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 APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese está organizada em três capítulos: 

Capítulo I: Introdução  

Capítulo II: Efeito do transplante de células mononucleares da medula óssea sobre o 

metabolismo cerebral da glicose in vivo e o comportamento depressivo no modelo 

experimental de epilepsia crônica induzido por pilocarpina. 

Capítulo III: Transplante de células-tronco neurais (NSC) derivadas de células-tronco 

pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) após status epilepticus ameniza o 

desenvolvimento de epilepsia crônica e preserva funções de memória, cognição e 

depressão. 

O Capítulo I compreende uma introdução sobre epilepsia e terapia celular. 

O Capítulo II compreende de Resumo, Abstract, Objetivos, Materiais e Métodos, 

Discussão, Resultados e Conclusões referentes ao trabalho desenvolvido no Laboratório de 

Neurociências e Centro de Pesquisa Pré-Clínica do Instituto do Cérebro do Rio Grande do 

Sul (InsCer) da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sob a 

orientação do Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa. Nos anexos deste capítulo, está inserido o 

parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), figuras suplementares e o artigo 

original submetido à revista Epilepsia. 

O Capítulo III é composto por Resumo, Abstract, Objetivos, Materiais e Metódos, 

Discussão, Resultados e Conclusões referentes ao trabalho desenvolvido durante o período 

de doutorado sanduíche no Institute for Regenerative Medicine da Texas A&M University 

Health Science Center, sob orientação do Prof. Dr. Ashok K. Shetty. 

Na seção “Apêndices” estão os artigos científicos publicados dentro da linha de pesquisa 

em epilepsia e células-tronco.  

  



            

               
 

SUMÁRIO 

 

Capítulo I ............................................................................................................................... 1 

1. EPILEPSIA ................................................................................................................ 2 

1.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT) ...................................................... 2 

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA ............................................... 5 

1.2.1 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina .......................... 7 

1.2.2 Modelo experimental de Epilepsia Induzida por Ácido Caínico (KA) ............ 8 

1.3 DEPRESSÃO NA EPILEPSIA ............................................................................ 9 

1.4 TERAPIA CELULAR........................................................................................ 10 

1.4.1 Células-tronco da medula óssea (CTMO) ...................................................... 13 

1.4.2 Células-tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC) .............................................. 14 

1.4.2.1 Células-tronco neurais (NSC) ..................................................................... 15 

1.4.3 Terapia celular na epilepsia ............................................................................ 16 

2. REFERÊNCIAS ...................................................................................................... 20 

Capítulo II ........................................................................................................................... 31 

1. OBJETIVOS ............................................................................................................ 35 

1.1 OBJETIVO GERAL .......................................................................................... 35 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................. 35 

3. METODOLOGIA .................................................................................................... 36 

3.1 ANIMAIS ........................................................................................................... 36 

3.2 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS ............................................................................ 36 

3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE EPILEPSIA INDUZIDA POR 

PILOCARPINA ............................................................................................................ 37 

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ............................................................. 38 

3.5 OBTENÇÃO DAS CÉLULAS .......................................................................... 39 

3.6 PRODUÇÃO DE FLÚOR-18 ............................................................................ 40 

3.7 SÍNTESE DE 18F-FDG ...................................................................................... 41 

3.8 ESCANEAMENTO POR MICROPET ............................................................. 42 

3.9 RECONSTRUÇÃO DAS IMAGENS E REDE METABÓLICA CEREBRAL 44 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA DA IMAGEM MOLECULAR .............................. 45 

3.11 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL ............................................................ 46 

3.11.1 Teste de reconhecimento de objetos (NORT) ............................................. 47 

3.11.2 Teste de separação de padrão (PST) ........................................................... 48 

3.11.3 Teste do nado forçado (FST) ...................................................................... 48 

3.11.4 Teste da preferência por sacarose (SPT) ..................................................... 49 

3.11.5 Teste de alimentação relacionada à depressão (ERDT) .............................. 50 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA DA AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL ......... 51 



            

               
 

4. RESULTADOS ........................................................................................................ 51 

4.1 EPILEPSIA INDUZIDA POR PILOCARPINA ............................................... 51 

4.2 TRANSPLANTE DE CMMO REDUZ CERS INDUZIDAS POR 

PILOCARPINA ............................................................................................................ 51 

4.3 ALTERAÇÕES DO METABOLISMO CEREBRAL DE FDG EM ANIMAIS 

COM EPILEPSIA CRÔNICA INDUZIDA POR PILOCARPINA TRATADOS E 

NÃO TRATADOS COM CMMO ................................................................................ 54 

4.3.1 Alterações no metabolismo cerebral de FDG 1 dia após o transplante (23 dias 

após a injeção de pilocarpina) ................................................................................... 54 

4.3.2 Alterações do metabolismo cerebral de FDG 7 dias após o transplante (29 

dias após a injeção de pilocarpina) ............................................................................ 56 

4.3.3 Alterações do metabolismo cerebral de FDG 14 dias após o transplante (36 

dias após a injeção de pilocarpina) ............................................................................ 57 

4.3.4 Alterações o metabolismo cerebral de FDG 24 dias após o transplante de 

CMMO (46 dias após a injeção de pilocarpina) ........................................................ 58 

4.3.5 Análise temporal do metabolismo cerebral de FDG nos grupos experimentais 

entre os períodos pós-transplante .............................................................................. 59 

4.4 ALTERAÇÕES DO METABOLISMO DE GLICOSE NO CÉREBRO DE 

ANIMAIS COM EPILEPSIA CRÔNICA TRATADOS E NÃO TRATADOS COM 

AS CMMO POR SPM .................................................................................................. 62 

4.4.1 Alterações metabólicas cerebrais 1 dia após o transplante de CMMO (23 dias 

após a injeção de pilocarpina) ................................................................................... 62 

4.4.2 Alterações metabólicas cerebrais 7 dias após o transplante de CMMO (29 dias 

após a injeção de pilocarpina) ................................................................................... 62 

4.4.3 Alterações metabólicas cerebrais 14 dias após o transplante de CMMO (36 

dias após a injeção de pilocarpina) ............................................................................ 63 

4.4.4 Alterações metabólicas cerebrais 24 dias após o transplante de CMMO (46 

dias após a injeção de pilocarpina) ............................................................................ 63 

4.4.5 Alterações da rede metabólica no período de 24 dias pós-transplante (ou 46 

dias pós-SE) ............................................................................................................... 65 

4.5 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO COGNITIVO E DEPRESSIVO .... 69 

4.5.1 Transplante de CMMO diminuiu o déficit cognitivo em animais epilépticos 69 

4.5.2 Transplante de CMMO manteve a função de memória de separação de 

padrões em animais epilépticos ................................................................................. 70 

4.5.3 Transplante de CMMO reduziu o comportamento depressivo em animais 

epilépticos no teste do nado forçado e teste de depressão relacionada à alimentação

 71 

4.5.4 Transplante de CMMO diminuiu a anedonia em animais epilépticos no teste 

da preferência por sacarose........................................................................................ 73 

5. DISCUSSÃO ............................................................................................................ 74 



            

               
 

6. CONCLUSÃO .......................................................................................................... 89 

7. REFERÊNCIAS ...................................................................................................... 90 

8. ANEXOS ................................................................................................................ 101 

8.1 ANEXO I: Carta Aprovação CEUA PUCRS ................................................... 101 

8.2 ANEXO II: Figuras complementares ............................................................... 102 

8.3 ANEXO III: Artigo Original ............................................................................ 120 

Capítulo III ........................................................................................................................ 153 

1. OBJETIVOS .......................................................................................................... 157 

1.1 OBJETIVO GERAL ........................................................................................ 157 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................... 157 

2. METODOLOGIA .................................................................................................. 158 

2.1 GERAÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO NEURAIS (NSC) A PARTIR DE 

CÉLULAS-TRONCO PLURIPOTENTE INDUZIDAS HUMANAS (hiPSC) ......... 158 

2.2 ANIMAIS E INDUÇÃO DO MODELO DE ÁCIDO CAÍNICO (KA) .......... 159 

2.3 TRANSPLANTE INTRAHIPOCAMPAL DE HNSC DERIVADAS DE HIPSC

 160 

2.4 DIFERENCIAÇÃO DAS hIPSC-NSC IN VITRO .......................................... 161 

2.5 MONITORAMENTO DE CRISES ESPONTÂNEAS RECORRENTES 

(CERS) ........................................................................................................................ 161 

