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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE AO PROCESSO DE CULTURA DE CELULAS ESTAMINAIS

BASEADO NO USO DAS AMPACINAS E/OU OUTROS MODULADORES DE RECEPTORES
GLUTAMATERGICOS IONOTROPICOS. ESTES COMPOSTOS INDUZEM UMA ACCAO
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GLUTAMATERGICOS IONOTROPICOS SAO DESCRITOS PARA USO COMO INDUTORES DA
PRODUCAO DE NEURONIOS E/OU DIFERENCIACAO QUANDO APLICADOS A CULTURAS DE
SVZ. ALEM DISSO, A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE TAMBEM A COMPOSICOES QUE
COMPREENDEM CULTURAS DE CELULAS ESTAMINAIS TRATADAS COM AMPACINAS E/OU
OUTROS MODULADORES DE RECEPTORES GLUTAMATERGICOS IONOTROPICOS E O SEU USO
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CONDICOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC), COMO DOENCAS CEREBRAIS E/OU
CONDICOES CEREBRAIS NAO PATOLOGICAS. A PRESENTE INVENCAO E APLICAVEL NAS
AREAS FARMACOLOGICAS E MEDICAS.



RESUMO
“PROCESSO PARA CULTURA DE CELULAS ESTAMINAIS NEURAIS
BASEADO NAS AMPACINAS E/OU OUTROS MODULADORES DE RECEPTORES
GLUTAMATERGICOS IONOTROPICOS, COMPOSIGOES E SEU USO EM
CONDICOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL”

A presente 1invencédo refere-se ao processo de cultura de
células estaminais baseado no uso das ampacinas e/ou outros
moduladores de receptores glutamatérgicos ionotrédpicos.
Estes compostos induzem uma accéao proliferativa e
proneurogénica forte e um efeito na diferenciacdo neuronal

quando aplicados a culturas de SVZ.

Noutro aspecto da presente invencdo, composicdes baseadas
nas ampacinas e/ou outros moduladores de receptores
glutamatérgicos ionotrdépicos sdo descritos para uso como
indutores da producdo de neurdnios e/ou diferenciacao

quando aplicados a culturas de SVZ.

Além disso, a presente invencdo refere-se também a
composicdes que compreendem culturas de células estaminais
tratadas com Ampacinas e/ou outros moduladores de
receptores glutamatérgicos ionotrdépicos e o0 sSeu uUsSO cComo
medicamento para tratamento, prevencdo e/ou intensificacdo
de condicdes do Sistema Nervoso Central (SNC), como doencas

cerebrais e/ou condicdes cerebrais ndo patoldgicas.

A presente invencdo é aplicavel nas areas farmacoldgicas e

médicas.



DESCRIGAO
“PROCESSO PARA CULTURA DE CELULAS ESTAMINAIS NEURAIS
BASEADO NAS AMPACINAS E/OU OUTROS MODULADORES DE RECEPTORES
GLUTAMATERGICOS IONOTROPICOS, COMPOSIGOES E SEU USO EM
CONDIGCOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL”

Campo técnico da invencéo

A presente invencdo refere-se ao processo para cultura de
células estaminais neurais com ampacinas e/ou outros
moduladores de receptores glutamatérgicos, composicdes que
compreendem as células estamimais neurais e seu uso para
prevenir e/ou intensificar as condicdes do SNC. A presente

invencdo tem aplicacdo nas &areas farmacéutica e médica.

Estado da técnica

O hipocampo de mamiferos pertence a um importante
nicho neurogénico localizado na &area subgranular do giro
dentado. Nessa regido do cérebro, as células estaminais
neurais renovam-se, dividem-se, diferenciam-se e migram
para a camada de células granulares, onde novas células séo
integradas (Gray e Laskowoski, 2007, Kempermann et al,

2008) .

Essa importante fonte neurogénica apresenta um
importante papel fisioldgico no hipocampo, e
consequentemente disfuncdes na neurogénese resultam em
disfuncdes comportamentais relacionadas com o circuito de
membébria. Pelo menos duas importantes evidéncias suportam o
papel da neurogénese hipocampal na memdria e aprendizagem:
1-o nivel de neurogénese determina o desempenho da

aprendizagem e memdria; 2-tarefas de aprendizagem aumentam



a neurogénese e a sobrevivéncia de novos neurdnios (Abrous

e Wojtowicz, 2008).

Para além disso, ja foi demonstrado que o)
comportamento depressivo estd associado com a diminuicdo do
sistema limbico, com um particular impacto no hipocampo.
Para a aprendizagem e memdébria, existe ainda uma associacdo
entre a depressdo e a neurogénese. Ou seja, a depressao
induz a degeneracdo neuronal e diminui a neurogénese
hipocampal, enquanto os antidepressivos aumentam o0s niveis

de neurogénese (Sahay et al, 2008).

