL-18 no tempo de 12 horas, semelhante ao grupo ndo tratado (SE-Salina).
Entretanto, no periodo de 24 horas apds o SE as taxas de expressdo retornam ao seu valor
basal, apresentando um efeito semelhante ao das CMO. O lento retorno aos niveis basais
encontrados no grupo SE-Lisado pode ser justificado pela auséncia de migragéo inerente

ao contetdo transplantado.

O papel biolégico da IL-1p apresenta agBes antagdnicas a sua atividade pro-
inflamatoria. Recentemente Li e colaboradores (2011) relatam que a producéo de pequenas
concentragdes desta interleucina podem apresentar um efeito anticonvulsivo através do
aumento da evocacdo GABAérgica sem afetar a evocagdo gluamatérgica do mesmo,
resultando na prevencdo ao aumento do aporte de Ca?" intracelular reforcando a

transmissdo GABAeérgica. Os estudos realizados por DOCAGNE e colaboradores (2005) e
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NISHIYORI e colaboradores (1997) relatam que a dualidade encontrada no efeito desta

interleucina reside na resposta a ligacéo aos receptores IL-1RI ou IL-1RII.

Quando ligado aos receptores IL-1RI desencadeia o aumento do fosforilagdo de
NR2A/subunidade B do receptor de NMDA elevando o influxo de Ca®*" gerando um
aumento da excitabilidade e a susceptibilidade a crise epiléptica. As células da microglia,
ao expressarem IL-1RII, desencadeia um efeito competitivo entre os diferentes receptores,
reduzindo a expressdo de IL-1RI, consequentemente minimizando os efeitos pro-
inflamatérios da sua ligagdo. Como resultado, observa-se uma menor excitabilidade,
promovendo uma reducdo na susceptibilidade a crises e um efeito anticonvulsivo. Em
modelos experimentais, as crises aumentam rapidamente a expressao de IL-1p e IL-1R em
microglia, astrocitos e nerurénios (RAVIZZA et al., 2006). No nosso estudo, no grupo

tratado com CMO a expressdo do IL-1R foi diminuida em relagéo ao grupo SE- salina.

A andlise da citocina IL-6 apresentou elevados valores de expressdo em 12 e 24
horas apo6s a indugdo do SE (SE-Salina), retornando aos niveis basais no periodo de 7 dias.
Estudos de KALUEFF e colaboradores (2004) e LETHTIMANKI e colaboradores (2003)
demonstram que, ap0s as crises epilépticas. os niveis de IL-6 sdo rapidamente elevados nas
regibes do hipocampo, cortex, giro denteado, amigdala e meninges, corroborando a inicial
elevacdo de expressao ap6s o SE encontrada no nosso estudo. Por fim, os valores de I1L-6
retornam ao nivel basal 7 dias apés o SE. A expressdo desta interleucina obedece a
diferentes ciclos de producdo ordenados pelos agentes indutores empregados. Foi
demonstrado em modelos de inducéo de SE por &cido cainico, metiliodeto de bicucullina e
eletrochoque, um aumento desta citocina 6 horas apds o estimulo indutor (VEZZANI et al,
2002), enquanto que no modelo de litio-pilocarpina, a expressdo de IL-6 encontrou-se
aumentada de 10 a 16 horas ap6s a inducéo, seguido de um retorno aos niveis basais ap6s 5
dias (ROSELL et al., 2003).

Esta interleucina apresenta importantes caracteristicas pro-inflamatdrias atuando
juntamente com IL-13 e TNFa, exacerbando a excitabilidade neural e promovendo o
desenvolvimento das crises epilépticas (VEZZANI et al., 2011). Estudos experimentais

demonstram que a administragdo nasal da interleucina-6 em ratos adultos exacerba a
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gravidade das crises epilépticas no modelo de inducéo por pentiletrazole (KALUEFF et al.,
2004). Apesar de exercer um importante papel no desenvolvimento do sistema nervoso, a
exacerbacdo da producdo de IL-6 pode prover um efeito pré-convulsivo e neurotoxico
(KALUEFF et al., 2004; CAMPBELL et al.,1993; SAMLAN et al., 2003; JONAKAIT,
2007).

Os elevados valores na expressdo de IL-6 encontrados no grupo SE-Salina
contrastam com a reduzida expresséo encontrada no grupo SE-CMO 12 e 24 horas e 7 dias
apds a indugdo do SE. Sobre a perspectiva da citocina IL-6 atuando como um componente
pro-convulsivante demonstramos que as CMO promoveram uma subtragdo da

concentracdo de I1L-6, comparada aos valores encontrados no grupo SE-Salina.

