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Resumo

O sistema nervoso adulto dos mami-
feros, ao contrario do resto dos 6rgaos do
organismo tem sido considerado Ginico na
sua aparente incapacidade em repor os
neurdnios que sao lesados. Contudo, em
certas regides do cérebro a neurogénese
ocorre no periodo poés-natal e continua
pela idade adulta.

Estudos de precursores neurais, iso-
lados do cérebro embrionario, indicam
que muitos subgrupos de células sofrem
mitose e subsequente diferenciagdo em
neuronios e glia in vitro. Diversas subs-
tancias, como Factores de Crescimento e
substratos moleculares, s@o essenciais
para estes processos e também para a
restricdo de linhagens e diferenciacéo
terminal dessas células.

Existe forte evidéncia de que células
multipotenciais (células estaminais) e
células de linhagens restritas (neuro-
blastos e glioblastos) residem no cérebro
adulto de mamifero e que podem ser
mantidas ou induzidas para se dividi-
rem e diferenciarem em resposta a mui-
tos factores. Esses locais tém sido apon-
tados como sendo o subepéndima adja-
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cente aos ventriculos laterais e a fascia
denteada do hipocampo.
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INTRODUGCAO

O organismo humano esta em cons-
tante mudanga. As células diferenciadas
n&o sao perenes: acabam por morrer, mas
admite-se que muitas sdo substituidas.

Na defesa contra o desgaste celular, o or-
ganismo desenvolveu dois estratagemas: (1)
divisdo mitética de populacBes celulares es-
taveis e (2) divisao de células indiferencia-
das — células estaminais — analogamente a
génese celular. No primeiro caso, as "'célu-
las-filhas" sdo geno e fenotipicamente idén-
ticas as células progenitoras e dele sdo exem-
plos o endotélio vascular e os hepatécitos. O
protétipo das células estaminais é represen-
tado pelas células hematopoiéticas cujas li-
nhagens de desenvolvimento tém origem
numa célula fundadora multipotencial. Sao
como um exército de células embrionérias,
propositadamente esquecidas durante o
processo de desenvolvimento, prontas a ac-
tuarem, promovendo a regeneracdo celu-
lar, de formaa manterem um ndimero cons-
tante de células diferenciadas, particular-
mente em tecidos susceptiveis a lesdes, do-
enca ou morte celular natural.
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Existem células estaminais distribuidas
pelos varios folhetos embrionarios: na ec-
toderme (e.g., células estaminais epidér-
micas), mesoderme (e.g., célula estaminal
hematopoiética) e endoderme (e.g., crip-
tas intestinais)®.

Recentemente surgiram 0s primeiros
indicios de células estaminais neurais
(CEN) no cérebro de mamifero®@. Este fac-
to revelou-se de especial interesse dado
gue, ndo ha muito tempo, considerava-se
CEN como uma entidade histologica rigi-
da, imutavel, sem renovacao celular. Des-
de entdo os trabalhos tém-se multiplicado
na tentativa de isolar a populacéo celular
gue redina as caracteristicas que a permite
definir como células estaminais.

A célula que se procura individualizar
define-se por (a) ndo se encontrar no esta-
dio final de diferenciacdo, (b) apresentar
capacidade de se auto-renovar e (c) dar ori-
gem, por divisdo mitética, aos varios tipos
celulares conhecidos do SNC.

Este trabalho pretende sumariar os rea-
lizados na busca da célula estaminal do cé-
rebro adulto de mamifero, o seu isolamen-
to, contagem e localizagdo assim como a ca-
racterizacdo das mesmas e da descendéncia
progenitora. Sera ainda feita referéncia aos
factores intrinsecos e extrinsecos que regu-
lam o seu desenvolvimento e a sua dindmi-
ca proliferativa.

CONTEXTO HISTORICO

Desde o comego da neurociéncia mo-
derna, no final do século XIX, que o SNC
do mamifero era tido como tecido estrutu-
ralmente estavel apds 0 nascimento e assim
permanecia no estado adulto.
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Estudos com [*H]-timidina, mostra-
vam a existéncia de células em diviséo.
Altman (1962, 1963, 1966, 1967, 1969) e
Altman e Das (1965, 1966) referiram a
existéncia de novos neurénios numa va-
riedade de estruturas de cobaia, incluindo
0 bolbo olfactivo, hipocampo e cortex ce-
rebral. Quinze anos volvidos, Kaplan exa-
mina a ultraestrutura dessas células, con-
firmando as suspeitas (Kaplan e Hind,
1977). No cérebro adulto, alguma glia
pode ser fonte de neurdnios e alguns pro-
genitores podem gerar progenitores neu-
ronais e gliais (Alvarez-Buyla e col.,
2001). Trabalhos recentes evidenciam
gue os neurdnios granulares do hipocam-
po originam-se de células glia-like. Nos
anos 90, com a introducéo de técnicas de
imunocitoquimica usando marcadores
celulares especificos, 0 uso de BrdU como
marcador de células proliferativas in vivo e
contagens estereoldgicas estabeleceram
definitivamente a neurogénese no roedor.

Na base da neurogénese e gliogénese
propds-se a existéncia de CEN. Os primei-
ros estudos conseguiram isolar células
embrionarias "CEN-like" (Temple, 1989;
Reynolds e col., 1992). Estudos posterio-
res evidenciaram, entretanto, actividade
mitética no subepéndima adjacente aos
ventriculos laterais do cérebro adulto
(Smart, 1961). Lois e Alvarez (1993) mos-
traram que essas células expandiam em
cultura, dando origem a neurénios e glia
e, N0 ano seguinte, verificaram que 0s
neurdénios migravam para o bolbo
olfactivo. Assim, 0 processo que comeca-
va no periodo neonatal persiste no adulto
(Luskin, 1993). Reynolds e Weiss (1992)
verificaram que uma determinada célula
que proliferava mediante o Factor de
Crescimento Epidérmico — EGF, apresen-
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tava o papel de regenerar a populacao su-
bependimaria.