2.6 MONITORAMENTO DE CERS VIA VÍDEO-ENCEFALOGRAMA (VIDEO-

EEG) 161 

2.7 TESTES COMPORTAMENTAIS ................................................................... 162 

2.7.1 Teste de Localização do Objeto (OLT) ........................................................ 163 

2.7.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (NORT) ............................................ 163 

2.7.3 Teste de Separação de Padrão (PST) ............................................................ 164 

2.7.4 Teste de Localização de Objetos (OIPT) ...................................................... 164 

2.7.5 Teste de alimentação relacionada à depressão (ERDT) ............................... 165 

2.7.6 Teste de preferência por sacarose (SPT) ...................................................... 165 

2.8 PROCESSAMENTO DO TECIDO ................................................................. 166 

2.9 ANÁLISES IMUNOHISTOLÓGICAS ........................................................... 167 

2.9.1 Análise da sobrevivência das hNSC transplantadas ..................................... 167 

2.9.2 Análise da diferenciação das hNSC transplantadas no hipocampo .............. 168 

2.9.3 Análise quantitaiva de novos neurônios DCX+ na SGZ-GCL e Hilo .......... 169 

2.9.4 Análise quantitativa de interneurônios NPY+ e PV+ no hipocampo ........... 170 

2.9.5 Análise quantitativa das estruturas GFAP e IBA-1 no hipocampo .............. 170 

2.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA .............................................................................. 171 

3. RESULTADOS ...................................................................................................... 172 

3.1 DIFERENCIAÇÃO DAS iPSC-hNSC IN VITRO .......................................... 172 



            

               
 

3.2 TRANSPLANTE DE hNSC PÓS-SE REDUZIU A FREQUÊNCIA E 

SEVERIDADE DAS CRISES ESPONTÂNEAS RECORRENTES (CER) .............. 173 

3.3 TRANSPLANTE DE hNSCS MANTIVERAM AS FUNÇÕES DE MEMÓRIA 

PARA A LOCALIZAÇÃO DE OBJETOS EM ANIMAIS EPILÉPTICOS .............. 175 

3.4 TRANSPLANTE DAS hNSC PRESERVOU A FUNÇÃO DE MEMÓRIA DE 

RECONHECIMENTO DE OBJETOS EM ANIMAIS EPILÉPTICOS .................... 176 

3.5 TRANSPLANTE DAS hNSC MANTEVE A FUNÇÃO DE MEMÓRIA DE 

SEPARAÇÃO DE PADRÃO EM ANIMAIS EPILÉPTICOS .................................. 178 

3.6 TRANSPLANTE DAS hNSC PRESERVOU A FUNÇÃO DE MEMÓRIA DE 

LOCALIZAÇÃO DE OBJETOS EM ANIMAIS EPILÉPTICOS ............................. 179 

3.7 TRANSPLANTE DAS hNSC REDUZIRAM O COMPORTAMENTO 

DEPRESSIVO EM ANIMAIS EPILÉPTICOS .......................................................... 180 

3.8 SOBREVIVÊNCIA E DIFERENCIAÇÃO DAS hNSC TRANSPLANTADAS 

NO HIPOCAMPO DE ANIMAIS EPILÉPTICOS .................................................... 181 

3.9 TRANSPLANTE DE hNSC PÓS-SE PRESERVOU INTERNEURÔNIOS 

GABAÉRGICOS EXPRESSANDO NEUROPEPTÍDEO Y E PARAVALBUMINA

 184 .................................................................................................................... 184 

3.10 TRANSPLANTE DE hNSC MANTEVE NÍVEIS NORMAIS DE 

NEUROGÊNESE EM ANIMAIS COM EPILEPSIA CRÔNICA ............................. 185 

3.11 TRANSPLANTE DAS hNSC PÓS-SE REDUZIU A REATIVIDADE DE 

ASTRÓCITOS EM ANIMAIS EPILÉPTICOS ......................................................... 187 

3.12 TRANSPLANTE DAS hNSCS PÓS-SE REDUZIU A ATIVAÇÃO DE 

MICROGLIA EM ANIMAIS EPILÉPTICOS ........................................................... 188 

4. DISCUSSÃO .......................................................................................................... 190 

5. CONCLUSÃO ........................................................................................................ 196 

6. REFERÊNCIAS .................................................................................................... 197 

 APÊNDICES – Artigos publicados na linha de pesquisa em epilepsia e células-

tronco ............................................................................................................................. 207 

 APÊNDICE I .................................................................................................... 207 

 APÊNDICE II: ................................................................................................. 213 

 APÊNDICE III: ................................................................................................ 222 

 

 

 

  



1 
 

               
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I 

 Introdução 



2 
 

               
 

1. EPILEPSIA 

Estima-se que a incidência da epilepsia atinja cerca de 1% da população nos países 

desenvolvidos e cerca de 2% nos países em desenvolvimento, apesar das dificuldades 

metodológicas para a determinação e obtenção de dados acerca desta doença (Sander and 

Hart 1999, Engel 2001). Atualmente o tratamento medicamentoso das epilepsias é 

essencialmente sintomático, visando primariamente o controle das crises através de 

fármacos antiepilépticos. No entanto, aproximadamente 30% dos pacientes não respondem 

a esta terapêutica, tornando-se refratários ao tratamento (Loscher 2002). 

A epilepsia compreende uma ampla categoria de síndromes caracterizadas por crises 

espontâneas e recorrentes resultantes de um disparo intenso, sincronizado e rítmico de 

populações neuronais no sistema nervoso central (SNC) e de excitabilidade excessiva, na 

ausência de condição tóxico-metabólica ou febril (Gastaut 1973, Rogawski and Porter 

1990, McNamara 1994). Fatores causais, tais como predisposição individual, presença de 

lesão cerebral ou alterações bioquímicas ou elétricas no cérebro podem estar envolvidos no 

desenvolvimento da epilepsia (Guerreiro, Guerreiro et al. 2000).  

 

1.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT) 

Entre as epilepsias refratárias ao tratamento medicamentoso, aquelas com origem no 

lobo temporal são as mais frequentes (Valério 1995, Blumcke, Beck et al. 1996, Yacubian 

1998). A epilepsia do lobo temporal (ELT) é caracterizada clinicamente pelo 

desenvolvimento gradativo de crises espontâneas e recorrentes (CERs) – crises parciais 

complexas, com ou sem generalização secundária associada a progressiva perda neuronal e 

declínio do desempenho cognitivo, independentemente da doença subjacente. Na maioria 

das vezes, antes da apresentação de CERs, os pacientes experimentam crises convulsivas 

febris prolongadas na infância ou outros danos iniciais nos primeiros anos de vida, seguido 

de período livre de crises que perdura por um longo tempo.  Alguns estudos sugerem que 

essas crises convulsivas febris prolongadas possam estar envolvidas com o 

desenvolvimento da ELT (Dube, Brewster et al. 2009). 
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Em um estudo foi mostrado diferenças fenotípicas entre os hipocampos de pacientes 

com epilepsia mesial do lobo temporal que apresentaram crises convulsivas febris e os que 

não apresentaram essas crises durante a infância, como por exemplo, maior perda neuronal 

no hipocampo dos pacientes que apresentaram essas crises anteriormente (Bando, Alegro et 

al. 2011). As crises do lobo temporal frequentemente iniciam-se entre os 5-10 anos de vida, 

quando respondem aos fármacos anti-epilépticos, mas recorrem durante a adolescência, ou 

mais tarde, quando, em geral, passam a não mais responder adequadamente ao tratamento 

medicamentoso (Engel 1996).  

As crises do lobo temporal tendem a seguir uma sequência de eventos relativamente 

fixa. Um fenômeno clínico bastante comum nos pacientes com ELT é a presença da aura na 

fase ictal, ou seja, imediatamente antes do início de uma crise parcial complexa. Esta 

consiste de uma sensação de mal epigástrico ascendente, sensações dismnésticas (déjà vu) e 

psíquicas – medo súbito desproposital, alucinações olfatórias e gustativas. As 

manifestações decorrentes das crises parciais complexas, que geralmente duram 1 a 2 

minutos, iniciam com parada de atividade, olhar fixo não responsivo, postura distônica, 

automatismos oroalimentares e motores estereotipados. Após a remissão da crise, o 

paciente pode apresentar desorientação, amnésia do evento, déficit de memória recente e 

afasia. Uma avaliação neuropsicológica do paciente com ELT pode revelar distúrbios de 

memória. Esta disfunção é proporcional ao grau de atrofia das estruturas mesiais, sobretudo 

do hipocampo (Yacubian 1998). 

