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RESUMO

A zona subventricular (SVZ) é um sitio de continua neurogénese em mamiferos pds-natos e
adultos. Ao longo de toda a vida, 0s progenitores neuronais gerados destinam-se ao bulbo
olfatério (BO) para onde migram através da via migratéria rostral (RMS). Uma vez no BO,
0s novos neurdnios se diferenciam em neurdnios GABAérgicos que integram-se a
circuitaria local. A expressdo de GABA inicia ainda na zona germinativa. Essa expressao
precoce poderia levar a hipdtese de que estes progenitores ja estariam comprometidos com
o fen6tipo GABAEérgico. Porém, para demonstrar seu comprometimento GABAérgico, um
dos passos necessarios € mostrar que a descarboxilase do acido glutamico (GAD), a enzima
que sintetiza GABA em neurdnios maduros, esta presente nestas células. Nesta tese
mostramos que a expressdo e atividade enzimatica de GAD, sdo muito baixas na SVZ.
Revelamos que o GABA presente em neurdnios imaturos da SVZ provém de uma via de
sintese alternativa, a via da putrescina. Para analisar a importancia do GABA proveniente
de putrescina para estas céelulas realizamos a inibicdo farmacoldgica de sua sintese através
da administragio de DFMO. Observamos que o tratamento com DFMO regula
positivamente a expressdo de GAD na SVZ e RMS. Mostramos também que 0s
neuroblastos da SVZ que expressam GABA sdo realmente plasticos quanto a sua escolha
de fendtipo neuroquimico. Quando explantes de SVZ sdo co-cultivados com fatias de
telenceéfalo embrionario dorsal, sitio de geracdo de neurbnios glutamatérgicos, uma
subpopulacdo se diferencia em neurénios GABAE€rgicos e outra menor em glutamatérgicos.
Sugerimos, portanto, que a via da putrescina permite que neurdnios imaturos sintetizem
GABA sem, no entanto, haver comprometimento com o fen6tipo GABAEérgico. Esta
producdo de GABA parece ser importante para a migragao de neuroblastos da SVZ, embora
ndo tenhamos tido sucesso em mostrar um papel na proliferagdo com o decréscimo na
producdo do precursor putrescina. Mostramos que a liberacdo de GABA de putrescina
parece ter um papel em inibir a expressédo de GAD nestes neuroblastos. Em contrapartida, a
subregulacdo desta sinalizacao levaria ao comprometimento pelo fenotipo GABAérgico. Se
mudarmos os sinais apresentados as células da SVZ, como aqueles presentes na VZ do
telenceéfalo embrionario, pelo menos uma de suas subpopulacbes é capaz de mudar seu
destino fenotipico, e diferenciar-se em neurdnios glutamatérgicos piramidais.

Xiii



ABSTRACT

The subventricular zone (SVZ) is proliferative epithelium that continuously gives rise to
new neurons in postnatal and adult mammals. The neurons generated in the SVZ migrate
through the rostral migratory stream (RMS) where they differentiate in GABAergic
interneurons. A characteristic of these neuron precursors is that they start to express GABA
while they are still in the SVZ. This fact can lead to the conclusion that at this time they are
already commited to the GABAergic phenotype. However, to affirm this one has to show
that the origin of GABA in these cells is the same as in mature neurons. One of the most
important steps to define GABAergic commitment in neurons is to demonstrate the
expression of glutamic acid decarboxylase (GAD), the synthetic enzyme for GABA in
mature neurons. Here we show that SVZ cells display low levels of GAD
immunocytochemistry and enzyme activity as compared with the olfactory bulb. We also
show that these cells are able to synthesize GABA using an alternative source, the
putrescine pathway. To test the importance of putrescine made GABA in vivo, we
pharmacolgically inhibited putrescine synthesis through DFMO administration. We
observed that this treatment lead to an increase of GAD expression in the SVZ and RMS.
We also show here that SVZ cells can display phenotypic plasticity. Co-culturing SVZ
explants and dorsal telencephalic slices, a spot of glutamatergic neurogenesis, we observed
that a subpopulation of SVZ derived neurons differentiated into GABAergic neurons and
another into glutamatergic pyramidal neurons. Our working hypothesis is that the
putrescine pathway is a mechanism to synthesize GABA without commitment to the
GABAergic phenotype. The release of putrescine derived GABA inhibits GAD expression
leaving these neuroblasts in an undifferentiated state. The inhibition of putrescine synthesis
caused an upregulation of GAD expression which would lead to GABAergic commitment.
If we present these neuroblasts with different signals, as those present in the embryonic
dorsal telencephalon, they would show plasticity in their phenotypic fate and differentiate
into other neurochemical and morphological phenotypes, one of which is the glutamatergic
pyramidal neuron.
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1-Introducéo:

1.1-Apresentacéo do problema exprimental

A Zona Subventricular (SVZ, do inglés subventricular zone) é um sitio de
neurogénese continua no telencéfalo de mamiferos adultos (Altman, 1969; para revisao,
Gage, 2000). Os neuroblastos gerados nesta regido migram em direcéo ao bulbo olfatério
ipsilateral (Altman, 1969; Luskin, 1993), onde se diferenciam em neurdnios granulares e
periglomerulares (Luskin, 1993). Uma caracteristica compartilhada por estes dois tipos
celulares € a especificagdo de GABA como neurotransmissor (Betarbet et al., 1996; Hack et
al., 2005).

Os neuroblastos (células comprometidas com o fenétipo neuronal mas ainda capazes
de reentrar no ciclo celular; Menezes et al., 1995) da SVZ expressam GABA durante a sua
migracdo (Bolteus e Bordey, 2004; Sequerra et al., 2007). A expressédo de GABA em
neuroblastos sugere um comprometimento precoce com o fen6tipo GABAérgico. Porém
resultados recentes de nosso grupo, e que compdem parte desta tese, sugerem que estas
celulas possam alterar seu destino fenotipico em funcdo do ambiente. Os primeiros
resultados que apontam para a plasticidade destas células foram obtidos através da co-
cultura de explantes de SVZ pés-natal com fatias organotipicas de telencéfalo embrionario
(para resumo, Sequerra et al., 2003). Neste sistema, as células da SVZ integram-se ao
cortex cerebral e migram radialmente atraves da zona ventricular até a placa cortical dando
origem a multiplos morfotipos. Dentre estes, estdo células de morfologias que em muito se
assemelham a de neurénios piramidais, com corpo celular em forma de piramide, dendritos

basais e um dendrito apical com espinhas (Miller e Peters, 1981; Peters e Kara, 1985). Os



neurdnios piramidais corticais sdo em sua maioria neurdnios glutamatérgicos (Kaneko e
Mizuno, 1988). Além disso, conseguimos marcar essas células com o anticorpo contra L-
glutamato, mostrando que progenitores da SVZ sdo capazes de dar origem a fen6tipos
neuroquimicos que ndo sdo gerados normalmente por elas no tecido integro.

Em uma segunda linha de investigagdo, estudamos 0s possiveis mecanismos
subjacentes a plasticidade fenotipica que encontramos nas células da SVZ. Caracterizamos
a sintese de GABA dentro da SVZ tendo em vista os resultados obtidos que indicam que as
células podem alterar seu destino fenotipico e, portanto ndo estariam comprometidas como
nos fazia supor a expressao precoce de GABA em neuroblastos. Ha algumas décadas foi
descrito que a via de sintese de GABA encontrada em neurénios GABAérgicos maduros
consiste na descarboxilacéo do acido glutdmico através da enzima descarboxilase do acido
glutdmico (GAD) que em mamiferos possui dois genes (Bu et al., 1992) que produzem
duas formas reguladas independentemente (GADG5 e 67, Fenalti et al., 2007). A presenca
de GAD seria um sinal do comprometimento destes progenitores (Mugnaini e Oertel,
1985). Entretanto, uma segunda via que utiliza a putrescina como precursor para a sintese
de GABA foi descrita a partir da década de 50 (Jakoby e Fredericks, 1959; Seiler e Al-
Therib, 1974) e células ndo necessitariam expressar GAD para obter esta molécula.
Supomos, portanto, que esta via alternativa poderia prover o substrato para a plasticidade
das células da SVZ. Nossos resultados mostram que as células da SVZ sdo capazes de
converter putrescina em GABA e que a expressdo de GAD por essas células é muito baixa
ou inexistente (Sequerra et al., 2007).

E qual seria a relevancia do GABA oriundo da sintese de putrescina para as células da
SVZ? Para abordar essa questdo realizamos a inibi¢do farmacoldgica da enzima de sintese

de putrescina, a descarboxilase de ornitina (ODC), atraves da administragdo sistémica de



di-fluoro-metil-ornitina (DFMO). Nossos resultados preliminares mostram que o GABA de
putrescina é um regulador do ciclo mitético e sugerem que a expressao de GAD é inibida
por GABA proveniente desta via.

O texto que segue coloca no contexto da literatura as questdes abordadas aqui.

1.2-Zona Subventricular, Zona Subependiméria e Via Migratdria Rostral: Problemas

Terminoldgicos

A estrutura mais precoce a qual se dd o nome de zona subventricular, surge durante a
neurogénese telencefalica, o que no camundongo acontece em E13 (Smart, 1973). Os
critérios principais para a sua classificacao neste periodo sdo, na verdade, baseados na
exclusdo de caracteristicas presentes na outra camada germinativa embrionéria, a zona
ventricular (VZ). Diferente da zona ventricular, na SVZ, as células proliferativas entram em
mitose longe da superficie do ventriculo, as ditas mitoses (Comité Boulder, 1970;
Takahashi et al., 1995). As células em divisdo ndo tocam a superficie ventricular, e h4
auséncia de uma migracgdo nuclear intercinética definida. O termo “migracéo intercinética”
se refere ao processo de migracao do nucleo celular das células proliferativas da VZ que se
inicia no fim da fase M na superficie ventricular, vai até a fase S na por¢do mais afastada
desta superficie e termina com uma nova mitose de volta a superficie ventricular (Sauer,

1935, para revisdo ver Menezes et al., 2002; Fig.1A).
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Figura 1. Esquema da SVZ embrionaria (A) e pés-natal (B). Em A, as células da SVZ embrionéria (aqui a
SVZ dorsal como exemplo) se caracterizam por proliferar longe do ventriculo lateral, e ndo realizarem a
migracdo intercinética (movimento nuclear do ciclo celular esquematizado na VZ). Essa camada se
localiza entre a VZ e a Zona Intermediaria (ZI), por onde trafegam os axénios subcorticais e corticais em
crescimento. Acima da Subplaca (SP) comeca a se formar a placa cortical composta por neurdnios
imaturos que utilizam as fibras de glia radial para migrar da ZV até a superficie da CP. A maioria destes
neurénios podem ser originados na VZ mas algumas populagdes passam por ciclos proliferativos na SVZ.
Além disso, a SVZ/ZI/SP e a Zona Marginal (ZM) servem de vias migratorias para neuroblastos gerados
extracorticalmente mas também intracorticalmente. B. Apds o desaparecimento da VZ, a SVZ passa a ser
a camada proliferativa mais proxima da luz do ventriculo. A glia radial se transforma dando origem a
células do epéndima (e) e astrocitos. Os astrocitos da SVZ (a) (e talvez o epéndima) ddo origem a
precursores de ciclo rapido (c) que por sua vez geram neuroblastos (n), que diferente dos neuroblastos
migratorios embrionarios mantém seu ciclo celular. Acima da SVZ dorsal esta a Substancia Branca (SB) e
acima desta o cértex cerebral (CX). No CX estdo representados os dois principais tipos neuronais do
cortex cerebral os neurénios piramidais glutamatércos (p) e os interneurénios GABAérgicos (g).




Porém existem criticas quanto a adocao de tais critérios para classificar este sitio progenitor
de SVZ. A identificacdo da proliferacdo abventricular so é possivel até a primeira semana
poOs-natal. Apos este periodo as células que formavam a VZ ja realizaram

a sua divisdo terminal e a VZ se extingue (Schmechel e Rakic, 1979; Voigt, 1989; Gaiano
et al., 2000; Tramontin et al., 2003; Fig.1B). Assim a SVZ passa a ser a camada
proliferativa mais préxima ao ventriculo e a apresentar células que proliferam e tocam a luz
ventricular (Doetsch et al., 1997; Johansson et al., 1999; Fig.1B). Quanto a auséncia de
migracdo intercinética, as células dentro da via migratoria rostral (RMS, a rota migratéria
dos neuroblastos até o bulbo olfatério, veja a seguir) se localizam preferencialmente na
periferia desta quando estdo na fase S do ciclo celular (Menezes et al., 1998), o0 que pode
indicar um possivel padrdo migratério correlacionado com a fase do ciclo celular. Logo, 0s
critérios utilizados nao sdo suficientes para distinguir a SVZ em todos 0s momentos da sua
existéncia.

Uma outra terminologia utilizada para esta camada proliferativa é zona
subependimaria ou camada subependimaria. A origem dessa terminologia esta na
caracterizacdo desta em individuos adultos (Globus e Kuhlenbeck, 1944). De fato em
adultos, a SVZ fica separada da luz ventricular por uma camada de células ependimarias
(Fig.1B) que se caracterizam por apresentar marcadores tais como a proteina S100 beta (i.e.
Spassky et al., 2005) e cilios com atividade motora (Bleier , 1971; Millhouse, 1971). Porém
a separacdo entre a camada ependimaria e a subependiméria ndo é completa uma vez que 0s
astrocitos da SVZ emitem prolongamentos monociliados que passam entre as células
ependimarias e tocam a luz ventricular (Doetsch et al., 1999). Existe também a
possibilidade de que as proprias células ependimarias sejam parte integrante desta camada

proliferativa desempenhando o papel de progenitores de atividade quiescente (Johansson et



al., 1999; Momma et al., 2000; Coskun et al., 2008). Além disso, as células ependimarias
emitem prolongamentos para dentro da SVZ e tocam a lamina basal produzida por células
que compdem 0s vasos sanguineos dentro desta camada (Mercier et al., 2002). N6s
optamos aqui por usar a terminologia zona subventricular por esta se adequar melhor a
idéia de continuidade temporal entre a camada gerada no embrido e aquela que mantém a
sua atividade proliferativa por toda a vida do animal. Esta opc¢do se baseia no fato de que
ndo h&d mudancas substanciais entre os tipos celulares presentes na SVZ do animal pds-natal
e adulto. Dito isto, no entanto, ressalvo que no periodo perinatal ha a presenca de células de
glia radial em maior namero que formam uma pali¢ada nas bordas ventral e dorsal da zona
subventricular do cértex cerebral (Alves et al., 2002; Tramontin et al., 2003). Estas podem
potencialmente representar uma populacdo distinta de progenitores além dos tipos ja
descritos como as células A, células B e células C (Doetsch et al., 1999).

Existem também controvérsias quanto a extensdo rostro-caudal da SVZ. Os
neuroblastos gerados na SVZ migram para o bulbo olfatério (BO) ipsolateral onde se
diferenciam em interneurdnios (Altman, 1969; Luskin, 1993). A via migratdria por onde
esses neuroblastos se deslocam até o seu destino foi denominada via migratoria rostral
(RMS; Altman, 1969; Fig.2B). Estas celulas migratorias sdo capazes de proliferar neste
percurso (Menezes et al., 1995) estendendo a zona proliferativa da SVZ até o bulbo
olfatério. Duas diferentes formas de denominacéo da extensdo da SVZ se apresentam na
literatura. A primeira trata a RMS como uma extenséo da SVZ, parte integral desta zona
proliferativa. A outra separa a RMS em uma regido diferente com diferentes propriedades.
De fato, parece haver alguns progenitores que s6 estdo presentes dentro da RMS e da SVZ
do BO e dao origem a neurdnios de um tipo especifico, sugerindo independéncia da SVZ

posterior (Hack et al., 2005; Vergafio-Vera et al., 2006). Porém, recentemente constatou-se
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Figura 2. Esquema de rotas migratorias de neurénios GABAérgicos no roedor embrionario (A) e pos-
nato (B). A. Esquema de corte coronal de um hemisfério cerebral. As células GABAérgicas no embrido
sdo geradas em porcdes da VZ ventrais a borda palio-subpdlio (linha tracejada preta). De 14, elas adotam
diversas rotas migratdrias, as rotas de migracdo para a placa cortical (PC) pela ZM (seta vermelha) e
Z1/SVZ (seta azul), a rota de migracdo para a zona do manto (ZoM, futuro corpo estriado), e a rota
migratoria para o bulbo olfatorio (ndo representada). B. Esquema de um corte parassagital do telencéfalo
de um roedor pés-nato ou adulto. A SVZ (regido listrada) envolve o ventriculo lateral e se projeta
rostralmente até o bulbo olfatério (BO). A regido da SVZ a direita da linha tracejada vermelha é chamada
de via migratdria rostral (RMS) . CX- cortex cerebral, ST- corpo estriado, ZoM - zona do manto. D-
dorsal, M- medial, R- rostral.



que as células-tronco neurais ao longo de todos os eixos da SVZ possuem diferentes
potenciais quanto a geracédo de tipos neuronais do BO (Merkle et al., 2007) ndo sendo esta
uma caracteristica exclusiva da camada proliferativa adjacente ao BO. Além disso, como
dito anteriormente, diferente de outras rotas migratorias, como a de progenitores
GABAérgicos das eminéncias ganglionares para o cortex cerebral (Anderson et al, 2001;
Polleux et al., 2002; Xu et al., 2003; Zimmer et al., 2004; Fig.2A), os neuroblastos
migratorios da RMS mantém o ciclo celular (Menezes et al., 1995). A existéncia de células-
tronco neurais ao longo de toda a extensédo da RMS (Gritti et al., 2002) como a presenca de
todo um conjunto de progenitores (Jankowski e Sotelo, 1996) contribuem para a idéia de
gue a RMS (que tecnicamente ndo serviria como nomina de estrutura anatémica por referir-
se a um fendmeno) é na verdade uma extensao rostral da SVZ. Assim, nesta tese, quando
nos referimos a SVZ incluimos as células da SVZ que margeiam os ventriculos laterais, as
dorsais subjacentes ao cOrtex cerebral, as ventro-laterais subjacentes ao corpo estriado e as

ventro-mediais subjacentes ao septum, e as células que estdo na sua extensdo rostral.

1.3- Especializacao progressiva da camada proliferativa embrionaria

No inicio do desenvolvimento do sistema nervoso, este se diferencia de um epitélio
que parece ser constituido por uma populagdo homogénea de células. Porém ao longo do
desenvolvimento estas células recebem diversos sinais que imprimem diversas informacdes
como por exemplo sua posi¢ao nos eixos corporais (para revisdo, Lupo et al., 2006).
Durante a gastrula, as células mais anteriores do tecido neural sdo expostas ao morfégeno
Sonic Hedgehog. Essa sinalizagdo faz com que estas células adquiram uma identidade

ventral definida pela expresséo de certos fatores de transcrigdo Nkx2.2 e DIx (Gunhaga et



al., 2000). E assim que o tubo neural se fecha na porgéo anterior, a ectoderme epidermal
adjacente passa a sinalizar Wnt e BMP para as células mais dorsais que bloqueiam a
identidade ventral e passam a expressar fatores de transcricdo como Emx1 e Mgn2
(Gunhaga et al., 2003).

Assim de acordo com a posicao dorso-ventral de cada célula dentro do epitélio
proliferativo, esta passa a expressar diferentes repertorios de fatores de transcri¢do
(Schuurmans e Guillemot, 2002). Outra conseqtiéncia da informacdo posicional que estes
progenitores adquirem é que estes passam a gerar diferentes tipos neuronais. Os
progenitores dorsais que expressam o fator de transcricdo Emx1, por exemplo, geram
neurdnios glutamatérgicos, mas sdo incapazes de gerar neurdnios GABAérgicos (Gorski et
al., 2002). Assim, a geracdo dos diferentes tipos neuroquimicos do telencéfalo acontece de
maneira segregada espacialmente ao longo do epitélio proliferativo embrionario, sendo os
neurbnios GABAérgicos gerados em porcdes ventro-laterais (Marin e Rubenstein, 2001)

O epitélio proliferativo, que em idades mais avangadas chama-se zona ventricular
(VZ; Comité Boulder, 1970; Comité Boulder Revisitado, Bystron et al., 2008) passa por
ainda mais especificagdes. Trabalhos iniciais mostraram que a VZ dorsal d& origem a
neurdnios de todas as camadas corticais de maneira tempo dependente (Angevine e
Sidman, 1961; McConnell, 1988). Em um primeiro momento originam-se nesta camada
proliferativa os neurdnios que irdo formar a préplaca ou camada plexiforme primordial
(Raedler e Raedler, 1978). Esta posteriormente sera partida por células que irdo formar a
placa cortical propriamente dita. Esta particdo da origem a duas novas camadas
embrionarias, a zona marginal (ZM), na superficie cerebral e a subplaca subjacente a placa
cortical (PC) (Comité Boulder, 1970; Bystron et al., 2008). As células Cajal-Retzius que

formam a ZM/camada | sdo em sua maioria glutamatérgicas e seriam geradas na VZ (Del



Rio et al., 1995; Hevner et al., 2003). A neurogénese das células Cajal-Retzius €
interrompida pelo inicio da expressdo de Foxgl na VZ e os mutantes desse fator de
transcricdo produzem um excesso dessas células (Hanashima et al., 2004).

Ap0s essa primeira populacao ser gerada, as populagées de neurdnios de projecao das
demais camadas corticais sao formadas (Rakic, 1974). Como 0s neurdnios das camadas
superiores sdo gerados por Ultimo (Angevine e Sidman, 1961), 0s progenitores que dédo
origem a essas células sdo mais restritos quanto a diversidade da progénie que sdo capazes
de gerar em comparacao as populacdes anteriores (Frantz e McConnell, 1996; Mizutani e
Saito, 2005). Isto sugere uma especificagdo progressiva na VVZ. Desta forma, assim como
h& um comprometimento progressivo dos progenitores da VZ durante a embriogénese ha
também a expressao sucessiva de diferentes fatores de transcricdo que estdo envolvidos
nesta especificagédo (para revisdo, Molyneaux et al., 2007). De forma correlacionada a zona
ventricular também parece produzir de forma sequencial neurénios e glia (Quian et al.,

2000).

1.4- Origem da SVZ e transicdo para a idade adulta

Durante o desenvolvimento embrionério do telencefalo dorsal, uma populagédo de
celulas deixa a VZ cortical e se estabelece na SVZ onde continua a proliferar (Comité
Boulder, 1970; Smart e Mc Sherry, 1982; Takahashi et al., 1995). A observagéo de que a
origem da SVZ e o inicio do declinio da VVZ em primatas ocorrem em fases muito precoces,
anteriores ao inicio da gliogénese, levou a formulacdo da hipotese de que a SVZ poderia
dar origem a neurénios corticais (Sidman e Rakic, 1973; Smart et al., 2002). Essa

coincidéncia temporal entre a formagéo da SVZ e o pico de neurogénese cortical foi
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também observada em camundongos, levando a mesma concluséo (Smart e Mc Sherry,
1982). Nos ultimos anos o desenvolvimento de marcadores especificos das laminas
corticais trouxe novos dados para a caracterizagdo desta populagdo O primeiro trabalho a
mostrar um destes marcadores mostrou que uma populagdo de células da VZ sai desta
camada proliferativa, migra para a SVZ expressando Otx1. J& na SVZ essas células deixam
de expressar esse fator de transcri¢do, passam a expressar 0 RNA ndo codificante svetl
enquanto passam por alguns Gltimos ciclos mitéticos, e se deslocam para compor as
camadas Il a IV (Tarabykin et al., 2001). A hipbtese de que a SVZ da origem a neurdnios
das camadas granular e supragranular (1V e 1I/111) foi depois reforgada por trabalhos
mostrando o padrédo de expressdo dos fatores de transcricdo Cux 1 e 2 (Zimmer et al., 2004;
Nieto et al., 2004). Além disso, Cux2, e provavelmente Cux1, € expresso também na
populacdo de neurdnios imaturos DIx+ que irdo formar os neurdnios inibitérios das
camadas Il a IV e que migram pela SVZ e zona marginal (ZM; Zimmer et al., 2004). Esta
populacdo parece ser transitdria na SVZ, uma vez que a expressao destes marcadores,
svetl, Cuxl e 2, desaparece desta zona proliferativa apds a neurogénese cortical e passa a
somente existir nas camadas Il a V. O mesmo se aplica a dois outros fatores de transcrigdo
Tbrl e Thr2 que séo sequencialmente expressos ap0s a subregulacao de Pax6 pelas células
de glia radial na zona ventricular dorsal (Englund et al., 2005). Estes marcadores aparecem
inicialmente na zona subventricular e mais tarde na placa cortical.