Estes estudos vieram confirmar a exis-
téncia de CEN no cérebro adulto do ma-
mifero.

CONSIDERAGCOES GERAIS SOBRE
CELULAS ESTAMINAIS — NOMEN-
CLATURA

Desde os trabalhos realizados por
Anderson (1989) que a nomenclatura das
CEN, na altura adaptada a partir da ja
existente para as células hematopoiéticas,
se revelou ineficaz e, por isso, discrepante
nos varios trabalhos publicados.

Os trabalhos mais recentes definem
célula estaminal como uma célula com
capacidade de auto-renovacao, persistin-
do na vida adulta, e que nunca se diferen-
ciard completamente®. Possui potencial-
mente duas vias possiveis de divisdo
mitotica: (a) simétrica, dando origem a
duas células igualmente indiferenciadas,
isto é, duas células estaminais e (b)
assimétrica em que uma das células-filhas
€ uma célula estaminal que renova a ja
existente e a outra é uma célula progenito-
ra orientada para a diferenciac&o terminal
num neuroénio ou glia®.

O termo célula repercursora é um ter-
mo ambiguo (o que de certo modo reflec-
te a dificil caracterizacdo celular dos teci-
dos neurogénicos na CEN) que normal-
mente engloba o grupo de células estami-
nais e progenitoras®.

Assim, a CEN pode ser definida como
possuindo capacidades de (1) proliferagéo,
(2) auto-renovacdo durante toda a vida, (3)
dar origem a células progenitoras que de-
senvolvam linhagens de todos os tipos celu-
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lares presentes no tecido nervoso cerebral e
apenas estes e, (4) grande capacidade de res-
posta a lesdo ou traumatismo®*,

LINHAGENS DAS CEN

A intensa investigacdo no campo das
CEN tem suscitado interessantes questdes
sobre as linhagens de células que estdo na
origem das células nervosas e qual sera a
posi¢do que a CEN ocupa no panorama
geral das células estaminais.

E objectivo deste trabalho apresentar
dados relativos a esses avangos, o que sera
abordado nos varios subtitulos seguintes.

A Figura 1 mostra a visao classica des-
sa linhagem que se baseia sobretudo em
estudos in vitro de proliferagdo em meios
enriquecidos com factores mitogénicos. A
CEN serd uma célula estaminal com as ca-
racteristicas definidas anteriormente.

Desta, originam-se uma linha neuro-
blastica e outra gliobléastica.

Os glioblastos sdo o oligodendro-
blastico-astrocitario-2 (O-2A) que gera
oligodendrécitos e astrocitos tipo 2 e o gli-
oblasto astrocitario tipo 1, unipotencial. O
neuroblasto é uma entidade igualmente
unipotencial. No entanto, existe um de-
terminado tipo de célula precursora, o gli-
oblasto tipo N-A que é capaz de gerar tan-
to neurdnios como astraécitos tipo 1.

ESTUDOS IN VITRO — AS PRIMEIRAS
EVIDENCIAS

Um dos primeiros estudos que pare-
ceu isolar uma célula estaminal in vitro foi
conduzido por Price e col. (1987), que ex-
ploraram as caracteristicas de células em
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(Fibroblast Growth Fac-
tor). As células precurso-
ras isoladas do cérebro
davam origem a neuro-
esferas (neurosphere —
aglomerado de células
clones resultantes da di-
visdo de uma célula pro-
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Figura 1 — Linhagem classica das células estaminais neuraisapiado de 6,

cultura do cértex embrionario, manipu-
ladas para exprimir o gene [Fgal. Verifi-
cou que a descendéncia era composta de
varios grupos celulares®.

Faltava isolar a CEN. Introduziram-se
métodos de microdisseccdo de zonas do
cérebro que reportavam neurogénese in
vivo, como a zona subependimaria e o hi-
pocampo, as quais eram expostas a agen-
tes mitogénicos como o EGF e o [FGF

Tl e

Astrécito  Astrécito  Oligodendrocito

Varios tipos celulares di-
ferenciavam-se a partir
destas neuroesferas
(quando eram retirados
ou modificados os agen-
tes mitogénicos), sendo confirmada a sua
identidade com o recurso a imunocitoqui-
mica (Quadro 1).

Destaforma, Reynolds e col. (1992) iso-
laram uma célula do cérebro em desenvol-
vimento embrionario tardio que prolifera-
va em resposta ao EGF, dando origem a
neuronios do estriado (neurotransmisso-
res — GABA, substancia P, metionina-
-encefalina) e astrécitos®. Estudos subse-

QUADRO 1 — MARCADORES IMONUCITOQUIMICOS USADOS PARA IDENTIFICAR CELULAS NEURONAIS E

GLIA (ADAPTADO DE GAGE E COL.)®

Marcador antigénico Tipo celular Natureza do antigénio

Nestina CEN Filamento intermediario

Vimentina Precursor Filamento intermediario

NF (L,M,H) Neurénio Filamento intermediario

Tujl Neurénio Tubulina O— microtubulo

MAP-2 Neurdnio Proteina associada a microttbulos
PSA-NCAM Neurénios Molécula de ades&o celular polissialilada
GFAP Astrécito Filamento intermediario

04 Oligodendrécito Sulfatideo
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guentes, confirmaram a multipotenciali-
dade da célula "EGF-responsive"”, capaz de
se auto-renovar e gerar neuronios, oligo-
dendrdcitos e astrécitos pelo que foi consi-
derada uma CEN®.