Na maioria das ELT há comprometimento das estruturas mesiais do lobo temporal, 

estabelecendo-se a esclerose mesial temporal (EMT) (Leite and Cavalheiro 1998). As 

principais modificações fisiopatológicas da EMT incluem morte neuronal, gliose reativa, 

brotamentos de colaterais axônicas das células granulares (fibras musgosas) na região da 

camada molecular interna do giro denteado, alterações na morfologia e localização dos 

dendritos, e neurogênese na camada subgranular do giro denteado (Blumcke, Beck et al. 

1999, Blumcke, Thom et al. 2002, Guedes, Galvis-Alonso et al. 2006). Alguns pacientes 

com ELT, também, podem apresentar esclerose do lobo temporal associada com a esclerose 

hipocampal. A ELT com a esclerose do hipocampo é frequentemente associada com 

comprometimento da memória (Motamedi e Meador, 2003). Em um estudo foi verificado 
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que, aproximadamente, 11% dos pacientes com esclerose hipocampal eram acompanhados 

de esclerose do lobo temporal, sugerindo que este processo seja acompanhado de uma 

displasia re-organizacional e uma extensão da EMT como uma patologia separada (Thom, 

Eriksson et al. 2009). 

A perda de sub-populações neuronais específicas é uma característica de diversos 

distúrbios neurológicos, e em grande parte dos casos de epilepsia do lobo temporal ocorre 

extensiva perda neuronal dentro de regiões específicas do hipocampo. Em estudos sobre a 

EMT, observou-se uma perda neuronal gradual nos vários subcampos hipocampais (Figura 

1) atingindo em ordem decrescente: CA1 e setor de Sommer (pró-subículo); hilo do giro 

denteado (GD) e CA3; células granulares do GD e CA2 (Blumcke, Beck et al. 1999). 

Também aparece perda neuronal em outras áreas mesiais temporais como na camada III do 

córtex entorrinal (Du, Whetsell et al. 1993) e no núcleo lateral da amígdala (Pitkanen, 

Tuunanen et al. 1998). 

 

 

Figura 1. Figura comparativa entre hipocampo humano normal e esclerótico. A) Espécimem de autópsia 

controle mostrando hipocampo humano normal. B) Esclerose hipocampal em Espécimem cirúrgico, com 

perda neuronal extensiva no hilo (h) e nas áreas de CA3 e CA1, e sobrevivência de neurônios de CA2 e 

subiculares (sub) (Sloviter 2005) 

 

Existem teorias que tentam explicar como a estrutura hipocampal está envolvida 

com o início das CERs, sendo que a morte das células musgosas da região hilar parece ser 

um mecanismo fundamental para o quadro epileptogênico. A teoria das “células em cesto 



5 
 

               
 

dormentes” postula que a morte neuronal do hilo do giro denteado promove uma perda da 

excitação das células GABAérgicas em forma de cesto, que por sua vez deixam de inibir as 

células granulares e estas passam a apresentar maior saída excitatória. Já a hipótese do 

“brotamento sináptico” propõe que a perda do alvo das células granulares, provocada pela 

morte das células musgosas, induz uma reorganização sináptica e axonal destas em direção 

à camada molecular interna do hilo do giro denteado, criando um circuito recorrente 

monossináptico excitatório entre as células granulares. A veracidade destas teorias tem sido 

contestada tanto do ponto de vista fisiológico como anatômico. No entanto, acredita-se que 

estas hipóteses não são excludentes, e que tanto os mecanismos de reorganização axonal, 

como os de desinibição poderiam estar envolvidos no processo de epileptogênese da EMT 

(Sloviter 1991, Leite and Cavalheiro 1998). 

 

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA 

Foram desenvolvidos diversos modelos animais de epilepsia ou de crises 

epilépticas. Os principais induzem uma cascata de eventos moleculares e estruturais que 

resultam em modificações nas propriedades neuronais intrínsecas, bem como nas redes 

neuronais, tornando-as epileptogênicas. Nos modelos denominados agudos, o animal 

apresenta crises convulsivas somente durante a ação do agente indutor, enquanto que nos 

modelos ditos crônicos as crises recorrem a intervalos variados de tempo após a indução, 

podendo acompanhar toda a vida do animal (Cavalheiro, Leite et al. 1991, Sanabria and 

Cavalheiro 2000). Dentre os modelos crônicos de epilepsia sintomática incluem os modelos 

nos quais a epilepsia é induzida por métodos químicos ou elétricos em animais previamente 

sadios (Kandratavicius, Balista et al. 2014). Já os modelos genéticos empregam animais 

com mutações espontâneas ou animais transgênicos e knockout para o desenvolvimento da 

epilepsia (Suzuki 2004).  

Os principais modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal envolvem 

condições nas quais a epilepsia é consequência de um dano encefálico induzido por um 

episódio agudo de status epilepticus (SE), este podendo ser desencadeado através da 

aplicação de convulsivantes químicos, como pilocarpina (PILO) ou ácido caínico (KA), e 

pode durar várias horas (Cavalheiro, Riche et al. 1982, Leite, Bortolotto et al. 1990). O 
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dano cerebral induzido pelo SE nos animais pode ser considerado equivalente à uma injúria 

precipitante inicial vista em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial, a qual 

geralmente é apresentada como crise febril prolongada (Mathern, Babb et al. 1996). Nesses 

modelos, o SE é interrompido depois de determinado tempo e é seguido de um período 

latente variável (Leite, Garcia-Cairasco et al. 2002). Após o período latente, inicia-se a fase 

crônica, que se caracteriza pela ocorrência de crises espontâneas e recorrentes, as quais 

podem persistir por toda a vida (Coulter, McIntyre et al. 2002). Assim, em geral, estes 

modelos reproduzem melhor a epilepsia humana, porque apresentam CERs precedidas por 

uma fase de latência e alterações neuropatológicas semelhantes àquelas encontradas em 

indivíduos com ELT. Os avanços tecnológicos permitiram estudos funcionais/metabólicos 

do cérebro, tais como os exames de tomografia por emissão de pósitrons (PET, do inglês 

Positron Emission Tomography) utilizando a flúor-desoxiglicose marcada com Flúor-18 

(18F-FDG) que permite visualizar a atividade metabólica cerebral utilizando equipamentos 

de microPET para animais de pequeno porte (Mirrione, Schiffer et al. 2007). Esta técnica 

tem sido utilizada na investigação das alterações metabólicas no cérebro de vários 

distúrbios cerebrais, incluindo a epilepsia e doenças neurodegenerativas, e podem agora ser 

avaliados em animais de pequeno porte (Goffin, Bormans et al. 2008, Guo, Gao et al. 2009, 

Jupp, Williams et al. 2012, Lee, Park et al. 2012, Choi, Kim et al. 2014, Zimmer, Parent et 

al. 2014).  

Tanto na epilepsia do lobo temporal humana quanto em modelos experimentais de 

epilepsia crônica, a perda progressiva de neurônios correlaciona-se com o acometimento de 

estruturas importantes na memória e aprendizagem, comprometendo estas funções 

(Sarkisian, Tandon et al. 1997).  Evidências clínicas, complementadas por estudos pré-

clínicos sugerem que há um grande déficit cognitivo após o SE, inferido através de medidas 

de aprendizagem ou memória. Em particular, há relatos do comprometimento tanto da 

memória explícita, quanto da memória implícita (Liu, Gatt et al. 1994, Holmes 1997). A 

propagação das crises a partir dos focos epilépticos para as áreas adjacentes é acompanhada 

por vários sintomas comportamentais e cognitivos, uma vez que várias das regiões 

responsáveis por essas funções são afetadas na ELT (Vlooswijk, Jansen et al. 2010, 

Braakman, van der Kruijs et al. 2012).  
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 O hipocampo é uma região vital para as funções de memória, cognição, depressão e 

humor (Deng, Aimone et al. 2010, Samuels e Hen 2011), sendo a região mais afetada pela 

epilepsia do lobo temporal. Desta perspectiva, estratégias de intervenção que são eficientes 

para prevenir ou restringir a progressão da lesão na memória, disfunção de humor e 

desenvolvimento da epilepsia crônica possui imenso valor. As intervenções terapêuticas 

ideais são aquelas capazes de promover neurogênese com a incorporação adequada de 

novos neurônios nos circuitos hipocampais danificados (Shetty 2014). Esses requisitos são 

importantes porque a neurogênese do hipocampo desempenha papéis vitais na formação de 

memórias dependentes do hipocampo e a manutenção da função humoral (Deng, Aimone et 

al. 2010, Snyder, Soumier et al. 2011). Assim como, a probabilidade de que a neurogênese 

anormal segue após a lesão e contribui para uma reorganização sináptica aberrante no 

hipocampo, bem como, disfunções de memória e humor, e o desenvolvimento da ELT 

crônica (Scharfman e Gray 2007, Shetty 2014).  