A VZ das eminéncias ganglionares (EG, estruturas transitorias localizadas no
telencefalo embrionario ventral e possuem um nimero alto de células proliferantes; Fig.2A)
da origem a precursores que formardo os neurdnios estriatais, do globo péalido, do bulbo
olfatério e do cortex cerebral (Wichterle et al., 2001, Fig.2A). Ao migrarem da VZ ventral

estas param na SVZ onde passam por um passo de maturacdo indicado pelo inicio da
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expressdo dos fatores de transcricdo DIx1/2 (Einsenstat et al., 1999). Quando saem das
EGs, essas células podem migrar tanto pela SVZ/zona intermediaria dorsal como pela zona
marginal em direcéo ao cortex cerebral (ZM; Fig.2A). Essas células migratérias sdo pds-
mitdticas (Anderson et al, 2001; Polleux et al., 2002; Xu et al., 2003; Zimmer et al., 2004).

Durante o fim da neurogénese embrionaria do telencéfalo, os precursores da SVZ
passam a gerar astrocitos e oligodendrocitos para esta regido (Privat, 1975; Levine e
Goldman, 1988a,b; Levison et al. 1993; Luskin e McDermott, 1994; Kessaris et al., 2006).
Apesar da neurogénese da maioria das regides telencefalicas ter terminado, duas estruturas
continuam tendo a adi¢do de novos neur6nios a suas populacées, o hipocampo e o bulbo
olfatério (Altman e Das, 1965; Altman, 1969; Bayer, 1985). A adi¢do de novos neur6nios
ao bulbo olfatério deve-se a geracdo destes na SVZ e sua migracdo em direcao a esta
estrutura pela via migratoria rostral (RMS; Altman, 1969; Luskin, 1993; Fig.2B). Porém
esses novos neurdnios adicionados pds-natalmente sdo apenas de dois tipos, 0s granulares e
periglomerulares (Bayer, 1985; Luskin, 1993). A maior parte dos novos neuronios gerados
na camada granular e glomerular sdéo GABAérgicos (Betarbet et al., 1996; Hack et al.,
2005). Porém as novas células geradas podem também assumir um fendtipo dopaminérgico
na camada glomerular (Betarbet et al., 1996; Hack et al., 2005, Kohwi et al., 2005) e na
camada granular superficial (Kohwi et al., 2005). Um mesmo neurénio pode expressar dois
neurotransmissores, GABA e dopamina, 0 que ocorre em praticamente todos 0s
periglomerulares dopaminérgicos (Hack et al., 2005; Panzanelli et al., 2007).

Durante o desenvolvimento embrionério do telencéfalo, o sistema de células-tronco
neurais esta baseado nas células de glia radial que funcionam como progenitores dos
neurdnios (Noctor et al., 2000; Tamamaki et al., 2001, Malatesta et al., 2003) ou dos

precursores intermediarios neuronais (Tarabykin et al., 2001; Miyata et al., 2004; Noctor et
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al., 2004). Porém ao fim da histogénese telencefalica de mamiferos, a VZ se extingue
(Schmechel e Rakic, 1979; Voigt, 1989; Gaiano et al., 2000; Tramontin et al., 2003) o que
n&o acontece em outros vertebrados (Dahl et al., 1985; Alvarez-Buylla e Nottebohm, 1988;
Zupanc, 2001; Font et al., 2001; Kalman e Pritz, 2001; Garcia-Verdugo et al., 2002;). Apbs
o fim da VZ em mamiferos, a SVZ passa a constituir o principal sistema de células tronco
telencefalico (para revisdo, Alvarez-Buylla et al., 2001).

H& controvérsias na literatura sobre qual seria o tipo celular responsével pelo sistema
de células-tronco neurais de mamiferos adultos. A injecdo da carbocianina lipofilica (Dil)
ou de um adenovirus contendo o gene da B-galactosidase no ventriculo lateral de ratos e
camundongos, marca especificamente as células ependimarias e essas células ddo origem a
outras células que povoam a SVZ e o bulbo olfatério (Johansson et al., 1999). Utilizando
esses mesmos marcadores, a presenca de Notchl (Weinmaster et al., 1992), ou a presenca
de cilios, este mesmo grupo mostrou que uma pequena porcentagem dessas células é capaz
de dar origem a neuroesferas (Johansson et al., 1999), um critério amplamente utilizado
para a identificacdo de células-tronco neurais (Reynolds et al., 1992; Reynolds e Rietze
2005). Porém apesar de Johansson e colaboradores (1999) afirmarem encontrar células
ependimérias proliferativas apés tratamentos de longo prazo com H3-timidina, Doetsch e
colaboradores (1999a) afirmam serem incapazes de observar a marcagao dessas células
ap6s duas semanas de administracdo de H3-timidina ou BrdU (bromo-deoxiuridina),
analogo de timidina. Além disso, outros grupos foram incapazes de produzir neuroesferas a
partir de células ependimarias (Chiasson et al., 1999; Laywell et al., 2000; Capela e
Temple, 2002; Doetsch et al., 2002). Doetsch e colaboradores propuseram que 0s astrocitos

da SVZ é que seriam de fato as verdadeiras células-tronco neurais dos mamiferos adultos,
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uma vez que quando todos os tipos celulares de ciclo mitético rapido séo eliminados pelo
tratamento com citosina-p-D-arabinofuranosideo (Ara-C, Doetsch et al., 1999b), essas
celulas séo capazes de recompor a populacdo da SVZ (Doetsch et al., 1999a). O que se
sabe, entdo € que pelo menos uma subpopulacéo dos astrocitos da SVZ (denominados de
células B Doetsch et al.,1997) é capaz de gerar 0s outros tipos celulares desta camada, 0s
precursores transitérios (células C) e os neuroblastos migratorios (células A), e que
algumas células do epéndima podem ser células-tronco quiescentes (Johansson et al., 1999;

Momma et al., 2000; Coskun et al., 2008).

Estudos da progénie da glia radial utilizando um sistema de recombinase que ativa a
expressao de um gene marcador, mostraram que a glia radial da origem a células
ependimarias (Spassky et al., 2005) e a astrocitos da SVZ (Merkle et al., 2004). Alem disto,
estudos analisando o curso temporal de transformacéo da glia radial em astrocitos no cortex
cerebral pos mortem (Alves et al., 2002) em roedores sugerem que a glia radial da origem a
uma populacdo celular GFAP positiva nas margens da SVZ que permanece até a
maturidade (Menezes, comunicacao pessoal). Assim independente do fato das células
ependimarias serem ou ndo progenitores no adulto, a transicdo entre o sistema embrionario
de células-tronco baseado nas células de glia radial, e o sistema de progenitores do adulto é
bem clara.

Uma das caracteristicas dos neuroblastos migratdrios da SVZ € a sua expressdo da -
tubulina da classe 111, reconhecida pelo anticorpo Tujl (Menezes e Luskin, 1994). No rato,
a primeira populacdo Tujl1* a aparecer surge em E14 em uma estrutura localizada abaixo da
por¢do mais anterior do ventriculo lateral, o rinencéfalo (Pencea e Luskin, 2004). Essas

células estdo originalmente organizadas de forma aleatéria nesta estrutura, mas ja em E15
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ganham uma orientacdo em direcdo ao ventriculo olfatorio. Em E16, essas células ja estdo
organizadas em uma via migratéria densa semelhante a RMS pds-natal que aparece como
uma via migratéria completa até o bulbo em E18 (Pencea e Luskin, 2004). Entdo a primeira
populagdo Tujl™ a popular a RMS surge a partir da porgéo anterior do telencéfalo.

Este dado sustenta a hipotese de que somente a SVZ anterior (SVZa) seria capaz de
dar origem a neurdnios enquanto as por¢ées mais caudais da SVZ seriam gliogénicas
(Luskin, 1993). Essa hipdtese foi formulada a partir de experimentos de injecdo de
retrovirus na SVZ que comprovaram que somente a SVVZa daria origem a neuroblastos
migratdrios que se diferenciam no bulbo olfatério (Luskin, 1993). Porém como o titulo do
virus injetado era muito baixo, uma possivel explicacdo para esses dados seria que estes
estariam refletindo a maior concentracgdo celular na porcdo anterior da SVZ (SVZa), por
esta ser obrigatéria a passagem de todos 0s neuroblastos gerados na SVZ, inclusive 0s mais
caudais. Assim o virus de titulo baixo s6 foi capaz de infectar células nesta area
simplesmente porque a probabilidade de infec¢cdo aumentaria no sentido anterior. E de fato,
um experimento muito semelhante utilizando um retrovirus de titulo mais alto mostrou que
as porgdes mais caudais possuem neuroblastos que migram rostralmente para o bulbo
olfatério (Suzuki e Goldman, 2003). De fato, a marcacdo seletiva das células de glia radial
mais caudais e sua progénie mostram que estas (que provavelmente se tornam astrocitos da
SVZ no adulto) continuam dando origem a neurdnios (Merckle et al., 2007; Kelsch et al.,

2007).
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1.5- Diversidade dos neurdnios renovaveis do BO

O bulbo olfatorio € a unica estrutura telencefélica que recebe informagéo diretamente
da periferia. Os receptores presentes no epitélio olfativo enviam axénios para dentro do
cerebro aonde se conectam com o0s dendritos das células mitrais em uma estrutura chamada
glomérulo (Fig.3; Sheperd e Greer, 1990; Shipley et al., 2004). As células mitrais sdo
neurdnios excitatdrios que enviam seus axdnios para alvos fora do BO como o cortex
piriforme, onde se localiza a area primaria olfatoria. Porém, essa informacéo € regulada por
interneurdnios que se conectam a esses dois tipos neuronais (receptor olfatério e célula
mitral) nas diversas camadas do BO.

Na camada glomerular existem trés tipos neuronais, 0s neurdnios periglomerulares, as
células de axdnio curto, e as células “tufted” externas (Fig. 3; Pinching e Powell, 1971a;
Pinching e Powell, 1971b; Pinching e Powell, 1972). Acredita-se que essas células séo
neurdnios inibitorios que expressam GABA e/ou dopamina. Porém recentemente mostrou-
se que as células de ax6nio curto sdo responsaveis pela conexao entre glomérulos e que
para isso utilizam o neurotransmissor glutamato (Aungst, 2003). Ndo ha nenhuma
evidéncia de que as células de axdnio curto sejam originadas apds o periodo embrionario.

Os interneurdnios inibitérios da camada glomerular foram primeiro caracterizados
pela expressdo de enzimas de sintese de neurotransmissor (GAD e tirosina hidroxilase
(TH), enzima de sintese de dopamina) ou ainda a expressdo de GABA (Kosaka et al., 1985;
Betarbet et al., 1996). Quanto a expressdo de GABA, foram descritas duas populagdes de
periglomerulares, uma positiva e outra negativa para o neurotransmissor (Kosaka e Kosaka,

2005; Parrish-Aungst, 2007). Porém a localizacdo de GABA, assim como GAD,
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Figura 3. Esquema representativo da circuitaria do bulbo olfatorio principal. O bulbo olfatorio possui 6
camadas: camada de células granulares (CCG), camada plexiforme interna (CPI), camada mitral (CM),
camada plexiforme externa (CPE), camada glomerular (CG), e camada do nervo olfatério (CNO). A
camada glomerular possui as células “tufted” externas (Te), as de axdnio curto (Ac) e as periglomerulares
(G). Além dessas células, ha uma estrutura especializada onde os axénios do nervo olfatério conectam-se
aos dendritos das células mitrais chamadas glomérulos (circulos). As células de ax6nio curto conectam
glomérulos distantes. Na CPE estdo principalmente as células “tufted” (T) e “tufted profundas (Tp). Logo
abaixo estdo as células mitrais na CM. As células mitrais mandam seus axonios através da CPl. Na CCG
estdo representados os trés tipos de células granulares: 1) as granulares superficiais, 2) as granulares
profundas e 3) as granulares intermedidrias.
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preferencialmente em terminais sinapticos pode levar a uma classificacdo do corpo celular
como negativo (para exemplo veja, Liu et al., 1989). Essa caracteristica pode revelar na
verdade diferencas entre duas popula¢cdes GAD65 e GAD67 positivas, ja que se mostrou
que em algumas regides do encéfalo a GADG65 localiza-se preferencialmente em terminais
enquanto a GADG67 marca mais corpos celulares (Esclapez et al., 1994). De fato,
camundongos que possuem o gene gfp regulado pelo promotor do GAD67 marcam todos 0s
tipos de periglomerulares; e terminais pré-sinapticos dessas células marcam para GAD e o
transportador vesicular de GABA em ratos e camundongos (Panzanelli et al., 2007). Assim,
0s neurdnios periglomerulares parecem ser todos GABAérgicos e a observacdo de
populacbes GABA negativas ter sido causada por limitaces nas técnicas de deteccdo.
Dentre essas células GABAeérgicas, uma subpopulacdo pode co-expressar dopamina
(Kosaka et al., 1985; Betarbet et al., 1996; Hack et al., 2005) e outra 6xido nitrico sintase
(Weruaga et al., 2000; Crespo et al., 2003).

Existem dois tipos de conexdo apresentados por neurdnios periglomerulares. As
células do tipo 1, que recebem sinapses excitatdrias do nervo olfatério, e as do tipo 2, que
ndo recebem sinapses dos axdnios do nervo olfatério (Kosaka et al., 1997; Toida et al.,
1998, 2000). Ja os neurdnios granulares sdo divididos em trés grupos de acordo com sua
posi¢do na camada granular e seu padréo de projecdo dendritica. As células granulares
superficiais tém dendritos que ramificam na camada plexiforme externa (EPL), entre 0s
dendritos das células “tufted” (Orona et al., 1983; Mori et al., 1983). As células granulares
profundas mandam seus dendritos principalmente para a EPL profunda, entre os dendritos
das células mitrais. E as células granulares intermediarias mandam dendritos que ramificam

por toda a extensdo da EPL (veja também, Shepherd, 1990).
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Os neurdnios inibitorios da camada glomerular podem ainda ser classificados de
acordo com a combinacdo de proteinas ligadoras de célcio que expressam. Essas proteinas
incluem calbindina D28K, calretinina, parvalbumina, neurocalcina e SI00A6 (para reviséo
dos trabalhos mais antigos, Kosaka et al., 1998). O calculo das proporc¢des dessas
populacoes é complicado por ndo existir um marcador universal dos neur6nios
periglomerulares. A proteina nuclear neuronal (NeuN; Mullen et al.,1992), que é
amplamente utilizada como marcador neuronal geral, ndo € expressa em todos 0s neurénios
da camada glomerular (Imamura et al., 2006 ; Panzanelli et al., 2007; Parrish-Aungst et al.,
2007). Um camundongo que tem a expressdo de GFP regulada pelo promotor de gad67
(Tamamaki et al., 2003) serviu como um bom modelo para essa quantificacéo ja que todas
0s marcadores utilizados neste estudo co-localizam com esse gene marcador (Panzanelli et
al., 2007). Segundo esta quantificacdo 44% das células sdo calretinina positivas, 16% sdo
TH positivas, 14% sdo calbidina positivas, 13% sdo positivas para a subunidade a5 do
receptor GABA,, 13% ndo marcam para nenhum desses marcadores e essas populacoes
ndo se sobrepdem (Panzanelli et al., 2007). Ja as células granulares ndo possuem tantos
marcadores descritos, a ndo ser uma subpopulacéo de células calretinina positiva
(Jacobowitz e Winsky, 1991).

Essas populacBes parecem estar presentes em uma ampla diversidade de mamiferos
(Kosaka e Kosaka, 2004). Porém em insetivoros existe uma estrutura exclusiva que se
forma entre as camadas glomerular e plexiforme externa. Esssa estrutura formada por um
aglomerado de células calbindina positivas que recebem alguns poucos axdnios do nervo
olfatério é chamada nidus (Alonso et al. 1995; Kosaka e Kosaka, 2004). Como essa

estrutura aparece em topeiras e “shrews”, mas ndo em porcos-espinhos (Kosaka e Kosaka,
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2004), ndo ¢ possivel definir se esta caracteristica é primitiva em mamiferos ou se surgiu
em um ancestral comum a essas duas espécies. Uma forma de resolver essa questdo seria
observar a imuno-histoquimica para calbindina em um metatério como o gamba, servindo
como grupo externo. O tempo de geracdo dos neurdnios do nidus ndo é conhecido.

E qual é o padrdo de formagcéo dessas diferentes populacdes? E bom lembrar que a
SVZ é formada por um sistema de células tronco que é derivado das glias radiais do
embrido (Alvarez-Buylla, 2001). Na idade embrionaria essas glias radiais dividem-se em
eixos morfogenéticos que definem seu padrdo de expressao de diferentes fatores de
transcricdo e os tipos celulares que serdo originados em cada ponto (Schuurmans e
Guillemot, 2002; Marin e Rubenstein, 2001). Assim seria coerente dizer que cada astrdcito
derivado dessas glias radiais teria um diferente potencial de acordo com a sua glia radial
progenitora. Para responder esta pergunta Merckle e colaboradores (2007) injetaram um
adenovirus codificando uma recombinase em animais que tem a expressao de GFP
condicionada ao contato com esta enzima. Como a recombinase tem sua expressao regulada
pelo promotor de GFAP (um marcador astrocitario), 0s autores esperavam marcar somente
0s astrdcitos que funcionam como células-tronco neurais em adultos (Doetsch et al., 1999).
Assim, realizando injecdes em diferentes coordenadas estereotaxicas eles conseguiram
progenitores em diferentes posicGes ao longo da SVZ. O que eles observaram foi que cada
regido analisada dava origem a diferentes popula¢des neuronais do BO. Outro grupo
mostrou recentemente que células granulares geradas em porc6es mais anteriores da SVZ
possuem um diferente padrdo de conectividade quando comparadas aquelas geradas mais
posteriormente (Kelsch et al., 2007). Além disso, em ambos 0s casos quando 0s
progenitores de uma certa area sao heterotopicamente transplantados para outras regides

estes mantém a identidade de sua regido de origem (Merkle et al, 2007; Kelsch et al.,
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2007). Assim, as diferentes populagdes de neurdnios renovaveis do BO tém sua origem
segregada ao longo dos eixos espaciais da SVZ, caracteristica essa que é autbnoma de cada
célula.

Sera que todos os neurdnios renovaveis do BO sdo gerados ao longo de toda a vida do
animal ou h&a uma segregacdo temporal? Utilizando injec6es de Fluorogold na SVZ, De
Marchis e colaboradores (2007) mostraram que 0s neurdnios periglomerulares calbindina
positivos sdo gerados preferencialmente na primeira semana pds-natal e passam a constituir
uma pequena proporcao das células marcadas em animais adultos. Outras populacdes,
como as células calretinina e TH positivas, sdo geradas preferencialmente no adulto. Assim
como as diferengas de potencial encontradas na extenséo espacial da SVZ, as diferencas
temporais revelaram-se intrinsecas através do transplante de progenitores entre animais de
idades diferentes (De Marchis et al., 2007). Os neurdnios gerados para a camada granular
em idade neonatal também diferem daqueles gerados no adulto por possuirem vida muito
mais longa e terem baixa reposicao (Lemasson et al., 2005). Ent&o de alguma forma o
potencial dos progenitores da SVZ é dependente de informagdes adquiridas durante a vida
desta célula. E importante observar que para afirmar que a informagéo é autbnoma da
célula e independe do ambiente externo seria necessario mostrar que 0s sinais presentes nas
diferentes idades sdo diferentes. Assim, uma interpretacdo alternativa seria a que as células
continuam necessitando de sinais ambientais para se diferenciar nos diferentes tipos do BO
mas ao longo de suas vidas os caminhos fenotipicos que sdo ativados por estes sinais se

modificam.
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1.6- GABA e 0s neuroblastos da SVZ:

Os neuroblastos migratorios da SVZ e da via migratéria rostral (RMS) produzem
GABA (Wang et al. 2003; Bolteus e Bordey, 2004; Sequerra et al., 2007) e expressam em
suas membranas o receptor GABAA (Stewart et al., 2002). A ativacdo do receptor GABAA
leva a despolarizagdo da membrana do neuroblasto (Stewart et al., 2002; Wang et al. 2003)
que por sua vez leva a liberacdo de GABA (Bolteus e Bordey, 2004). Alem da
despolarizacéo ativada por GABA 0s neuroblastos também apresentam despolarizagdes
esponténeas (Liu et al., 2005).

Ja os astrocitos que envolvem as cadeias migratorias (Lois e Alvarez-Buylla, 1994)
expressam o transportador de GABA de alta afinidade, GAT4 em camundongos (ortélogo
de GAT3 em rato), responsavel pela recaptacdo de GABA do meio extracelular (Bolteus e
Bordey, 2004). Estes também expressam o receptor GABAA, e sdo despolarizados por
GABA (Liu et al., 2005). A inibicdo do transportador GAT4 com SNAP5114, um inibidor
especifico, leva ao aumento da amplitude das respostas induzidas por GABA nestas células
(Liu et al., 2005) provavelmente por aumentar o GABA extracelular. A ativacdo de
GABAA leva a diminuicdo da proliferagdo dos astrocitos (Liu et al., 2005). Assim 0 GABA
liberado por um maior nimero de neuroblastos parece servir como um sinal para 0s
astrécitos produzirem menos destas células. O papel do progenitor intermediario entre estas
celulas (as células C) na regulacéo da producéo de neuroblastos por GABA néo €

conhecido.
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A maior concentracdo de GABA no meio que envolve 0s neuroblastos, causada pela
inibicdo da recaptacdo deste pelos astrocitos, reduz a sua velocidade de migracéo (Bolteus e
Bordey, 2004). Experimentos in vitro mostraram que células PSA-NCAM®, um marcador
de neuroblastos na SVZ (Doetsch et al., 1999), produzidas a partir de neuroesferas de SVZ
estriatal tem a sua proliferagdo diminuida pelo GABA (Nguyen et al., 2003). E a adi¢do do
agonista de GABAA, muscimol, a culturas de fatias de telencéfalo de rato P1, reduz a
proliferacdo de células PSA-NCAM+ na SVZ (Nguyen et al., 2003). Como pulsos de 30
minutos de BrdU em ratos pds-natos mostram que a fase S desses neuroblastos acontece
preferencialmente na periferia das cadeias, isso €, proximo aos astrocitos que as envolve
(Menezes et al., 1998), uma possibilidade seria que ha um gradiente crescente de GABA
em direcdo ao centro das cadeias, conforme se afastam dos recaptadores do
neurotransmissor, e que esse gradiente seja responsavel pela preferéncia posicional das
celulas em fase S. Assim, a proliferacdo desses neuroblastos seria também inibida in vivo
por GABA.

Na SVZ e RMS praticamente todos 0s neuroblastos migratorios expressam GABA
(Bolteus e Bordey, 2004). Porém a expressdo de GAD é muito fraca e ndo esta presente em
todos os neuroblastos (De Marchis et al., 2004). Dos transportadores de alta afinidade de
GABA apenas GAT4 (GAT3 em ratos) € expresso na SVZ de camundongos mais
especificamente nos astrdcitos (Bolteus e Bordey, 2004). Assim, como 0s neuroblastos
migratdrios ndo possuem o transportador de GABA e apenas uma subpopulacdo dessas
células expressa fracamente GAD € possivel que essas células produzam GABA a partir de
outro precursor, diferente do glutamato.