Reynolds e Weiss (1992) isolaram
uma célula similar a anterior, mas no cé-
rebro adulto do rato, o que levantou a hi-
potese da existéncia de uma célula
estaminal no cérebro do adulto que ma-
nifestava o seu potencial proliferativo me-
diante certos mitogénicos®.

ESTUDOS IN VIVO. AS PRIMEIRAS
EVIDENCIAS

A investigacdo das CEN tem formula-
do novas hipéteses sobre as linhagens de
células estaminais neurais. Na opinido de
Weiss e col. (1996) as tentativas in vivo de
estudar células ainda néo isolaram con-
cretamente uma célula estaminal®.

N&o obstante, os mesmos autores afir-
mam que uma célula estaminal adulta
com identidade com a célula produtora de
esferas in vitro reside no subepéndima.

A identificacdo in vitro da célula "EGF-
-responsive” é controversa, pelo que a sua
correspondéncia in vivo ainda nao foi possi-
vel. A maioria dos autores sugere que a cé-
lula "EGF-responsive™ corresponde, no sube-
péndima, a uma célula quiescente
astrocitoria (tipo B)®. No entanto, estudos
recentes mostram que o EGF induziu a cé-
lula tipo C do subepéndima (ver adiante),
mitoticamente activa, para se comportar
como célula estaminal®. No hipocampo, 0s
dados experimentais ainda sdo mais obscu-
ros, repartindo-se as opinides pelos autores
gue pensam que a CEN é uma célula glia-
-like e outros que defendem apenas a exis-
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téncia de células precursoras unipotenciais,
glioblasticos e neuroblasticos®.

ORIGEM E DESENVOLVIMENTO DAS
CENs

Stemple e Anderson (1992) verificaram
existir células na crista neural evidenciando
caracter multipotencial e capaz de produzir
descendéncia multipotencial, o que lhes
confere a propriedade de auto-renovacdo®.
Correspondem a CEN embrionérias que,
migrando ao longo de todo o tubo neural,
dar&o origem a todos os tipos celulares do
sistema nervoso no adulto.

As primeiras células a evidenciarem-
se no processo de desenvolvimento do
SNC séo as células neuroepiteliais na zona
ventricular (VZ) do tubo neural. As célu-
las neuroepiteliais sdo colunares,
contactando a superficie ventricular e pial
durante o seu ciclo celular® (Fig. 2).
Numa primeira fase, proliferativa, sofrem
divisdo simétrica. A segunda fase caracteri-
za-se por divisdo mitética assimétrica, dan-
do origem a neuroblastos, em primeiro lu-
gar e, posteriormente, a glia radial. Assim, a
neurogénese precede a gliogénese.

Por volta do meio do tempo de gesta-
¢do, 0s neuronios recém-formados mi-
gram acima da VZ, a glia radial continua a
contactar a pia e o ventriculo lateral, aju-
dando a migrac@o neuronal. Forma-se en-
tretanto uma segunda camada a zona sub-
ventricular (SVZ)*®, Ja em idade pds-na-

*  Aabreviatura SVZ que deveria definir uma es-
trutura embrionaria é usada por muitos au-
tores como sinénimo de subepéndima. Com
efeito e até ao final do trabalho, o termo SVZ
serd usado para se referir as duas estruturas.
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Figura 2 - Desenvolvimento das CEN no SNC de mamiferg (Adaptado de Temple?) - 3 desenvolvimento das células
estaminais pode ser devido a combinacgdo de factores intrinsecos temporais e sinais extracelulares. Fases do
processo histogénico a esquerda. A direita podemos ver que a neurogénese precede a gliogénese.

tal, a glia radial transforma-se em astrdcitos
e a VZ desaparece, restando dela apenas o
epitélio ependimario. No entanto, a SVZ
permanece no adulto comprimida ao su-
bepéndima®.

Analises da producdo de neuroesferas
sugerem que as células estaminais sédo
prevalentes nos estadios iniciais do desen-
volvimento embrionario (no tubo neural
espinhal E8, 50%; no telencéfalo de rato
E10 esta estimado em 5 a 209%). O nU-
mero do CEN declina rapidamente, acom-
panhada da producéo de progenitores res-

tritos e células diferenciadas que destes se
originam; por exemplo na espinal medula
0 nUmero cai de 10% no E8,5 para 1% no
dia 1 pés-natal (P1). Outros estudos con-
firmam o declinio: apenas 0,3% das célu-
las da placa neural anterior E8,5 produzem
neuroesferas®.

No periodo p6s-natal, a glia radial fica
reduzida aos astrécitos da SVZ nédo tendo
sido estudada a sua relagdo com o hipo-
campo. A glia radial tem sido interpretada
como CEN embrionarias, das quais resta-
ra apenas uma peguena percentagem na
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SVZ sob a forma de células astrocitarias
(tipo B).

LOCALIZACAO DAS CEN NO CERE-
BRO ADULTO DE MAMIFERO

As células da neuroectoderme déo ori-
gem a neuronios e glia que constituem o
SNC. No periodo pds-natal, os processos
neurogeénico e gliogénico terminam quase
na totalidade, deixando o SNC sem capaci-
dade de renovacéo celular. No entanto, es-
tudos tém evidenciado que a divisao celular
mantém-se no SNC, embora restrito a lo-
cais especificos®.

Técnicas de marcacdo com [PH]timidina
(Altman 1962, Sidman 1970, Rakic 1985) e
vectores retrovirais (Sanes e col. 1986, Price
e col. 1987) tém ajudado na identificagdo
das populagdes em divisdo e respectivos ci-
clos celulares®. As areas do SNC que apre-
sentam maior taxa de neurogénese in vivo
sdoa (1) SVZ, (2) zona subgranular (SGZ)
da circunvoluc¢éo denteada do hipocampo,
(3) zona ependiméaria adjacente ao siste-
ma ventricular e no canal central da espi-
nal medula, (4) bolbo olfactivo, (5) cortex
cerebral e (6) cerebelo. Estes sdo os locais
onde se tem centrado o estudo das CEN e/
/ou suas linhagens. No entanto, neurogé-
nese nNao é, necessariamente, sinénimo da
existéncia de CEN.