 

1.2.1 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina 

Dentre os modelos farmacológicos disponíveis, o da epilepsia induzida por 

pilocarpina (PILO; um agonista colinérgico muscarínico) é um dos que mais se aproxima 

da ELT. Inicialmente descrito por Turski e colaboradores (Turski, Cavalheiro et al. 1983), 

este modelo crônico de epilepsia tem sido utilizado com o intuito de avaliar os mecanismos 

envolvidos na epilepsia da infância bem como as consequências imediatas e tardias das 

crises epilépticas. Este modelo reproduz as condições necessárias para a indução de uma 

sintomatologia semelhante àquela observada durante uma crise epiléptica, bem como 

alterações morfológicas idênticas às observadas em tecido epiléptico humano (Cavalheiro, 

Leite et al. 1991).  

Extraída das folhas das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus 

microphyllus, a PILO é um alcalóide que induz um estado comportamental crônico que 

parece depender da facilitação de descargas em salva em neurônios hipocampais, por meio 

do bloqueio de correntes iônicas de potássio, que são dependentes da ativação muscarínica 

(IM) (Sanabria e Cavalheiro 2000). A partir da ativação de muitos neurônios durante o SE 
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induzido pela PILO, ocorre uma ativação secundária do sistema glutamatérgico e assim, 

excitotoxicidade no hipocampo e demais estruturas. O dano neuronal excitotóxico agudo 

associado a outras alterações moleculares leva a morte neuronal, mecanismos de 

reorganização sináptica, sinaptogênese e neurogênese no giro denteado, bem como 

mudanças nas propriedades eletrofisiológicas neuronais. Alterações decorrentes na 

circuitaria hipocampal compõem um quadro permanente de epileptogênese (Sanabria e 

Cavalheiro 2000). 

O modelo de pilocarpina é amplamente utilizado em uma série de estudos. 

Dependendo dos objetivos dos experimentos, são usadas diferentes dosagens de 

pilocarpina, procedimentos de pré e pós-tratamento, e também, diversas linhagens de 

animais (Curia, Longo et al. 2008). Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro 

de, no mínimo, 30 minutos. Os ratos apresentam crises epilépticas de intensidade variável, 

caracterizadas por imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, 

ataxia e crises tônico-clônicas. Esta crise aguda é seguida por um período latente, com 

normalização progressiva do EEG, sendo uma fase em que o animal permanece sem crises 

comportamentais e que dura em média 14 a 25 dias. A partir daí, surgem crises epilépticas 

espontâneas recorrentes, caracterizando a fase crônica (Leite, Bortolotto et al. 1990, 

Cavalheiro, Leite et al. 1991). Neste modelo, a perda neuronal está localizada 

principalmente nas regiões do hipocampo, córtex piriforme e entorrinal, tálamo, amígdala e 

neocórtex (Turski, Cavalheiro et al. 1983). Além disso, a extensão da lesão hipocampal está 

diretamente relacionada com a duração do SE (Lemos e Cavalheiro 1995).  

 

1.2.2 Modelo experimental de Epilepsia Induzida por Ácido Caínico (KA) 

O ácido cainico (KA) é um análogo de L-glutamato e um agonista de receptores de 

cainato ionotrópicos extraído de algas vermelhas (Digenea simplex) encontradas em águas 

tropicais e subtropicais. Assim como o modelo da pilocarpina, o modelo de epilepsia 

induzida pelo KA também é amplamente utilizado para o estudo da ELT (Levesque e Avoli 

2013) e foi um dos primeiros compostos utilizados para modelar ELT em roedores 

(Sharma, Reams et al. 2007). A administração sistêmica ou intracerebral de KA causa 

despolarização neuronal, principalmente no hipocampo, consequentemente dando origem 
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às crises epilépticas (Ben-Ari, Lagowska et al. 1979, Cavalheiro, Riche et al. 1982, Hellier, 

Patrylo et al. 1998).  

Os animais submetidos a injeção de KA apresentam crises espontâneas e 

recorrentes, com generalização secundária na maioria das vezes  e freqüência variável, e 

geralmente acompanhada de esclerose hipocampal (Raedt, Van Dycke et al. 2009). As 

crises comportamentais são muito similares àquelas apresentadas no modelo da pilocarpina, 

com três fases típicas da epilepsia: fase aguda, fase latente e fase crônica (Leite, Garcia-

Cairasco et al. 2002). Para a indução de SE por injeção de KA sistêmica, os animais 

geralmente recebem doses graduais via intraperitoneal  (Rao, Hattiangady et al. 2006, 

Hattiangady e Shetty 2010), e doses menores para a administração intracerebral (Shetty, 

Zaman et al. 2005).  

Os animais apresentam crises epilépticas de intensidade variável, caracterizadas por 

imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises 

tônico-clônicas, mais uma vez semelhante ao modelo da pilocarpina. Esta crise aguda é 

seguida por um período latente, com normalização progressiva do EEG 

(eletroencefalograma), sendo uma fase em que o animal permanece sem crises 

comportamentais e que dura em média 30 a 60 dias. A partir daí, surgem crises epilépticas 

espontâneas recorrentes, caracterizando a fase crônica do modelo (Rao, Hattiangady et al. 

2006, Hattiangady e Shetty 2008). 

 

1.3 DEPRESSÃO NA EPILEPSIA 

A depressão representa uma das comorbidades mais comuns em pacientes com 

epilepsia (Kanner 2003). Embora os aspectos psicossociais desses pacientes possam 

contribuir para a depressão associada à epilepsia, existe um consenso crescente de que esta 

condição tem base neurobiológica (Kanner 2005). Evidências clínicas e experimentais 

sugerem que os desequilíbrios em tais neurotransmissores como GABA, glutamato, 

norepinefrina e serotonina, os quais são comumente observados em pacientes com 

epilepsia, podem contribuir para o desenvolvimento da depressão (Kanner 2006, 
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Kondziella, Alvestad et al. 2007). Um estudo clínico enfatizou deficiências similares no 

funcionamento do sistema adrenocortical hipotalâmico pituitário em pacientes com 

epilepsia e aqueles com depressão (Zobel, Barkow et al. 2004). Alguns relatos clínicos têm 

implicado a neurodegeneração ou disfunção do hipocampo no desenvolvimento de 

depressão em pacientes com epilepsia (Gilliam, Maton et al. 2007, Shamim, Hasler et al. 

2009). 

O estabelecimento e a validação de modelos animais que apresentem essa 

comorbidade na epilepsia são fundamentais para a compreensão dos mecanismos dessa 

condição, e para o desenvolvimento pré-clínico de novas terapias. A depressão tem sido 

descrita em alguns modelos de epilepsia experimental (Sarkisova, Midzianovskaia et al. 

2003, Jones, Salzberg et al. 2008, Mazarati, Siddarth et al. 2008). De fato, vários 

medicamentos antiepilépticos, podem causar comportamento depressivo, enquanto alguns 

antidepressivos aumentam o risco de crises, particularmente em situações de overdose 

(Hesdorffer e Kanner 2009). A intervenção cirúrgica da epilepsia pode ser uma eficiente 

opção para estes pacientes, mas a remoção da área epileptogênica pode determinar eventual 

perda de funções cerebrais limitando o número de pacientes que podem receber este 

tratamento (Paglioli, Palmini et al. 2004, Paglioli, Palmini et al. 2006). Dentro desse 

panorama, torna-se fundamental que sejam estudadas e disponibilizadas novas alternativas 

terapêuticas, entre elas a terapia com células-tronco. 

 

1.4 TERAPIA CELULAR 

As células-tronco (CT) representam uma unidade natural do desenvolvimento 

embrionário e da reparação tecidual e constituem um subconjunto de células imaturas, que 

têm como característica serem indiferenciadas e não-especializadas. Assim, estas células 

apresentam a capacidade tanto de se autorregenerar, quanto de se diferenciar através de 

uma determinada via molecular e originar diferentes linhagens celulares (Figura 2) 

(Morrison, Shah et al. 1997). 