A sintese de GABA de uma fonte alternativa que utiliza putrescina como precursor foi

primeiro descrita em bactérias (Jakoby e Fredericks, 1959). Apds isso, outros grupos
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mostraram que pode haver a formacdo de GABA de putrescina também no sistema nervoso
central de vertebrados (Seiler e Al-Therib, 1974; de Mello et al., 1976). Na retina em
desenvolvimento, a camada neuroblastica apresenta imunoreatividade para GABA mas ndo
para GAD. Da mesma forma, a imunoreatividade de GABA precede a de GAD nas
camadas de células ganglionares e nuclear interna na retina de rato em alguns dias (Hokog
et al., 1990). Além disso, a sintese de GABA de putrescina mostrou-se responsavel pelo
GABA retiniano antes do inicio da expressdo de GAD. Supdem-se que a sintese de GABA
por GAD substitui essa via a medida que o tecido matura e 0s niveis de putrescina
decrescem (de Mello et al., 1976; Sobue e Nakajima, 1977; Hokog et al., 1990).

Assim uma possibilidade a ser testada é a de que a expressdo de GABA per se durante
a fase de progenitor e apés a diferenciagdo em neurénio GABAérgico sejam eventos
independentes. Por serem independentes, a sintese de GABA por progenitores ndo indicaria

que estes estdo comprometidos com o fen6tipo GABAérgico.
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2-Objetivos

2.1- Objetivo Geral
e Determinar as possiveis fontes de GABA para as células da SVZ.
e Avaliar a funcdo do GABA de putrescina para a biologia das células da SVZ.

e Testar o comprometimento das células da SVZ com o fen6tipo GABAEérgico.

2.2- Objetivos Especificos

e Observar se as células da SVZ sdo capazes de utilizar putrescina e/ou glutamato
para sintetizar GABA.

e ldentificar se as células da SVZ séo capazes de produzir sua propria putrescina e se
existem outras possiveis fontes proximas.

e Testar a importancia do GABA de putrescina sobre fendmenos como proliferagéo,
migracdo e a expressdo de GAD na SVZ pds-natal.

e Avaliar o comportamento fenotipico das células da SVZ pés-natal quando
confrontado com um ambiente diferente, representado aqui por fatias de telencéfalo
embrionario

e Caracterizar se células GABAérgicas e glutamatérgicas sdo geradas de um explante

de SVZ pés-natal co-cultivado com uma fatia de telencéfalo embrionario.
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3- Materiais e Métodos

Utilizamos neste estudo hamsteres (Mesocricetus auratus), camundongos (Mus
musculus) suigos e camundongos transgénicos para eGFP (linhagem BCF1 misturada com
C57BL/6J preto cedidos por Okabe et al., 1997), e ratos (Rattus norvegicus) variedade

Wistar, criados no biotério do Depto. de Anatomia/UFRJ com agua e racdo ad libitum.

3.1- Ensaio de conversao de putrescina em GABA

Nos experimentos realizados para verificar se a sintese de GABA poderia ocorrer pela
via de putrescina em células da SVZ pés-natal foram utilizados ratos no sexto dia pds-natal
(P6). Os ratos foram anestesiados profundamente com éter e decapitados. Os encéfalos
foram dissecados e o telencéfalo fatiado a 400pum em solugéo salina de Gey (GBSS, do
inglés Gey’s basal salt solution) gelada. Os explantes de SVZ foram dissecados das fatias
que continham toda a extensdo rostral da SVZ/RMS até o bullbo olfatério inclusive.

Para determinar se as células da SVZ destes animais sdo capazes de converter
putrescina em GABA cultivamos os explantes de SVZ em placas ndo aderentes durante 24h
(5% CO, a 37°C) em 200uL de meio DMEM F12 com soro fetal bovino a 10% contendo
7uCi de H3-putrecina (NEN) e 7pl de uma solugdo 300mM de GABA n&o marcado
(Sigma). O GABA n&o marcado tem a funcéo de diminuir o H*-GABA degradado ou.

Apos a cultura, o material citoplasmatico foi extraido em 300uL de acido perclérico

(PCA) e foi submetido a choques térmicos trés vezes com congelamento em freezer -20°C e
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banho maria 40°C. Foram adicionados 400uL de cloreto de dansila (0,03g/mL em acetona)
a esse extrato para a marcagio fluorescente dos compostos aminados. A esta solugéo foram
adicionados 20mg de carbonato de s6dio para neutralizar o PCA. A reagdo com a dansila
foi incubada durante a noite.

Na manhd seguinte, foram adicionados 100 pL de solucdo de prolina (100mg/mL)
para neutralizar a dansila por competi¢cdo. Os compostos dansilados foram entdo separados
com a adigcéo de 500uL de benzeno. Deste volume foram retirados 100 pL para a realizagéo
da cromatografia de camada fina (TLC). A fase movel foi composta por 85% benzeno, 15%
ciclohexanol e 3% metanol. Resumidamente, a amostra foi gotejada na placa (Merck do
Brasil) na origem de corrida de 10 em 10puL e a sua absorgéo auxiliada por ventilacéo.
Apos isso a placa foi introduzida em uma cdmara de vidro contendo a fase mével e papel de
filtro molhado com este liquido revestindo as paredes. A cdmara foi lacrada e a corrida
acompanhada através da observacdo da linha de frente do liquido subindo. Apds a
incubacgéo, a banda de GABA assim como a origem de corrida (que possui putrescina e seus
derivados, espermina e espermidina) foram adicionadas cada a 30mL de Tolueno-PPO-
POPORP e a leitura do tritium realizada em cintilador (1600TR Packard). A dosagem de

proteinas foi realizada pelo método de Lowry e colaboradores (1951).
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3.2- Atividade da decarboxilase da ornitina (ODC)

Com este ensaio procuramos definir as fontes de putrescina para as células da SVZ
através da atividade da enzima que converte ornitina em putrescina, a ODC. Os explantes
de SVZ foram obtidos como no ensaio de conversdo de putrescina em GABA. Neste ensaio
também utilizamos explantes de bulbo olfatorio. Apés a dissec¢do, 0 méximo de volume de
GBSS foi removido e os explantes congelados a -20°C.

Apos o descongelamento, os explantes foram ressuspendidos em 150l de tampé&o de
ODC. As membranas celulares foram rompidas com um dnico choque térmico seguido de
homogeneiza¢do mecanica. Dessa solugdo 50 ul foram retirados e incubados na presenca de
0,1uCi de ornitina C** e mais 100p1 de tamp&o de ODC a 37 °C por uma hora.

Apos a incubacdo, a reacdo foi neutralizada com a adi¢do de 200ul de PCA 6%. Para
reduzir o CO;, liberado foram entdo adicionados 300ul de hidroxido de benzotonina (1M
em metanol) a um recipiente de plastico ligado a rolha e incubado 30 minutos a 37 °C.

Apos a incubagdo a solucdo de hidréxido de hiamina foi adicionada a 30mL de
Tolueno-PPO-POPOP e a leitura do C** realizada em cintilador (1600TR Packard).

A dosagem de proteinas foi feita com 0 método de Lowry e colaboradores (1951).

3.3- Inibig&o in vivo da sintese de putrescina

Nesse ensaio utilizamos ratos P6 porque haviamos mostrado que as células da SVZ captam

putrescina e sintetizam GABA nessa idade (Sequerra et al., 2007). Esses ratos recebem
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injecBes intraperitoneais (i.p.) diarias (500mg/Kg) de DFMO (Calbiochem, a partir de uma
solucdo aquosa 91,05g/L) durante 9 dias, até P14. Em P15, décimo dia, os animais foram
transcardiacamente perfundidos com solugéo salina (0,3M) seguida de solu¢do tamponada

de paraformaldeido 4%.

3.4- Dosagem de putrescina no cerebelo

Um rato tratado com DFMO e um controle ndo tratado foram anestesiados com éter e
decapitados. Os encéfalos foram dissecados e os cerebelos foram removidos.

O material citoplasmatico dessas células foi extraido em 300ul de &cido percldrico
(PCA) 6% e com trés sessdes de choque térmico em refrigerador (-20°C) e banho Maria
40°C. Foram adicionados 400ul de cloreto de dansila (0,03g/mL em acetona). A esta
solucdo foram adicionados 20mg de carbonato de sodio para neutralizar o PCA. A reagdo
com a dansila foi incubada durante a noite. Na manh seguinte, foram adicionados 100 pl
de solucdo de prolina (100mg/mL) para neutralizar a dansila por competicdo. Os compostos
dansilados foram ent&o separados das proteinas com a adigdo de 500ul de benzeno. Desses
500ul em benzeno, 100 ul foram utilizados no plagueamento para cromatografia de camada
fina (TLC). A fase mdvel era composta por 85% benzeno, 15% ciclohexanol e 3% metanol.
A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Lowry e colaboradores (1951). A

dosagem do putrescina foi realizada em fluorimetro ISS PC1 (ISS Inc.)
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3.5- Andlise do efeito da diminuicdo dos niveis de putrescina sobre a proliferacdo da SVZ

Para marcar as células em fase S na SVZ, realizamos uma injecéo i.p. de solucdo de
Bromo 2-deoxi 5 uridina (BrdU, solucdo de 10mg por mL em &gua, Sigma, 50mg/Kg) 40
minutos antes do sacrificio dos animais. O BrdU é um analogo de timidina que é
incorporado ao DNA de células em mitose.

Os encéfalos fixados foram crioprotegidos passando por solu¢des de concentracdo
crescente de sacarose (10-30%). Esses foram imersos em solucdo para criosecgdo OCT
(optimal cutting temperature, Tissue Tek), congelados utilizando nitrogénio liquido,
permitindo depois que o bloco contendo o encéfalo voltasse para a temperatura do criostato
(-17 °C) e fatiados coronal e sagitalmente em criostato (Leica) a 20pm. Os cortes foram
recolhidos diretamente sobre laminas de vidro geladas que eram entdo aquecidas a
temperatura ambiente.

As secgdes coronais receberam tratamento &cido para permeabilizacdo das
membranas como se segue:

Cortes foram imersos em seqiiéncia em H,O a 37°C (10min), em HCI 2M a 37°C (por 30
min) 1 em tampdo borato (pH= 8,5, 0,5M) a 37°C (10 min). Em seguida as laminas eram
lavadas com salina com tampao fosfato (PBS; 0,1M; do inglés phosphate buffer saline) por
3 vezes.

Apos este pré-tratamento, as fatias foram incubadas com uma solucdo de bloqueio
com 5% de NGS (Vector) durante 30 minutos. Logo apds foi incubado com anticorpo anti-
BrdU (Amershan, 1:2) durante uma noite. Apds trés lavagens com PBS, foi colocado sobre

0s cortes na ldmina a solucdo contendo o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
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conjugado ao fluoréforo Cy3 (Jackson Immuno Research, 1:800). Apds lavagem com PBS
as laminas foram cobertas com laminulas utilizando N-propil galato (Vetec, 50g/L sendo
200mL tampao fosfato 0,1M e 800mL glicerol) como meio de montagem.

As imagens foram capturadas em microscopio invertido de fluorescéncia Eclipse
TE200 (Nikon) conectado a uma camera CoolSnap dotado de um conjunto de filtros para
rodamina, fluoresceina e DAPI. Utilizamos para a captura e analise das imagens o software
Image Pro (Nikon). Para a quantificacdo, estabelecemos um perimetro a 200um de
distdncia da luz ventricular e todas as células BrdU positivas dentro deste perimetro foram
contadas. Foram utilizadas fatias nos dois grupos experimentais (tratado com DFMO e néo
tratado) em posicdo equivalente no eixo rostro-caudal em relacdo a marcos topograficos
como a posicdo da comissura hipocampal, formato da comissura anterior e do ventriculo
lateral. O teste estatistico utilizado foi o teste t com o auxilio do software GraphPad Prism 4

(GraphPad Software, Inc.).

3.6- Cultura de explantes de SVZ pos-natal

Os encéfalos de ratos P6 foram cortados parassagitalmente a 350 pum em um fatiador
de tecidos (Tissue chopper - Mcllwain) e as fatias obtidas eram separadas no interior do
fluxo laminar e novamente imersas em GBSS, onde permaneciam por 30 minutos a 4 °C,
com o intuito de inibir a acdo de proteases. Apos este periodo, as fatias eram transportadas
para o interior do fluxo, de modo a permitir a disseccdo da zona subventricular. Nés
dissecamos explantes da SVZ adjacente ao BO pois esta é bem evidente em P6 e passiveis
de disseccdo sem contaminacdo (Fig. 4). ApOs a obtengdo dos explantes de SVZ, os

mesmos eram plaqueados sobre laminulas de vidro pré-tratadas com poli-L-lisina
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(0,2mg/mL) por 40 minutos em placas de cultura de 4 pocos (NUNC). Estes explantes
foram entdo cobertos com uma fina camada de Matrigel (extrato de membrana basal
solivel de tumor Engellbreth-Holm-Swarm,.Becton-Dickinson) diluido em meio
Neurobasal (Gibco), numa concentracdo 1:3 (este procedimento foi feito com Matrigel
mantido em gelo, forma em que fica em estado liquido). Apds um periodo de 5 minutos na
estufa a 37°C, tempo suficiente para que o Matrigel adquira uma consisténcia mais
gelatinosa, cada pogo era preenchido com meio Neurobasal (Gibco) suplementado de B-27

(Invitrogen) e os explantes foram mantidos por 48h na estufa a 37 °C e 5% de CO..

Figura 4- Dissecgdo de explantes de SVZ. (A) Neste procedimento foram realizados cortes coronais (400pum)
da regido compreendendo o BO de ratos P6. A regido mais translicida no centro da fatia representa a SVZ na
regido da RMS. A foto em B mostra a fatia apos a dissecgdo do explante de SVZ (ao centro) e os explantes de
BO. Barra de calibracdo 1mm.

3.7- Ensaio sobre a plasticidade fenotipica de células da SVZ

Para abordar a questdo da influéncia das pistas ambientais sobre as células da SVZ foi

desenvolvido um ensaio onde a intengdo era colocar as células da SVZ pés-natal em

contato com a VVZ de fatias embrionarias, e verificar os limites da plasticidade destas

celulas em relacdo a seu comportamento migratério e fendtipos normais.
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Foram usados como hospedeiros hamsters com 13 dias embrionarios (E13, sendo o
dia de concepcéo dito E1), pois nessa idade estdo em plena neurogénese (Lent et al., 1990)
e em pleno periodo de migracéo no cortex cerebral (Shimada e Langman, 1970). Além
disso, o casal de hamsters sO precisa conviver uma hora durante o acasalamento enquanto
camundongos precisam de uma noite para o seu acasalamento. Assim, a datacéo da idade
dos embrides de hamster é muito mais precisa. Camundongos GFP com idades entre o
décimo e o décimo segundo dia pés-natal (P9-P11, sendo o primeiro dia considerado P0)
foram usados como doadores da SVZ pois no fim da primeira semana pés-natal a SVZ é
proeminente e de facil disseccdo e ndo ha mais neurogénese a partir da VVZ nesta idade
(Smart and Smart, 1982). Além disto, a migracao celular no cortex cerebral esta
predominantemente terminada (Shimada e Langman, 1970; Bandeira, 2000, tese de
mestrado).

A abordagem experimental utilizada foi a colocagéo de explantes de SVZ de
camundongos transgénicos expressando GFP constitutivamente, justapostos a superficie

ventricular de fatias coronais de telencéfalo embrionéario (Fig. 5)

3.8- Procedimentos para a preparacao de co-culturas de fatias organotipicas e explantes

de SVZ de animais transgénicos para eGFP

Para obter hamsteres embrionérios, cada fémea gravida recebeu uma injecéo
intraperitoneal de Cloropentobarbital (60mg/mL pentobarbital sédico, 0,042mg/mL hidrato
de cloral) a dosagem de 3,5mL/kg acrescida de 30% do volume apds 5 minutos, e os fetos
foram retirados através de intervencgdo cesaria e decapitados. Os cérebros foram dissecados

mergulhados em GBSS gelada dentro de fluxo laminar horizontal. Apds a cesariana as
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Figura 5. Co-cultura de fatias de telencéfalo embrionério e explantes de SVZ. Fatias coronais de
telencéfalo a 350um obtidas de camundongos B-actina/eGFP foram preparadas (esquema em A) e destas
explantes de SVZ foram dissecados. Fatias de telencéfalo embriondrio de hamsters em E15 ou
camundongos em E13 foram plaqueadas e um explante de SVZ posicionado tocando a superficie
ventricular dorsal de cada fatia (esquema em B). (C) Fotomicrografia de fluorescéncia mostrando o
explante de SVZ eGFP positivo posicionado tocando a superficie ventricular dorsal de uma fatia de
telencéfalo embrionario sem fluorescéncia. As células fluorescentes encontradas na fatia migraram a partir

do explante.
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fémeas foram sacrificadas com uma dose letal de anestésico. A manuten¢do da vida da
fémea ndo é possivel por estes animais ndo aceitarem procedimentos de sutura abdominal.

Os cérebros eram entdo fatiados coronalmente a 350um, em fatiador de tecidos, e as
fatias dos dois tercos mais rostrais do cortex cerebral eram separadas. Estas eram estéo
plaqueadas em membranas hidrofilicas permeaveis a gases (Petriperm-PolyLabo) pré-
tratadas com poli-L-lisina (0,1mg/mL, Sigma, no minimo 40 minutos antes). O meio de
cultura, composto por Solucdo Salina de Hank (Gibco) a 30%, Soro Fetal Bovino (Gibco) a
10%, penicilina-estreptomicina (Gibco) a 1%, fungizon (Bristol-Meyer Squibb, Brasil) a
1% em DMEM-F12 (Gibco), era vertido na placa de cultura até cobrir as fatias.

Culturas organotipicas de cortex cerebral quando plaqueadas nessas condicfes
formam uma camada sobre a placa de cultura através do crescimento organizado apés, no
minimo, 3 a 4 dias, camada esta que resulta da extensao de glia radial da fatia para a placa
de cultura e da migracéo de precursores neuronais da zona ventricular cortical e de outras
regides telencefalicas (para descrigdo detalhada, ver Hedin-Pereira et al., 2000). Essa
camada fina de células facilita a visualiza¢do de células individuais e de suas interrelaces
com outras células. A neocamada, como foi chamado este crescimento a partir da fatia, é
especialmente vantajosa para se detectar a migracao gliofilica de forma inequivoca, visto
que é possivel isolar-se as fibras gliais com perfis neuronais migratorios apostos a elas e
por isso escolhemos as placas Petriperm neste ensaio.

As fatias eram deixadas durante a noite para que a sua total adesdo ocorresse. Na
manha seguinte, foi realizada a decaptagdo de camundongos trangénicos em P9. Esses
animais expressam constitutivamente o gene da proteina fluorescente verde (GFP- "green

fluorescent protein™) que esta sob regulacdo do promotor da actina e de um“enhancer” de
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citomegalovirus e o promotor do gene da B-actina (Okabe et al., 1997). Os cérebros foram
entdo retirados e fatiados para a realizacdo da disseccdo da SVZ. A SVZ dissecada foi entéo
cortada em explantes que foram plaqueados na luz do ventriculo das fatias de hamsters E15
tocando a superficie ventricular abaixo do neocdrtex.

Ap0s 3 ou 5 dias in vitro (3DIV) as culturas eram fixadas por 15 minutos em vapor de
formol e imersas por 7 minutos em paraformaldeido 4% (PFA) em tampao fosfato 0,1M
(pH 7,4). As fatias que foram processadas para glutamato foram fixadas também com

glutaraldeido 0,5% na mesma solucéo de PFA 4%.

3.9- Imuno-histoquimica das coculturas de telencéfalo embrionario e explantes de SVZ

pos-natal

As placas Petriperm foram cortadas ao redor das fatias com o auxilio de um bisturi.
As fatias foram entdo colocadas em placas de quatro pogos (NUNC) contendo PBS.

As fatias foram entdo bloqueadas para rea¢des inespecificas do anticorpo com o
tecido através da incubacdo por 15 minutos com uma solucdo de PBS e soro de cabra
normal 5% (Invitrogen). Apds o bloqueio as fatias foram incubadas com um destes
anticorpos listados a seguir: glutamato (Chemicon, 1:250), GABA (Sigma, 1:2000), GFAP
(Dako, 1:400) feitos em coelho. Os anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em
PBS Triton 0,3%. Os anticorpos primarios foram deixados por 3 dias de incubagdo com
excec¢do do anti-GFAP que foi incubado durante uma noite. Apds incubagdo as culturas
foram lavadas trés vezes e entdo incubadas por duas horas em anticorpo secundario cabra

anti-coelho conjugado ao fluoréforo Cy3 (Jackson Immuno Research, 1:800).
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3.10- Anélise e edicdo de imagens:

As imagens produzidas em microscopio confocal LSM 510 (Zeiss) foram editadas no
software LSM Image Browser. Neste foram realizados cortes ortogonais, empilhamento
(Stack) de diversos cortes 6ticos e edi¢do do brilho e contraste.

As imagens produzidas no microscépio de fluorescéncia TE200 (Nikon foram
analizadas com o software ImagePro (Media Cybernetics). No ensaio de migracéo na
presenca de GABA os alos migratorios foram determinados e medidos com o auxilio do
programa assim como a medicdo da maior distancia. No ensaio de proliferacdo nos animais
tratados com DFMO o perimetro de 200um ao redor do ventriculo foi produzido com
auxilio do programa. A sobreposi¢do das fotos do ventriculo lateral foi feita com auxilio do
software Photoshop CS2 (Adobe).

A estatistica de todos o0s resultados quantitativos foi analisada com auxilio do

software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc.).
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4-Resultados

4.1-Via de sintese de GABA pelas células da SVZ

Os neuroblastos da SVZ comegam a expressar GABA ainda ao redor dos ventriculos
laterais (Bolteus e Bordey, 2004; Fig. 6F) e essa expressao continua ao longo de toda a
RMS até a camada granular do BO (Fig. 6A-E). A expressdo de GABA nos neuroblastos da
SVZ pode ser evidenciada atraves de sua co-localizagdo com o marcador B-tubulina de
classe 111 (através do uso do anticorpo Tujl; Fig.6C-E). A intensidade da expressao de
GABA nos neuroblastos da SVZ é menor que aquela apresentada pelos neurénios
GABAérgicos do BO (Fig. 6B). Esta diferenca pode resultar do pequeno volume de
citoplasma frente ao volume nuclear dos neuroblastos.

Para verificar se 0s neuroblastos da SVZ contém a maquinaria bioquimica tipica de
neurbnios GABAérgicos diferenciados analisamos a expresséo da enzima de sintese do
GABA, a descarboxilase do acido glutamico. A expressdo de GAD por imunohistoquimica
em cortes parasagitais de ratos P6 foi realizada utilizando o anticorpo que reconhece as
duas isoformas de GAD, a 65 e a 67 (Oertel et al., 1981). Detectamos forte expresséo de
GAD nos glomérulos, nas células periglomerulares, na camada granular e nas projecdes das
celulas granulares sobre as camadas plexiforme externa e interna (Fig. 7A, B). Como
esperado, o cortex cerebral também revelou populagdes de células expressando a enzima
(Fig. 8A e C) consistente com a existéncia nesta idade de neurdnios GABAérgicos

diferenciados. Constatamos, no entanto, que a SVZ nao apresenta niveis detectaveis de
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Figura 6. Expressdao de GABA nos neuroblastos da SVZ e bulbo olfatdrio. (A) Padrdo da expressdo de
GABA nas diferentes camadas do bulbo olfatério. (B) Células da SVZ e GL expressam GABA detectado
por imunchisoquimica, as primeiras em menor intensidade que as segundas. Note a morfologia migratdria
das células GABAGérgicas. As células marcadas pelo anticorpo Tujl (C) também sdo marcadas para anti-
GABA (D e E) indicando que estas células GABAérgicas sdo neuroblastos. Esse padrdo de marcacédo é
comum a regides mais caudais como a SVZ anterior (SVZa). GL: camada glomerular; GRL: camada
granular; RMS: via migratéria rostral, SVZa: zona subventricular anterior. Barras de calibracdo:

A=200um, B=20pum, E=10um e em F=20um.
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Figura 7. Expressdo de GAD em diferentes regides do telencéfalo de ratos no sétimo dia pés-natal. (A) O
bulbo olfatério (BO) apresenta forte imunoreacdo para GAD mas esta estd ausente da extensdo rostral da
SVZ, a RMS. (B) Maior aumento do retangulo esquerdo em A mostrando que o BO apresenta marcacdo
em quase todas as suas camadas. A expressdao de GAD inclui a neurdpila dos glomérulos e corpos
celulares periglomerulares (cabeca de seta branca), a neurdpila das camadas plexiforme interna e externa
(seta branca) e camada granular (cabega de seta preta). (C) Maior aumento do retangulo da direita em A
mostrando marcacéo de fundo e a inexisténcia de perfis celulares marcados tornando evidente que a SVZ
ndo marca para GAD. BO: bulbo olfatério, RMS: via migratéria rostral, CG: camada glomerular, CPE:
camada plexiforme externa, CM: camada de células mitrais, CPIl: camada plexiforme interna, CGR:
camada de células granulares. Barra de calibracdo em A, B, C= 100um.
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Figura 8. Expressdo de GAD na SVZ dorsal adjacente ao ventriculo lateral. (A) Expressdo de GAD em
regides adjacentes a SVZ mais caudal. (B) Maior aumento do retangulo inferior em A mostrando que a
SVZ nédo possui células GAD positivas. (C) maior aumento do retangulo superior em A mostrando células
GAD positivas na camada VI cortical. CP: placa cortical, SVZ: zona subventricular, WM: substancia
branca. A= 100um, B= 20um.
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imunoreatividade para GAD tanto ao redor dos ventriculos laterais quanto ao longo de toda
a RMS até 0 BO (Fig. 7TA e C; Fig.8 A e B).