A conviccdo geral é de que as CEN es-
tdo presentes, no adulto, apenas nos trés
primeiros locais®”. Estudos recentes suge-
rem que CEN estao presentes no subepén-
dima do sistema ventricular ao longo de
todo o neuroeixo. Contudo, parecem ser
diferentes populaces de células estaminais
com fisiologia propria, ao invés de uma po-
pulacéo de CEN dispersa por varios locais.
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Estudos, ainda mais recentes, vdo mais
longe ao propdr a exclusdo da zona
ependimaria® e possivelmente da prépria
circunvolucéo denteada®.

CIRCUNVOLUGCAO DENTEADA DO
HIPOCAMPO

O hipocampo é uma das zonas filoge-
neticamente mais antigas do cérebro.

A circunvolucdo denteada do hipo-
campo é uma pequena tira de cértex
crenada localizada medialmente ao cornu
ammonis (hipocampo pro-priamente
dito)®9,

A circunvolucdo denteada tem uma
composicdo trilaminar —zona subgranular
(SG2), granular e molecular —tendo como
tipo celular mais abundante as células gra-
nulares da camada granular. Sdo neuro6-
nios com dendritos que se estendem para
a mesma camada e cujos axonios vao si-
naptizar com os neurénios de CA3 do hi-
pocampo“,

Uma populagdo de células precursoras
situada na regido basal da SGZ evidencia
neurogénese no adulto. Esta é confirma-
da por estudos de marcagdo com
[*H]timidina em que se verificou a exis-
téncia de divisdo mitoética e maturagéo
neuronal®. Kaplan (1981), adicionando
as técnicas de autorradiografia, péde ob-
servar neuroblastos mitéticos, em proéfase
e telofase, estabelecendo sinapses®.

Quie tipo de células sao formadas? Uti-
lizando uma marcacgéo como BrdU, 50%
das células marcadas diferenciavam-se
em neuronios da camada granular e ape-
nas 15% originavam astrécitos. Stanfield
e Trice (1988) marcaram as células com
[BH]timidina, permitindo a sua maturacao
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Figura 3 — Migragao neuronal na circunvolugédo den-
teada do hipocampo. (A) Camada granular do hipo-
campo ampliada em (B); os nimeros em (B) refe-
rem-se as etapas de (C) — proliferacdo (1), migracao
(2) e diferenciacéo (3)%.

ao longo de um més, e mais tarde injecta-
ram um corante fluorescente em CA3®.
Verificaram que as células recém-forma-
das apresentavam processos axonais co-
rados, confirmando neurénios (Fig.
3)(3,11)_

O facto de, maioritariamente, formar
neuronios relacionar-se-4 com o facto de
o factor mitogénico usado ser o [FGF que,
como veremos mais adiante, orienta as
células precursoras para a linha neuronal.
Transplantes de células da SGZ marcadas
geneticamente, quando colocadas na
mesma camada do cérebro adulto, mos-
tram ser capazes de originar tanto neur6-
nios como glia. Estudos recentes sugerem
ainda que, na SGZ do hipocampo, 0s
astrocitos funcionam como precursores
primarios de neuronios®.

O significado da neurogénese na cir-
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cunvolucdo denteada ainda ndo esta de-
cifrado mas especula-se sobre a sua rela-
¢ao com fendmenos de plasticidade neu-
ronal envolvidos na formacdo de memo-
ria®. Verificou-se que 0s neurénios for-
mados apresentavam uma Long Term
Potentiation (LTP) mais robusta, ndo so-
frendo o efeito inibitério do GABA®213,

A SGZ da circunvolucdo denteada
contém progenitores de glia e neurénios
com capacidade de auto-renovacao limi-
tada e sdo a fonte de neurdnios granula-
res da circunvolucdo denteada na idade
adulta. No entanto, Seaberg e col. (2002)
tentam demonstrar que a SGZ contém
apenas progenitores restritos®.

REGIAO SUBEPENDIMARIA

Como j& foi referido anteriormente, as
camadas VZ e SVZ séo zonas embrioné-
rias de divisdo intensa, cuja descendéncia
de progenitores migra radialmente para
locais mais afastados, para o parénquima
cortical. As células neuroepiteliais, as pri-
meiras a surgir durante o processo de di-
ferenciacdo, ficam reduzidas, no adulto, a
um epitélio cuboide simples ciliado —
epéndima. Quando analisada in vitro, a
proliferagdo celular apenas origina célu-
las ependimarias ciliadas®. Estas células
exprimem GFAP e dividem-se na ausén-
cia de Factores de Crescimento exdgenos.

As células indiferenciadas da SVZ, de-
rivadas da VVZ, continuam a sua prolifera-
¢ao no adulto como zona subependima-
ria, com potencial para formar neurénios
e glia®®4 (Fig. 4).

Desta forma, os remanescentes da zona
germinativa embrionéria séo uma conste-
lacdo heterogénea de células diferenciadas
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Figura 4 — Esquema da RMS a partir de neuroblastos
formados na SVZ. OB, bolbo olfativo; NC, neocortex;
CB, cerebelo. Neuroblastos (tipo A); Astrécitos (tipo
B); Células precursoras (tipo C)#. Células ependimari-
as (E). (B) e (C) representam cortes tangencial e trans-
verso, respectivamnte, das zonas indicadas em (A)?3.

e indiferenciadas com vérias capacidades
proliferativas que se concentram na zona
subependimaria.