As células-tronco são em geral classificadas como células-tronco embrionárias e 

células-tronco adultas ou somáticas. As células-tronco embrionárias são derivadas do 
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blastocisto e são consideradas pluripotentes, isto é, têm a capacidade de originar células 

derivadas das três camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma. Já as 

células-tronco adultas ou somáticas são células indiferenciadas que, no entanto, se 

encontram em tecidos diferenciados (especializados). Essas células são responsáveis pelo 

reabastecimento tecidual ao longo da vida e estão presentes na maioria dos tecidos, tais 

como, o sangue, a pele, o fígado, o coração e o cérebro (Morrison, Shah et al. 1997, Kaji e 

Leiden 2001). 

 

Figura 2. Modelo da diferenciação das células-tronco. A partir de uma célula pluripotente, as células-

tronco perdem gradualmente seu potencial de diferenciação. Células-tronco multipotentes têm potencial de 

transdiferenciação em linhagem neuronal. HSC: célula-tronco hematopoiética; MSC: célula-tronco 

mesenquimal; NSC: célula-tronco neural. Adaptado de Carney e Shah, 2011 (Carney e Shah 2011). 

 

Como resultado do progresso contínuo do conhecimento a respeito da capacidade 

regenerativa do sistema nervoso e do potencial terapêutico das células-tronco, houve um 

grande aumento no interesse em se estudar estratégias baseadas em terapia celular para o 

tratamento de doenças neurológicas (Figura 3). A hipótese se baseia na ideia de que, uma 

vez introduzidas no SNC, essas células poderiam promover a reposição das células perdidas 

durante o curso da doença ou ainda modular a regeneração endógena e cascatas 

inflamatórias através da expressão de fatores tróficos. 
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Figura 3. Aplicação de células tronco no SNC. As células-tronco seriam isoladas e transplantadas no 

cérebro doente ou medula espinhal, diretamente ou após pré-diferenciação em cultura para tipos específicos 

de neurônios e células gliais (Lindvall e Kokaia 2006). 

 

Dois tecidos amplamente utilizados para a coleta de células-tronco adultas são a 

medula óssea e o sangue de cordão umbilical.  Nestes tecidos, as células-tronco são 

encontradas na fração mononuclear que, após separadas das demais células, apresentam a 

importante característica de expressarem marcadores de células indiferenciadas (Kobylka, 

Ivanyi et al. 1998). 

Recentemente, estudos têm demonstrado que o transplante de células-tronco tem 

melhorado a função em modelos experimentais de acidentes vasculares cerebrais (Haas, 

Weidner et al. 2005), doença de Parkinson (Kim, Auerbach et al. 2002), doença de 

Huntington (Dunnett e Rosser 2004), traumatismo raquimedular (Koda, Okada et al. 2005, 

Kaminski, Falavigna et al. 2013), esclerose lateral amiotrófica (Venturin, Greggio et al. 

2016), hipóxia-isquêmia (de Paula, Vitola et al. 2012, Greggio, de Paula et al. 2014) e 

epilepsia (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).  
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1.4.1 Células-tronco da medula óssea (CTMO) 

A MO é uma fonte permanente de células-tronco e contém três tipos de populações: 

células-tronco hematopoiéticas (CTH), células-tronco mesenquimais (CTM) e 

possivelmente progenitoras endoteliais (Korbling e Estrov 2003). Já foi demonstrado que as 

células da MO podem dar origem, in vivo, a células de outras  linhagens como  microglia  e 

neurônios  (Eglitis, Dawson et al. 1999, Brazelton, Rossi et al. 2000, Mezey, Chandross et 

al. 2000).  A incorporação destas células no tecido nervoso parece ser intensificada frente a 

um dano tecidual. Ainda, mesmo que estas células não regenerem o tecido lesado por 

diferenciação em determinado tipo celular, é provável que a recuperação de funções 

cerebrais ou estabilização da doença neurológica ocorra por outros mecanismos biológicos, 

tais como, a liberação de citocinas, ativação de células endógenas ou expressão/modulação 

de fatores tróficos. Além disso, as células-tronco da MO têm se mostrado eficazes em 

muitos estudos com modelos experimentais de inúmeras doenças do sistema nervoso, como 

em lesões da medula espinhal  (Koda, Okada et al. 2005), acidentes vasculares cerebrais  

(Haas, Weidner et al. 2005), doença de Parkinson (Levy, Bahat-Stroomza et al. 2008) e 

também na epilepsia (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-

Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015). 

A fração de células mononucleares da medula óssea (CMMO) utilizada como 

tratamento neste trabalho consiste em diferentes tipos celulares, incluindo monócitos, 

precursores mesenquimais e endoteliais, que podem ter diferentes potenciais terapêuticos 

(Costa-Ferro, Souza et al. 2012). Essas células podem ser facilmente obtidas a partir de um 

pequeno volume de medula óssea do próprio paciente, sem necessidade de serem 

expandidas em culturas, evitando maiores manipulações. Portanto, as CMMO fornecem 

uma fonte facilmente acessível de células para a realização de transplantes autólogos, 

visando a translação deste tratamento na epilepsia. 
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1.4.2 Células-tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC) 

A Transferência Nuclear de Células Somáticas (SCNT do inglês Somatic Cell 

Nuclear Transfer), desenvolvida por John Gurdon, em 1962, foi a técnica precursora da 

reprogramação de células somáticas, mostrando que ovócitos de anfíbios anucleados são 

capazes de restaurar a pluripotência ao material nuclear extraído de células adultas (Gurdon 

1962). Após, a técnica SCNT foi reproduzida em diversos tipos celulares, incluindo 

humanos e outros mamíferos (Campbell, McWhir et al. 1996, Chesne, Adenot et al. 2002, 

Chung, Eum et al. 2014, Nityanandam e Baldwin 2015). 

A técnica de geração de células pluripotentes através da reprogramação de 

fibroblastos de camundongos, e após, de células humanas, foi desenvolvida pelos 

pesquisadores japoneses Kazutoshi Takahashi e Shinya Yamanaka (Takahashi e Yamanaka 

2006, Takahashi, Tanabe et al. 2007). Em seus experimentos, os pesquisadores realizaram a 

reprogramação de células somáticas através da ativação de fatores de transcrição pela 

transfecção de genes que conferem a pluripotência celular. Estas células foram 

reprogramadas pela adição de quatro diferentes genes: OCT4, KLF-4, SOX-2, E C-MYC, 

por meio de vetores virais. As células produzidas por esse método são chamadas de células-

tronco pluripotentes induzidas (iPSC do inglês Induced Pluripotent Stem Cells) e são muito 

similares às células-tronco embrionárias (ESC, do inglês Embryonic Stem Cells), 

apresentando as mesmas características de auto renovação e potencial de diferenciação em 

linhagens dos três folhetos embrionários (Fries, Blieden et al. 1994, Takahashi e Yamanaka 

2006). O Prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia, no ano de 2012, foi dividido entre os 

pesquisadores Gurdon e Yamanaka, por apresentaram uma mudança no paradigma 

referente à compreensão da diferenciação celular e da plasticidade de células diferenciadas 

(Nityanandam e Baldwin 2015). 

Desde então, diversos métodos visando aumentar a eficiência de protocolos de 

reprogramação, manutenção e diferenciação das iPSC vem sendo aprimorados e 

desenvolvidos com sucesso, permitindo a geração de vários subtipos celulares in vitro. As 

iPSC podem ser geradas de pacientes portadores de uma determinada doença ou indivíduos 

saudáveis e, posteriormente, diferenciadas em células adultas específicas. A diferenciação 

celular a partir das iPSC é considerada uma ferramenta de grande utilidade para a busca de 
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novas drogas, contando com o desenvolvimento de modelo celular de diversas doenças e 

terapia celular (Zhang, Zhang et al. 2013). 