A andlise do grupo experimental SE-Lisado revelou um perfil de expressdo
antagdnico ao encontrado no grupo SE-CMO. Os animais deste grupo (12 e 24 horas ap6s

0 SE) apresentaram uma elevada expresséo de IL-6.

Diversos trabalhos encontrados na literatura referem um papel neuroprotetor e anti-
convulsivo para esta interleucina. Fukada e colaboradores, (2007) utilizando ratos
desafiados com baixas doses de IL-6 demonstraram um potencial redutor sobre a laténcia e
duragcdo de crises induzidas por hipertermia. Penkowan e colaboradores (2001)
constataram que camundongos deficiente de IL-6 apresentam uma maior susceptibilidade

ao desenvolvimento de crises induzidas por &cido cainico.

O TNFa e a IL-1P, sdo considerados os principais mediadores das mais graves
doengas neurodegenerativas (RAO et al., 2009). Estas citocinas funcionam como co-
fatores essenciais a sustentacdo da inflamagao cerebral em diversas desordens neuroldgicas
como Parkinson, Alzheimer, deméncia e doenga de Huntington (PENKOWA et al., 2009).
No nosso estudo, no grupo SE-Salina foi observada uma expressiva elevacéo dos titulos de
TNFa ap6s 12 e 24 horas do SE, contrapondo com o retorno aos niveis basais de expresséo

encontrados no tempo de 7 dias neste mesmo grupo.
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A elevada expressdo da citocina TNFo é um achado comum apds uma crise
epiléptica (PLATA-SALAMAN et al., 2000; VEZZANI et al., 2000). Em modelo de
inducéo através de eletro-choque foram encontradas elevadas expressdes de TNFo nas
regibes de cortex piriforme, pariental, pré-frontal, amidala e hipocampo (VEZZANI et al,
2000; GODLEVSKY et al,. 2002). Vezzanni e colaboradores (2000; 2002) também
demonstraram que a producdo desta citocina assume seu &pice no periodo de 6 horas apés
crise convulsiva, e Plata-Salamén e colaboradores (2000) apresentou o retorno aos niveis
basais apenas trés semanas apds as crises. Ao submeter os animais ao SE mediante
aplicacdo de pilocarpina, induzimos a manifestagdo de crises epilépticas de intensidades
varigveis, e assim as elevacOes de expressdo de TNFa apds a indugdo observada no nosso
modelo ilustram uma perfil de similaridade com os trabalhos citados anteriormente. A
auséncia de andlise em menores intervalos de tempo e por um periodo mais longo

impossibilitou a identificagdo de possiveis novos picos de producéo de TNFa.

O TNFa € caracterizado por induzir uma importante resposta pro-inflamatoria,
mediando sinalizacfes de ativacdo de apoptose através de uma ativagdo sistémica de
NFkB. A via de sinalizacdo pro-inflamatéria desta citocina é responsével por induzir a
expressao de IL-1 e IL-6, bem como promover a supresséo de IL-10. Experimentos in vitro
demonstraram que altas concentracdes apresentam um efeito semelhante AMPA (RAO et
al., 2009), que mimetiza o efeito o glutamato, promovendo a abertura de canais de Ca?*

Na" e K* e gerando a excitagdo neuronal e citotoxicidade.

Diante desta caracteristica, podemos afirmar que o emprego das células integras e
lisadas resultou na reducdo das taxas de expressdo para esta citocina. Ao reduzir a
expressdo desta citocina, o0 tratamento empregado poderia diminuir a apoptose,
minimizando a morte neural e a producgdo de fatores quimiotéxicos que direcionam células
efetoras da resposta imune, e 0 conjunto destes fatores possivelmente apresentaria um
efeito neuroprotetor. Estudos realizados por GRELL e colaboradores (1998) e por YUHAS
e colaboradores (2003) descrevem um importante papel anti-convulsivo para esta mesma

citocina, onde o controle desta acdo efetora estaria relacionada aos receptores de membrana
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utilizados, ligagdes com o receptor de membrana p77 e p55, promovendo uma atividade

anticonvulsivante ou pré-convulsivante, repectivamente.