Além disso, a producdo de novas células aumenta nos
nichos neurogénicos, especialmente na zona sub-ventricular,
permitindo as células migrar e substituir neurdénios mortos.
Portanto, a capacidade das células estaminais progenitoras
de proliferar e gerar células reparadoras estd a levantar
grandes expectativas referentes ao seu uso no tratamento

cerebral.

Evidéncias recentes mostram gque a neurogénese &
fortemente influenciada pela actividade neuronal,
envolvendo mecanismos sindpticos e nao sinépticos

(Kemperman 2004, Geg,et al, 2007; Jang et al, 2008).

Um facto particularmente interessante é o efeito
estimulante relatado de GABA e Glutamato na neurogénese do
hipocampo e da SVZ (TozuKa et al, 2005; Platel et al,
2008). A accdo espaco-temporal orquestrada dos efeitos
excitatéorios, devido a activacéao dos receptores
ionotrépicos de GABAp e glutamato (Kempermann et al, 2008,

Jang et al, 2008) induzem a forca gque move a diferenciacéao



celular dos progenitores neurais para células granulares

pds mitdéticas e neuroblastos derivados da SVZ.

Os receptores AMPA sdao membros da familia de
receptores ionotrépicos ndo NMDA, com o papel central na
despolarizacdo pds sindptica e na transmissdo excitatédria
rdpida. Os receptores AMPA funcionais s&o organizados em
tetrédmeros (Glu R1-4), formando complexos dimero-dimero com
o canal operado por receptor funcional. Importantes
modificacdes pds transcricionais incluindo a edicdo de RNA
e o processamento alternativo dos variantes flip/flop,
assim como o <controlo de qualidade da montagem das
subunidades que ocorrem no reticulo endoplasmético
contribui para a diversidade existente dos receptores
funcionais. Essas modificacdes sdo especialmente relevantes
no gue concerne a expressdo da superficie da membrana, no
controlo de abertura e nas propriedades de

dessensibilizacdo (Greger et al,2007).

As ampacinas (Férmula I) sdo uma familia de moléculas
pequenas, estruturalmente diversas, gque cruzam a barreira
hemato-enceféalica e funcionam como moduladores alostéricos

positivos de receptores AMPA.

Férmula I

As ampacinas tém sido relatadas como moduladores

potencias procognitivos baseados em estudo in vivo e 1in



vitro (Wezenberg et al, 2007) e o seu papel nas respostas
sindpticas foi apresentado inicialmente no documento

W09402475.

As ampacinas funcionam ligando-se aleatoriamente a
receptores particulares no cérebro, chamados de receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA, i.e., através da modulacdo da
activacdo neuronal e da transmissdo em neurdnios contendo
receptores glutamatérgicos. Isso aumenta a actividade do
glutamato, um neurotransmissor e torna mais facil a

codificacdo de memdédria e aprendizagem.

As ampacinas nao tém efeitos agonistas ou
antagonistas, ao 1nvés, estabilizam o receptor no estado
aberto, seguindo-se a ligacdo do glutamato enddgeno (Lynch

e Gall, 2000).

Os efeitos relatados para as ampacinas em termos
celulares- moleculares- da rede , em ratos de laboratdrio
incluem: 1l-aumento da transmissdo sinédptica, 2-diminuicéo
do limiar e aumento da potencializacdo de longo termo; 3-
aumento da expressdo de BDNF, 4-aumento da actividade
cerebral em estruturas associadas a efeitos comportamentais

(Lynch e Gall, 2006; Lynch 2006).

A hiperactivacdo dos receptores de glutamato é uma
causa mailoritaria de actividade convulsiva e de dano
cerebral excitotdéxico. De forma interessante, as accles
modulatérias positivas dos receptores AMPA das Ampacinas,
tém mostrado que essas moléculas n&do sao toéoxicas (Lynch
2006) . Membros dessa familia de medicamentos (BPD29, CX554,
CX516, CXbh46, (Cx614, Cx717, Farampor) tém demonstrado uma

vasta aplicacdo terapéutica incluindo: retencdo e aquisicéao



de membria, depressdo, privacdo de sono, desordem de
hiperactividade e défice de atencdo; esquizofrenia, e
outros (Lynch 2006). Em resumo, as ampacinas contribuem

para estimular a actividade das redes cerebrais.

Por outro lado, dados experimentais e ensaios clinicos
indicam gue as ampacinas podem funcionar como moduladores
cognitivos potentes, inclusive em humanos, pelo reforco da

actividade hipocampal.

Contudo, ao nivel de rede, o0s processos envolvidos
pelas ampacinas em alerta, anti-depressdo e melhoria do
estado cognitivo ndo foram ainda claramente identificados.
A hipdbtese estaria relacionada com a estimulacdo e o
aumento da eficiéncia da neuro-transmissdo sinaptica em

circuitos hipocampais.

Tem sido proposto como um tratamento da sindrome Rett
apbs um teste favoravel em modelos animais (Ogier et al,

Outubro 2007).