 

1.4.2.1 Células-tronco neurais (NSC) 

Em particular, um grande número de estudos demonstrou enorme interesse em 

células-tronco neurais (NSC, do inglês, Neural Stem Cells) por elas poderem ser geradas a 

partir de diferentes tipos de células, como ESC e iPSC ou ainda, por poderem ser obtidas a 

partir de regiões do cérebro adulto em desenvolvimento (Hattiangady e Shetty 2011, 

Hattiangady e Shetty 2012, Shetty 2012, Shetty 2014) (Figura 4). Muitos estudos recentes 

demonstraram que as NSCs podem sobreviver a transplantes intracerebrais, serem 

introduzidas em regiões danificadas do cérebro, secretar fatores neurotróficos, o que 

influencia na sobrevivência de células hospedeiras e promove recuperação funcional em 

modelos de doenças neurológicas (Turner e Shetty 2003, Waldau, Hattiangady et al. 2010, 

Shetty 2011, Shetty 2014, Shetty e Upadhya 2016, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 

Além disso, estudos exploram a possibilidade do uso de NSC como um tratamento 

prospectivo para contenção de epileptogênese e prevenção do desenvolvimento da ELT 

crônica, diminuindo a disfunção de humor e memória causados por danos no hipocampo 

(Chu, Kim et al. 2004, Hattiangady e Shetty 2012). 
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Figura 4. Reprogramação, diferenciação e aplicação das iPSC. Células somáticas adultas podem ser 

reprogramadas através de genes de transfecção gerando células pluripotentes induzidas (iPSC). As iPSC 

podem ser diferenciadas em diversos tipos celulares, incluindo células progenitoras neurais, estas podendo se 

diferenciar em diferentes linhagens neuronais, bem como astrócitos e oligodendrócitos. Essas células 

neurodiferenciadas podem ser utilizadas para diferentes finalidades como geração de modelos celulares de 

diversas patologias, busca por novos fármacos, avaliação da toxicidade e para o uso como terapia celular no 

tratamento de diferentes doeças. Fonte: Stem Cell Technologies.  

 

1.4.3  Terapia celular na epilepsia 

Na epilepsia, a exemplo de outros distúrbios do sistema nervoso central, há perda de 

sub-populações neuronais, o que representa uma consequência importante na patogenia da 

doença. Esta observação vem estimulando a pesquisa que objetiva repor os neurônios 

perdidos durante o processo da doença, bem como os mediadores fisiológicos que eles 

produzem (DaCosta 2012). Nos últimos anos, um grande número de abordagens 

alternativas usando diferentes terapias celulares vem sendo estudado e mostrando inúmeros 

efeitos benéficos no tratamento da epilepsia (Shetty e Hattiangady 2007, Acharya, 

Hattiangady et al. 2008, Shetty 2011), tais como células GABAérgicas (Gernert, Thompson 

et al. 2002, Thompson 2009, Cunningham, Cho et al. 2014, Shetty e Upadhya 2016), 

neurônios/progenitores neurais derivados de células-tronco embrionárias (Ruschenschmidt, 

Koch et al. 2005, Carpentino, Hartman et al. 2008), células precursoras estriatais 

(Hattiangady, Rao et al. 2008), células-tronco/fetais hipocampais (Rao, Hattiangady et al. 

2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, Shen, Liu et al. 2010),  células mononucleares da 

medula óssea (CMMO) (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, 

Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 

2015), células-tronco mesenquimais (CTM) (Li, Ren et al. 2009, Abdanipour, Tiraihi et al. 

2011, Long, Qiu et al. 2013), células-tronco neurais (Chu, Kim et al. 2004, Jing, Shingo et 

al. 2009, Hattiangady, Kuruba et al. 2010, Waldau, Hattiangady et al. 2010, Hattiangady e 

Shetty 2012, Miltiadous, Kouroupi et al. 2013, Hattiangady, Bates et al. 2015), entre outros 

tipos celulares. 

O nosso grupo de pesquisa vem explorando e demonstrando um eficaz potencial 

terapêutico das células mononucleares da medula óssea no modelo experimental de 
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epilepsia induzida por pilocarpina. Em nosso laboratório, demonstrou-se que a 

administração de CMMO em animais com epilepsia aguda impede o aparecimento de CERs 

em curto prazo, bem como diminui a frequência de crises quando os mesmos animais são 

avaliados 120 dias após o transplante (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010). Adicionalmente, 

verificou-se a preservação da densidade de neurônios hipocampais, bem como das sinapses 

na colateral hipocampal de Schaeffer, nos animais que receberam tratamento celular 

quando comparados com controles epilépticos não-tratados. Ainda, em estudos 

subsequentes, demonstramos que há diminuição da frequência de crises não somente 

quando os animais são tratados no período agudo da doença, mas também quando o 

transplante é feito durante o período crônico (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, 

Souza et al. 2012). As CMMO também revertem o déficit cognitivo associado ao modelo 

da pilocarpina (Venturin, Greggio et al. 2011), além de proteger contra a perda neuronal e 

gliose reativa relacionadas ao modelo de epilepsia estudado (Costa-Ferro, Vitola et al. 

2010, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).  

Entretanto, as células administradas foram raramente encontradas no encéfalo dos 

animais transplantados, sugerindo que o mecanismo responsável pela prevenção das crises, 

pela redução da perda neuronal e pela reorganização da rede hipocampal não esteja 

relacionado à diferenciação direta das células imaturas transplantadas em células nervosas. 

Dados obtidos pelo nosso grupo indicam que entre os mecanismos de ação das CMMO 

podem estar relacionados com a modulação da resposta inflamatória, alterando os níveis de 

citocinas como IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10, bem como com a modulação da expressão de 

fatores tróficos BDNF, GDNF, NGF, VEGF e TGF-β1 (Costa-Ferro, Souza et al. 2012, 

Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Recentemente, foi 

demonstrado que o transplante autólogo de CMMO em pacientes com epilepsia do lobo 

temporal mesial apresentou redução das crises recorrentes e uma melhora significativa da 

memória, além de evidenciar também, a segurança do tratamento (DaCosta, Portuguez et al. 

2016). 

Além da avaliação do efeito terapêutico da administração de células-tronco em 

modelos experimentais de epilepsia, estudos vêm evidenciando a utilização de sistemas de 

imagem não-invasivos, como o microPET afim de verificar as repercussões in vivo do 
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transplante dessas células. Esse sistema permite que se visualize e quantifique dados 

moleculares funcionais in vivo em animais de pequeno porte, e tem sido amplamente 

utilizado na investigação de aspectos relacionados à terapia celular na epilepsia, 

especificamente no modelo da pilocarpina. 

A utilização das iPSCs para compreensão dos mecanismos das epilepsias e para 

futuras aplicações terapêuticas está evoluindo rapidamente e se tornando uma estratégia 

singular. Modelos in vitro de iPSC são de valor significativo para investigar novos 

compostos farmacológicos para diversas doenças neurológicas, incluindo a epilepsia. 

Adicionalmente, proporcionam uma alternativa terapêutica com um grande potencial para o 

tratamento da epilepsia do lobo temporal, uma vez que possuem a capacidade de gerar 

células-tronco neurais, progenitores neurais e tipos específicos de neurônios, os quais 

podem se integrar e reparar o sistema nervoso epiléptico. Avanços em várias áreas ainda 

são necessários para impactar significativamente o desenvolvimento de pesquisas na 

epilepsia e a terapia celular utilizando estas abordagens, porém células derivadas de iPSCs 

de pacientes com epilepsia têm demonstrado potencial para revelar subjacentes mecanismos 

envolvidos na doença e identificar potenciais tratamentos (Du e Parent 2015, Parent e 

Anderson 2015, Tidball e Parent 2016). Outra abordagem para utilização de iPSC na 

epilepsia é o seu uso para a terapia celular através do transplante de células-tronco neurais 

derivadas de iPSC em modelos animais e a posterior avaliação dos seus efeitos terapêuticos 

diretamente no cérebro lesionado, acompanhando assim, a integração dessas células em 

redes de desenvolvimento e maturação in vivo.  

Além da sua capacidade para modelar a patologia molecular e celular da epilepsia, 

as iPSCs humanas são uma grande promessa terapêutica como fonte autóloga de material 

para terapia celular para o tratamento das epilepsias (Southwell, Nicholas et al. 2014). Os 

estudos envolvendo a utilização de iPSC para o tratamento da epilepsia em modelos 

experimentais, geralmente, diferenciam as iPSC em células-tronco neurais e/ou 

progenitoras neurais e estas são transplantadas no cérebro de animais com epilepsia. Estes 

estudos buscam explorar a sobrevivência, migração e integração dessas células no sistema 

nervoso, para posteriormente, avaliar os benefícios terapêuticos (Hattiangady and Shetty 

2012, Shetty 2014). Assim como, outros estudos demonstram grande potencial na 
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utilização de interneurônios derivadas de iPSC de pacientes para o tratamento das 

epilepsias (Zipancic, Calcagnotto et al. 2010, Maisano, Litvina et al. 2012, Shetty e 

Upadhya 2016). 
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1. EPILEPSIA 

Estima-se que a incidência da epilepsia atinja cerca de 1% da população nos países 

desenvolvidos e cerca de 2% nos países em desenvolvimento, apesar das dificuldades 

metodológicas para a determinação e obtenção de dados acerca desta doença (Sander and 

Hart 1999, Engel 2001). Atualmente o tratamento medicamentoso das epilepsias é 

essencialmente sintomático, visando primariamente o controle das crises através de 

fármacos antiepilépticos. No entanto, aproximadamente 30% dos pacientes não respondem 

a esta terapêutica, tornando-se refratários ao tratamento (Loscher 2002). 