A citocina IL-10 apresenta um marcante carater anti-inflamatdrio, contemplado nédo
somente por doengas do sistema nervoso central como de outras doengas importantes. A
presenca desta proteina é principal responsével por uma agdo inibitoria sobre a resposta
imune, prevenindo as ativacOes celulares e apresentacbes de antigenos. Utilizando o
mecanismo de associado a ligacdo com proteinas cinases Jakl e Tyk2, promovendo agdo
supressora sobre as citocinas IL-1 B, IL-6 e TNFa (DE WAAL et al, 1991; GENG et al,
1994; HOWARD,1992). Outra caracteristica importante é a capacidade inibitdria sobre as
células da microglia (QIAN et al., 2006; RAO et al., 2009), uma das principais populacdes

celulares produtoras de citocinas.

Os nossos resultados demonstram uma reduzida expresséo cerebral de 1L-10 no
grupo SE-Salina em todos os periodos avaliados. A analise dos grupos tratados CMO e
Lisado apresentou uma elevada expressdo desta interleucina com os dois diferentes
tratamentos empregados. Os achados encontrados no cérebro demonstraram aumento de
IL-10 no grupo tratado com CMO, contrapondo a sua reduzida expressao nos animais nao

tratados.

Seguindo a hipdtese da IL-10 como um composto anticonvulsivante e promotor da
supressdo da resposta inflamatdria, nossos resultados mostram que a terapia com células
mononucleares (integra e lisada) desenvolveu uma importante elevacdo na expressao desta
citocina, proporcionando uma atividade anti-inflamatoria e anticonvulsiva (LI et al,2011;
RAO et al., 2009; HOWARD e O'GARRA, 1992; GENG et al., 1994; DE WAAL et al.,
1991). Juntamente ao aumento de expressdo de IL-10 foi observada uma reducdo dos
niveis de TNF nos grupos CMO e Lisado a partir de 24 h, seguido da diminuigdo de IL-6
no grupo CMO em 12 e 24 h e, por fim, o0 encontro de uma baixa expresséo de IL-18 12 h
apods a inducdo do SE no grupo CMO e apds 24h no grupo Lisado. Tais redugdes sdo um
efeito esperado com o aumento da expressdo desta interleucina anti-inflamatoria
(HOWARD e O'GARRA, 1992; GENG et al., 1994; DE WAAL et al., 1991).
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A andlise da citocina anti-inflamatéria 1L-4 apresentou reduzidos valores de
expressao nos grupos SE-Salina em todos os tempos avaliados A analise do efeito da
terapia mostrou uma acentuada elevacdo na producéo de IL-4 no periodo de 12 horas em
ambos os tratamentos (SE-Lisado e SE-CMO). Nossos dados demonstram que a elevagéo
da expressdo desta interleucina mediante a aplicacéo de células mononucleares na forma
integra ou lisada indicam um possivel papel anticonvulsivante da IL-4 no nosso modelo de

estudo.

A citocina TGF-f apresenta uma marcante atividade anti-inflamatdria através da
inibicdo da atividade linfocitaria e macréfagos de modo a minimizar o desenvolvimento da
proliferacdo de células efetoras na periférica. A redugdo da atividade de linfdcitos e
macrdéfagos minimiza a ativacdo endotelial e a producdo de citocinas inflamatérias pela
auséncia das sinalizacBes promovidas por essas células (ABBAS et al.,2008), resultando
em uma supressdo da resposta inflamatdria. Nossos resultados apresentam valores de
expressdo semelhante no controle experimental e no animal ndo tratado (SE-Salina)
mostrando um baixo nivel de expressdo de TGF-f em todos os tempos avaliados. No
tempo de 7 dias ap6s o SE foi encontrado uma divergéncia entre os dois tratamentos, no
grupo SE-CMO observa-se a permanecia dos niveis basais de TGFp, enquanto no grupo

SE-Lisado foi caracterizado por uma aumento na expressa desta citocina.