Drogas relacionadas com a modulacdo da actividade de
receptores de AMPA, tais como as relacionadas com a familia
da racetam, tém sido descritas em modelos para o tratamento
de patologias neuroldgicas. Contudo, o seu modo de accido e

0os seus efeitos ainda precisam ser esclarecidos.

O documento W09921422 descreve o uso de algumas dessas
drogas para o) uso de esquizofrenia e desordens
relacionadas. Contudo, essas composicdes ndo sdo capazes de
induzir a accdo proliferativa e/ou proneurogénica. Essa
composicdo tem sido associada a uma melhoria da eficiéncia

sindptica e da potencializacdo de longo termo na SVZ e,



portanto deve ser capaz de agir em patologias neuroldgicas

restritas.

O documento W02005072345 apresenta drogas para
melhorar os efeitos terapéuticos de um potenciador de
receptor AMPA pela co-administracdo de um inibidor de
acetilcolinesterase. Contudo, essas composicdes também

apresentam desvantagens como as referidas acima.

A accdo “proneurogénica” no sentido da presente
invencdo significa a capacidade de uma fonte de células
estaminais neurais gerar células maduras, diferenciadas e

funcionais, incluindo novos neurdnios.

A presente invencdo revela que a estimulacdo das
células estaminais derivados da SVZ pelas ampacinas também
envolve a proliferacdo e neurogénese. Por isso, as
composicdes farmacéuticas baseadas em células estaminais
neurais tratadas com ampacinas sé&o capazes de funcionar
como moduladores procognitivos e antidepressivos pelo
aumento da neurogénese e portanto, tém um papel central em
novas terapias celulares e farmacoldgicas para o tratamento
e/ou prevencdo de desordens no sistema nervoso central
(SNC) e também no uso para manutencdo e/ou aumento das
habilidades cerebrais cognitivas. Estas composicdes séao
capazes nédo apenas de manter os efeitos de composicdes das
ampacinas Jj& conhecidas, mas também de melhorar as
respostas do SNC em condicdes patoldgicas e nao

patoldbgicas.

Descricdo geral da invencédo

A presente invencdo refere-se a cultura de células

estaminais neurais com ampacinas e/ou outros moduladores de



receptores glutamatérgicos. Outro objecto da presente
invencdo sao as composicdes gque compreendem as células
estaminals neurais bem como © seu uso para prevenir,

melhorar e tratar as condicdes do SNC.

O Glutamato tem sido relacionado como um importante
sinal para o controlo da proliferacdo de neuroblastos em
nichos de células estaminais no cérebro (Platel et al,

2008) .

De forma a testar a hipdtese de qual a activacdo e/ou
modulacdo de AMPA em culturas de neuroesferas da SVZ leva a
um aumento do numero de células proliferantes, culturas de
SVZ foram incubadas com BrdU para investigar os efeitos de
AMPA e AMPAcina Cx546 na proliferacédo celular. Uma marcacéao
para BrdU foi feita em células derivadas da SVZ expostas a

AMPA.

Como mostrado na figura 1, neuroesferas da SVZ
cultivadas sob condicdes proliferativas ou de diferenciacéo
expressam receptores AMPA como foli revelado pela expressao
das subunidades GluRl e GluR2 e o tratamento com AMPA a 5uM
induziu um aumento de aproximadamente 4 vezes na
percentagem de células BrdU positivas em culturas de SVZ

tratadas durante 48 horas.

A adicdo de CX546 teve um impacto semelhante nas
culturas de SVZ em termos do aumento do numero de células
BrdU positivas, Jja& dque CX546 a 5uM induziu um aumento de
duas vezes na dquantidade de c¢élulas BrdU+, enquanto o
tratamento com CX546 a 50uM apresentou um aumento de quatro
vezes e a 150uM houve o aumento de 6 vezes do numero de

células BrdU+ comparando com culturas ndo tratadas. Esses



dados mostram que AMPA e AMPAcina CX546 aumentam a
incorporacdo de BrdU em células progenitoras neurais na SVZ

de forma dependente da dose.

Com relacdo ao processo de diferenciacdo, a adicdo de
AMPA 5uM resultou no aumento de aproximadamente duas vezes
na percentagem de células imunoreactivas para NeuN (um
marcador nuclear especifico de neurdnios maduros) ,
comparado com culturas ndo tratadas. Culturas de células da
SVZ expostas a CX546 (50uM e 150uM) mostram um aumento de
duas vezes e de trés vezes na percentagem de células

positivas para NeuN (figura 3).

De modo a avaliar funcionalmente a diferenciacéo
neuronal em culturas de SVZ, foi wutilizado o método
previamente descrito por Agasse et al, 2008; W02008100168
que & baseado na variacdo de [Ca2+]1 em resposta a presenca

de KCl1 ou histamina.