Para nos certificarmos de que GAD realmente esta ausente da SVZ apesar da presenca
de GABA, decidimos utilizar um método mais sensivel para a sua detecgdo - a medicéo da
sua atividade enzimatica na conversdo de glutamato em GABA. Para isso, dissecamos a
regido da SVZ que compreende o ramo horizontal da RMS. Essa regido foi escolhida por
ser proeminente em P6 minimizando a contaminacgéo por regides vizinhas. Esses explantes
tiveram o seu conteldo citoplasmatico extraido por choque térmico e incubado na presenca
de L-glutamato C** por 1 hora a 37°C. A atividade de descarboxilase é medida através da
captura de C** liberado em uma solucéo redutora do CO,. Os explantes de SVZ
apresentaram alguma atividade de descarboxilagéo do glutamato (Tabela 1). No entanto,
quando comparados aos niveis de atividade de explantes de BO, os explantes de SVZ
possuem pouco menos da metade da atividade de GAD por mg de proteina. Assim, a
expressdo de GABA na SVZ deve-se parcialmente a uma atividade basal de GAD. A GAD

presente na SVZ ndo se encontra em niveis detectaveis por imunohistoquimica.

Tabela 1: Atividade GAD na SVVZ e BO

Tecido nmol de CO,/h/mg de proteina

Bulbo olfatério 18,65+ 1,9 (3)

Zona Subventricular 8,96 £ 1,2 (4)**

Tabela 1. O contetido citoplasmético dos explantes foi incubados com 25uCi de L-[U-C*] glutamato por
1h a 37°C. O montante de CO, C* liberado foi entdo medido em cintilador. Os dados representam a
média + o erro padrdo. ** significa P<0,01 (teste t ndo pareado)
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4.2- Células da SVZ sintetizam GABA a partir de putrescina

Tendo verificado que a expressdo de GAD detectada por imunohistoquimica e
bioguimica ndo parece justificar o contedo de GABA nos neuroblasto da SVZ, resolvemos
testar se estes podem sintetizar GABA a partir de putrescina. A via de converséo de
putrescina em GABA foi descrita previamente no desenvolvimento retiniano (de Mello et
al., 1976). Para isso dissecamos explantes da SVZ de ratos P6 (como descrito acima), e 0s
colocamos em cultura ndo aderente na presenca de H3putrescina. Apés 24 horas estas
células foram rompidas com choque térmico e 0s compostos aminados marcados com
cloreto de dansila que os torna fluorescentes. Corremos uma cromatografia de camada fina
(TLC) para separar o por sua solubilidade na fase movel e a banda resultante foi removida
da placa (por raspagem), solubilizada em liquido de cintilacdo, e sua radioatividade medida.
Comparando a quantidade de tritium encontrada na banda de GABA em relacéo a banda
gue permaneceu na origem de corrida, que possui putrescina e seus derivados, spermina e
spermidina, observamos que aproximadamente 30% da putrescina que foi captada foi
utilizada na sintese de GABA. Assim, a expressao precoce de GABA por neuroblastos da

SVZ é também explicada pela sintese a partir de putrescina.
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Tabela 2: Converséo de putrescina em GABA por células da SVZ

Radioatividade total recuperada (banda de 3546 + 121

GABA mais a de poliaminas; cpm)

Radioatividade na banda de GABA (cpm) 1050 + 146

Porcentagem de tritium ligado a GABA 29,73 £ 3,01

Tabela 2: Explantes de SVZ foram cultivados em meio contendo 7puCi de H* putrescina. Apés 24 h o
material citoplasmatico foi liberado, 0 GABA foi separado e o tritium medido em cintilator. A média
esta mostrada junto com o erro padréao, n=3.

4.3-1dentificacéo da fonte de putrescina da SVZ

Para verificar se as células da SVZ ou de tecidos circunjacentes sdo fontes endégenas
de putrescina analisamos nestas células a atividade da enzima de sintese de putrescina, a
orinitina descarboxilase. Para isto, explantes de SVZ e de bulbo olfatério foram rompidos
com homogeneizacio mecanica e o sobrenadante foi incubado na presenca de C*ornitina a
37°C. A enzima de sintese de putrescina, a ornitina descarboxilase (ODC), remove um C**
da ornitina. Logo para cada molécula de C**CO; espera-se encontar uma molécula de
putrescina. Assim o CO; liberado da solu¢do durante uma hora, era reduzido em uma
solucdo acoplada & tampa do tubo, o hidréxido de benzetonina. O C** presente nesta
solucéo era detectado no cintilador. O resultado observado foi que tanto a SVZ como o
bulbo olfatorio e o plexo cordide possuem atividade de ODC (Tabela 3) e sdo provaveis

fontes de putrescina para células da SVZ.
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Tabela 3: Atividade enzimética de ODC em diferentes tecidos:

Tecido pmol de CO,/h/mg de proteina
Bulbo olfatério 53,7+7,3(2)

Zona Subventricular 34,3+ 16,7 (2)

Plexo Cordide 63,0£8,0(2)

Tabela 3. Os contetdos citoplasmaticos dos tecidos foram incubados com 0,4uCi de L-[I-C*] ornitina
por 1h a 37°C. A quantidade de CO, C* liberada foi entdo medida em um cintilador. Os dados
representam a média £ o desvio padré&o dos valores individuais da média.

4.4-Papel da putrescina na biologia das células da SVZ

Qual seria a contribuicdo de GABA de putrescina para o desenvolvimento dos
neurdnios gerados pds-natalmente na SVZ? Para abordar essa questdo, desenvolvemos um
ensaio onde ratos pds-natos sdo tratados com um inibidor irreversivel, a di-fluor-
metilornitina (DFMO), da enzima de sintese de putrescina, a ornitina descarboxilase
(ODC). Para verificarmos a eficacia da administracdo da droga medimos os niveis de
putrescina atraves da sua marcacao fluorescente com cloreto de dansila e medida da sua
fluorescéncia em fluorimetro em dois animais tratados de diferentes ninhadas utilizando o
tecido cerebelar como pardmetro. Os animais tratados tiveram uma diminuigdo nos niveis
de putrescina na ordem de 78% em comparagéo ao controle da mesma ninhada (0,76 contra

3,51 unidades arbitrarias de fluorescéncia por mg de proteina).
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4.5- Efeito subregulacéo da putrescina sobre a proliferacéo na SVZ

J& foi mostrado que o GABA tem papel de regulacdo da proliferagdo celular na SVZ
(Nguyen et al., 2003; Liu et al., 2005). Assumindo que a redugdo dos niveis de putrescina
pode interferir indiretamente na proliferacdo das células da SVZ uma vez que estas células
utilizam essa molécula para produzir GABA (Tabela 2; Sequerra et al., 2007). Para isso
realizamos uma injecao intraperitoneal de BrdU (50mg/Kg) 40 minutos antes do sacrificio.
Os encéfalos foram entdo cortados em criostato, imunoreagidos para BrdU e o nimero de
células BrdU positivas na SVZ quantificado como nas Figuras 9A-D. Como o ventriculo
pode representar uma fonte de putrescina, ja que o plexo cordide sintetiza putrescina
(Tabela 3), analisamos separadamente a SVVZ ao redor do ventriculo e a sua projecéo
rostral. N&o encontramos uma diferenca no nimero de células BrdU positivas nos dois
grupos (Fig.9D e E). Assim, a alteracdo dos niveis de putrescina ndo interfere com o

niimero de células no ciclo celular da SVZ.

4.6-Expressdo de GABA e GAD na SVZ de animais no modelo de diminui¢éo da putrescina

Uma vez que as células da SVZ produzem GABA a partir de putrescina, partimos
para analisar se a expressao de GABA na SVZ era alterada com o tratamento com DFMO.
Os animais tratados com DFMO continuam a expressar GABA nesta camada proliferativa
(Fig.10). Em uma anélise qualitativa, observamos por microscopia confocal que a
intensidade da marcacdo de GABA nos dois grupos é semelhante, utilizando-se 0os mesmos

parametros de ganho do detector, nivel do laser e abertura do “pinhole” (Figura 10A-F).
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Figura 9. Andlise do efeito do tratamento com DFMO sobre a proliferacdo na SVZ. (A) Exemplo de regido
da SVZ ao redor do ventriculo cujo corte coronal foi reagido com anti-corpo contra BrdU (vermelho) para
deteccdo de proliferacdo. Foi desenhado um perimetro (linha amarela) em torno do ventriculo equidistante de
suas bordas em 200um. Este delimita a area a ser analisada. (B) Esquema representando as duas grandes
regides de andlise no eixo antero-posterior. (C) Exemplo de um corte na regido anterior da SVZ
imunoreagido para revelar o BrdU. (D e E) Quantificagdo da proliferacdo na SVZ posterior e anterior
respectivamente (teste t de Student, P<0,05, n=3) ndo demonstrou diferenga entre o grupo tratado e o grupo
controle. Barra de calibragdo em A= 200um e em C=100um.
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Figura 10. Expressdo de GABA na SVZ ap6s tratamento com DFMO é mantida. A, B e C mostram
imagens feitas a microscopia confocal da SVZ no local indicado por retangulo na figura G - entre o
corpo estriado, a substancia branca e o ventriculo lateral do controle. D, E, e F mostram a mesma regido
em um animal tratado com DFMO. A e D mostram a marcacdo nuclear com TOPRO. B e E mostram a
imuno-marcacdo de GABA. C e F mostram a dupla marcacdo GABA/TOPRO. (G) Esquema mostrando
corte coronal representando um hemisfério do cérebro do rato. O retAngulo mostra a regido onde as fotos
foram tiradas. Barra de calibragdo 50pum.
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Como diversos grupos ja mostraram que GABA pode regular sua prépria sintese inibindo a
expressdo de GAD (de Mello, 1984; Rimvall e Martin, 1992), decidimos analisar

qual seria o efeito do decréscimo nos niveis de putrescina sobre a expressdao de GAD na
SVZ. Realizamos imunohistoquimica para GAD (anti-GAD feito em ovelha) utilizando um
anti-ovelha biotinilado e reacdo com estreptavidina ligada a peroxidase. Observamos que o
tecido cerebral de animais tratados com DFMO produziu uma coloragéo de fundo mais
intensa que a de controles sem tratamento (Fig.11) ou sem anticorpo primario. Apesar da
marcacdo de fundo mais intensa, conseguimos discernir claramente corpos celulares
marcados por anti-GAD na SVZ ao redor dos ventriculos laterais (Figs. 11C e D). Esta
marcacao estava ausente nos animais controle ndo tratados (Figs.11A e B) ou sem anticorpo
primario. Especificamente na parede lateral dos ventriculos laterais observamos que células
ependimarias dotadas de cilios apresentavam niveis mais baixos de marcacao e esta
bastante difusa. Nao era possivel delinear-se claramente um perfil celular como na SVZ
(Fig.11D). Consideramos que estas células eram negativas para GAD. Como dito acima, 0s
animais tratados com DFMO possuem células marcadas para GAD claramente diferentes
das células ependimérias (Fig.11D). Como a coloracéo de fundo é mais alta, o tempo de
exposicdo da Figura 11C é menor que o da Figura 11D. As cabegas de seta em 11C
representam a posicao das células ependimarias através da observacao da posicao dos cilios
na Figura 11C na mesma posicdo da Figura 11D.

Em fatias mais rostrais, também detectamos a expressdo de GAD na SVZ adjacente
ao bulbo olfatério (Figs.11G e H) ausente nos animais ndo tratados (Figs.11E e F). Além do
aumento da expressdo de GAD na SVZ, observamos que 0s neurdnios granulares que ja
possuiam marcagao para esta molécula nos animais controle (Figs.111 e J) apresentam uma

marcacgdo mais intensa nos animais tratados com DFMO (Figs.11L e M). Assim, 0
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Figura 11. Imuno-histoquimica para GAD na SVZ de ratos ap6s tratamento com DFMO. (A) SVZ ao redor
dos ventriculos laterais de um animal controle com auséncia de qualquer marcagao. Essa foto possui 6 mesmo
tempo de exposicdo que a foto em C (500ms). (B) O mesmo campo fotografado em A com tempo de
exposicdo menor (400ms). (C) SVZ ao redor dos ventriculos laterais de um animal tratado com DFMO com
alto nivel de coloracdo de fundo. As cabecas de seta branca mostram os cilios das células ependimérias. A
seta preta mostra uma célula marcada com GAD que ndo possui cilios. (D) Maior exposi¢do do mesmo campo
em C (900ms) mostrando células GAD positivas. A seta preta mostra a mesma célula indicada em C e as
cabecas de seta brancas mostram exemplos de célulasGAD positivas. (E-H) Fotomicrografias da RMS de
animais controle (E e F) e tratados com DFMO (G e H) mostrando o aparecimento da reacéo para GAD ap6s
o tratamento. As setas em H mostram grupos de células GAD positivas marcadas que podem representar
cadeias de neuroblastos. F e G possuem a mesma exposi¢do e E e H possuem uma exposicdo menor e maior
respectivamente. (I-M) Fotomicrografias da camada de células granulares do bulbo olfatério de animais
controle (I e J) e tratados (L e M) mostrando o aumento da intensidade de marcacdo dos neurdnios granulares
apos tratamento. J e L foram expostas durante o0 mesmo tempo. | e M possuem exposi¢des menor e maior
respectivamente. Barras de calibracdo 20um.

tratamento com DFMO aumenta a expressdo de GAD na SVZ e camada de células

granulares.

4.7- GABA regula migracéo de neuroblastos a partir de explantes cultivados

H4 evidéncias de que GABA regula a velocidade de migracdo dos neuroblastos da
SVZ em modelo de fatia organotipica (Bolteus e Bordey, 2004). Nesta tese também
testamos este parametro. No entanto, o fizemos utilizando um método que nos permite
analisar aspectos celulares do comportamento migratorio de células a partir de explantes de
SVZ (Miyakoshi et al., 2001). No modelo de cultura de explantes, os neuroblastos migram
em cadeias utilizando uns aos outros como substrato para seu deslocamento (Wichterle et
al., 1997; Miyakoshi et al., 2001), mecanismo semelhante aquele apresentado in vivo (Lois
et al., 1996). Isto também permite analisar a influéncia de GABA sobre 0 modo migratorio
de neuroblastos. Esta abordagem terd implicacdes para os estudos de co-cultura que
descreveremos mais adiante que utiliza explantes. Avaliamos o efeito de GABA sobre a

migracdo dos neuroblastos em cultura de explantes de SVZ na auséncia ou na presenca de
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GABA 100uM. Utilizando-se o Matrigel, uma matriz extracelular de lamina basal, a
migracdo de neuroblastos é favorecida, mas ndo a de astrdcitos (Wichterle et al., 1997).
Para ter certeza que o tratamento com GABA n&o estava mudando esta seletividade,
realizamos imunocitoquimica para GFAP (marcador astrocitario) e B-tubulina de classe 111
(marcador neuronal). Observamos que as células que sairam dos explantes eram quase
todas positivas para B-tubulina de classe 111 (Fig. 12A) e a saida de células GFAP positivas
permaneceu limitada a algumas células por explante nos dois grupos experimentais (Figs.
12B e C). Para quantificar a migracao para fora do explante adotamos diversos critérios.
Ajustamos circulos que melhor contivessem a frente de migracdo (como exemplificado na
Fig.12 A) e analisamos a diferenca entre o raio de migracao e o raio do explante.
Realizamos 0 mesmo procedimento comparando as areas. O terceiro parametro comparado
foi a maior distancia percorrida por uma célula em cada explante. Em todos os critérios
analisados o grupo que recebeu o tratamento de 100mM de GABA migrou uma distancia

significativamente maior que os controles (Figs.12D, E e F).

4.8- Células da SVZ pdés-natal invadem cortex cerebral embrionario de roedores

Durante a minha tese de mestrado, nosso grupo mostrou que células de explantes de
SVZ pés-natal eram capazes de migrar sobre fatias de cortex cerebral embrionario em um
modelo de co-cultura. Uma vez dentro da fatia, células da SVZ migram tangencial e
ortogonalmente a orientacdo das fibras de glia radial dando origem a diversos tipos

morfoldgicos no tecido hospedeiro (para resumo, Sequerra et al., 2003).
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Figura 12- Migracdo de neuroblastos a partir de explantes de SVZ na presenca de GABA. (A)
Migracdo de neuroblastos Tujl+ para fora de explantes de SVZ na presenca (direita) e auséncia
(esquerda) de GABA 100mM. (B) Saida de células GFAP positivas de explantes controle e na presenca
de GABA (C). (D) Andlise da diferenca entre a area dos dois circulos, o que envolve a frente de
migracdo menos o que envolve o explante em A. Média das diferengas no tratado e ndo tratado.. (E)
Andlise da diferenca do diametro dos dois circulos. (F) Medida da distancia da célula que mais migrou
para o circulo que envolve o explante. Todas as andlises resultaram em diferencas significativas entre
os dois grupos experimentais (P<0,05, teste t de Student). Barra de calibracdo em A=100um e em C=
50pum.
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Como a SVZ é formada por diversos tipos celulares (Doetsch et al., 1997), tais como as
células A, B e C, é preciso investigar quais sdo 0s tipos celulares capazes de invadir o
cortex cerebral embrionério. Para observar se os astrocitos da SVZ sdo capazes de penetrar
0 cortex embrionério neste modelo, realizamos a co-cultura por 3 dias e apds fixagdo
imunoreagimos o tecido com o anticorpo contra GFAP. Num total de 3 fatias, contamos um
total de 118 células. Em nenhuma delas as células GFAP positivas penetraram a placa
cortical em desenvolvimento. Os explantes, como esperado, possuiam células GFAP
positivas que migravam sobre a placa de cultura (Fig.13 A) e raramente (total de 4 células)
sobre a fatia onde se limitavam aos primeiros micrometros que provavelmente representam

a VZ (Figs. 13B e C).

4.9- Neurotransmissores expressos por células da SVZ po6s-natal transplantadas para o

cOrtex embrionario

Como os neuroblastos da SVZ ja expressam GABA durante a sua migracao para 0s
bulbos olfatdrios (Bolteus e Bordey, 2004), uma hip6tese que surge seria a de que estas
celulas estdo comprometidas com o fenotipo GABAérgico. Uma hipdtese alternativa seria
que sinais ambientais possam mudar este destino (veja discussao). Assim, COmo em nosso
modelo as células da SVZ sdo capazes de invadir o tecido cortical embrionario, testamos se
essas células podem diferenciar-se nos dois principais tipos de neurdnios gerados nesta
idade, 0 GABAZérgico e o glutamatérgico.

Ao realizar a imunocitoquimica para GABA, observamos que boa parte das células
GFP positivas na placa cortical expressava GABA (Fig. 14). Essas células possuiam

inimeros prolongamentos e distribuicdo independente das camadas corticais (Fig. 14A).
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Figura 13. Células do explante de SVZ que entram na fatia ndo expressam GFAP. (A) Imagem de
confoncal mostrando a co-cultura de um explante de SVZ (Ex) expressando GFP e uma fatia de
telencéfalo embrionario ambos imunoreagidos para GFAP. O explante toca a fatia pela superficie
ventricular adjacente a placa cortical. Existem diversas células GFAP positivas no explante e saindo deste
para a placa de cultura. As células GFP positivas migrando pela fatia ndo sdo GFAP positivas (setas). (B)
Uma rara célula GFP/GFAP positiva dentro da fatia, proxima a superficie ventricular. (C) Corte dptico de
0,2um mostrando a co-localizagdo das marcag@es com GFAP e GFP. Barra de calibracdo em A= 100um e
em B=20um.

55



GABA

Figura 14. Expressdo de GABA por células da SVZ co-cultivadas com fatias de telencéfalo
embrionario. (A) Células GFP (verde) positivas expressando GABA (vermelho) na placa cortical. (B)
Corte dptico de 0,1um mostrando a co-localizacdo da marcacdo de GABA. Barra de calibracio=

20pum
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Além das células com morfologia mais diferenciada, algumas células de corpo celular
menor também expressavam GABA, podendo representar células mais imaturas (Fig.14A).
A imunhistoquimica para glutamato revelou que algumas células GFP positivas eram
também positivas para glutamato (Fig. 15B). O glutamato algumas vezes ndo marca o
corpo celular e sim os prolongamentos (para exemplo, Fig.15B). Porém em muitos casos a
marcacdo abrange o citoplasma todo (para exemplo, Fig.15G). A diferenciacdo de células
da SVZ em células glutamatérgicas favorece a idéia de que existem células nesta camada
proliferativa que ndo estariam terminalmente comprometidas com o fen6tipo GABAérgico.
Uma preocupacdo de nosso grupo € quanto a especificidade do anticorpo com o
glutamato vesicular, marcando assim o neurotransmissor glutamato. O anticorpo utilizado
foi produzido contra o L-glutamato fixado com glutaraldeido ligado a BSA. A idéia é que
quando fixamos uma célula com glutaraldeido a Unica estrutura intracelular que forma um
aglomerado protéico rico em L-glutamato é a vesicula glutamatérgica que esta sendo
direcionada para as sinapses. Evidéncia de que o anticorpo identifica apenas 0s neurdnios
glutamatérgicos esta no fato da distribuigdo tecidual das células marcadas com glutamato se
restringir a placa cortical (Fig 15A) onde é esperado encontrar os corpos celulares dos
neurénios glutamatérgicos corticais. Nas regides onde h& migracdo tangencial de neurénios
GABAérgicos ha muitas células GFP positivas migrando (Fig.15A). Nao h4, no entanto,
qualquer marcacdo glutamatérgica (ver Fig.15A). Apos 3 DIV as células glutamato/GFP
positivas encontradas possuem uma morfologia que se assemelha a um neurdnio piramidal
imaturo com dendrito apical proeminente e axénio descendente (Fig.15B). Apos 5DIV
encontramos células glutamato/GFP positivas com morfologia piramidal tipica com
dendrito apical proeminente apresentando espinhas dendriticas (Figs.15G e H), formato

piramidal do corpo celular e a presenca de dendritos basais e axonio (Fig. 15G; Miller,
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Figura 15- Expressao de glutamato pelas células da SVZ co-cultivadas com fatias de telencéfalo
embriondrio. (A) Co-cultura de explante de SVZ (Ex) expressando GFP com fatia de telencéfalo
embriondrio onde o Ex toca a superficie ventricular adjacente a placa cortical. Essa cultura foi
imunoreagida com anti-L-glutamato que marca especificamente células da placa cortical (CP). (B)
Corte Optico de uma célula encontrada na fatia em C mostrando a co-imunomarcacdo de GFP (verde)
e L-glutamato (vermelho-Cy3). (C) Quantificacdo da porcentagem de células glutamatéricas em
relacdo as GFP positivas em cada 5 fatias imunoreagidas. (D) Corte 6ptico de uma célula L-glutamato
negativa mostrada em E através do empilhamento de diversos cortes 6ticos. (F) Maior aumento de
fragmento dendritico da célula em E mostrando prolongamentos finos e compridos que aparentam ser
primoérdios de ramificacBes dendriticas (cabegas de seta). (G) “Stack” de uma célula glutamato
positiva com morfologia piramidal, incluindo corpo triangular, dendritos basais e dendrito apical. G
mostra a dupla-marcacdo de GFP e glutamato. (H) Maior aumento de dendrito da célula em G
mostrando pequenas projeces grossas e curtas que se assemelham a proto-espinhas ou espinhas
dendriticas (cabecas de seta brancas). Barras de calibragdo em A= 100um, em E e G= 20um, em E, F
e H=10um.
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1981; Peters e Kara, 1985). A comparagao dos dendritos de células GFP positivas
glutamato positivas com o de células GFP positivas e glutamato negativas mostrou que as
ultimas possuem um dendrito mais liso e com ramificagfes que alcangam comprimentos
maiores (até 5um ), provaveis primérdios de ramificagcGes dendritcas, enquanto aquelas
celulas com morfologia piramidal possuem ramificagdes mais curtas (até 2 um), provaveis
espinhas dendriticas, que sdo mais abundantes e deixam o dendrito com aspecto rugoso
(Fig. 15F e H).