Os dados observados no nosso estudo revelam um importante elevacdo da
expressdo de TGF-P. A presenca de uma marcante atividade anti-inflamatoria apresentada
por esta citocina pode representar uma importante efeito terapéutico das células
mononucleares de medula 6ssea e células lisadas, justificadas pela diminuicdo da resposta
inflamatérias presente na epilepsia. Pode-se observar que a elevacdo marcante desta
citocinas apresentou-se logo no periodo de 12 horas apds a inducéo, possivelmente em
resposta a elevagéo de citocinas pré-inflamatdrias no mesmo periodo. O retorno aos niveis
basais ap0s 24 horas fornece um indicio sobre a resolugdo desta atividade inflamatéria

expressa 12 horas ap6s o SE.
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Indo de encontro a afirmada atividade anti-inflamatéria do TGFf, Siddiqui e
colaboradores (2004) demonstraram que a via de sinalizagdo ativada pela ligagédo de TGFJ
ao seu receptor (TGFBR) proporciona a ativagdo citoplasmética e translocacdo nuclear do
complexo Smad2/Smad4 possibilitando a inducdo de formas epilépticas ativas.
(CACHEAUX et al., 2009). As mesmas vias de sinalizagdo de TGF-f podem ser ativadas
pela simples ligagdo de albumina ou anticorpos sorolégicos ao receptor desta citocina, um
achado comprovado nos estudos de Cacheaux e colaboradores (2009). O encontro de
proteinas plasmaticas com os receptores cerebrais de TGF-B pode ser proporcionado por
uma lesdo & BHE, que ird expor ndo somente 0s Seus receptores para esta citocina, como

também todo um sistema anteriormente privilegiado.

Os resultados apresentados no nosso estudo permitiram uma anélise da resposta
inflamatoria cerebral, onde ficou constatado que o desenvolvimento da neuroinflamacéo
ocorre de forma integrada, sendo regulada por diferentes citocinas e /ou auto-limitado pela
mesma citocina devido ao perfil dicotdbmico encontrado em boa parte de nossas anélises. A
complexidade ilustrada pelas analises de expressdo de citocinas e suas relacBes de
interdependéncia permitem afirmar que o encontro do sucesso terapéutico ndo serd
representado em avaliagcbes focadas na busca de um mecanismo (nico, mas sim na
montagem de um painel de expressdes génicas e fenotipicas desencadeando diferentes

acdes resultam no efeito desejado.

Os dados obtidos no presente trabalho demonstraram uma importante modulagéo da
resposta pro-inflamatdria com o emprego da terapia com células mononucleares de medula
6ssea marcado pela reducdo da expressdo de IL-1B e IL-6 12 horas ap6s o SE e TNFa
apresenta-se 24 horas apés o SE. Por outro lado, neste mesmo grupo, a elevacdo das
citocinas anti-inflamatdrias encontraram-se elevada nas primeiras ap6s 24 horas apos o SE.
No grupo SE-Lisado os efeito redutores sobre as citocinas pro-inflamatérias foram
observados a partir de 24 horas ap6s o SE, enquanto o efeito anti-inflamatério foi
encontrado 12 horas apés a inducdo. Segundo o trabalho de Venturinni (2008) o lisado
celular expde o animal receptor ao conteddo citoplasmatico da célula transplantado,

promovendo um possivel efeito paracrino devido a reduzida capacidade migratoria deste
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contetdo. O mesmo efeito foi observado na célula integra podendo indicar um mecanismo
pardcrino comum aos diferentes tratamentos, onde o imediato efeito supressor observado
no grupo SE-CMO pode ser justificado pela melhor capacidade migratoria desta célula

devida a sua integridade.

Brenneman e colaboradores (2010) demonstraram, em modelo experimental de
acidente vascular encefalico isquémico, que o tratamento com CMO reduz a expressdo de
IL-1B entre outras citocinas pro-inflamatoérias (IL-1a, IL-2, TNF-a, e IL-6). Ainda no
modelo de acidente vascular, Li e colaborados (2010) demonstraram um aumento da
expressdo de IL-10 ap6s transplante com células-tronco mesenquimais, uma fragdo das
células mononucleares de medula dssea, reduzindo a atividade inflamatéria nas células da

astroglia, permitindo um regresso da funcionalidade dos tecidos isquémicos.

A escassez de estudos avaliando neuroinflamacéo e terapia celular no modelo de
epilepsia, restringem discussdes mais complexas, entretanto revelam uma &rea de estudo
repleta de perguntas a serem respondidas. Os resultados encontrados no presente estudo
apresentam uma importante modulacdo da resposta inflamatoria cerebral oferecendo

indicios de um possivel mecanismo de acdo da terapéutica utilizada.