A despolarizacdo da membrana em células neuronais
seguida de exposicdo de KCl em altas concentracdes leva a
abertura de canais de cédlcio dependentes de voltagem e uma
entrada macica de ides Ca2+ no citoplasma (Ambrésio et al,
2000) . Entretanto, o estimulo com histamina desencadeia um
aumento intracelular de [Ca2+]i em células imaturas da SVZ

(Agasse et al, 2008).

Esse método permite a rapida identificacdo de um réacio
de resposta a exposicdo com histamina ou KC1 (Hist/KCl).
Esse réacio diferencia-se significativamente entre os grupos
celulares, com uma relacdo Hist/KCl baixa (abaixo de 0,8)
sendo caracteristico de neurdnios derivados da SVZ (Agasse

et al, 2008). Assim, para investigar se AMPA e ampacina



CX546 poderiam induzir a diferenciacédo de células
provenientes da SVZ em neurdnios funcionais, foram
diferenciadas neuroesferas da SVZ de 6 a 8 dias de cultivo
em laminas cobertas com poli-D-Lisina por 7 dias na

presenca de AMPA (100nM a 50uM) ou CX546 (500nM a 150uM).

Como mostrado na figura 4 e na figura 6, culturas de
SVZ tratadas com AMPA por 7 dias apresentaram um aumento de
3 vezes na percentagem de neurdnios funcionais de forma
dependente da dose. Em paralelo, o tratamento com CX546
duplicou a percentagem de células neuronais em culturas de

Svz (figura 5 e figura 6).

Em contraste, culturas nédoc tratadas apresentaram um
perfil predominante de células imaturas, caracterizado por
um aumento na [Ca2+]i em resposta a histamina, mas uma
resposta pequena ou nenhuma resposta a estimulacdo com KCI1.
O perfil de diferenciacdo de culturas de SVZ induzido pelo
tratamento com AMPA ou AMPAcina CXb46 foil semelhante ao
efeito proneurogénico do neuropeptideo Y previamente
observado (Agasse et al, 2008) ou ainda ao efeito de baixas
concentracdes do factor de necrose tumoral alfa (Bernardino

et al, 2008).

O préximo ensaio foili realizado para testar se AMPA e
AMPAcina CX546 poderia activar a via de sinalizacdo celular
da proteina cinase activada por stress (SAPK)-Jun amino
terminal «c¢inase (JNK) em culturas da SVZz, Ja que foi
demonstrado que essa via de sinalizacdo estd envolvida no
processo de neurogénese (Amura et al, 2005; Agasse et al,
2008; Bernardino et al, 2008) e é activada em resposta a
uma variedade de factores incluindo factores de

crescimento, citocinas, radiacdo UV e choque térmico. Como



mostrado na figura 7, a adicdo de AMPA a 1uM ou AMPAcina
CX546 5uM por 6 horas aumentou o numero de ramificacdes por
neuroesferas e o comprimento total de ramificacdes
imunoreactivas JNK de tau-positivo (figura 7), guando

comparado com as culturas SVZ de controlo.

Esses resultados mostram que a activacdo ou a
modulacdo dos receptores AMPA aumentam a axonogénese,
diferenciacdo e a maturacdo funcional de neurdnios em

culturas de SVZ.

Como mencionado anteriormente, a activacédo dos
receptores AMPA pode desencadear a proliferacdo e a
diferenciacdo de neuroblastos pelo aumento da concentracéao
intracelular de célcio (mensageiro secundario importante
para a sinalizacédo celular e funcdes como divisdo celular)

e despolarizacdo da membrana / excitabilidade celular.

As propriedades ionotrépicas dos receptores AMPA e sua
permeabilidade selectiva ao cédlcio em funcdo da auséncia da
subunidade GluR2, contribui para a hipdtese que a activacéo
dos receptores AMPA pode exercer um papel central na

proliferacdo celular e maturacdo funcional dos neurdnios.

Assim, composicdes baseadas nas ampacinas s&o
interessantes para modular as propriedades de abertura dos
canals dos receptores AMPA. Com o aumento da probabilidade
de abertura dos —receptores AMPA, as ampacinas podem
selectivamente aumentar a excitabilidade dos receptores
AMPA expostos ao glutamato enddgeno local que é libertado
de forma transiente, aumentando a excitabilidade dos
progenitores neurais, mas sem propriedades téxicas

significativas.
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1- Processo para a cultura de células estaminais:

Células da SVZ sdo obtidas a partir de cérebros de ratos de
laboratério de 1 a 3 dias da linhagem C57Bl6 e os cérebros
sdo removidos apds decapitacdo e colocados em solucdo HBSS

(Gibco) .

Os fragmentos de SVZ sdo dissecados em seccdes cerebrais de
450um, digeridas em tripsina 0,25% e EDTA 0,2mM (Gibco) e

dissociados em trituracdo branda com uma pipeta P1000.