Realizamos como controle do potencial da SVZ na geracdo de tipos neuronais a co-
cultura de fatias coronais de hamsteres em P5 e explantes de SVZ. Apds 3DIV de co-
cultura em dois experimentos independentes (total de 25 fatias) nenhuma célula dos
explantes foi capaz de migrar na fatia de cortex cerebral. Assim, ndo foi possivel analisar se
os tipos celulares que encontramos nas co-culturas com fatias embrionarias sdo gerados na
auséncia dos sinais tipicos dessa idade.

Quantificamos o percentual de células glutamatérgicas na subpopulacdo de células
GFP positivas dentro da fatia para inferir sobre a quantidade de progenitores que
apresentam plasticidade neuroquimica dentro da SVZ. Observamos que a porcentagem de
células glutamato positivas varia muito entre os experimentos (Figura 15C). Esses dados
sugerem, portanto a SVZ pos-natal é capaz de gerar neurdnios glutamatérgicos quando

submetidas a sinais embrionarios.
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5-Discussao

Neste trabalho mostramos que o0 GABA presente nos neuroblstos da SVZ pode ser
sintetizado por uma via alternativa, a via da putrescina. Mostramos que a inibi¢do da sintese
de putrescina causa 0 aumento da expressdo de GAD, sugerindo uma substituicdo da via de
sintese, ja que a expressao de GABA permanece inalterada. Mostramos ainda que
progenitores presentes na SVZ podem demonstrar uma plasticidade no seu destino

fenotipico, diferenciando-se em um tipo celular inesperado, o de neurdnio glutamatérgico.

5.1-Neuroblastos da SVZ sintetizam GABA a partir de putrescina

Os resultados apresentados nesta tese mostram que as células da SVZ sintetizam
GABA a partir de putrescina. De toda a putrescina captada pelas células da SVZ
aproximadamente 30% é convertida em GABA. Além disso, estas células expressam a
enzima que converte glutamato em GABA, GAD, em niveis basais que sdo detectaveis por
atividade enzimatica, mas ndo por imunohistoquimica.

As células da SVZ podem ter acesso a fontes de putrescina adjacentes, como o BO e 0
liquor ou sintetizar a propria putrescina. N&o sabemos se a mesma célula que possui
atividade de ODC na SVZ converte esta molécula em GABA. No entanto, comprovamos
que as células que realizam a conversdo sdo capazes de captar putrescina exdégena como a
H2-putrescina fornecida em nosso experimento. A deteccéo de atividade de ODC no plexo
cordide de ratos esta de acordo com a deteccdo de putrescina no liquor de humanos adultos

(Morrison et al., 1995; Ekegren e Gomes-Trolin, 2005).
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A expressdo de GAD pelas células da SVZ é um tema contradit6rio na literatura.
Pencea e Luskin (2003) relataram expressdo de GAD na SVZ embrionaria. A nossa
interpretacdo para a diferenca dos resultados deste grupo com 0s nossos € que elas estavam
analisando uma populagdo diferente de células. Durante o periodo embrionario, células
GABAérgicas do bulbo olfatério sdo geradas na EGL (Wichterle et al., 2001), e de fato
células da SVZ da EGL neste periodo ja expressam GAD (Stuhmer et al., 2002). Porém
estas células sdo pos-mitoticas (Anderson et al, 2001; Polleux et al., 2002; Xu et al., 2003;
Zimmer et al., 2004), diferente dos neuroblastos da SVZ p6s-natal (Menezes et al., 1995).
Entdo uma interpretacdo para o fato de Pencea e Luskin (2003) encontrarem GAD na SVZ
do embrido seria que elas estdo olhando para uma populagdo mista que além dos
neuroblastos destinados ao BO também possui células que estdo migrando para a placa
cortical ja expressando GAD. Assim é impossivel comparar a expressdo de GAD nestas
duas idades porque as células ndo representam uma Unica populacédo em dois momentos
distintos.

De Marchis e colaboradores (2004) observaram que um camundongo que possui 0
gene marcador GFP expresso sob regulagdo do promotor da GADG5 apresenta
aproximadamente 26% dos neuroblastos da SVZ marcados. Além disso, a analise do RNA
mensageiro de GADG65 por RT-PCR detectou a presenga desta molécula na SVZ. Porém a
imunocitoquimica para GAD ndo revelou a proteina nestas células (De Marchis et al.,
2004) em acordo com 0s nossos resultados. De Marchis e colaboradores ainda observaram
gue o RNAm de GADG5 pode ser detectado em explantes dissecados de SVZ por RT-PCR.
Estes resultados sugerem que o promotor de GADG5 esté ativo em uma subpopulacdo de
neuroblastos da SVZ, aproximadamente um quarto, mas que provavelmente a expressdo da

proteina esta suprimida por mecanismos pos-transcricionais assim como acontece com a
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enzima de sintese de dopamina, a tirosina hidroxilase (Saino-Saito et al., 2004). Outra
possibilidade é que o gene de GFP esteja sendo falsamente ativado por um efeito de
posicdo (veja o proximo topico da discussdo). De qualquer maneira, como somente 26%
dos neuroblastos da SVZ expressam GFP nestes animais, a presenca de GAD néo pode
explicar a expressao de GABA por praticamente todos os neuroblastos da SVZ e RMS
(Bolteus e Bordey, 2004). Utilizando um diferente anticorpo que reconhece as GADG5 e
67, Wang e colaboradores sugeriram que todas as células GABA positivas na SVZ
expressam GAD (2003). Esses autores realizaram manipulagdes in vitro das fatias antes de
realizar a imunohistoquimica. Esta manipulacéo pode estar induzindo como artefato
experimental a expressdo de GAD. Se nossa hipdtese de que 0 GABA de putrescina esta
inibindo a expressdo de GAD na SVZ (veja a seguir) esta correta, uma possibilidade é que
ao colocar as fatias em solucéo in vitro, Wang e colaboradores diluiram o0 GABA de
putrescina liberando a expressdo de GAD. Nosso padrdo de marcagdo de GAD no BO esta
de acordo com aquela apresentada por outros autores (Ribak et al., 1977; Mugnaini et al.,
1984; Kosaka et al., 1985, 1987).

Uma terceira maneira em que o neurotransmissor GABA pode ser detectado no
citoplasma de uma célula seria através do transporte desta molécula do meio extracelular.
Porém apesar dos astrocitos da SVZ expressarem o transportador para GABA, GAT4, 0s
neuroblastos migratdrios ndo apresentam transportadores de GABA conhecidos (Bolteus e
Bordey, 2004). Assim, a sintese de GABA por putrescina parece ser o principal mecanismo
pelo qual os neuroblastos da SVZ expressam este neurotransmissor. A importancia dessa
via pode estar refletida no alto montante de putrescina que é revertido para a sintese de
GABA, 30%. Essa porcentagem pode ainda estar subestimada considerando-se 0 GABA de

putrescina que pode ter sido liberado pelas células antes do fim das 24 horas de cultura.
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Nossos resultados com o inibidor da sintese de putrescina (DFMO) sugerem que a
sinalizacdo de GABA inibe a expressdo da proteina GAD. No cortex cerebral de ratos,
GABA inibe a expressdo de GAD67 sem reduzir a expressdo de seu RNAm (Rimvall et al.,
1993) sugerindo que o mecanismo molecular é pos-transcricional. Um possivel mecanismo
para a inibicdo da expressdo seria 0 aumento da degradagdo da proteina. Almeida e
colaboradores (2002) mostraram que a reducao dos niveis de GAD por GABA é a mesma
na presenca de anisomicina, um inibidor de sintese proteéica, logo a inibi¢cdo por GABA néo
deve resultar de degradagdo enzimatica. Assim, o mecanismo de inibicdo de GAD por
GABA parece estar localizado no processo de traducdo. Almeida e colaboradores (2002)
mostraram que o efeito da sinalizacdo de GABA sobre a expressao de GAD é independente
dos receptores de GABA, 0 que sugere que esta sinalizacdo possa ser mediada por
transportadores de membrana. Os neuroblastos da SVZ, no entanto ndo expressam
transportadores GABAérgicos de membrana (Bolteus e Bordey, 2004). Essa diferenca
sugere que existam varios mecanismos de inibi¢do da expressdo de GABA por GAD e que
0 mecanismo que ocorre na SVZ deve ser investigado separadamente. E importante lembrar
que a evidéncia de que o GABA de putrescina regula a expressdo de GAD é indireta. Ha a
possibilidade da propria putrescina regular os niveis de GAD diretamente. Pretendemos
analisar o efeito do tratamento com GABA sobre a expressao de GAD pelos neuroblastos
em nosso modelo de cultura de explantes de SVZ.

N&do podemos afirmar que esta sintese de GABA esteja sendo realizada somente pelos
neuroblastos da SVZ. A sintese de GABA por putrescina ja foi relatada para precursores
gliais (progenitores O2-A) do nervo dptico in vitro (Barres et al., 1990), portanto, 0s
astrocitos da SVZ tambeém podem estar envolvidos na conversdo putrescina/GABA nestas

células. Liu e colaboradores (2005) utilizando um animal que possui a expressao de GFP
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regulada pelo promotor do GFAP humano, mostraram que nenhuma das células GFP da
SVZ expressam GABA. Esse resultado é contraditorio com resultados do mesmo grupo que
mostram a expressao de um transportador de GABA nos astrécitos da SVZ (Bolteus e
Bordey, 2004). Noés realizamos a imunohistoquimica para GABA e GFAP (dados ndo
mostrados) e ndo observamos nenhuma célula com dupla marcacdo. Ressalva-se, no
entanto, que o anticorpo monoclonal contra GFAP (Sigma; Debus et al., 1983) que
utilizamos neste experimento marca poucos astrocitos na SVZ em comparagdo ao
encontrado utilizando outros anticorpos (Alves et al., 2002). Tendo em vista estes dados e
os da literatura mencionados acima, o tipo celular mais provavel a realizar a conversdo de
putrescina em GABA na SVZ é o neuroblasto.

Assim, estamos propondo que 0s neuroblastos utilizam a putrescina para sintetizar
GABA. Essa molécula € utilizada na SVZ para regular fenémenos de desenvolvimento
como a proliferacdo (Nguyen et al., 2003; Liu et al., 2005) e a migragéo (Bolteus e Bordey,
2004). Essa via € utilizada porque os neuroblastos da SVZ, ou sua maioria, ndo estdo
comprometidos com o fendtipo GABAEérgico e entdo ndo expressam GAD. A expressao de
GABA de putrescina regula a expressdo de GAD e mantém as células no estado

indiferenciado.

5.2- O cddigo epigenético e reformulagdes conceituais sobre a diferenciacédo celular

A realizagdo da sintese neodarwinista uniu as idéias de Darwin de sele¢do natural as
idéias de Mendel de heranca genética (Mayr, 1980). Essa unido foi muito importante do
ponto de vista histdrico, para a formaliza¢do da evolucdo como area do conhecimento, mas

teve uma influéncia importante sobre a forma como se pensava em biologia. Como 0s
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alelos carregavam toda a informacgéo sobre o fendtipo selecionado, o desenvolvimento
embrionario passou a ser visto como a revelacdo de um filme fotogréfico codificado nos
genes. Assim, a biologia do desenvolvimento ndo possui importancia alguma para o
entendimento da evolugdo (para discusséo e contextualizacdo histérica, Amundson, 2005).
Essa visdo “genecentrista” foi depois reforcada com a elaboragdo do dogma central da
biologia onde o0 DNA déa origem ao RNA que da origem a proteina e ao fenétipo
consequente, 0 programa genético, e a descri¢ao de sistemas simples de regulacdo génica
como o operon lacZ (Jacob e Monod, 1961; Mayr, 1961). A cristalizagdo dessas idéias na
comunidade cientifica é exemplificada em Dawkins (1986) refletindo sobre sementes de
salgueiro caindo do lado de fora da sua janela:
“It is raining DNA outside... The cotton wool is made mostly of cellulose, and it dwarfs the
capsule that contains DNA, the genetic information. The DNA content must be a small
proportion of the total so why did | say it was raining DNA rather than raining cellulose?
The answer is that it is the DNA that matters... The whole performance-cotton wool,
catkins, tree and all-is in aid of one thing only, the spreading of DNA around the country
side... It is raining instructions out there: it’s raining programs: it’s raining tree-growing
fluff-spreading algorithms. This is not metaphor, it is plain truth. It couldn’t be plainer if it
were raining floppy discs.”

Em 1939, Conrad H. Waddington cunhou o termo epigendtipo. Esse termo referia-se
a interacdo dos genes e seus produtos com o ambiente que por fim levam ao fendtipo.
Waddington acreditava que 0 genoma nao s6 possui atividade gracas a um programa
genético como era também reativo, respondendo a estimulos externos. Suas idéias cairam
em descrédito por terem sido mal interpretadas como defensoras da transmissao para as

préximas geracdes de caracteres adquiridos (veja Gilbert, 1991).

65



Mas quais sdo 0s mecanismos moleculares que permitem a uma célula saber em que
contexto ela esta e qual foi sua histdria de vida? Existem diversos mecanismos candidatos,
mas para simplificar a discussdo desse tema me deterei em um especifico que tem recebido
muita atengé@o ultimamente, o remodelamento da cromatina (para revisao, Li, 2002). A
estrutura tridimensional do DNA envolve o enovelamento deste ao redor de octameros de
histonas (Kornberg e Thomas, 1974; Luger et al.,1997). As estruturas formadas, 0s
nucleossomos, ainda se enovelam em estruturas de ordem maior que no fim levam as
formas transcricionalmente ativas ou inativas de cromatina, eucromatina ou
heterocromatina respectivamente. Uma das caracteristicas das histonas é que elas possuem
caudas N-terminais que se projetam para fora do nucleossomo (Luger et al., 1997). Essas
caudas N-terminais podem sofrer modificagBes pos-traducionais que ditam o tipo de
interacdo daquele nucleossomo com nucleossomos vizinhos (Li et al., 2007). Assim,
nucleossomos que estejam interagindo mais fortemente, como 0s que possuem histonas
desacetildas, formam estruturas mais compactas e deixam o DNA menos acessivel a outras
proteinas como as reguladoras da transcricdo (Strahl e Allis, 2000; Jenuwein e Allis, 2001;
Zhang e Reinberg, 2001).

Mas até ai ndo estamos fugindo da idéia de programa genético. Como as
modificagdes da cromatina levam a aquisicdo de informacgédo? A grande diferenca da
regulacdo génica através de modificagdes na cromatina para mecanismos com ativadores e
silenciadores (como o proposto por Jacob e Monod, 1961) é que o primeiro mantém
memoria de uma situagdo ambiental passada. O sistema ndo precisa ficar sendo alimentado
com uma informagéo ambiental como, por exemplo, a presenca ou a auséncia de lactose.

As modificagdes na cromatina podem funcionar como pontos finais de regulagéo e silenciar
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permanentemente uma regido especifica do DNA ou mesmo serem dinamicamente
alteradas por sinais ambientais (Hazzalin e Mahadevan, 2005).

Na diferenciagdo neuronal uma proteina chamada REST desempenha um papel
importante na formacéo dessa memdria molecular. REST reconhece uma sequéncia
presente em diversos genes neuronais (Schoenherr et al., 1996). Em células ndo neuronais,
REST recruta diversas proteinas que modificam a cromatina para uma forma silenciosa.
Quando a diferenciacdo neuronal é induzida por um sinal ambiental, como &cido retindico,
a expressdo de REST é inibida pelo fechamento da cromatina na regido promotora de seu
gene e 0s genes neuronais sdo expressos (Ballas et al., 2005). Assim esta célula ganhou
uma informacéo que foi incorporada e ndo depende para sua manutencao da alimentagéo
com &cido retinodico. O estado de compactacdo das diferentes regifes do genoma define o
repertdrio de genes que podem ou ndo ser ativados e assim, também a histdria pregressa da
célula. A informagdo armazenada através da disponibilidade do DNA a transcri¢do
promovida pelo enovelamento diferencial do DNA vem sendo chamada de cddigo
epigenético (Turner, 2007).

Mas por que esse mecanismo de regulacdo é importante para o assunto desta tese?
Esta tese versa sobre o potencial de progenitores especificos na geracdo de diferentes tipos
celulares e possiveis mecanismos de plasticidade que podem alterar o destino final de
células frente a sinais ambientais. Tém se discutido fartamente a possibilidade de
substituicdo de células perdidas por lesdes ou por doenga no tecido neural jovem e adulto.
Progenitores intrinsecos ou derivados de células-tronco neurais sdo candidatos a reposicao
de tecido neural perdido (para revisdo, Gage 2000; ). Varias suposi¢cdes que embasam as
linhas de conduta experimental ndo levam em conta o conhecimento proveniente desta area.

Enumeraria em primeiro lugar o uso de neuroesferas para identificar células-tronco neurais
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(Reynolds e Weiss, 1992). Essa metodologia utiliza a cultura ndo aderente de possiveis
candidatas a células-tronco neurais na presenca de EGF e bFGF formando agregados
clonais. Apds isso, essas células podem ser plagueadas diferenciando-se nos trés tipos
celulares neurais, neurénios, astrdcitos e oligodendrdcitos. Porém, este tratamento causa a
perda de informacdo posicional (Gabay et al., 2003; Hack et al., 2004) e leva a um aumento
da potencialidade de progenitores da medula espinal embrionaria que passam a ser
tripotentes (Gabay et al., 2003). Na verdade, experimentos de acompanhamento de
progénie in vivo nunca mostraram a existéncia de progenitores tripotentes (i.e., Fekete et
al., 1994; Reid et al., 1995). Uma possivel explicacdo para este fendmeno é que o método
de producéo de neuroesferas causa uma mudanga no codigo epigenético que resulta na
mudanca dos possiveis repertorios de genes ativados. De fato, quando progenitores restritos
a linhagem oligodendrocitica sdo tratados com BMP2 in vitro passam a poder dar origem as
trés linhagens neurais (Kondo e Raff, 2004). Essa mudanca no potencial celular requer a
ativacdo da expressdo do fator de transcricdo sox2 através do remodelamento da cromatina
na regido do “enhancer” desse gene (Kondo e Raff, 2004). A mudanca no repertério de
genes a serem expressos deve envolver a perda de informagdes da histéria de vida das
celulas. Esse apagar de informacdes adquiridas pode levar a aberragcdes como células que
expressam marcadores neuronais e astrocitarios ao mesmo tempo (Laywell et al., 2005) e
apos algumas geracGes passam a apresentar células com nimeros anormais de
cromossomos (Palmer et al., 1997). Por essas razdes, a interpretacédo de resultados de
plasticidade fenotipica obtidos com células que passaram por esse tipo de manipulagéo in
vitro é complicada se ndo separarmos o que é realmente fisiologico dessa populagéo e o que
esta sendo induzido pela técnica. Por essas raz6es ndo me refiro aos trabalhos com células

da SVZ que passaram por grandes periodos de cultura in vitro.
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Outra critica refere-se ao uso de transgénicos que possuem a expressdo de genes
reporter sob regulacdo de regibes reguladoras especificas de interesse. As técnicas
utilizadas para a insercéo de genes levam a uma incorporagéo dessa sequiéncia em uma
regido aleatoria do genoma. Logo, a expressao desse gene vai depender ndo so da presenca
de um fator de transcri¢do que reconheca sua sequéncia de interesse como também se a
regido onde o gene esta é uma regido de heterocromatina ou de eucromatina. Esse efeito de
posicao foi primeiro descrito por Muller (1930, apud Felsenfeld, 2007) enquanto observava
o efeito de translocagdes cromossémicas sobre o fenotipo do olho de Drosophila. Antes do
inicio da gliogénese telencefalica, por exemplo, o fator de transcricdo que reconhece a
regido promotora de GFAP (um marcador de linhagem astrocitaria), o STATS3, ja esta
presente. Porém, a sua ligagdo a esta regido é impedida pela metilagdo de citosinas
(Takizawa et al., 2001) alteracdo geralmente relacionada com a formagéo de
heterocromatina (Wolffe e Matzke, 1999). A desmetilacdo dessa regido é ativada pela
sinalizacdo de FGF2 no inicio da gliogénese (Song e Ghosh, 2004). Mas sera que todos 0s
astrécitos possuem essa regido desmetilada e passam a expressar GFAP? Um trabalho
recente que analisou camundongos “knock in” com a expressao de GFP sob regulacéo da
regido promotora de GFAP humana mostrou que existem mais células expressando GFP do
que aquelas positivas para GFAP (Emsley e Macklis, 2006). Assim, uma possivel
explicacdo para essa observacao seria que o transgene esta dentro de uma regido de
eucromatina nas células GFP positivas/GFAP negativas enquanto o seu gene GFAP esta
dentro de heterocromatina, produzindo um falso positivo. Falsos negativos sao também
possiveis caso o transgene caia em uma regido de heterocromatina. Esses modelos ainda
passam pelas criticas comuns a técnicas de deteccdo de RNA mensageiro, uma vez que a

presenca dessa molécula ndo garante a expresséo da proteina.
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Uma outra critica contra a atual visdo sobre o conceito de diferenciacao refere-se ao
uso de fatores de transcricdo como marcadores fenotipicos. Nos anos 80, a descricdo da
participacdo de genes homeoticos durante o desenvolvimento levou a elaboracdo do
conceito de genes mestre (veja Gehring e Hiromi, 1986). De fato, as células utilizam em
seus sistemas de expressao génica, genes que regulam grupos maiores de outros genes. Um
fendmeno recorrente na literatura é a classificagdo de um fator de transcricdo como o
determinante de um fen6tipo especifico. Para abordar um tema importante para esta tese,
vamos tomar como exemplo os genes DIx na determinacdo do fenétipo GABAérgico do
telencéfalo embrionario. Os neurénios GABAérgicos tem sua origem em estruturas
chamadas eminéncias ganglionares (EGs) e expressam DIx1 e 2 (Anderson et al., 1997).
Como a SVZ expressa o fator de transcrigdo DIx2 (Doetsch et al., 2002) e da origem a
neurdnios GABAérgicos do BO, surgiu a hipotese de que os progenitores da SVZ com
potencial neuronogénico teriam sua origem de células-tronco presentes na camada
germinativa ventral (Anderson et al., 2001; Stenman et al., 2003). Para confirmar se a SVZ
tem origem exclusivamente dos precursores das EGs, uma pergunta 6bvia seria se 0s
marcadores dorsais tipicos sdo expressos nessa camada proliferativa e assim essa teria uma
dupla origem. De fato, os mutantes de perda de funcdo do fator de transcricdo Pax6 (sey/sey
da mutacdo de camundongos small eye), que é expresso pelas células de glia radial do pélio
dorsolateral (Malatesta et al., 2003), ndo apresentam formacao dos placddos, do epitélio e
dos bulbos olfatorios (His et al., 1991). Para testar a importancia deste fator de transcricéo
na diferenciacdo dos interneurdnios do bulbo olfatorio, Kohwi e colaboradores (2005)
transplantaram células GFP positivas da eminéncia ganglionar lateral (EGL) de animais
sey/sey para a SVZ de animais adultos normais, portanto com bulbo olfatério e via

migratdria rostral intactos. O que eles observaram foi que essas células eram incapazes de
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se diferenciar em interneurdnios dopaminérgicos das camadas granular e periglomerular
(Kohwi et al., 2005). Porém Pax6 possui uma regido de sobreposicdo de expressao com
marcadores ventrais sobre a borda palio-subpéalio no embrido (Terreson et al., 2000; Yun et
al., 2001), que se encontra exatamente na LGE dorsal. Essa sobreposic¢éo levou Kohwi e
colaboradores (2005) a formular a hip6tese que 0s progenitores da SVZ pds-natal que dao
origem aos neurdnios dopaminérgicos do bulbo olfatério teriam sua origem na regido da
LGE que possui a expressao de Pax6. 1sso €, ao invés de concluir que a SVZ tem sua
origem em ambas as populagdes - DIx e Pax6 positivas, Kowi e colaboradores (2005)
concluiram que a SVZ tem sua origem em uma diminuta populacéo celular que co-expressa
os dois marcadores. Uma interpretacdo mais abrangente seria a de que todas as células
remanescentes da VZ que um dia expressaram Pax6 (inclusive as da VVZ dorsal), possam
dar origem a estas células. Essa ultima idéia, ja foi confirmada com a observacao de que a
progénie da glia radial dorsal pode dar origem a neurénios que compde a SVZ e da origem
a neurdnios do BO (Ventura e Goldman, 2007; Merkle et al., 2007). Mas de qualquer
forma, a observacdo de que os neuroblastos da SVZ ja expressam DIx2 pode induzir a idéia
de que estes ja estdo comprometidos com o fen6tipo GABAérgico. Nosso grupo mostrou
que as células da SVZ ndo expressam niveis detectaveis por imunohistoquimica de GAD
(Sequerra et al., 2007). E estamos sugerindo que estas células podem néo estar
definitivamente comprometidas com o fenotipo GABAérgico enquanto na SVZ.