Em dltima andlise, as células ependi-
marias e subependimarias mostram ambas
potencial proliferativo, mas apenas as cé-
lulas subependiméarias tém caracteristicas
de células estaminais, como ja fora de-
monstrado pela capacidade de se auto-re-
novarem (gerando neuroesferas secunda-
rias) e a sua capacidade para dar origem
tanto a neurdnios como a glia®#4,

No entanto, Johansson e col. (1999)
chegam a conclusdo contraria, mostran-
do que a camada ependimaria, contém
células com caracteristicas de células esta-
minais®?. Doetch e col. (1999) mantém,
por seu lado, a posicao de que as células
neuronais do cérebro residem apenas no

CELULAS ESTAMINAIS NO CEREBRO ADULTO DE MAMIFERO Cgl

subepéndima®, ja que a analise micros-
copica ndo evidenciou divisdo mitética
nesta regido.

Avancam com a hipétese de que as
CEN embrionarias da VZ migram para a
SVZ, que no adulto correspondera ao su-
bepéndima, antes de os restantes proge-
nitores se diferenciarem para dar origem
a células ependimarias.

ORGANIZACAO HISTOLOGICA DA
ZONA SUBEPENDIMARIA — POSSI-
VEIS CANDIDATOS A CEN

Esta camada existe, no adulto, na pa-
rede lateral do ventriculo lateral adjacen-
te ao estriado, septo e corpo caloso, sendo
mais evidente no primeiro caso. A parede
medial, adjacente ao septo, é praticamen-
te desprovida do subepéndima, com ex-
cepcdo da parte mais anterior do corno
anterior®®,

A SVZ é amaior regido germinativa do
cérebro adulto do mamifero. Os novos
neuronios formados na SVZ migram até
ao bolbo olfativo, numa corrente de mi-
gracdo rostral (RMS - ver adiante), onde
terminam a sua maturacdo como inter-
neurdnios.

A SVZ-epéndima contém, pelo menos,
quatro tipos celulares diferentes definidos
pela sua morfologia, ultraestrutura e
marcadores moleculares (Quadro 2)4.

As células tipo A correspondem a neu-
roblastos que formam as correntes de mi-
gracao forradas pelos astrocitos (células B)
(Fig. 4). As células do subtipo B1, seme-
lhantes a astrocitos encontram-se, em
mitose latente, adjacentes ao epéndima,
enquanto que as células subtipo B2, as cé-
lulas estdo mitoticamente activas e adja-
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QUADRO 2 — ORGANIZACAO HISTOLOGICA DAS CELULAS DO SVZ-EPENDIMA
_______________________________________________________________________________________________________________________|

Tipo Imuno- Microscopia Microscopia Contactos
celular -citoquimica de luz electronica

A PSA-NCAM+ Electronodensas A-A

TuJl+ Células Contornos lisos
Nestina+ escuras Complexos juncionais
circulares (zonula adherens) A-C
Pouco electronodensas.
B GFAP+ Células Contornos irregulares B-B
Vimentina+ claras Ndcleo irregular com B-E
Nestina+ invaginacdes irregulares
Filamentos intermediarios
ribossomas livres.

C Nestina+ Células grandes e Electronodensidade C-C
esféricas mais intermédia entre Ae B C-A
escuras que B mas Nucleo com invaginagdes
mais claras que A. Cromatina dispersa.

E Vimentina+ Célula muito clara Complexos juncionais E-E

Nestina+ e ciliada adjacente apicais (zonula occludens) E-B

ao ventriculo lateral.

Microvilosidades.

As células do tipo D correspondem a tanicitos, n&o sendo importantes no Ambito do tema deste trabalho?daptado de Doetsch e cols

centes ao parénquima estrial®>®, Junto
destas correntes de migracao existem aglo-
merados celulares precursores altamente
proliferativos de células C. As células do
tipo E correspondem ao epitélio ciliado
ependimario dos ventriculos laterais. En-
guanto que as células do tipo E tém cilios
longos as células do tipo B tém apenas um
cilio curto semelhante aos progenitores
neurais no embriao (glia radial)®.

PROPRIEDADES E DINAMICA PRO-
LIFERATIVA DAS NSCS DA SVZ

Como vimos anteriormente, a SVZ é
uma zona morfologicamente heterogénica,
na qual os diversos tipos celulares parecem
estar envolvidos na regeneracdo de neuro-
blastos, que migram para o bolbo olfativo.

A Figura 5 mostra como se relacionam
os diversos tipos celulares: os astrécitos
(tipo B) funcionam como CEN relativa-
mente quiescentes, dando origem a uma
populacdo de células C, altamente proli-
ferativa e de amplificacdo transitoria, que
regenera os neuroblastos (tipo A)©*,

Sabe-se que as células do tipo C tém
um tempo de ciclo celular (Tc) de 12,7 h,
numa divisdo mitotica estavel, cuja des-
cendéncia sofre maioritariamente morte
celular (60%), 25% migra para o bolbo
olfativo e apenas 15% ficam confinadas a
zona subependimaria®’®,

In vitro, quando a populacédo C foi
destruida pela injeccéo de altas doses de
[*H]timidina para destruir as células em
divisdo, uma subpopulacéo de CEN do su-
bepéndima renovou esta populacdo em 8
dias®*". A renovacao da populacédo C en-
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Figura 5 — Esquema das relagdes dos varios tipos
celulares presentes na SVZ (ver legenda da Fig. 4).
Célula B é um astrocito que gera a populagéo prolife-
rativa C que esta na origem dos neuroblastos A. Tc,
tempo de ciclo celular (Adaptado de Alvarez-Buylla e
Garcia-Verdugo® e de Parasi e col?).