A suspensdo celular resultante é entdo diluida em meio de
cultura livre de soro, composto de meio de eagle modificado
de Dulbeco (DMEM F12), Glutamax (Gibco) suplementado com
100 unidades de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina, 1%
de B27 (Gibco), 10ng/ml de factor de crescimento epidermal
EGF (Gibco), 10ng/ml de factor de crescimento de
fibroblasto basico (FGF-2, Gibco).

As células isoladas sado entdo colocadas em placas de petri
numa densidade de 100ml de células por cm2, as neuroesferas
resultantes irdo desenvolver-se numa atmosfera humida a 37

°C, com 95% de ar e 5% de CO2.

Apdbs 6 a 8 dias, as neuroesferas sdo recolhidas com uma
pipeta Pasteur e depositadas numa lamela previamente
tratada com poli-D-lisina em placas de 12 pogcos para
experiéncias de imageologia de cédlcio ou placas de 24 pocos
para imunocitoquimica e depois preenchidas com 1ml ou 500ul

respectivamente, de SFM livre de factores trdéficos.
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2- Avaliagcdo da diferenciagdo neuronal

Para avaliar a diferenciacdo neuronal das culturas de
células da SVZ, as neuroesferas sdo desenvolvidas por 7
dias a 37 °C na auséncia ou na presenca de AMPA 1, 5 e 50uM

ou CX546 5, 50 e 150uM (ambas de Tocris).

3-Imageologia de célcio

Para determinar o padrdo de diferenciacdo das células de
SVZ, foram analisadas variacdes nos niveis intracelulares
de Ca2+ apds a estimulacdo com 50mM KC1 e 100uM de
histamina (sigma) como relatado anteriormente (Agasse et
al, 2008%). A despolarizacdo de KCl leva a um aumento dos
niveis intracelulares de Ca2+ engquanto a estimulacdo com
histamina leva a um aumento dos niveis intracelulares de
Ca2+ em células imaturas. Culturas de células de SVZ séao
adicionadas com 5uM de Fura 2AM (molecular probes) por 40
minutos a 37 graus, 0,1% de BSA livre de &cido gordo e

0,02% de &acido plurdnico F127 em Krebs (132mM) .

Apds 10 minutos de preenchimento das lamelas montadas numa
cédmara RC20 numa plataforma Ph3 (Warner) no estagio de um
microscédpio invertido de fluorescéncia Axiovert 200 (Carl

Zeiss) .

As células sdo continuamente perfundidas com solucadao de
Krebs e estimuladas aplicando 100um de histamina ou alta
concentracdo de solucdo de Krebs com potédssio (50mM KC1),
substituicéo iso-osmbdtica de NaCl. As solucdes sédo
adicionadas as células por um sistema de alta presséo

(95%ar 5%C02) (Automate Scientific Berkely CA).

A concentracdo intracelular de [Ca2+]i é avaliada pela

quantificacdo da razdo de fluorescéncia emitida a 510nm
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seguindo de excitacdo alternada (750ms) a 340nm e 380nm
usando um aparelho Lambda DG4 (Sutter Instruments, Novato,
CA) e um sistema de filtros a 510nm antes da aquisicédo de
fluorescéncia com uma objectiva de 40x e uma cémara digital
Coll Snap (Roper scientific, Tucson, AZ). Os valores
adquiridos sdo processados com o software Metafluor
(Universal Imaging, Downingtown, PA) . Os valores de
histamina/KCl para a razdo de Fura-2 s&o calculados para

determinar a extensdo maturacdo neural das culturas.

4- Avaliagdo imunocitoquimica

Apds fixacgdo, por uma hora em paraformaldeido 4%, as
células sdo permeabilizadas e os sitios ndo especificos séo
bloqueados durante 1,5h com 0,25% Triton X-100 (Sigma) e 6%
de albumina de soro bovino (BSA, Sigma) dissolvidos em PBS.
As células s&do entdo incubadas durante a noite a 4 dgraus
com anticorpo monoclonal anti NeuN de rato (1:200),
(Chemicon), anticorpo policlonal de coelho da forma anti
fosforilada da proteina cinase activada por stress (anti-p-
SAPK-cjun-NH2-terminal cinase) (JNK) (1:100) e anticorpo
monoclonal de ratos anti-tau (1:500) (Cell Signaling,
Danvers, MAT). De seguida as lamelas s&do lavadas em PRBS e
incubadas durante 1h a temperatura ambiente com o©s
anticorpos secundarios apropriados: anticorpo de cabra e
anticorpo de rato Alexa Fluor 594 (1:200), anticorpo de
coelho Alexa Fluor 488 (1:200) (todos da Molecular Probes).
Apbs lavagem com PBS as preparacdes celulares sao incubadas
durante 5 min a temperatura ambiente com Hoechst 33342
(2ug-ml, molecular Probes) em solucdo de PBS contendo 0,25%
de BSA para marcacdo do nucleo. Finalmente, as preparacdes
sdo montadas utilizando um meio de fluorescéncia

Dakocitomacdo. As 1magens de fluorescéncia sdo entéao
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registadas numa camara digital acoplada a um microscdpio

Axioscop (Carl Zeiss).