Mas entdo como conciliar a expresséo de DIx2 e a auséncia de comprometimento
GABAérgico? Acontece que quando um fator de transcricdo € expresso ele encontra um
genoma que esta organizado de forma a refletir informacgdes provenientes da histéria
daquela célula. Assim, em duas células diferentes ele pode ativar caminhos de

diferenciagéo distintos. Essa influéncia do ambiente passado sobre os caminhos de
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diferenciacdo foi chamada por Waddington de paisagem epigenética (1957; veja também
Gilbert, 1991; Fig.16). Quando o padrdo de expressao de trés diferentes genes homeoticos
foi observado em diferentes espécies de equinodermas observou-se que estes orquestraram
0 aparecimento de diferentes fung¢fes ao longo da evolugédo deste grupo (Lowe e Wray,
1997). Mas isso ndo quer dizer que um caminho de desenvolvimento que é regulado por
aquele gene em uma espécie ndo acontece em outra s6 porque o gene esta ausente. Pode ser
que os caminhos ontogenéticos aparegcam primeiro e depois 0s genes homedticos integrem
aquele sistema como tampdes que garantem a existéncia desse caminho. Outro conceito
importante introduzido por Waddington é o de assimilacdo genética (1942). Se durante o
desenvolvimento das pupas de Drosophila for dado um choque térmico de 40°C, essas
desenvolvem defeitos nas veias cruzadas de suas asas. Esse efeito induzido pelo ambiente
passa a aparecer sem nenhum gatilho ambiental apds 14 geracfes de cruzamentos entre 0s
individuos afetados (Waddington, 1953). Como esse efeito acontece em muitos individuos
ao mesmo tempo, ele ndo se deve a mutagdes na sequiéncia de DNA. Assim, 0s organismos
possuem multiplas possibilidades de desenvolvimento que estdo escondidas como
caminhos ndo seguidos da paisagem. E a intera¢do dos genes homeoticos com a sequiéncia
do DNA né&o pode explicar totalmente essas tomadas de decisdo. Estas informag0es nos
indicam que pode ser enganoso assumir que 0s genes homeo6ticos estdo no topo de uma
cadeia regulatéria unidirecional. A sua funcdo depende do contexto onde a sua célula se
insere. Assim como pode ser um erro concluir que a expressdo de DIx2 nas células da SVZ
leva a um fenotipo GABAEérgico sem observar se estas expressam marcadores diretamente

ligados a esse fendtipo, como GAD.
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Figura 16. Essa pintura de John Piper foi utilizada por Waddington para ilustrar a capa de seu livro
“Organisers and Genes” (1940) e ilustra uma paisagem epigenética onde um rio representa uma célula que
pode seguir diversos caminhos durante o desenvolvimento de acordo com as condicdes encontradas no seu

percurso. Adaptado de Slack (2002).
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5.3- Plasticidade de progenitores da SVZ quanto ao seu destino neuroquimico

O neuroepitélio embrionério produz diversos tipos neuroquimicos de maneira espaco
dependente (Marin e Rubenstein, 2001). Os neurdnios glutamatérgicos gerados neste
periodo vém das posi¢Ges mais dorsais enquanto neurénios GABAEérgicos sdo gerados em
por¢Bes mais ventrais. No fim da neurogénese embrionéria, as células que estavam dando
origem & esses neur6nios, as células de glia radial (Noctor et al., 2000), se diferenciam em
astrécitos da SVZ (Alves et al., 2002; Tramontin et al., 2003) e células ependimarias
(Spassky et al., 2005). Esses dois tipos celulares assumem o papel de gerar neurdnios até o
fim da vida do animal (Doetsch et al., 1999; Johanson et al., 1999; Moma et al., 2000;
Coskun et al., 2008). Pés-natalmente, no entanto, progenitores derivados de células de glia
radial ao longo de todos 0s eixos da SVZ passam a gerar neurbnios GABAérgicos do BO
em roedores (Merkle et al., 2007). Experimentos de transplante heterotdpico sugerem que
esses precursores estdo comprometidos com um tipo neuronal especifico de forma
independente do ambiente (Merkle et al., 2007).

Em paralelo, a esta aparente reprogramacdo dos progenitores dorsais para a geragéo
de interneurbnios majoritariamente GABAErgicos, 0 oposto parece acontecer em relagdo a
potencialidade de gerar neurdnios glutamatérgicos. Poucas sdo as demonstragdes empiricas
de geracdo pos-natal de novos neurénios glutamatérgicos (veja a seguir). Nossos resultados
mostram que existem progenitores dentro da SVZ po6s-natal capazes de gerar neurénios
glutamatérgicos. Duas hipdteses podem explicar essa existéncia em conciliagdo com 0s
dados da literatura. A primeira seria que existem progenitores capazes de gerar esse tipo

celular, mas ndo o fazem por falta de um gatilho ambiental (progenitores silentes). A
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segunda hipotese seria a de que 0s mesmos progenitores que geram neurdnios para o BO no
periodo pos-natal, quando na presenca de sinais ambientais presentes unicamente no
embrido geram neurénios glutamatérgicos (progenitores plasticos). Ambas as hipbteses
podem incluir ainda o fato de que alguns progenitores ndo dao origem a neurdnios
glutamatérgicos (e provavelmente dao origem a neurdénios GABAérgicos).

Em nossos experimentos, nds separamos dois grupos de explantes de SVZ, o primeiro
grupo formado pela SVZ que margeia o ventriculo lateral e estd adjacente ao corpo
estriado, e 0 segundo grupo formado pela extensdo rostral da SVZ até o BO. Ambas as
regibes foram capazes de dar origem a neurbnios glutamatérgicos e a porcentagem desses
neurdnios gerados ndo teve nenhuma correlagéo clara com a regido, por isso, nao
separamos 0S grupos na apresentacdo de nossos resultados. Como os neuroblastos gerados
na SVZ se deslocam amplamente por esta camada germinativa (Suzuki e Goldman, 2003),
a separacdo destes dois grupos de explantes ndo é um método adequado para a avaliagéo de
progenitores gerados em diferentes localidades. Assim, é possivel que apenas uma pequena
localidade da SVZ esteja gerando esses progenitores mais plasticos que se espalham por
migracdo. Estamos comegando a trabalhar com a tecnologia de adenovirus incompetentes
para replicacdo codificando o gene reporter Gfp. Essa técnica nos possibilitara marcar
seletivamente a glia radial de regides especificas e testar se a capacidade de geracao de
neurdnios glultamatérgicos é localizada em alguma regido especifica da SVZ.

Experimentos de transplante heterotdpico de micro-regides da SVZ sugerem que ha
um comprometimento destas células com classes especificas de neurénios do BO (Merkle
et al., 2007). Uma interpretacéo alternativa para estes dados seria a de que 0s sinais
necessarios para a diferenciagdo de cada tipo celular sejam 0s mesmos, mas sejam

interpretados de forma diferente por cada populagdo. Assim uma populacdo que € gerada

75



mais rostralmente quando transplantada para uma posi¢cdo mais caudal na verdade veria 0s
mesmos sinais de sempre ao longo de sua via migratoria. Segundo nossa hipoétese, 0s
neuroblastos da SVZ apenas se comprometem com o fen6tipo GABAérgico, como indicado
pela expressdo de GAD, quando penetram a camada granular do BO, regido pela qual os
diferentes tipos celulares passariam. Assim pode ser que cada populagdo migre até o BO
sem uma determinacéo fenotipica programada e sim perceba os sinais locais de forma
diferente de acordo com sua paisagem epigenética. Assim o paradigma experimental
apresentado aqui nesta tese, onde os sinais ambientais apresentados para as células da SVZ
sdo realmente diferentes daqueles presentes no animal doador, é mais adequado para avaliar
a plasticidade dessa populacéo. Esses sinais presentes nas fatias embriondrias seriam
suficientes para induzir o fendtipo glutamatérgico.

Alguns trabalhos mostram que o comprometimento neuroquimico depende também
de sinais ambientais. O tratamento com citocinas e fatores neurotréficos leva neurdnios
ganglionares simpaticos a expressar acetilcolina ao invés de noradrenalina in vitro ou in
vivo (Furshpan et al., 1976; Landis e Keefe, 1983; Nawa e Patterson, 1990). Neurdnios
simpaticos em cultura possuem um menor potencial para diferenciar em neurdnios
colinérgicos quando sdo despolarizados (Walicke et al., 1977), efeito que é revertido pela
inibicdo do influxo de Ca** (Wallicke e Patterson, 1981). Neur6nios espinhais embrionarios
quando estimulados com freqiiéncias especificas de transientes de Ca?* espontaneos
aumentam a expressdo do RNAmM de GAD67 (Watt et al., 2000). Borodinsky e
colaboradores (2004) mostraram que a alteracio no padrdo de picos de Ca** na medula de
Xenopus embrionaria logo ap6s o fechamento do tubo neural pode alterar o destino
neuroquimico dos neurénios. A inibicdo da atividade leva a um aumento na incidéncia da

expressao de neurotransmissores excitatérios, enquanto o aumento leva a mais células
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inibitorias. Neurdnios sensoriais do ganglio petroso respondem a despolarizacéo
desenvolvendo o fen6tipo dopaminérgico (Hertzberg et al., 1995). Porém dentro desta
populagdo, somente 0s neurdnios que expressam os fatores de transcricdo Phox2a e b séo
responsivos a este tratamento (Brosenitsch e Katz, 2002). Assim os fatores de transcri¢cdo
compdem a paisagem epigenética destas células criando caminhos que sdo seguidos apds o
disparo do gatilno ambiental adequado.

Existe sempre um periodo critico onde os sinais ambientais podem atuar resultando na
plasticidade do sistema. No caso do efeito da atividade sobre as células da medula de
Xenopus, por exemplo, a intervencdo deve ser feita até cinco horas ap6s o inicio da
atividade elétrica dessas células (Borodinsky et al., 2004). N&o estéa claro qual € o periodo
critico no qual os neuroblastos da SVZ estdo sujeitos a plasticidade de seu fen6tipo
neuroquimico. Além do periodo critico ao longo da diferenciagéo celular, também temos
que discernir se todos 0s neuroblastos podem originar células glutamatérgicas ou se isto é
restrito a subpopulagGes especifica. Algumas subpopula¢des de neuroblastos, por exemplo,
deixam o ciclo celular ainda proximo ao ventriculo enquanto outras continuam a ciclar até o
BO (Smith e Luskin, 1998). Como ndo encontramos expressdo de GAD até a camada
granular do BO, pode ser que mesmo as populagdes que deixam o ciclo mais cedo
continuem dentro do periodo critico para a regulacdo ambiental de seu fenétipo
neuroquimico. Encontramos células glutamatérgicas geradas a partir de explantes da SVZ
adjacente ao bulbo (dado ndo mostrado). Determinar se células da SVZ ainda ciclam ap6s
serem plaqueadas serd interessante para observar se o periodo critico da determinacéo
neuroquimica possui relagdo com a saida do ciclo celular.

A expressdo de GAD pode ser regulada por atividade mesmo em neurdnios

diferenciados (Benson et al., 1994). Durante o desenvolvimento humano, as histonas H3

7



passam a um estado trimetilado no promotor de gad67, chegando ao pico de expressao
desse gene na fase pos-puberdade (Huang et al., 2007). Pacientes esquizofrénicos
apresentam uma reducgdo na trimetilacdo desta histona. Porém, a administracdo de
closapina, um anti-psicético, aumenta a expressao desta histona trimetilada em um
camundongo no qual esta modificacdo é reduzida (heterozigoto para uma mutagdo no gene
da metil transferase leucémica de linhagem mista 1). A expressao de genes necessarios para
o fenotipo GABAEérgico é regulada desta forma ndo s6 no processo de diferenciagdo mas
também apos a maturacdo do neurdnio. Nossos resultados sugerem que a expressdo de
GAD é também regulada por GABA a partir de putrescina nos neurénios granulares do BO.
Dois artigos do mesmo grupo mostraram que a ablacéo especifica de populacées de
neurdnios de projecédo cortical (que se assume que sdo neurdnios piramidais
glutamatérgicos) ativa a neurogénese que leva a substituicdo parcial da populacdo perdida.
Esses trabalhos utilizaram o marcador DCX (do inglés, doublecortin, marcador de
migracdo neuronal) para mostrar que neuroblastos migratorios se posicionam na substancia
branca apds esta ablagdo, 0 que sugeriria que 0s novos neurénios estdo sendo gerados na
SVZ, pois a substancia branca separa esta camada da placa cortical (Magavi et al., 2000;
Che net al., 2004). Se confirmada esta observacdo seria uma confirmagéao in vivo de nossas
observacdes de que a SVZ pode dar origem a neurénios glutamatérgicos. Nessas areas que
sofreram ablacdo a expressdo de neurotrofinas como BDNF e NT-4/5 é aumentada (Wang
et al., 1998) podendo estas ser moléculas sinalizadoras encontradas em nossas fatias
embrionarias. Porém a observagédo de que s&o as celulas da SVZ que d&o origem a esses
neurdnios é indireta. O marcador DCX foi recentemente mostrado marcar progenitores
multipotentes (Walker et al., 2007) e portanto ndo adequado como marcador neuronal.

Além disso, uma nova fonte capaz de dar origem a novos neurdnios no telencéfalo foi
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recentemente descrita por nosso grupo, a zona marginal (Costa et al., 2007). Palmer e
colaboradores (1999) ainda mostraram que o estimulo com FGF-2 pode levar células do
parénquima cortical a gerar neurénios. Nossos resultados dao sustentacdo a hipotese de que
séo os progenitores da SVZ os melhores candidatos a realizar esta re-populagéo parcial.

As populacGes de progenitores embrionarios que geram os dois tipos neuroquimicos,
glutamatérgico e GABAérgico, ndo sdo separadas apenas fisicamente mas também
expressam diferentes repertdrios de fatores de transcricdo (Schuurmans e Guillemot, 2002).
Duas hipdteses podem explicar essa existéncia em conciliagdo com os dados da literatura.
A primeira seria que existem progenitores capazes de gerar esse tipo celular, mas néo o
fazem por falta de um gatilho ambiental (progenitores silentes). A segunda hipotese seria a
de que 0s mesmos progenitores que geram neur6nios para 0 BO no periodo pds-natal,
quando na presenca de sinais ambientais presentes unicamente no embrido gerem neurdnios
glutamatérgicos (progenitores plasticos). Muitos desses fatores de transcricdo expressos
durante o desenvolvimento embrionério estdo presentes na SVZ pds-natal. A populacdo
Emx-1 positiva embrionaria, por exemplo, da origem a neurdnios glutamatérgicos, mas ndo
GABAérgicos (Gorski et al., 2002). Na SVZ, no entanto, a linhagem que expressa Emx-1
d& origem a neurdnios GABAérgicos do BO (Kohwi et al., 2007). Da mesma forma Pax6 é
expresso na VZ dorsal durante o desenvolvimento (Stoykova e Gruss, 1994) e 0s mutantes
que perdem a fungdo dessa proteina possuem uma expanséo do campo que gera células
GABAérgicas em direcdo dorsal (Stoykova et al., 2000). Porém na SVZ, Pax6 esta
envolvido com a diferenciacdo de uma subpopulagdo de neuroblastos em neurdnios
dopaminérgicos (Hack et al., 2005). Assim, a identificacdo de fatores de transcricao
importantes para o desenvolvimento de neurdnios piramidais ndo se correlaciona com o

mesmo destino fenotipico em células da SVZ. Durante o desenvolvimento do sistema
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nervoso de diversos animais, os fatores de transcricdo do tipo hélice-volta-hélice basico
(bHLH) vem se mostrando necessarios no desenvolvimento de linhagens neuronais e tem
sido chamados de genes pro-neurais (Bertrand et al., 2002). No telencéfalo em
desenvolvimento os genes Mashl e Ngn2 cumprem esse papel de direcionar progenitores
para a diferenciacdo neuronal ventral e dorsal respectivamente (Schuurmans e Guillemot,
2002). A fosforilagdo de Ngn2 esté relacionada com o estabelecimento da morfologia
piramidal no cértex cerebral (Hand et al., 2005). A expressdo de Ngn2 na SVZ pds-natal
nunca foi descrita. Uma possibilidade seria que sinais das fatias embrionarias induzam a

expressdo desse fator de transcrigao.

5.4- Hipétese de trabalho:

NGs estamos propondo aqui um modelo onde o0s neuroblastos controlam o seu préprio
comprometimento com o fendtipo GABAérgico atraves da sinalizacdo de GABA de
putrescina.

Quando estdo migrando pela SVZ, os neuroblastos migram em cadeias utilizando uns
aos outros como substrato para seu deslocamento (Lois et al., 1996). Nesse ambiente de
alta concentracdo de neuroblastos, GABA proveniente de putrescina estaria em altas
concentracdes. O reconhecimento de GABA por seus receptores GABAA leva a inibicdo da
expressdo de GAD (Fig.17A). Esta inibicdo se mantém, portanto, durante todo o trajeto
migratdrio e possivelmente é importante para a migracao e proliferacdo destas células.

Quando atingem o0 BO, os neuroblastos deixam as cadeias migratorias e passam a
migrar independentemente pela camada de células granulares. Assim que deixam as cadeias

ndo so a densidade desses progenitores cai como a concentracdo de GABA ao seu redor
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(passa a ser liberado por sinapses). Essa queda na ativagdo de GABAA, levaria a liberacgdo da
sintese de GAD e estas células entrariam no seu processo de diferenciacdo e
comprometimento GABAEérgico (Fig.17B).

A inibicdo do comprometimento com o fen6tipo GABAérgico durante a via
migratdria leva a susceptibilidade de pelo menos uma subpopulacdo de neuroblastos da
SVZ a sinais ambientais que podem mudar o seu destino fenotipico - plasticidade. Assim, o
fendtipo “neurdnio glutamatérgico” seria um caminho da paisagem epigenética que nunca é
seguido no nicho de origem das células da SVZ por auséncia dos gatilnos ambientais

adequados.
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Figura 17. (A) Esquema do modelo experimental onde os neuroblastos recebem a sinalizacdo de GABA
proveniente de putrescina que se liga aos seus receptores GABAA e inibe a sintese de GAD. (B) Essa
inibicdo se mantém ao longo de toda a via migratéria onde a densidade de neuroblastos € alta e por
conseqiiéncia a concentracdo de GABA. Uma vez no BO, os neuroblastos deixam as cadeias e encontram
ambientes com concentragcdes menores de GABA, reduzindo assim a inibicdo da expressdo de GAD.
Neste momento estes neuroblastos iniciam seu comprometimento com o fen6tipo GABAérgico.

82



Referéncias Bibliogréaficas:

Alonso, J.R., Arevalo, R., Garcia-Ojeda, E., Porteros, A., Brinon, J.G. & Aijon, J. (1995)
NADPH-diaphorase active and calbindin D-28k-immunoreactive neurons and fibers
in the olfactory bulb of the hedgehog (Erinaceus europaeus). J.Comp Neurol. 351,

307-327.

Altman, J. & Das, G.D. (1965) Autoradiographic and histological evidence of postnatal

hippocampal neurogenesis in rats. J.Comp Neurol. 124, 319-335.

Altman, J. (1969) Autoradiographic and histological studies of postnatal neurogenesis. V.
Cell proliferation and migration in the anterior forebrain, with special reference to

persisting neurogenesis in the olfactory bulb. J.Comp Neurol. 137, 433-457.

Alvarez-Buylla, A. & Nottebohm, F. (1988) Migration of young neurons in adult avian

brain. Nature 335, 353-354.

Alvarez-Buylla, A., Garcia-Verdugo, J.M. & Tramontin, A.D. (2001) A unified hypothesis

on the lineage of neural stem cells. Nat.Rev.Neurosci. 2, 287-293.

83



Alves, J.A., Barone, P., Engelender, S., Froes, M.M. & Menezes, J.R. (2002) Initial stages
of radial glia astrocytic transformation in the early postnatal anterior subventricular

zone. J.Neurobiol. 52, 251-265.

Amundson, R. (2005) The changing role of the embryo in evolutionary thought: roots of

evo-devo. New York: Cambridge University Press.

Anderson, S.A., Qiu, M., Bulfone, A., Eisenstat, D.D., Meneses, J., Pedersen, R. &
Rubenstein, J.L. (1997) Mutations of the homeobox genes DIx-1 and DIx-2 disrupt
the striatal subventricular zone and differentiation of late born striatal neurons.

Neuron 19, 27-37.

Anderson, S.A., Marin, O., Horn, C., Jennings, K. & Rubenstein, J.L. (2001) Distinct
cortical migrations from the medial and lateral ganglionic eminences. Development

128, 353-363.

Angevine, J.B., Jr. & Sidman, R.L. (1961) Autoradiographic study of cell migration during

histogenesis of cerebral cortex in the mouse. Nature 192, 766-768.

Aungst, J.L., Heyward, P.M., Puche, A.C., Karnup, S.V., Hayar, A., Szabo, G. & Shipley,

M.T. (2003) Centre-surround inhibition among olfactory bulb glomeruli. Nature

84



426, 623-629.

Ballas, N., Grunseich, C., Lu, D.D., Speh, J.C. & Mandel, G. (2005) REST and its
corepressors mediate plasticity of neuronal gene chromatin throughout

neurogenesis. Cell 121, 645-657.

Bandeira, F.C.S. (2001) Ontogénese da laminag&o cortical no hamster. Programa de Pds-

Graduagdo em Ciéncias Morfologicas (PCM), UFRJ.

Barres, B.A., Koroshetz, W.J., Swartz, K.J., Chun, L.L. & Corey, D.P. (1990) lon channel

expression by white matter glia: the O-2A glial progenitor cell. Neuron 4, 507-524.

Bayer, S.A. (1983) 3H-thymidine-radiographic studies of neurogenesis in the rat olfactory

bulb. Exp.Brain Res. 50, 329-340.

Bayer, S.A. (1985) Neuron production in the hippocampus and olfactory bulb of the adult

rat brain: addition or replacement? Ann.N.Y.Acad.Sci. 457, 163-172.