A epilepsia compreende uma ampla categoria de síndromes caracterizadas por crises 

espontâneas e recorrentes resultantes de um disparo intenso, sincronizado e rítmico de 

populações neuronais no sistema nervoso central (SNC) e de excitabilidade excessiva, na 

ausência de condição tóxico-metabólica ou febril (Gastaut 1973, Rogawski and Porter 

1990, McNamara 1994). Fatores causais, tais como predisposição individual, presença de 

lesão cerebral ou alterações bioquímicas ou elétricas no cérebro podem estar envolvidos no 

desenvolvimento da epilepsia (Guerreiro, Guerreiro et al. 2000).  

 

1.1 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT) 

Entre as epilepsias refratárias ao tratamento medicamentoso, aquelas com origem no 

lobo temporal são as mais frequentes (Valério 1995, Blumcke, Beck et al. 1996, Yacubian 

1998). A epilepsia do lobo temporal (ELT) é caracterizada clinicamente pelo 

desenvolvimento gradativo de crises espontâneas e recorrentes (CERs) – crises parciais 

complexas, com ou sem generalização secundária associada a progressiva perda neuronal e 

declínio do desempenho cognitivo, independentemente da doença subjacente. Na maioria 

das vezes, antes da apresentação de CERs, os pacientes experimentam crises convulsivas 

febris prolongadas na infância ou outros danos iniciais nos primeiros anos de vida, seguido 

de período livre de crises que perdura por um longo tempo.  Alguns estudos sugerem que 

essas crises convulsivas febris prolongadas possam estar envolvidas com o 

desenvolvimento da ELT (Dube, Brewster et al. 2009). 
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Em um estudo foi mostrado diferenças fenotípicas entre os hipocampos de pacientes 

com epilepsia mesial do lobo temporal que apresentaram crises convulsivas febris e os que 

não apresentaram essas crises durante a infância, como por exemplo, maior perda neuronal 

no hipocampo dos pacientes que apresentaram essas crises anteriormente (Bando, Alegro et 

al. 2011). As crises do lobo temporal frequentemente iniciam-se entre os 5-10 anos de vida, 

quando respondem aos fármacos anti-epilépticos, mas recorrem durante a adolescência, ou 

mais tarde, quando, em geral, passam a não mais responder adequadamente ao tratamento 

medicamentoso (Engel 1996).  

As crises do lobo temporal tendem a seguir uma sequência de eventos relativamente 

fixa. Um fenômeno clínico bastante comum nos pacientes com ELT é a presença da aura na 

fase ictal, ou seja, imediatamente antes do início de uma crise parcial complexa. Esta 

consiste de uma sensação de mal epigástrico ascendente, sensações dismnésticas (déjà vu) e 

psíquicas – medo súbito desproposital, alucinações olfatórias e gustativas. As 

manifestações decorrentes das crises parciais complexas, que geralmente duram 1 a 2 

minutos, iniciam com parada de atividade, olhar fixo não responsivo, postura distônica, 

automatismos oroalimentares e motores estereotipados. Após a remissão da crise, o 

paciente pode apresentar desorientação, amnésia do evento, déficit de memória recente e 

afasia. Uma avaliação neuropsicológica do paciente com ELT pode revelar distúrbios de 

memória. Esta disfunção é proporcional ao grau de atrofia das estruturas mesiais, sobretudo 

do hipocampo (Yacubian 1998). 

Na maioria das ELT há comprometimento das estruturas mesiais do lobo temporal, 

estabelecendo-se a esclerose mesial temporal (EMT) (Leite and Cavalheiro 1998). As 

principais modificações fisiopatológicas da EMT incluem morte neuronal, gliose reativa, 

brotamentos de colaterais axônicas das células granulares (fibras musgosas) na região da 

camada molecular interna do giro denteado, alterações na morfologia e localização dos 

dendritos, e neurogênese na camada subgranular do giro denteado (Blumcke, Beck et al. 

1999, Blumcke, Thom et al. 2002, Guedes, Galvis-Alonso et al. 2006). Alguns pacientes 

com ELT, também, podem apresentar esclerose do lobo temporal associada com a esclerose 

hipocampal. A ELT com a esclerose do hipocampo é frequentemente associada com 

comprometimento da memória (Motamedi e Meador, 2003). Em um estudo foi verificado 
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que, aproximadamente, 11% dos pacientes com esclerose hipocampal eram acompanhados 

de esclerose do lobo temporal, sugerindo que este processo seja acompanhado de uma 

displasia re-organizacional e uma extensão da EMT como uma patologia separada (Thom, 

Eriksson et al. 2009). 

A perda de sub-populações neuronais específicas é uma característica de diversos 

distúrbios neurológicos, e em grande parte dos casos de epilepsia do lobo temporal ocorre 

extensiva perda neuronal dentro de regiões específicas do hipocampo. Em estudos sobre a 

EMT, observou-se uma perda neuronal gradual nos vários subcampos hipocampais (Figura 

1) atingindo em ordem decrescente: CA1 e setor de Sommer (pró-subículo); hilo do giro 

denteado (GD) e CA3; células granulares do GD e CA2 (Blumcke, Beck et al. 1999). 

Também aparece perda neuronal em outras áreas mesiais temporais como na camada III do 

córtex entorrinal (Du, Whetsell et al. 1993) e no núcleo lateral da amígdala (Pitkanen, 

Tuunanen et al. 1998). 

 

 

Figura 1. Figura comparativa entre hipocampo humano normal e esclerótico. A) Espécimem de autópsia 

controle mostrando hipocampo humano normal. B) Esclerose hipocampal em Espécimem cirúrgico, com 

perda neuronal extensiva no hilo (h) e nas áreas de CA3 e CA1, e sobrevivência de neurônios de CA2 e 

subiculares (sub) (Sloviter 2005) 

 

Existem teorias que tentam explicar como a estrutura hipocampal está envolvida 

com o início das CERs, sendo que a morte das células musgosas da região hilar parece ser 

um mecanismo fundamental para o quadro epileptogênico. A teoria das “células em cesto 
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dormentes” postula que a morte neuronal do hilo do giro denteado promove uma perda da 

excitação das células GABAérgicas em forma de cesto, que por sua vez deixam de inibir as 

células granulares e estas passam a apresentar maior saída excitatória. Já a hipótese do 

“brotamento sináptico” propõe que a perda do alvo das células granulares, provocada pela 

morte das células musgosas, induz uma reorganização sináptica e axonal destas em direção 

à camada molecular interna do hilo do giro denteado, criando um circuito recorrente 

monossináptico excitatório entre as células granulares. A veracidade destas teorias tem sido 

contestada tanto do ponto de vista fisiológico como anatômico. No entanto, acredita-se que 

estas hipóteses não são excludentes, e que tanto os mecanismos de reorganização axonal, 

como os de desinibição poderiam estar envolvidos no processo de epileptogênese da EMT 

(Sloviter 1991, Leite and Cavalheiro 1998). 

 

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA 

Foram desenvolvidos diversos modelos animais de epilepsia ou de crises 

epilépticas. Os principais induzem uma cascata de eventos moleculares e estruturais que 

resultam em modificações nas propriedades neuronais intrínsecas, bem como nas redes 

neuronais, tornando-as epileptogênicas. Nos modelos denominados agudos, o animal 

apresenta crises convulsivas somente durante a ação do agente indutor, enquanto que nos 

modelos ditos crônicos as crises recorrem a intervalos variados de tempo após a indução, 

podendo acompanhar toda a vida do animal (Cavalheiro, Leite et al. 1991, Sanabria and 

Cavalheiro 2000). Dentre os modelos crônicos de epilepsia sintomática incluem os modelos 

nos quais a epilepsia é induzida por métodos químicos ou elétricos em animais previamente 

sadios (Kandratavicius, Balista et al. 2014). Já os modelos genéticos empregam animais 

com mutações espontâneas ou animais transgênicos e knockout para o desenvolvimento da 

epilepsia (Suzuki 2004).  