No nosso estudo a quantificacdo neuronal realizada nos periodos de 24 h e 7 dias
teve como objetivo avaliar se alteragdes de expresséo de citocinas poderiam influenciar a
perda neuronal no modelo de camundongo induzido ao SE. Procuramos nessa analise
descobrir se alteragcbes do balango de citocinas poderia apresentar um efeito funcional,

alterando assim um importante pardmetro fenotipico patolégico como a morte neuronal.
A perda neural encontrada na epilepsia apresenta graves consequéncias. A
permanecia desta injuria neuronal no modelo crénico de epilepsia, progredir com

acometimento de meméria e aprendizado (SARKISIAN et al., 1997).

A anélise da regido anatdmica de CA1 apresentou uma significativa reducéo no

namero de neurdnios nos animais ndo tratado (SE-Salina) no periodo de 24 horas e 7 dias
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apds o SE. Estes resultados foram acompanhados pela prevengdo a perda neural nos grupos
SE-CMO e SE-Lisado 24 horas apés a inducéo do SE.

A quantificacdo neural realizada na regido de CA3 apresentou uma similaridade no
nimero de neurdnios em todos os grupos quando avaliados 24 horas apds o SE,
apresentando apenas uma tendéncia a redugddo no grupo SE-salina, contrapondo ao
encontro de proximos ao nivel basal no grupo tratado com CMO (SE-CMO). Aos 7 dias
apods a inducéo, observamos a intensificacdo da perda neural no grupo SE-Salina, seguido

de uma preservacdo do nimero de neurdnios nos grupos SE-CMO e SE-Lisado.

O estudo da regido anatémica do hilo do giro denteado revelou resultados pouco
conclusivos caracterizados pela reduzida perda no grupo SE-Salina em ambos os periodos
e a auséncia de diferenca estatistica entre grupo SE-CMO e 0s animais ndo tratados nos

tempos de 24 horas e 7dias.

Nossos resultados apresentam coeréncia com a literatura, ao apresentar uma perda
neuronal pronunciada na regido anatdbmica de CALl comparada as demais &reas
quantificadas (BLUMCKE et al.,1999; BABB et al., 1984). Os achados encontrados no
nosso estudo demonstram uma possivel prevencéo da perda neuronal na regido de CAl e
CA3 no modelo de epilepsia aguda. Estudos realizados por Camazzoto (2009) mostram
que ratos epilépticos transplantado com células mononucleares de medula 6ssea lisadas e

com células-tronco mesenquimais, ndo preservou o hipocampo da morte neuronal.

A reducéo da perda neuronal encontrada no nosso estudo nos permite afirmar que o
tratamento com células de medula dssea integras promovem um efeito preventivo sobre a
progressdo da perda neuronal diante do imediato efeito observado neste trabalho. Estes
resultados oferecem importantes informagdes que direcionam a busca do mecanismo efetor

da terapia celular empregada
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.6 CONCLUSAO

Os achados presentes neste trabalho possibilitaram demonstrar:

1- O transplante das células mononucleares de medula 6ssea e células lisadas apresentaram

efeito sobre a inflamagéo aguda induzida durante o SE;

2- Nosso estudo revelou que a terapia celular empregada apresentou a capacidade de

reduzir citocinas pro-inflamatérias e promove uma resposta anti-inflamatdria;
3- Os resultados obtidos permitem identificar que tanto tratamento com CMO quanto 0 uso
da preparacdo Lisada destas células apresentaram potenciais moduladores da resposta

inflamatdria, embora mantendo diferentes intensidades de modulagéo;

4- A analise do IL-1R demonstrou uma tendéncia a reducéo da sua expressdo nas regides

anatdmicas de CAl e CA3 no grupo tratado com CMO;

5- A avaliagéo de perda neuronal revelou um importante efeito protetor do tratamento com

CMO nas regides hipocampais de CAl e CA3.
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7 PERPECTIVAS FUTURAS

1-Avaliar a durabilidade deste tratamento, indicando aumentando do nimero de aplicacBes

do transplante celular a fim de perpetuar o efeito terapéutico;

2-Novos estudos podem ser realizados com sobrenadante de cultivo celular (meio

condicionado) indicado pela eficicia encontrada no tratamento com o uso do lisado celular

3- O tratamento na fase aguda deve ser acompanhado por longos periodos para uma
posterior avaliacdo funcional objetivando analisar a influencia desta modulagdo sobre a

epileptogénese;

4- Novos experimentos devem ser realizados no modelo cronico da epilepsia como
objetivo de responder se a neuromodulacdo por células mononucleares de medula 6ssea
pode apresentar a mesma eficdcia em circuito recorrente ja estabelecido e posterior

avaliagdo funcional
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