volve divisdo simétrica de células estami-
nais e ndo envolve morte celular. A dura-
¢ao média da populacdo de células C na
SVZ é de 15 dias, parecendo existir de fac-
to um turn-over desta populacao prolifera-
tiva e consequentemente na populacdo de
neuroblastos da SVZ®", Embora seja um
dado indirecto e especulativo, muitos au-
tores propdem, desta forma, um Tc de,
aproximadamente, 15 dias paraa CEN da
Svzan,

Todos os tipos celulares incorporam
[H®]Timidina, evidenciando divisdo
mitética activa. A divisdo das célulasB e C
sugere que estas estdo envolvidas na ge-
racdo de neuroblastos (tipo A). Apds
ablacdo das células C e A, com drogas
anti-mitoticas, os astrocitos dividem-se
pararegenerar a populagdo C que, por sua
vez, regenera a A®17,

As células do tipo B demonstram igual
capacidade de in vitro gerar neuroesferas
"EGF- e [FGF-responsive”. O mesmo estudo
mostra que os astrdcitos do cortex, cerebelo
e medula espinhal comportam-se como
CEN in vitro, apenas quando isoladas antes
de P10®, In vitro, os astrécitos de SVZ mos-
tram ser capazes de formar neuroesferas
produtoras de neurdnios e glia®.

CELULAS ESTAMINAIS NO CEREBRO ADULTO DE MAMIFERO <93

Estudos recentes evidenciam a possibi-
lidade de os astrocitos de SGZ funcionarem
como precursores de neuronios granula-
res®. Os astrécitos de SVZ provém da glia
radial do periodo embrionario, a qual tem
sido apontada como CEN do neocértex em
desenvolvimento. Todos estes dados apon-
tam para que a CEN pertenca a linha
"neuroepitélio — glial radial — astrocitaria™®.

Estima-se o nimero de células estami-
nais em cerca de 1200 no cérebro do adul-
to (na area limitada anteriormente pelo
limite rostral das fibras comissurais do cor-
po caloso e posteriormente pelo limite
rostral das fibras comissurais da comissura
anterior), cerca de 0,2-0,4% da popula-
cdo total do subepéndima®”1®),

No entanto, esta estimativa nao corres-
ponde a nenhum dos tipos celulares do
Quadro 2 cujas percentagens foram calcu-
ladas por Doetch e col. (1997)%, e que
eram superiores a 0,2-0,4%. Levanta-se a
hipétese de que uma populacgao de células
C relativamente quiescente ou grupo celu-
lar morfologicamente ndo identificavel
constitua verdadeiramente as CEN da SVZ.
Estudos mostram que o EGF é capaz de in-
duzir rapidamente a divisdo celular das cé-
lulas C in vitro9.

CORRENTE DE MIGRACAO ROSTRAL

No cérebro neonatal e adulto de roe-
dores, as células da SVZ do ventriculo la-
teral migram rostralmente e diferenciam-
se em neurdnios no bolbo olfactivo. Esta
migracdo é tangencial e ocorre ao longo
de um caminho bem definido - corrente
de migragdo nostral (RMS)©®® —a uma ve-
locidade média de 120 Cm/hr.

Apesar de ter sido descrita, primeira-
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mente, no rato, migracdes similares a
RMS foram j& evidenciadas no cérebro de
primatas e humanos®. A corrente de mi-
gracdo também foi proposta para o
neocortex, pese embora o facto de nunca
ter sido demonstrada®.

A RMS (Figs. 5 e 6) é constituida por
neuroblastos alongados, células do tipo A,
no centro da corrente, envolvidos por glia,
células tipo B, que os isolam do parénqui-
ma circundante e do epitélio ependimé-
rio. A membrana das células do tipo A
possuem especializacbes do tipo zonula
adherens®1>.

A maquinaria celular que impele os
neuroblastos, parece estar baseada na
polimerizacdo e despolimeriza¢éo alterna-
da dos seus microtubulos. A Doublecortin,
uma microtuble associated protein (MAP), é
expressa pelos neuroblastos®. A presen-
ca de um cone de crescimento proemi-
nente e extensdo e retracdo activas do
processo axonal sugerem que a migracdo
também partilha processos de locomocéo
usados no crescimento axonal®. De acor-
do com este facto, foi evidenciada a pre-
senca de colapsina na RMS, uma proteina
importante para a condugéo axonal.

Comecam a ser identificadas as molé-
culas necessarias a adesdo. A PSA-NCAM
€ responsavel pela juncao das mesmas ou
pela comunicacdo com a glia circundan-
te®®, Estudos Knockout para o gene da
PSA, evidenciam uma migragdo menos
activa, embora os neuroblastos também
migrem. A proteina aébl parece ser im-
portante para a adesdo entre os neuro-
blastos®. O meio extracelular também in-
fluencia a migracgéo — foram identificados
proteoglicanos contendo tenascina e
condroitino-sulfatos na RMS®. Estudos
recentes demonstram que a reelina, sub-
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Figura 6 — llustragdo da corrente de migragéo rostral
evidenciando os diversos tipos celulares descritos no
texto®.

unidade do receptor da [13-integrina, €
importante para a migracao das células
estaminais nervosas no rato que prolife-
raram na SVZ, e que ratos em que o gene
que expressa a reelina foi inactivado,
mostraram ter menos CEN quer no bolbo
olfactivo quer no hipocampo®?.

Estudos concluiram que o septo segre-
ga quimiorepulsivos que guiam 0s neuro-
blastos, através do efector Slit-Robo®. Pelo
contrario, o bolbo olfactivo segrega qui-
mioatracticos, mas estes revelam-se pou-
co importantes ja que a RMS ocorre mes-
mo apos sec¢do do mesmo.