5- Ensaio de proliferacgédo

Para investigar o efeito de AMPA ou de (CX546 na
proliferacdo celular, as células de SVZ foram expostas a
10uM de BrdU (Sigma-Aldrich) durante as 4 horas finais de
cada tratamento de AMPA ou CX546. Entdo, as células foram
fixadas em paraformaldeido 4% durante 30 minutos e lavadas
durante 30 min em 0,15M PBS a temperatura ambiente. O BrdU
é entdo revelado e marcado seguindo-se sucessivas passagens
em 1% triton X-100, 0,1M de HC1l gelado em tampdo borato a
37°C (0,1M, ©Na2B407.10H20, pPHS, 5), e 1ncubado com o
anticorpo de rato anti BrdU associado a uma IgG marcada
Alexa Fluor 594 (1:200 Sigma) durante a noite a 4 graus. A
contra marcacdo do nucleo e a montagem é realizada como

descrito previamente.

6- Analise de dados estatisticos

Em todas as experiéncias, a condicdo experimental é
realizada pelo menos 3 vezes. Para as experiéncias de SCCI,
a percentagem de células foi calculada com base num campo
por <cada lamela, contendo <cerca de 100 células. A
percentagem das células NeuN imunoreactivas sdo calculadas
a partir das contagens celulares de 5 campos independentes
em cada lamela com uma objectiva de 40X (cerca de 200
células por campo). Como nenhuma diferenca significativa
foi encontrada entre os controlos, os dados correspondentes
foram retirados de amostras e expressos como média * desvio
padrdo. A significdncia estatistica das diferencas foi
examinada por ANOVA seguido de um pds teste de Bonferroni

para multiplas comparacdes ou teste t impar.
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Na presente invencdo, é descrito um processo para a cultura
de células de SVZ com ampacinas e/ou outros moduladores dos

receptores de glutamato ionotrdépicos.

Noutro aspecto da presente invencéo, sao descritas
composicdes compreendendo a cultura de SVZ tratadas com
ampacinas e/ou outros moduladores de receptores

glutamatérgicos ionotrdépicos, de acordo com esse processo.

Outros moduladores de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos podem ser seleccionados a partir do grupo:
(+)-acido s6lido-2 amino-4 fosfonobutirico, (£) AMPA
hidrobromdo, (£) hidrocloreto de cetamina, (+)-MK-801
hidrogeno maleato, (2S,4R)-4-4cido metilglutémico, 1-&cido
hidrocloreto aminociclopropanocarboxilico,l-naftilacetil

espermina trihidrocloridico, 2,6-Difluor-4-[2-(tio-(fenil-

sulfonil-amino)-etil]-fenoxi-acetamida, 6, 7-
Dicloroquinoxalina-2,3-diona, acido D-
Homocisteinasulfinico, acido DL-2-amino-5-

fosfonopentandico, &acido DL-2-amino-7-fosfonoheptandico, L
cisteina hidrocloreto monohidrato, &cido L-Homocisteico,
ATPO, ATPA, complexo CNBQX-HBC, CX546, ciclotiazida, N-
(3,3-difenilpropil)glicinamida, PEAQX tetrasddio hidrato,

dcido y-D-glutamilaminometilsulfénico e outros.

Os compostos da familia racetam podem estar compreendidos

na presente invencdo, tais como Piracetam, Oxiracetam,

Aniracetam, Pramiracetam, fenilpiracetM, Etiracetam,
levetiracetam, Nefiracetam, Nicoracetam, Rolziracetam,
Nebracetam, Fasoracetam, Imuracetam, Coluracetam,

Dimiracetam, Brivaracetam, Seletracetam, Rolipram e outros.
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As células estaminais usadas na presente invencdo podem ser

adultas ou exclusivamente de origem n&do-humana.

Outras substdncias activas podem ser adicionadas a
composicdo basica para aumentar e/ou potenciar o efeito das
ampacinas e/ou outros moduladores de receptores

glutamatérgicos ionotrépicos.

Assim, em outro aspecto da presente invencido, a composicéo
baseada em c¢élulas de SVZ tratadas com ampacinas e/ou
outros moduladores de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos pode incluir outras substéncias activas, como
substéncias activas com efeito neuroldédgico e/ou
antibidéticos. Essas substancias activas podem ser
seleccionadas a partir do grupo: haloperidol, flufenazina,
perfenazina, cloropromazina, molidona, pimozida,
trifluperazina, tioridazina, clozapina, risperidona,
olanzepina, sertindola, =ziprasidona, seroquel, zotepina,
amilsulpride, iloperidona e outros. Nesse sentido,
compostos com o efeito inibitério da acetilcolinesterase

podem também ser seleccionados.