Benson, D.L., Huntsman, M.M. & Jones, E.G. (1994) Activity-dependent changes in GAD

and preprotachykinin mRNAs in visual cortex of adult monkeys. Cereb.Cortex 4,

85



40-51.

Bertrand, N., Castro, D.S. & Guillemot, F. (2002) Proneural genes and the specification of

neural cell types. Nat.Rev.Neurosci. 3, 517-530.

Betarbet, R., Zigova, T., Bakay, R.A. & Luskin, M.B. (1996) Dopaminergic and
GABAergic interneurons of the olfactory bulb are derived from the neonatal

subventricular zone. Int.J.Dev.Neurosci. 14, 921-930.

Bleier, R. (1971) The relations of ependyma to neurons and capillaries in the

hypothalamus: a Golgi-Cox study. J.Comp Neurol. 142, 439-463.

Bolteus, A.J. & Bordey, A. (2004) GABA release and uptake regulate neuronal precursor

migration in the postnatal subventricular zone. J.Neurosci. 24, 7623-7631.

Boulder Committee (1970) Embryonic vertebrate central nervous system: revised

terminology. Anatomical Record 166, 257-261.

Borodinsky, L.N., Root, C.M., Cronin, J.A., Sann, S.B., Gu, X. & Spitzer, N.C. (2004)

Activity-dependent homeostatic specification of transmitter expression in

86



embryonic neurons. Nature 429, 523-530.

Brosenitsch, T.A. & Katz, D.M. (2002) Expression of Phox2 transcription factors and
induction of the dopaminergic phenotype in primary sensory neurons. Mol.Cell

Neurosci. 20, 447-457.

Bulfone, A., Carotenuto, P., Faedo, A., Aglio, V., Garzia, L., Bello, A.M., Basile, A.,
Andre, A., Cocchia, M., Guardiola, O., Ballabio, A., Rubenstein, J.L. & Zollo, M.
(2005) Telencephalic embryonic subtractive sequences: a unique collection of

neurodevelopmental genes. J.Neurosci. 25, 7586-7600.

Bystron, 1., Blakemore, C. & Rakic, P. (2008) Development of the human cerebral cortex:

Boulder Committee revisited. Nat.Rev.Neurosci. 9, 110-122

Capela, A. & Temple, S. (2002) LeX/ssea-1 is expressed by adult mouse CNS stem cells,

identifying them as nonependymal. Neuron 35, 865-875.

Chiasson, B.J., Tropepe, V., Morshead, C.M. & van der, K.D. (1999) Adult mammalian
forebrain ependymal and subependymal cells demonstrate proliferative potential,

but only subependymal cells have neural stem cell characteristics. J.Neurosci. 19,

87



4462-4471.

Coskun, V., Wu, H., Blanchi, B., Tsao, S., Kim, K., Zhao, J., Biancotti, J.C., Hutnick, L.,

Krueger, R.C., Jr., Fan, G., de Vellis, J. & Sun, Y.E. (2008) CD133+ neural stem

cells in the ependyma of mammalian postnatal forebrain. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A

105, 1026-1031.

Costa, M.R., Kessaris, N., Richardson, W.D., Gotz, M. & Hedin-Pereira, C. (2007) The
marginal zone/layer | as a novel niche for neurogenesis and gliogenesis in

developing cerebral cortex. J.Neurosci. 27, 11376-11388.

Crespo, C., Gracia-Llanes, F.J., Blasco-1banez, J.M., Gutierrez-Mecinas, M., Marques-
Mari, A.l. & Martinez-Guijarro, F.J. (2003) Nitric oxide synthase containing
periglomerular cells are GABAergic in the rat olfactory bulb. Neurosci.Lett. 349,

151-154.

Dahl, D., Crosby, C.J., Sethi, J.S. & Bignami, A. (1985) Glial fibrillary acidic (GFA)
protein in vertebrates: immunofluorescence and immunoblotting study with

monoclonal and polyclonal antibodies. J.Comp Neurol. 239, 75-88.

88



Dawkins, R. (1986) The blind watchmaker: why the evidence of evolution reveals a

universe without design. New York: W. W. Norton & Company Itd.

de Almeida, O.M., Gardino, P.F., Loureiro dos Santos, N.E., Yamasaki, E.N., de Mello,
M.C., Hokoc, J.N. & de Mello, F.G. (2002) Opposite roles of GABA and excitatory
amino acids on the control of GAD expression in cultured retina cells. Brain Res.

925, 89-99.

del Rio, J.A., Martinez, A., Fonseca, M., Auladell, C. & Soriano, E. (1995) Glutamate-like
immunoreactivity and fate of Cajal-Retzius cells in the murine cortex as identified

with calretinin antibody. Cereb.Cortex 5, 13-21.

De Marchis, S., Temoney, S., Erdelyi, F., Bovetti, S., Bovolin, P., Szabo, G. & Puche, A.C.
(2004) GABAergic phenotypic differentiation of a subpopulation of subventricular

derived migrating progenitors. Eur.J.Neurosci. 20, 1307-1317.

De Marchis, S., Bovetti, S., Carletti, B., Hsieh, Y.C., Garzotto, D., Peretto, P., Fasolo, A.,
Puche, A.C. & Rossi, F. (2007) Generation of distinct types of periglomerular
olfactory bulb interneurons during development and in adult mice: implication for

intrinsic properties of the subventricular zone progenitor population. J.Neurosci. 27,

89



657-664.

de Mello, F.G., Bachrach, U. & Nirenberg, M. (1976) Ornithine and glutamic acid

decarboxylase activities in the developing chick retina. J.Neurochem. 27, 847-851.

de Mello, F.G. (1984) GABA-mediated control of glutamate decarboxylase (GAD) in cell

aggregate culture of chick embryo retina. Brain Res. 316, 7-13.

Doetsch, F., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (1997) Cellular composition and
three-dimensional organization of the subventricular germinal zone in the adult

mammalian brain. J.Neurosci. 17, 5046-5061.

Doetsch, F., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (1999) Regeneration of a
germinal layer in the adult mammalian brain. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 96, 11619-

11624,

Doetsch, F., Caille, I., Lim, D.A., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (1999)
Subventricular zone astrocytes are neural stem cells in the adult mammalian brain.

Cell 97, 703-716.

90



Doetsch, F., Petreanu, L., Caille, 1., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (2002)
EGF converts transit-amplifying neurogenic precursors in the adult brain into

multipotent stem cells. Neuron 36, 1021-1034.

Eisenstat, D.D., Liu, J.K., Mione, M., Zhong, W., Yu, G., Anderson, S.A., Ghattas, I.,
Puelles, L. & Rubenstein, J.L. (1999) DLX-1, DLX-2, and DLX-5 expression define

distinct stages of basal forebrain differentiation. J.Comp Neurol. 414, 217-237.

Ekegren, T. & Gomes-Trolin, C. (2005) Determination of polyamines in human tissues by
precolumn derivatization with 9-fluorenylmethyl chloroformate and high-

performance liquid chromatography. Anal.Biochem. 338, 179-185.

Emsley, J.G. & Macklis, J.D. (2006) Astroglial heterogeneity closely reflects the neuronal-

defined anatomy of the adult murine CNS. Neuron Glia Biol. 2, 175-186.

Englund, C., Fink, A., Lau, C., Pham, D., Daza, R.A., Bulfone, A., Kowalczyk, T. &
Hevner, R.F. (2005) Pax6, Thr2, and Tbhrl are expressed sequentially by radial glia,
intermediate progenitor cells, and postmitotic neurons in developing neocortex.

J.Neurosci. 25, 247-251.

91



Esclapez, M., Tillakaratne, N.J., Kaufman, D.L., Tobin, A.J. & Houser, C.R. (1994)
Comparative localization of two forms of glutamic acid decarboxylase and their
MRNASs in rat brain supports the concept of functional differences between the

forms. J.Neurosci. 14, 1834-1855.

Fenalti, G., Law, R.H., Buckle, A.M., Langendorf, C., Tuck, K., Rosado, C.J., Faux, N.G.,
Mahmood, K., Hampe, C.S., Banga, J.P., Wilce, M., Schmidberger, J., Rossjohn, J.,
El Kabbani, O., Pike, R.N., Smith, A.l., Mackay, |.R., Rowley, M.J. & Whisstock,
J.C. (2007) GABA production by glutamic acid decarboxylase is regulated by a

dynamic catalytic loop. Nat.Struct.Mol.Biol. 14, 280-286.

Frantz, G.D. & McConnell, S.K. (1996) Restriction of late cerebral cortical progenitors to

an upper-layer fate. Neuron 17, 55-61.

Furshpan, E.J., MacLeish, P.R., O'Lague, P.H. & Potter, D.D. (1976) Chemical
transmission between rat sympathetic neurons and cardiac myocytes developing in
microcultures: evidence for cholinergic, adrenergic, and dual-function neurons.

Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 73, 4225-4229.

Gabay, L., Lowell, S., Rubin, L.L. & Anderson, D.J. (2003) Deregulation of dorsoventral

patterning by FGF confers trilineage differentiation capacity on CNS stem cells in

92



vitro. Neuron 40, 485-499.

Gage, F.H. (2000) Mammalian neural stem cells. Science 287, 1433-1438.

Gaiano, N., Nye, J.S. & Fishell, G. (2000) Radial glial identity is promoted by Notchl

signaling in the murine forebrain. Neuron 26, 395-404.

Garcia-Verdugo, J.M., Ferron, S., Flames, N., Collado, L., Desfilis, E. & Font, E. (2002)
The proliferative ventricular zone in adult vertebrates: a comparative study using

reptiles, birds, and mammals. Brain Res.Bull. 57, 765-775.

Gehring, W.J. & Hiromi, Y. (1986) Homeotic genes and the homeobox. Annu.Rev.Genet.

20, 147-173.

Gilbert, S.F. (1991) Epigenetic landscaping: Waddington's use of cell fate bifurcation

diagrams. Biology and Philosophy 6, 135-154.

Globus, J.H. & Kuhlenbeck, H. (1944) The subependymal cell plate (matrix) and its

relationship to brain tumors of the ependymal type. pp. 1-35.

93



Gorski, J.A., Talley, T., Qiu, M., Puelles, L., Rubenstein, J.L. & Jones, K.R. (2002)
Cortical excitatory neurons and glia, but not GABAergic neurons, are produced in

the Emx1-expressing lineage. J.Neurosci. 22, 6309-6314.

Gritti, A., Bonfanti, L., Doetsch, F., Caille, I., Alvarez-Buylla, A., Lim, D.A., Galli, R.,
Verdugo, J.M., Herrera, D.G. & Vescovi, A.L. (2002) Multipotent neural stem cells
reside into the rostral extension and olfactory bulb of adult rodents. J.Neurosci. 22,

437-445.

Gunhaga, L., Jessell, T.M. & Edlund, T. (2000) Sonic hedgehog signaling at gastrula stages
specifies ventral telencephalic cells in the chick embryo. Development 127, 3283-

3293.

Gunhaga, L., Marklund, M., Sjodal, M., Hsieh, J.C., Jessell, T.M. & Edlund, T. (2003)
Specification of dorsal telencephalic character by sequential Wnt and FGF

signaling. Nat.Neurosci. 6, 701-707.

Hack, M.A., Sugimori, M., Lundberg, C., Nakafuku, M. & Gotz, M. (2004) Regionalization
and fate specification in neurospheres: the role of Olig2 and Pax6. Mol.Cell

Neurosci. 25, 664-678.

94



Hack, M.A., Saghatelyan, A., de Chevigny, A., Pfeifer, A., Ashery-Padan, R., Lledo, P.M.
& Gotz, M. (2005) Neuronal fate determinants of adult olfactory bulb neurogenesis.

Nat.Neurosci. 8, 865-872.

Hanashima, C., Li, S.C., Shen, L., Lai, E. & Fishell, G. (2004) Foxgl suppresses early

cortical cell fate. Science 303, 56-59.

Hand, R., Bortone, D., Mattar, P., Nguyen, L., Heng, J.I., Guerrier, S., Boutt, E., Peters, E.,
Barnes, A.P., Parras, C., Schuurmans, C., Guillemot, F. & Polleux, F. (2005)
Phosphorylation of Neurogenin2 specifies the migration properties and the dendritic

morphology of pyramidal neurons in the neocortex. Neuron 48, 45-62.

Haydar, T.F., Wang, F., Schwartz, M.L. & Rakic, P. (2000) Differential modulation of
proliferation in the neocortical ventricular and subventricular zones. J.Neurosci. 20,

5764-5774.

Hazzalin, C.A. & Mahadevan, L.C. (2005) Dynamic acetylation of all lysine 4-methylated

histone H3 in the mouse nucleus: analysis at c-fos and c-jun. PLoS.Biol. 3, e393.

Hedin-Pereira, C., deMoraes, E.C., Santiago, M.F., Mendez-Otero, R. & Lent, R. (2000)

Migrating neurons cross a reelin-rich territory to form an organized tissue out of

95



embryonic cortical slices. Eur.J.Neurosci. 12, 4536-4540.

Hertzberg, T., Brosenitsch, T. & Katz, D.M. (1995) Depolarizing stimuli induce high levels

of dopamine synthesis in fetal rat sensory neurons. Neuroreport 7, 233-237.

Hevner, R.F., Neogi, T., Englund, C., Daza, R.A. & Fink, A. (2003) Cajal-Retzius cells in
the mouse: transcription factors, neurotransmitters, and birthdays suggest a pallial

origin. Brain Res.Dev.Brain Res. 141, 39-53.

Hill, R.E., Favor, J., Hogan, B.L., Ton, C.C., Saunders, G.F., Hanson, .M., Prosser, J.,
Jordan, T., Hastie, N.D. & van, H., V (1991) Mouse small eye results from

mutations in a paired-like homeobox-containing gene. Nature 354, 522-525.

Hokog, J.N.; Ventura, A.L.; Gardino P.F. & de Mello, F.G. (1990) Developmental
immunoreactivity for GABA and GAD in the avian retina: possible alternative

pathway for GABA synthesis. Brain. Res. 532,197-202.

Huang, H.S., Matevossian, A., Whittle, C., Kim, S.Y., Schumacher, A., Baker, S.P. &

Akbarian, S. (2007) Prefrontal dysfunction in schizophrenia involves mixed-lineage

leukemia 1-regulated histone methylation at GABAergic gene promoters.

96



J.Neurosci. 27, 11254-11262.

Jacob, F.; Monod, J. (1961) Genetic regulatory mechanisms in the synthesis of proteins.

J.Mol.Biol. 3, 318-356.

Jacobowitz, D.M. & Winsky, L. (1991) Immunocytochemical localization of calretinin in

the forebrain of the rat. J.Comp Neurol. 304, 198-218.

Jakoby, W.B.; Fredericks, J. (1959) Pyrrolidine and putrescine metabolism: gamma-

aminobutyraldehyde dehydrogenase. J.Biol.Chem. 234, 2145-2150.

Jankovski, A. & Sotelo, C. (1996) Subventricular zone-olfactory bulb migratory pathway in
the adult mouse: cellular composition and specificity as determined by

heterochronic and heterotopic transplantation. J.Comp Neurol. 371, 376-396.

Jenuwein, T. & Allis, C.D. (2001) Translating the histone code. Science 293, 1074-1080.

Johansson, C.B., Momma, S., Clarke, D.L., Risling, M., Lendahl, U. & Frisen, J. (1999)
Identification of a neural stem cell in the adult mammalian central nervous system.

Cell 96, 25-34.

97



Kalman, M. & Pritz, M.B. (2001) Glial fibrillary acidic protein-immunopositive structures
in the brain of a Crocodilian, Caiman crocodilus, and its bearing on the evolution of

astroglia. J.Comp Neurol. 431, 460-480.

Kelsch, W., Mosley, C.P., Lin, C.W. & Lois, C. (2007) Distinct mammalian precursors are
committed to generate neurons with defined dendritic projection patterns.

PLoS.Biol. 5, e300.

Kessaris, N., Fogarty, M., lannarelli, P., Grist, M., Wegner, M. & Richardson, W.D. (2006)
Competing waves of oligodendrocytes in the forebrain and postnatal elimination of

an embryonic lineage. Nat.Neurosci. 9, 173-179.

Kirschenbaum, B., Doetsch, F., Lois, C. & Alvarez-Buylla, A. (1999) Adult subventricular
zone neuronal precursors continue to proliferate and migrate in the absence of the

olfactory bulb. J.Neurosci. 19, 2171-2180.

Kohwi, M., Osumi, N., Rubenstein, J.L. & Alvarez-Buylla, A. (2005) Pax6 is required for
making specific subpopulations of granule and periglomerular neurons in the

olfactory bulb. J.Neurosci. 25, 6997-7003.

98



Kohwi, M., Petryniak, M.A., Long, J.E., Ekker, M., Obata, K., Yanagawa, Y., Rubenstein,
J.L. & Alvarez-Buylla, A. (2007) A subpopulation of olfactory bulb GABAergic
interneurons is derived from Emx1- and DIx5/6-expressing progenitors. J.Neurosci.

27, 6878-6891.

Kondo, T. & Raff, M. (2004) Chromatin remodeling and histone modification in the
conversion of oligodendrocyte precursors to neural stem cells. Genes Dev. 18, 2963-

2972.

Kornberg, R.D. & Thomas, J.O. (1974) Chromatin structure; oligomers of the histones.

Science 184, 865-868.

Kosaka, K., Toida, K., Margolis, F.L. & Kosaka, T. (1997) Chemically defined neuron
groups and their subpopulations in the glomerular layer of the rat main olfactory
bulb--11. Prominent differences in the intraglomerular dendritic arborization and

their relationship to olfactory nerve terminals. Neuroscience 76, 775-786.

Kosaka, K., Toida, K., Aika, Y. & Kosaka, T. (1998) How simple is the organization of the
olfactory glomerulus?: the heterogeneity of so-called periglomerular cells.

Neurosci.Res. 30, 101-110.

99



Kosaka, K. & Kosaka, T. (2004) Organization of the main olfactory bulbs of some

mammals: musk shrews, moles, hedgehogs, tree shrews, bats, mice, and rats.

J.Comp Neurol. 472, 1-12.

Kosaka, K. & Kosaka, T. (2005) synaptic organization of the glomerulus in the main

olfactory bulb: compartments of the glomerulus and heterogeneity of the

periglomerular cells. Anat.Sci.Int. 80, 80-90.

Kosaka, T., Hataguchi, Y., Hama, K., Nagatsu, I. & WU, J.Y. (1985) Coexistence of

immunoreactivities for glutamate decarboxylase and tyrosine hydroxylase in some
neurons in the periglomerular region of the rat main olfactory bulb: possible
coexistence of gamma-aminobutyric acid (GABA) and dopamine. Brain Res. 343,

166-171.

Kosaka, T., Kosaka, K., Hataguchi, Y., Nagatsu, ., WU, J.Y., Ottersen, O.P., Storm-

Mathisen, J. & Hama, K. (1987) Catecholaminergic neurons containing GABA-like
and/or glutamic acid decarboxylase-like immunoreactivities in various brain regions

of the rat. Exp.Brain Res. 66, 191-210.

Landis, S.C. & Keefe, D. (1983) Evidence for neurotransmitter plasticity in vivo:

developmental changes in properties of cholinergic sympathetic neurons. Dev.Biol.

100



98, 349-372.

Lariviere, K., MacEachern, L., Greco, V., Majchrzak, G., Chiu, S., Drouin, G. & Trudeau,
V.L. (2002) GAD(65) and GAD(67) isoforms of the glutamic acid decarboxylase
gene originated before the divergence of cartilaginous fishes. Mol.Biol.Evol. 19,

2325-2329.

Laywell, E.D., Kearns, S.M., Zheng, T., Chen, K.A., Deng, J., Chen, H.X., Roper, S.N. &
Steindler, D.A. (2005) Neuron-to-astrocyte transition: phenotypic fluidity and the
formation of hybrid asterons in differentiating neurospheres. J.Comp Neurol. 493,

321-333.

Lemasson, M., Saghatelyan, A., Olivo-Marin, J.C. & Lledo, P.M. (2005) Neonatal and
adult neurogenesis provide two distinct populations of newborn neurons to the

mouse olfactory bulb. J.Neurosci. 25, 6816-6825.

Lent, R., Hedin-Pereira, C., Menezes, J.R. & Jhaveri, S. (1990) Neurogenesis and
development of callosal and intracortical connections in the hamster. Neuroscience

38, 21-37.

101



LeVine, S.M. & Goldman, J.E. (1988) Spatial and temporal patterns of oligodendrocyte

differentiation in rat cerebrum and cerebellum. J.Comp Neurol. 277, 441-455.

Levison, S.W. & Goldman, J.E. (1993) Both oligodendrocytes and astrocytes develop from
progenitors in the subventricular zone of postnatal rat forebrain. Neuron 10, 201-

212.

Li, B., Carey, M. & Workman, J.L. (2007) The role of chromatin during transcription. Cell

128, 707-719.

Li, E. (2002) Chromatin modification and epigenetic reprogramming in mammalian

development. Nat.Rev.Genet. 3, 662-673.

Liu, C.J., Grandes, P., Matute, C., Cuenod, M. & Streit, P. (1989) Glutamate-like
immunoreactivity revealed in rat olfactory bulb, hippocampus and cerebellum by

monoclonal antibody and sensitive staining method. Histochemistry 90, 427-445.

Liu, X., Wang, Q., Haydar, T.F. & Bordey, A. (2005) Nonsynaptic GABA signaling in
postnatal subventricular zone controls proliferation of GFAP-expressing

progenitors. Nat.Neurosci.

102



Lois, C., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (1996) Chain migration of neuronal

precursors. Science 271, 978-981.

Lopez-Bendito, G., Lujan, R., Shigemoto, R., Ganter, P., Paulsen, O. & Molnar, Z. (2003)
Blockade of GABA(B) receptors alters the tangential migration of cortical neurons.

Cereh.Cortex 13, 932-942.

Lopez-Garcia, C., Molowny, A., Nacher, J., Ponsoda, X., Sancho-Bielsa, F. & Alonso-
Llosa, G. (2002) The lizard cerebral cortex as a model to study neuronal

regeneration. An.Acad.Bras.Cienc. 74, 85-104.

LoTurco, J.J., Owens, D.F., Heath, M.J., Davis, M.B. & Kriegstein, A.R. (1995) GABA
and glutamate depolarize cortical progenitor cells and inhibit DNA synthesis.

Neuron 15, 1287-1298.

Lowe, C.J. & Wray, G.A. (1997) Radical alterations in the roles of homeobox genes during

echinoderm evolution. Nature 389, 718-721.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L.; Randall, R.J. (1951) Protein measurement with

the Folin phenol reagent. J.Biol.Chem. 193, 265-275.

103



Luger, K., Mader, A.W., Richmond, R.K., Sargent, D.F. & Richmond, T.J. (1997) Crystal

structure of the nucleosome core particle at 2.8 A resolution. Nature 389, 251-260.

Luskin, M.B. (1993) Restricted proliferation and migration of postnatally generated

neurons derived from the forebrain subventricular zone. Neuron 11, 173-189.

Luskin, M.B. & McDermott, K. (1994) Divergent lineages for oligodendrocytes and
astrocytes originating in the neonatal forebrain subventricular zone. Glia 11, 211-

226.

Magavi, S.S., Leavitt, B.R. & Macklis, J.D. (2000) Induction of neurogenesis in the

neocortex of adult mice. Nature 405, 951-955.

Malatesta, P., Hack, M.A., Hartfuss, E., Kettenmann, H., Klinkert, W., Kirchhoff, F. &
Gotz, M. (2003) Neuronal or glial progeny: regional differences in radial glia fate.

Neuron 37, 751-764.

Marin, O. & Rubenstein, J.L. (2001) A long, remarkable journey: tangential migration in

the telencephalon. Nat.Rev.Neurosci. 2, 780-790.

104



Mayr, E. (1961) Cause and effect in biology. Science 134, 1501-1506.

Mayr, E. (1980) Some thoughts on the history of the evolutionary synthesis. In Evoltionary
synthesis: Perspectives on the unification of biology, eds. Mayr, E. & Provine,

W.B., pp. 1-50. Cambridge: Harvard University Press.