A glia funciona como um envelope
para 0s neuroblastos em migracao, esten-
dendo os seus multiplos prolongamentos
numa espécie de rede. Em ultima instan-
Cia, 0s neuroblastos em migracao vao di-
ferenciar-se em células granulares e peri-
glomerulares no bulbo olfativo®®),

A incorporacdo constante de neuro-
nios no bolbo olfativo sugere que este seja
um mecanismo importante de ajusta-
mento dos circuitos olfativos & medida
gue a intensidade ou o tipo de odores de
meio mudam®.
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REGULACAO DA PROLIFERACAO
DAS CEN

As CEN sdo reguladas por um conjunto
de factores intrinsecos e extrinsecos ainda
pouco conhecidos. Os primeiros relacionam-
-se com a expressao de certos genes e sao
preponderantes no desenvolvimento das cé-
lulas estaminais no periodo embrionario. Por
seu turno, os segundos correspondem ao
grupo de polipeptideos designados por Fac-
tores de Crescimento que tém sido estuda-
dos invitro, mas que parecem faltar no orga-
nismo in vivo.

Factores Genéticos

Os estudos realizados com a Drosophila
para determinar os genes envolvidos na
neurogénese individualizaram dois gru-
pos de genes importantes:

- Genes proneurais. Pertencentes ao gru-
po basic helix-loop-helix (bHLH), como o
complexo achaete-scute, cujos homaélogos
no rato sdo o MASH-1 e MASH-2
(mammalian achaete-scute homologue 1 e 2) e
no homem é o HASH-1, ventral nervous
system defective (vnd)®© e os genes relaciona-
dos com o atonal (genes das neurogeninas,
neuroD-like e ATH)@22, Os genes do gru-
po bHLH parecem ser importantes para a
diferenciacdo das células neuroepiteliais
em neurdnios, interrompendo o ciclo ce-
lular e delaminando o epitélio®©?.

- Genes neurogénicos, como o Notch cujos
homologos no rato séo o Notch-1 e 2 e no
homem o TAN-1. Os genes Notch auxi-
liam os genes proneurais promovendo a
inibicdo lateral, i.e., permitindo a indivi-
dualizacdo de grupos de células (clusters)
competentes que se diferenciardo em
neuronios®22),

CELULAS ESTAMINAIS NO CEREBRO ADULTO DE MAMIFERO <95

- Genes gliogénicos — Outros dois genes,
Olig2 e Nkx2.2 orientam a diferenciacdo das
mesmas para oligodendrécitos®?.

Factores de Crescimento

Efeitos do Factor de Crescimento Epi-
dérmico (EGF). Reynolds e col. (1992) de-
monstraram o efeito proliferativo do EGF
num determinado grupo celular do
estriado E14®, A célula que responde ao
EGF faz parte de uma populacdo progeni-
tora que também prolifera com TGF-[I
(Transforming Growth Factor [ ligando do
receptor de EGF). As células, quando iso-
ladas das neuroesferas, podem desenvol-
ver-se morfologicamente na auséncia de
EGF, exprimindo marcadores para neuro-
nios e astrécitos®. Os neurdnios forma-
dos apenas apresentam como neurotrans-
missor 0 GABA ou a substancia P®. No
entanto, dados mais recentes mostram
que o EGF em altas doses na SVZ aumen-
taa producdo de glia enquanto que a taxa
de producdo de neurdnios permanece
inalterada ou baixa®*®. Com efeito, a ac-
tivacdo do receptor do EGF parece favo-
recer a gliogénese em relacdo a neurogé-
nese, por mecanismos ainda nao conhe-
cidos.

Efeitos do Factor de Crescimento dos
Fibroblastos (FGF). Os FGF parecem es-
tar envolvidos na regulacdo do namero
de divisdes celulares dos progenitores. Va-
rios factores da familia dos FGF (FGFL1,
FGF2, FGF4, FGF7) mostraram ser capa-
zes de prolongar a neurogénese, actuan-
do no ciclo celular a nivel de G1, repri-
mindo a diferenciacdo terminal 21. O
[FGF evidencia, no entanto, um efeito
proliferativo.

Um dos factores mais estudados é o
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[FGF (ou FGF-2). Células isoladas do hi-
pocampo mostram uma resposta prolife-
rativa ao [FGF (Gage e col., 1994), esti-
mula preferencialmente a proliferacdo de
neuroblastos®. Este pode actuar, todavia,
como factor que leva os precursores indi-
ferenciados a caminharem no sentido das
linhagens neuronais. A origem da célula
gue responde ao [FGF ainda é pouco cla-
ra®. O [FGF revela também ser capaz de
promover a proliferacdo ndo s6 de neuro-
blastos como também de células multipo-
tenciais, que em Ultima instancia darao
origem a neurénios e glia. Weiss e col.
(1996) mostraram que o [FGF actuava
sobre duas populagfes distintas: um
neuroblasto unipotente, uma célula que
se divide e d& origem a 3-17 precursores
neuronais e um progenitor bipotente
neuronal/astroglial®.

Nao obstante, varios autores corrobo-
ram a hipotese de que o [FGF é um agen-
te mitogénico dos precursores neuronais
mas a diferenciacdo e sobrevida das célu-
las neurais é secundéria e regulada por
outros factores produzidos em resposta ao
[FGF, como a laminina e o IGF-I (Insulin-
-like Growth Factor 1)®.