Além do mais, as composicdes descritas podem ainda incluir,
veiculos, suportes e excipientes farmacoldgicos aceitéveis
e/ou outras substancias activas comummente aceitaveis e
usadas na farmacologia, como corantes, conservantes,
estabilizadores, aromatizantes, etc, seleccionados de forma

adequada ao método de administracédo escolhido.

Em outro aspecto da presente 1invencdo, as composicdes
descritas podem ser apresentadas em forma de tabletes,
cédpsulas, ampolas, liquido e gel e/ou formulacdes de

libertacdo controlada.
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As composicdes de culturas de SVZ da presente invencdo sé&o
usadas para Dprevenir, reparar e ou intensificar as
condicdes do Sistema Nervoso Central. Essas condicdes estéo
relacionadas ndo somente a condicdes patoldgicas, mas
também condicdes ndo patoldgicas como o aumento das
capacidades cognitivas, como manutencdo e aumento da

capacidade de membria.

Condicdes patoldbgicas na presente invencéao incluem

condicdes crbnicas como a depressdo crodnica.

Outras situacdes patoldgicas que se incluem na presente
invencdo séo: condicbes cognitivas, depressdo aguda,
disfuncdes psiquidtricas, esquizofrenia, condicdes
neurodegenerativas como as doencas de Parkinson e
Alzheimer, acidente vascular cerebral e/ou outras condicdes

neuropéaticas na qual ocorre perda neuronal.

Condicdes ndo patoldbgicas compreendem, por exemplo,
situacdes nas quais o desempenho cognitivo é insuficiente,

como a manutencdo da vitalidade, memdéria, etc.

As composicdes que compreendem as células estaminais da
presente invencdo podem ser usadas em técnicas de
transplante para reparar condicdes ou injurias do SNC, para
prevenir perdas de capacidades cognitivas e/ou aumentar as

capacidades relacionadas com o desempenho neuronal.
Noutro aspecto da presente invencdo é descrito o uso das

composicdes de ampacinas no tratamento de células

estaminais neurais.
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Descricao das figuras

Figura 1: Culturas de células progenitoras derivadas da SVZ
expressam subunidades de receptores AMPA GluRl e GluR2 em
condicdes de proliferacdo (linha de cima) e em condicdes de
diferenciacdo (linha de baixo). Linha de cima: microscopia
confocal de neuroesferas processadas para o protocolo de
centrifugacdo (Cytospin). Linha de Dbaixo: neuroesferas:
cultivadas em condicdes de diferenciacdo na presenca de

poli-D-lisina e na auséncia de factores de crescimento.

Figura 2: AMPA e CX546 estimulam a proliferacdo celular em
culturas de SVZ sob condicdes de diferenciacdo. Azul:
marcacdo com Hoechst 33342; Vermelho: marcacdo anti BrdU em

células em divisdo.

Figura 3: AMPA e AMPAcina CX546 aumentam a diferenciacéo
neuronal em culturas de SVZ cultivadas em condicdes
proliferativas. A diferenciacdo neuronal foil avaliada pela
quantificacdo do numero de células imunopositivas para o

marcador neuronal NeuN.

Figura 4: A exposicdo de culturas de células progenitoras
derivadas da SVZ a AMPA resulta num efeito proneurogénico
robusto. O efeito proneurogénico mediado por receptores
AMPA ¢é sensivel a 1inibicdo do composto GYK52466. A
exposicdo a AMPA induz o aumento do numero de células com
respostas neuronails com uma diminuicdo paralela do numero
de células que respondem a histamina. A inibicdo dos
receptores AMPA com o0 uso do composto GYK52466 mudou o

perfil de resposta para nivels comparados aos do controlo.
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Figura 5: A exposicdo de culturas de células da SVz a
AMPAcina CX546 resulta num robusto efeito proneurogénico.
Esse efeito proneurogénico mediado por receptores AMPA é
sensivel a inibicdo com o composto GYK52466. A exposicdo a
ampacina induz o aumento do numero de células gue respondem
ao KCl, com um efeito paralelo de diminuicdo do numero de
células que respondem ao estimulo com histamina. A inibicéo
dos receptores AMPA com o uso do composto GYK52466 mudou o

perfil de resposta para nivels comparados aos do controlo.

Figura 6: A exposicdo de culturas de SVZ a AMPA ou a
moduladores dos receptores de AMPA como as AMPAcinas CXb546
resulta numa robusta diferenciacdo neuronal. A exposicdo a
AMPA aumenta o nuUmero de células que respondem ao KC1l com
efeito paralelo de diminuicdo da resposta ao estimulo com

histamina.

Figura 7: A incubacdo de culturas de SVZ com AMPA ou
AMPAcina CXb546 por 6 horas resultou num aumento do numero
de ramificacdes JNK+ que migravam a partir das
neuroesferas. Além disso, foi observado um robusto aumento

no comprimento total de ramificacdes marcadas para JNK.