Menezes, J.R. & Luskin, M.B. (1994) Expression of neuron-specific tubulin defines a novel
population in the proliferative layers of the developing telencephalon. J.Neurosci.

14, 5399-5416.

Menezes, J.R., Smith, C.M., Nelson, K.C. & Luskin, M.B. (1995) The division of neuronal
progenitor cells during migration in the neonatal mammalian forebrain. Mol.Cell

Neurosci. 6, 496-508.

Menezes, J.R., Dias, F., Garson, A.V. & Lent, R. (1998) Restricted distribution of S-phase
cells in the anterior subventricular zone of the postnatal mouse forebrain.

Anat.Embryol.(Berl) 198 , 205-211.

Menezes, J.R., Marins, M., Alves, J.A., Froes, M.M. & Hedin-Pereira, C. (2002) Cell

migration in the postnatal subventricular zone. Braz.J.Med.Biol.Res. 35, 1411-1421.

105



Mercier, F., Kitasako, J.T. & Hatton, G.I. (2002) Anatomy of the brain neurogenic zones
revisited: fractones and the fibroblast/macrophage network. J.Comp Neurol. 451,

170-188.

Merkle, F.T., Tramontin, A.D., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (2004) Radial
glia give rise to adult neural stem cells in the subventricular zone.

Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 101, 17528-17532.

Merkle, F.T., Mirzadeh, Z. & Alvarez-Buylla, A. (2007) Mosaic organization of neural

stem cells in the adult brain. Science 317, 381-384.

Miller, M. & Peters, A. (1981) Maturation of rat visual cortex. Il. A combined Golgi-

electron microscope study of pyramidal neurons. J.Comp Neurol. 203, 555-573.

Millhouse, O.E. (1971) A Golgi study of third ventricle tanycytes in the adult rodent brain.

Z.Zellforsch.Mikrosk.Anat. 121, 1-13.

Miyakoshi, L.M., Mendez-Otero, R. & Hedin-Pereira, C. (2001) The 9-O-acetyl GD3
gangliosides are expressed by migrating chains of subventricular zone neurons in

vitro. Braz.J.Med.Biol.Res. 34, 669-673.

106



Miyata, T., Kawaguchi, A., Saito, K., Kawano, M., Muto, T. & Ogawa, M. (2004)
Asymmetric production of surface-dividing and non-surface-dividing cortical

progenitor cells. Development 131, 3133-3145.

Mizutani, K. & Saito, T. (2005) Progenitors resume generating neurons after temporary
inhibition of neurogenesis by Notch activation in the mammalian cerebral cortex.

Development 132, 1295-1304.

Molyneaux, B.J., Arlotta, P., Menezes, J.R. & Macklis, J.D. (2007) Neuronal subtype

specification in the cerebral cortex. Nat.Rev.Neurosci. 8, 427-437.

Momma, S., Johansson, C.B. & Frisen, J. (2000) Get to know your stem cells.

Curr.Opin.Neurobiol. 10, 45-49.

Mori, K., Kishi, K. & Ojima, H. (1983) Distribution of dendrites of mitral, displaced mitral,

tufted, and granule cells in the rabbit olfactory bulb. J.Comp Neurol. 219, 339-355.

Morrison, L.D., Becker, L., Ang, L.C. & Kish, S.J. (1995) Polyamines in human brain:

regional distribution and influence of aging. J.Neurochem. 65, 636-642.

107



Mugnaini, E., Wouterlood, F.G., Dahl, A.L. & Oertel, W.H. (1984) Immunocytochemical
identification of GABAergic neurons in the main olfactory bulb of the rat.

Arch.lItal.Biol. 122, 83-113.

Mullen, R.J., Buck, C.R. & Smith, A.M. (1992) NeuN, a neuronal specific nuclear protein

in vertebrates. Development 116, 201-211.

Muller, H.J. (1930) Types of visible variations induced by X-rays in Drosophila. J.Genet.
22, 299-334. apud, Elgin, S.C.R.; Reuter, G. (2007) Position-effect variegation,
heterochromatin formation, and gene silencing in Drosophila, em Allis, C.D.;
Jenuwein, T.; Reinberg, D.; Caparros, M-L, Epigenetics. Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor.

Muzio, L. & Mallamaci, A. (2005) Foxgl confines Cajal-Retzius neuronogenesis and
hippocampal morphogenesis to the dorsomedial pallium. J.Neurosci., 25, 4435-

4441.

Nawa, H. & Patterson, P.H. (1990) Separation and partial characterization of neuropeptide-

inducing factors in heart cell conditioned medium. Neuron 4, 269-277.

108



Nguyen, L., Malgrange, B., Breuskin, I., Bettendorff, L., Moonen, G., Belachew, S. &
Rigo, J.M. (2003) Autocrine/paracrine activation of the GABA(A) receptor inhibits
the proliferation of neurogenic polysialylated neural cell adhesion molecule-positive

(PSA-NCAMH+) precursor cells from postnatal striatum. J.Neurosci. 23, 3278-3294.

Nieto, M., Monuki, E.S., Tang, H., Imitola, J., Haubst, N., Khoury, S.J., Cunningham, J.,
Gotz, M. & Walsh, C.A. (2004) Expression of Cux-1 and Cux-2 in the
subventricular zone and upper layers I11-1V of the cerebral cortex. J.Comp Neurol.

479, 168-180.

Noctor, S.C., Flint, A.C., Weissman, T.A., Dammerman, R.S. & Kriegstein, A.R. (2001)
Neurons derived from radial glial cells establish radial units in neocortex. Nature

409, 714-720.

Noctor, S.C., Martinez-Cerdeno, V., lvic, L. & Kriegstein, A.R. (2004) Cortical neurons
arise in symmetric and asymmetric division zones and migrate through specific

phases. Nat.Neurosci. 7, 136-144.

Oertel, W.H., Schmechel, D.E., Brownstein, M.J., Tappaz, M.L., Ransom, D.H. & Kopin,
I.J. (1981) Decrease of glutamate decarboxylase (GAD)-immunoreactive nerve

terminals in the substantia nigra after kainic acid lesion of the striatum.

109



J.Histochem.Cytochem. 29, 977-980.

Okabe, M., Ikawa, M., Kominami, K., Nakanishi, T. & Nishimune, Y. (1997) 'Green mice'

as a source of ubiquitous green cells. FEBS Lett. 407, 313-3109.

Orona, E., Scott, J.W. & Rainer, E.C. (1983) Different granule cell populations innervate
superficial and deep regions of the external plexiform layer in rat olfactory bulb.

J.Comp Neurol. 217, 227-237.

Palmer, T.D.; Takahashi, J. & Gage, F.H. (1997) The adult rat hippocampus contains

primordial neural stem cells. Mol. Cell. Neurosci. 8, 389-404.

Palmer, T.D., Markakis, E.A., Willhoite, A.R., Safar, F. & Gage, F.H. (1999) Fibroblast
growth factor-2 activates a latent neurogenic program in neural stem cells from

diverse regions of the adult CNS. J.Neurosci. 19, 8487-8497.

Panzanelli, P., Fritschy, J.M., Yanagawa, Y., Obata, K. & Sassoe-Pognetto, M. (2007)
GABAergic phenotype of periglomerular cells in the rodent olfactory bulb. J.Comp

Neurol. 502, 990-1002.

Parrish-Aungst, S., Shipley, M.T., Erdelyi, F., Szabo, G. & Puche, A.C. (2007) Quantitative

analysis of neuronal diversity in the mouse olfactory bulb. J.Comp Neurol. 501,

110



825-836.

Pencea, V. & Luskin, M.B. (2003) Prenatal development of the rodent rostral migratory

stream. J.Comp Neurol. 463, 402-418.

Peters, A. & Kara, D.A. (1985) The neuronal composition of area 17 of rat visual cortex. I.

The pyramidal cells. J.Comp Neurol. 234, 218-241.

Pinching, A.J. & Powell, T.P. (1971) The neuron types of the glomerular layer of the

olfactory bulb. J.Cell Sci. 9, 305-345.

Pinching, A.J. & Powell, T.P. (1972) The termination of centrifugal fibres in the glomerular

layer of the olfactory bulb. J.Cell Sci. 10, 621-635.

Polleux, F., Whitford, K.L., Dijkhuizen, P.A., Vitalis, T. & Ghosh, A. (2002) Control of
cortical interneuron migration by neurotrophins and PI3-kinase signaling.

Development 129, 3147-3160.

Porter, J., Anand, T., Johnson, B., Khan, R.M. & Sobel, N. (2005) Brain mechanisms for

extracting spatial information from smell. Neuron 47, 581-592.

111



Privat, A. (1975) Postnatal gliogenesis in the mammalian brain. Int.Rev.Cytol. 40, 281-323.

Qian, X., Shen, Q., Goderie, S.K., He, W., Capela, A., Davis, A.A. & Temple, S. (2000)
Timing of CNS cell generation: a programmed sequence of neuron and glial cell

production from isolated murine cortical stem cells. Neuron 28, 69-80.

Raedler, E. & Raedler, A. (1978) Autoradiographic study of early neurogenesis in rat

neocortex. Anat.Embryol.(Berl) 154, 267-284.

Ramirez-Castillejo, C., Nacher, J., Molowny, A., Ponsoda, X. & Lopez-Garcia, C. (2002)
PSA-NCAM immunocytochemistry in the cerebral cortex and other telencephalic
areas of the lizard Podarcis hispanica: differential expression during medial cortex

neuronal regeneration. J.Comp Neurol. 453, 145-156.

Ramirez, C., Nacher, J., Molowny, A., Sanchez-Sanchez, F., Irurzun, A. & Lopez-Garcia,
C. (1997) Photoperiod-temperature and neuroblast proliferation-migration in the

adult lizard cortex. Neuroreport 8, 2337-2342.

Rakic, P. (1974) Neurons in rhesus monkey visual cortex: systematic relation between time

of origin and eventual disposition. Science 183, 425-427.

112



Reynolds, B. A. & Rietze, R. L. (2005) Neural stem cells and neurospheres--re-evaluating

the relationship. Nat.Methods, 2, 333-336.

Reynolds, B.A., Tetzlaff, W. & Weiss, S. (1992) A multipotent EGF-responsive striatal
embryonic progenitor cell produces neurons and astrocytes. J.Neurosci. 12, 4565-

4574.

Ribak, C.E., Vaughn, J.E., Saito, K., Barber, R. & Roberts, E. (1977) Glutamate

decarboxylase localization in neurons of the olfactory bulb. Brain Res. 126, 1-18.

Rimvall, K. & Martin, D.L. (1992) Increased intracellular gamma-aminobutyric acid
selectively lowers the level of the larger of two glutamate decarboxylase proteins in

cultured GABAergic neurons from rat cerebral cortex. J.Neurochem. 58, 158-166.

Rimvall, K., Sheikh, S.N. & Martin, D.L. (1993) Effects of increased gamma-aminobutyric
acid levels on GADG67 protein and mRNA levels in rat cerebral cortex.

J.Neurochem. 60, 714-720.

Romero-Aleman, M.M., Monzon-Mayor, M., Yanes, C. & Lang, D. (2004) Radial glial

cells, proliferating periventricular cells, and microglia might contribute to

113



successful structural repair in the cerebral cortex of the lizard Gallotia galloti.

Exp.Neurol. 188, 74-85.

Saino-Saito, S., Sasaki, H., Volpe, B.T., Kobayashi, K., Berlin, R. & Baker, H. (2004)
Differentiation of the dopaminergic phenotype in the olfactory system of neonatal

and adult mice. J.Comp Neurol. 479, 389-398.

Sauer, F.C. (1935) Mitosis in the neural tube. J.Comp Neurol. 62, 377-407.

Schmechel, D.E. & Rakic, P. (1979) A Golgi study of radial glial cells in developing
monkey telencephalon: morphogenesis and transformation into astrocytes.

Anat.Embryol.(Berl) 156, 115-152.

Schoenherr, C.J., Paquette, A.J. & Anderson, D.J. (1996) Identification of potential target
genes for the neuron-restrictive silencer factor. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 93, 9881-

9886.

Schubert, M., Yu, J.K., Holland, N.D., Escriva, H., Laudet, V. & Holland, L.Z. (2005)
Retinoic acid signaling acts via Hox1 to establish the posterior limit of the pharynx

in the chordate amphioxus. Development 132, 61-73.

114



Schuurmans, C. & Guillemot, F. (2002) Molecular mechanisms underlying cell fate

specification in the developing telencephalon. Curr.Opin.Neurobiol. 12, 26-34.

Seiler, N. & Al Therib, M.J. (1974) Putrescine catabolism in mammalian brain. Biochem.J.

144, 29-35.

Seiler, N. (2004) Catabolism of polyamines. Amino.Acids 26, 217-233.

Sequerra, E.B., Froes, M.M., Menezes, J.R.L. & Hedin-Pereira, C. (2003) Embryonic
signals trigger changes in postnatal SVZ migratory behaviour and give rise to

multiple cell types.

Sequerra, E.B., Carvalho, L.L., Frées, M.M., Menezes, J.R.L., Gardino, P.F., de Mello,
F.G. & Hedin-Pereira, C. (2006) Postnatal subventricular zone cells can
differentiate into glutamatergic neurons: a plasticity mechanism involving GABA

synthesis without GABAergic commitment?. p. 01.054.

Sequerra, E.B., Gardino, P., Hedin-Pereira, C. & de Mello, F.G. (2007) Putrescine as an
important source of GABA in the postnatal rat subventricular zone. Neuroscience

146, 489-493.

115



Shepherd, G.M. & Greer, C.A. (1990) Olfactory bulb. In The synaptic organization of the

brain, ed. Shepherd, G.M., pp. 159-204. New York: Oxford University Press.

Shimada, M. & Langman, J. (1970) Cell proliferation, migration and differentiation in the

cerebral cortex of the golden hamster. J.Comp Neurol. 139, 227-244.

Shipley, M.T., Ennis, M. & Puche, A. (2004) Olfactory system. In The rat nervous system,

ed. Paxinos, G., pp. 922-963. Elsevier.

Sidman, R.L. & Rakic, P. (1973) Neuronal migration, with special reference to developing

human brain: a review. Brain Res. 62, 1-35.

Smart, 1.H. (1973) Proliferative characteristics of the ependymal layer during the early
development of the mouse neocortex: a pilot study based on recording the number,

location and plane of cleavage of mitotic figures. J.Anat. 116, 67-91.

Smart, I.H. & McSherry, G.M. (1982) Growth patterns in the lateral wall of the mouse
telencephalon. 11. Histological changes during and subsequent to the period of

isocortical neuron production. J.Anat. 134, 415-442.

116



Smart, I.H. & Smart, M. (1982) Growth patterns in the lateral wall of the mouse
telencephalon: 1. Autoradiographic studies of the histogenesis of the isocortex and

adjacent areas. J.Anat. 134, 273-298.

Smart, I.H., Dehay, C., Giroud, P., Berland, M. & Kennedy, H. (2002) Unique
morphological features of the proliferative zones and postmitotic compartments of
the neural epithelium giving rise to striate and extrastriate cortex in the monkey.

Cereh.Cortex 12, 37-53.

Smith, C.M. & Luskin, M.B. (1998) Cell cycle length of olfactory bulb neuronal

progenitors in the rostral migratory stream. Dev.Dyn. 213, 220-227.

Sobue, K. & Nakajima, T. (1974) Metabolism of putrescine in neuroblastoma nad glioma

cells during culture. J. Biochem. 82, 1121-1126.

Song, M.R. & Ghosh, A. (2004) FGF2-induced chromatin remodeling regulates CNTF-

mediated gene expression and astrocyte differentiation. Nat.Neurosci. 7, 229-235.

Spassky, N., Merkle, F.T., Flames, N., Tramontin, A.D., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-

Buylla, A. (2005) Adult ependymal cells are postmitotic and are derived from radial

117



glial cells during embryogenesis. J.Neurosci. 25, 10-18.

Stanke, M., Duong, C.V., Pape, M., Geissen, M., Burbach, G., Deller, T., Gascan, H.,
Parlato, R., Schutz, G. & Rohrer, H. (2006) Target-dependent specification of the
neurotransmitter phenotype: cholinergic differentiation of sympathetic neurons is

mediated in vivo by gp 130 signaling. Development 133, 141-150.

Stenman, J., Toresson, H. & Campbell, K. (2003) Identification of two distinct progenitor
populations in the lateral ganglionic eminence: implications for striatal and

olfactory bulb neurogenesis. J.Neurosci. 23, 167-174.

Stewart, R.R., Hoge, G.J., Zigova, T. & Luskin, M.B. (2002) Neural progenitor cells of the
neonatal rat anterior subventricular zone express functional GABA(A) receptors.

J.Neurobiol. 50, 305-322.

Stoykova, A. & Gruss, P. (1994) Roles of Pax-genes in developing and adult brain as

suggested by expression patterns. J.Neurosci. 14, 1395-1412.

Stoykova, A., Treichel, D., Hallonet, M. & Gruss, P. (2000) Pax6 modulates the

dorsoventral patterning of the mammalian telencephalon. J.Neurosci. 20, 8042-

118



8050.

Strahl, B.D. & Allis, C.D. (2000) The language of covalent histone modifications. Nature

403, 41-45.

Stuhmer, T., Anderson, S.A., Ekker, M. & Rubenstein, J.L. (2002) Ectopic expression of
the DIx genes induces glutamic acid decarboxylase and DIx expression.

Development 129, 245-252.

Suzuki, S.O. & Goldman, J.E. (2003) Multiple cell populations in the early postnatal
subventricular zone take distinct migratory pathways: a dynamic study of glial and

neuronal progenitor migration. J.Neurosci. 23, 4240-4250.

Takahashi, T.; Nowakowski, R.S.; Caviness Jr., V.S. (1995) Early Ontogeny of the
Secondary Proliferative Population of the Embryonic Murine Cerebral Wall.

J.Neurosci. 15, 6058-6068.

Takizawa, T., Nakashima, K., Namihira, M., Ochiai, W., Uemura, A., Yanagisawa, M.,

Fujita, N., Nakao, M. & Taga, T. (2001) DNA methylation is a critical cell-intrinsic

determinant of astrocyte differentiation in the fetal brain. Dev.Cell 1, 749-758.

119



Tamamaki, N., Yanagawa, Y., Tomioka, R., Miyazaki, J., Obata, K. & Kaneko, T. (2003)
Green fluorescent protein expression and colocalization with calretinin,

parvalbumin, and somatostatin in the GAD67-GFP knock-in mouse. J.Comp

Neurol. 467, 60-79.

Tarabykin, V., Stoykova, A., Usman, N. & Gruss, P. (2001) Cortical upper layer neurons

derive from the subventricular zone as indicated by Svetl gene expression.

Development 128, 1983-1993.

Toida, K., Kosaka, K., Heizmann, C.W. & Kosaka, T. (1998) Chemically defined neuron
groups and their subpopulations in the glomerular layer of the rat main olfactory

bulb: I11. Structural features of calbindin D28K-immunoreactive neurons. J.Comp

Neurol. 392, 179-198.

Toresson, H., Potter, S.S. & Campbell, K. (2000) Genetic control of dorsal-ventral identity

in the telencephalon: opposing roles for Pax6 and Gsh2. Development 127, 4361-
4371.

Tozuka, Y., Fukuda, S., Namba, T., Seki, T. & Hisatsune, T. (2005) GABAergic excitation

promotes neuronal differentiation in adult hippocampal progenitor cells. Neuron 47,

803-815.

120



Tramontin, A.D., Garcia-Verdugo, J.M., Lim, D.A. & Alvarez-Buylla, A. (2003) Postnatal
development of radial glia and the ventricular zone (VZ): a continuum of the neural

stem cell compartment. Cereb.Cortex 13, 580-587.

Turner, B.M. (2007) Defining an epigenetic code. Nat.Cell Biol. 9, 2-6.

Ventura, R.E. & Goldman, J.E. (2007) Dorsal radial glia generate olfactory bulb

interneurons in the postnatal murine brain. J.Neurosci. 27, 4297-4302.

Vergano-Vera, E., Yusta-Boyo, M.J., de Castro, F., Bernad, A., de Pablo, F. & Vicario-
Abejon, C. (2006) Generation of GABAergic and dopaminergic interneurons from
endogenous embryonic olfactory bulb precursor cells. Development 133, 4367-

4379.

Voigt, T. (1989) Development of glial cells in the cerebral wall of ferrets: direct tracing of

their transformation from radial glia into astrocytes. J.Comp Neurol. 289, 74-88.

Waddington, C.H. (1939) Introduction to modern genetics. Londres: G. Allen & Unwin

Ltd.

121



Waddington, C.H. (1942) Canalization of development and the inheritance of acquired

characters. Nature 150, 563-565.

Waddington, C.H. (1953) Genetic Assimilation of an Acquired Character. Evolution 7, 118-

126.

Waddington, C.H. (1957) The Strategy of the Genes. Londres: Geo

Allen & Unwin.

Walicke, P.A., Campenot, R.B. & Patterson, P.H. (1977) Determination of transmitter

function by neuronal activity. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 74, 5767-5771.

Walicke, P.A. & Patterson, P.H. (1981) On the role of Ca2+ in the transmitter choice made

by cultured sympathetic neurons. J.Neurosci. 1, 343-350.

Walker, T.L., Yasuda, T., Adams, D.J. & Bartlett, P.F. (2007) The doublecortin-expressing
population in the developing and adult brain contains multipotential precursors in

addition to neuronal-lineage cells. J.Neurosci. 27, 3734-3742.

Wang, D.D., Krueger, D.D. & Bordey, A. (2003) GABA depolarizes neuronal progenitors

of the postnatal subventricular zone via GABAA receptor activation. J.Physiol 550,

122



785-800.

Wang, Y., Sheen, V.L. & Macklis, J.D. (1998) Cortical interneurons upregulate
neurotrophins in vivo in response to targeted apoptotic degeneration of neighboring

pyramidal neurons. Exp.Neurol. 154, 389-402.

Watt, S.D., Gu, X., Smith, R.D. & Spitzer, N.C. (2000) Specific frequencies of spontaneous
Ca2+ transients upregulate GAD 67 transcripts in embryonic spinal neurons.

Mol.Cell Neurosci. 16, 376-387.

Weinmaster, G., Roberts, V.J. & Lemke, G. (1992) Notch2: a second mammalian Notch

gene. Development 116, 931-941.

Weruaga, E., Brinon, J.G., Porteros, A., Arevalo, R., Aijon, J. & Alonso, J.R. (2000)
Expression of neuronal nitric oxide synthase/NADPH-diaphorase during olfactory

deafferentation and regeneration. Eur.J.Neurosci. 12, 1177-1193.

Wichterle, H., Garcia-Verdugo, J.M. & Alvarez-Buylla, A. (1997) Direct evidence for

homotypic, glia-independent neuronal migration. Neuron 18, 779-791.

123



Wichterle, H., Turnbull, D.H., Nery, S., Fishell, G. & Alvarez-Buylla, A. (2001) In utero
fate mapping reveals distinct migratory pathways and fates of neurons born in the

mammalian basal forebrain. Development 128, 3759-3771.

Wolffe, A.P. & Matzke, M.A. (1999) Epigenetics: regulation through repression. Science

286, 481-486.

Xu, Q., de la, C.E. & Anderson, S.A. (2003) Cortical interneuron fate determination:

diverse sources for distinct subtypes? Cereb.Cortex 13, 670-676.

Yun, K., Potter, S. & Rubenstein, J.L. (2001) Gsh2 and Pax6 play complementary roles in
dorsoventral patterning of the mammalian telencephalon. Development 128, 193-

205.

Zhang, Y. & Reinberg, D. (2001) Transcription regulation by histone methylation: interplay
between different covalent modifications of the core histone tails. Genes Dev. 15,

2343-2360.

Zimmer, C., Tiveron, M.C., Bodmer, R. & Cremer, H. (2004) Dynamics of Cux2

expression suggests that an early pool of SVZ precursors is fated to become upper

124



cortical layer neurons. Cereb.Cortex 14, 1408-1420.

Zupanc, G.K. & Clint, S.C. (2001) Radial glia-mediated up-regulation of somatostatin in

the regenerating adult fish brain. Neurosci.Lett. 309, 149-152.

125



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