Efeitos de outros factores extrinsecos.
O Factor Glial de Crescimento 2 (GGF2)
pode actuar nas células da crista neural
dirigindo-as para uma diferenciacéo glial
em detrimento da neuronal®. O gene
MASH-1, que é normalmente expresso
pelas colodnias de células da crista em de-
senvolvimento antes da diferenciagdo
neuronal, ndo era expresso pelos "clones”
destas células num meio enriquecido com
GGF2. Este factor leva a restricdo do po-
tencial das células precursoras multipo-
tenciais®. A hormona T3 e o PDFG
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(Platelet Derivated Growth Factor) sdo tam-
bém importantes factores instrutivos, fa-
zendo com que as CEN se restrinjam a li-
nhagem de progenitores de oligodendro-
citos, facto confirmado por diversos estu-
dos com 0 O-2A®319),

Diversas NT (Neurotrofinas) também
tém mostrado influenciar a proliferacao
de células precursoras, como por exem-
plo o CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor)
que influencia a proliferacdo do precur-
sor O-2A no sentido da formacédo de
astrécitos, embora muitos estudos o clas-
sifiguem de oligodendrogénico®*1%2D, As
células indiferenciadas geradas nas neu-
roesferas induzidas por EGF, expressavam
TrK B receptores de BDNF. O BDNF actua
em todos 0s precursores neuronais para
estimular a diferenciacdo e maturacao de
neuronios recém-formados®*®.

A BMP (Bone Morphogenetic Protein) ac-
tua no decurso do desenvolvimento do
embrido até a idade adulta, orientando as
células precursoras para a sua diferencia-
¢ao. Estudos mostram que a BMP é capaz
de promover a diferenciacéo astrocitaria.
A nogina, que é segregada pelas células
ependimarias, inibe a BMP de permitir a
neurogénese. A BMP é secretada pelas cé-
lulas do tipo B e C do subepéndima®.

Um aspecto interessante foi a recente
descoberta de receptores das células esta-
minais/precursoras das células hemato-
poiéticas e endoteliais®: (1) KDR, com
alta afinidade para o Factor de Crescimen-
to do Endotélio Vascular (VEGF), um
mitogénico associado a angiogénese; (2)
Flt4, receptor de VEGF-C; (3) Flt1 (recep-
tor cinase de tirosina de VEGF das células
endoteliais) e (4) Tek/Tie. Tal demonstra
gue a neurogénese estd associada ao re-
crutamento vascular. Por outro lado, abre
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portas para o desenvolvimento de um
marcador de CEN.

Modulagao da neurogénese no hi-

pocampo

Estudos inovadores no hipocampo re-

velaram outros factores que influenciam

a neurogeénese in vivo.
Experiéncia: o exercicio voluntario e
ambientes laboratoriais complexos
aumentam a proliferacdo na SGZ e a
amplitude do LTP dos neurénios(*?.
Eixo HPA (Hipothalamus-pituitary-
-adrenal cortex) e neurotransmissores:
o stress, mediado pela ac¢édo dos gli-
cocorticéides, diminui a proliferagéo
celular na circunvolugédo denteada.
O glutamato também diminui o nU-
mero de neurénios formados; a
adrenolectomia e bloqueio dos re-
ceptores de glutamato (NMDA — N-
-Metil-D-Aspartate) com MK801 au-
menta a proliferacdo na SVG@+%1
(Fig. 7).

- Hormonas: ao contrario dos glico-
corticoides, 0s estrogénios ovaricos
tém um efeito proliferativo na SGZ
aumentando o nimero de neuro6-
nios@42),

PERSPECTIVAS

O isolamento e caracterizacao das CEN
no cérebro adulto de mamifero abre no-
vos horizontes no conhecimento dos pro-
cessos regenerativos do SNC e da diversi-
dade celular em geral. No entanto, o ca-
minho a percorrer ainda é longo e varias
questdes ficam por resolver.

Ainda ndo se conseguiu estabelecer

CELULAS ESTAMINAIS NO CEREBRO ADULTO DE MAMIFERO @7

Figuara 7 — Receptor NMDA. Permite a entrada de
calcio, sendo excitado pelo glutamato. A substancia
MK801 é um inibidor®.

uma correspondéncia exacta entre 0s es-
tudos realizados in vitro e 0s in vivo nem se
isolou a CEN no cérebro adulto. O sube-
péndima parece ser o local onde se en-
contram a maioria das CEN. Mas qual das
popula¢des celulares correspondera a
elas? Os astrocitos (tipo B) mostram as
propriedades que mais se assemelham a
CEN estudada in vitro, mas ndo ha um es-
tudo que confirme a verdadeira identida-
de das CEN.

Demonstrou-se que Ndo so existe uma
célula EGF-responsive capaz de gerar neu-
roesferas como também o mesmo acon-
tece com células que respondem ao [FGF.
Sao muitos os factos que ficam por escla-
recer. Seria vantajoso descobrir a influén-
cia concreta dos varios factores extrinse-
cos e intrinsecos que regem a proliferacao
das CEN o que permitiria descobrir as li-
nhagens de descendéncia, permitindo
compreender a amplitude da neurogéne-
se no cérebro adulto.

Uma ultima questdo pde-se em rela-
¢do a reprodutibilidade, no Homem, dos
avancos feitos no cérebro de rato.

O completo isolamento das CEN, assim
como o completo controlo temporal e es-
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pacial dos diversos factores que influenci-
am a neurogénese do cérebro adulto,
abrem um novo capitulo de novas tera-
péuticas no tratamento de traumatismos e
doencas que afectam o cérebro humano.

Abstract

Adult mammal nervous system has
been considered unique in the organism for
its inability to repair injured neurons.
However, in some parts of the brain,
neurogenesis can occur not only in
newborn but also in adults.

Progenitor cells isolated from embryo
brain can undergo mitosis and
differentiation into neurons and glia in
vitro. Growth factors and molecular
subtracts are essential to increase or restrict
differentiation of stem cells.

Multipotent (staminal) cells and
neuroblasts and glioblasts are present in
adult mammal brain and maintained
quiescent but with the ability to proliferate
and differentiate in the presence of these
factors. Their preferential locations are
subependyma adjacent to lateral ventricles
and hippocampal dentate gyrus.

Key-words: Cerebral staminal cells;
Neuron regeneration; Stem cell
differentiation; Regulating factors.
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