Exemplos

Exemplo 1: Estabelecimento de culturas de SVZ:

Células da SVZ foram obtidas a partir de cérebros de ratos
de 1 a 3 dias de idade da linhagem C57Bl/6. Os cérebros
foram removidos apds decapitacdo e colocados em solucdo de

HBSS.

Fragmentos de SVZ foram dissecados e cortados em seccdes

coronais de 450um, digeridos em tripsina 0,25% e 0,265mM de
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EDTA e foram dissociados por trituracdo suave com uma

pipeta P100O.

A suspensédo celular foi diluida em meio de cultura sem soro
(D-MEM-F12 Glu-MAX-I, Gibco) suplementado com 100 U/ml de
penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina (Gibco), 1% de B27
(Gibco), 10 ng/ml de factor de crescimento epidermal (EGF;
Gibco), e 10 ng/ml factor de crescimento de fibroblasto

(FGF-2; Gibco).

As células individuais foram entdo colocadas em placas de

Petri na densidade de 3000 células/cm?2.

As neuroesferas resultantes foram cultivadas em céamara

humidificada a 37 °C, contendo 95% de ar e 5% de CO2.

Apbs 6 a 8 dias de cultivo, as neuroesferas foram
recolhidas e colocadas em placas de 12 pocos ou 24 pogos em
lamelas tratadas com poli-D-lisina para experiéncias de
imunocitoquimica e cobertas com Iml ou 500pl de meio na

auséncia de factores troficos.

Exemplo 2: Diferenciacdo neuronal em culturas de SVZ
tratadas com AMPAcina CX546 nas concentracdes de 0,8 a
500uM. As culturas de SVZ foram isoladas e diferenciadas de
acordo com o exemplo 1 e preparadas para imageologia de
cadlcio apdés 7 dias de incubacdo na presenca de CX546 (0,8 a
500uM) e de acordo com os procedimentos da “Descricdo Geral
da Invencéo -3. Imageologia de Calcio de Células

Individuais”.
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A avaliacdo da resposta neuronal ao célcio (relacéo
Histamina/KCl abaixo de 0,8) resulta numa percentagem dque

varia entre 15 a 45%.

Exemplo 3: Diferenciacdoc neuronal de culturas de SVZ na
auséncia de ampacina ou outros moduladores de receptores
glutamatérgicos ionotrdépicos. As culturas de SVZ foram
isoladas e diferenciadas de acordo com o exemplo 1 e
preparadas para imageologia de cédlcio na auséncia de CX546
de acordo com os procedimentos da “Descricdo Geral da

Invencédo -3. Imageologia de Céalcio de Células Individuais”.

A avaliacdo da resposta neuronal ao célcio (relacéo
Histamina/KCl abaixo de 0,8) resulta numa percentagem dgue

varia entre 5 a 12%.
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REIVINDICAGOES

1-Processo de cultura de células da SVZ caracterizado por
compreender a presenca de pelo menos uma Ampacina e/ou
outros moduladores de receptores ionotrépicos

glutamatérgicos.

2-Processo, de acordo <com a reivindicacdo anterior,
caracterizado por 0s moduladores de receptores

glutamatérgicos ionotrépicos serem AMPA.

3-Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, caracterizado por a concentracdo de AMPA ser de

pelo menos 1uM.

4-Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

por a Ampacina ser CX546.

5- Processo, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
anteriores caracterizado por a concentracdo da Ampacina

CX546 ser de pelo menos 5uM.

6—- Composicdes caracterizadas por compreenderem células da
SVZ tratadas de acordo <com o processo descrito nas

reivindicacdes anteriores.

7- Composicdes, de acordo com a reivindicacdo anterior,
caracterizadas por compreenderem ainda outras substéncias
activas, preferencialmente substdncias activas com efeito

neuroldgico.

8-Composicdes, de acordo com as reivindicacdbes 6 a 7,

caracterizadas por compreenderem ainda veiculos, suportes



excipientes e/ou outras substédncias farmacologicamente

aceitdvels e usadas em farmacologia.

9-Composicdes, de acordo com as reivindicacdes 6 a 8,
caracterizadas por apresentarem a forma de tabletes,
cédpsulas, ampolas, liquido, gel e/ou outras formulacdes de

libertacédo controlada.

10- Composicdes, de acordo com as reivindicacdes de 6 a

9, caracterizadas por serem usadas como medicamento.

11- Composicdes, de acordo com as reivindicacdes de 6 a 9,
caracterizadas por serem usadas para o tratamento ou
prevencdo de disturbios do SNC.

12- Composicdes, de acordo com as reivindicacdes de 6 a 9,

caracterizadas por serem usadas como estimulantes do SNC.

Lisboa, 21 de Marco de 2011
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