Os principais modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal envolvem 

condições nas quais a epilepsia é consequência de um dano encefálico induzido por um 

episódio agudo de status epilepticus (SE), este podendo ser desencadeado através da 

aplicação de convulsivantes químicos, como pilocarpina (PILO) ou ácido caínico (KA), e 

pode durar várias horas (Cavalheiro, Riche et al. 1982, Leite, Bortolotto et al. 1990). O 
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dano cerebral induzido pelo SE nos animais pode ser considerado equivalente à uma injúria 

precipitante inicial vista em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial, a qual 

geralmente é apresentada como crise febril prolongada (Mathern, Babb et al. 1996). Nesses 

modelos, o SE é interrompido depois de determinado tempo e é seguido de um período 

latente variável (Leite, Garcia-Cairasco et al. 2002). Após o período latente, inicia-se a fase 

crônica, que se caracteriza pela ocorrência de crises espontâneas e recorrentes, as quais 

podem persistir por toda a vida (Coulter, McIntyre et al. 2002). Assim, em geral, estes 

modelos reproduzem melhor a epilepsia humana, porque apresentam CERs precedidas por 

uma fase de latência e alterações neuropatológicas semelhantes àquelas encontradas em 

indivíduos com ELT. Os avanços tecnológicos permitiram estudos funcionais/metabólicos 

do cérebro, tais como os exames de tomografia por emissão de pósitrons (PET, do inglês 

Positron Emission Tomography) utilizando a flúor-desoxiglicose marcada com Flúor-18 

(18F-FDG) que permite visualizar a atividade metabólica cerebral utilizando equipamentos 

de microPET para animais de pequeno porte (Mirrione, Schiffer et al. 2007). Esta técnica 

tem sido utilizada na investigação das alterações metabólicas no cérebro de vários 

distúrbios cerebrais, incluindo a epilepsia e doenças neurodegenerativas, e podem agora ser 

avaliados em animais de pequeno porte (Goffin, Bormans et al. 2008, Guo, Gao et al. 2009, 

Jupp, Williams et al. 2012, Lee, Park et al. 2012, Choi, Kim et al. 2014, Zimmer, Parent et 

al. 2014).  

Tanto na epilepsia do lobo temporal humana quanto em modelos experimentais de 

epilepsia crônica, a perda progressiva de neurônios correlaciona-se com o acometimento de 

estruturas importantes na memória e aprendizagem, comprometendo estas funções 

(Sarkisian, Tandon et al. 1997).  Evidências clínicas, complementadas por estudos pré-

clínicos sugerem que há um grande déficit cognitivo após o SE, inferido através de medidas 

de aprendizagem ou memória. Em particular, há relatos do comprometimento tanto da 

memória explícita, quanto da memória implícita (Liu, Gatt et al. 1994, Holmes 1997). A 

propagação das crises a partir dos focos epilépticos para as áreas adjacentes é acompanhada 

por vários sintomas comportamentais e cognitivos, uma vez que várias das regiões 

responsáveis por essas funções são afetadas na ELT (Vlooswijk, Jansen et al. 2010, 

Braakman, van der Kruijs et al. 2012).  
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 O hipocampo é uma região vital para as funções de memória, cognição, depressão e 

humor (Deng, Aimone et al. 2010, Samuels e Hen 2011), sendo a região mais afetada pela 

epilepsia do lobo temporal. Desta perspectiva, estratégias de intervenção que são eficientes 

para prevenir ou restringir a progressão da lesão na memória, disfunção de humor e 

desenvolvimento da epilepsia crônica possui imenso valor. As intervenções terapêuticas 

ideais são aquelas capazes de promover neurogênese com a incorporação adequada de 

novos neurônios nos circuitos hipocampais danificados (Shetty 2014). Esses requisitos são 

importantes porque a neurogênese do hipocampo desempenha papéis vitais na formação de 

memórias dependentes do hipocampo e a manutenção da função humoral (Deng, Aimone et 

al. 2010, Snyder, Soumier et al. 2011). Assim como, a probabilidade de que a neurogênese 

anormal segue após a lesão e contribui para uma reorganização sináptica aberrante no 

hipocampo, bem como, disfunções de memória e humor, e o desenvolvimento da ELT 

crônica (Scharfman e Gray 2007, Shetty 2014).  

 

1.2.1 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina 

Dentre os modelos farmacológicos disponíveis, o da epilepsia induzida por 

pilocarpina (PILO; um agonista colinérgico muscarínico) é um dos que mais se aproxima 

da ELT. Inicialmente descrito por Turski e colaboradores (Turski, Cavalheiro et al. 1983), 

este modelo crônico de epilepsia tem sido utilizado com o intuito de avaliar os mecanismos 

envolvidos na epilepsia da infância bem como as consequências imediatas e tardias das 

crises epilépticas. Este modelo reproduz as condições necessárias para a indução de uma 

sintomatologia semelhante àquela observada durante uma crise epiléptica, bem como 

alterações morfológicas idênticas às observadas em tecido epiléptico humano (Cavalheiro, 

Leite et al. 1991).  

Extraída das folhas das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus 

microphyllus, a PILO é um alcalóide que induz um estado comportamental crônico que 

parece depender da facilitação de descargas em salva em neurônios hipocampais, por meio 

do bloqueio de correntes iônicas de potássio, que são dependentes da ativação muscarínica 

(IM) (Sanabria e Cavalheiro 2000). A partir da ativação de muitos neurônios durante o SE 
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induzido pela PILO, ocorre uma ativação secundária do sistema glutamatérgico e assim, 

excitotoxicidade no hipocampo e demais estruturas. O dano neuronal excitotóxico agudo 

associado a outras alterações moleculares leva a morte neuronal, mecanismos de 

reorganização sináptica, sinaptogênese e neurogênese no giro denteado, bem como 

mudanças nas propriedades eletrofisiológicas neuronais. Alterações decorrentes na 

circuitaria hipocampal compõem um quadro permanente de epileptogênese (Sanabria e 

Cavalheiro 2000). 

O modelo de pilocarpina é amplamente utilizado em uma série de estudos. 

Dependendo dos objetivos dos experimentos, são usadas diferentes dosagens de 

pilocarpina, procedimentos de pré e pós-tratamento, e também, diversas linhagens de 

animais (Curia, Longo et al. 2008). Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro 

de, no mínimo, 30 minutos. Os ratos apresentam crises epilépticas de intensidade variável, 

caracterizadas por imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, 

ataxia e crises tônico-clônicas. Esta crise aguda é seguida por um período latente, com 

normalização progressiva do EEG, sendo uma fase em que o animal permanece sem crises 

comportamentais e que dura em média 14 a 25 dias. A partir daí, surgem crises epilépticas 

espontâneas recorrentes, caracterizando a fase crônica (Leite, Bortolotto et al. 1990, 

Cavalheiro, Leite et al. 1991). Neste modelo, a perda neuronal está localizada 

principalmente nas regiões do hipocampo, córtex piriforme e entorrinal, tálamo, amígdala e 

neocórtex (Turski, Cavalheiro et al. 1983). Além disso, a extensão da lesão hipocampal está 

diretamente relacionada com a duração do SE (Lemos e Cavalheiro 1995).  

 

1.2.2 Modelo experimental de Epilepsia Induzida por Ácido Caínico (KA) 

O ácido cainico (KA) é um análogo de L-glutamato e um agonista de receptores de 

cainato ionotrópicos extraído de algas vermelhas (Digenea simplex) encontradas em águas 

tropicais e subtropicais. Assim como o modelo da pilocarpina, o modelo de epilepsia 

induzida pelo KA também é amplamente utilizado para o estudo da ELT (Levesque e Avoli 

2013) e foi um dos primeiros compostos utilizados para modelar ELT em roedores 

(Sharma, Reams et al. 2007). A administração sistêmica ou intracerebral de KA causa 

despolarização neuronal, principalmente no hipocampo, consequentemente dando origem 
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às crises epilépticas (Ben-Ari, Lagowska et al. 1979, Cavalheiro, Riche et al. 1982, Hellier, 

Patrylo et al. 1998).  

Os animais submetidos a injeção de KA apresentam crises espontâneas e 

recorrentes, com generalização secundária na maioria das vezes  e freqüência variável, e 

geralmente acompanhada de esclerose hipocampal (Raedt, Van Dycke et al. 2009). As 

crises comportamentais são muito similares àquelas apresentadas no modelo da pilocarpina, 

com três fases típicas da epilepsia: fase aguda, fase latente e fase crônica (Leite, Garcia-

Cairasco et al. 2002). Para a indução de SE por injeção de KA sistêmica, os animais 

geralmente recebem doses graduais via intraperitoneal  (Rao, Hattiangady et al. 2006, 

Hattiangady e Shetty 2010), e doses menores para a administração intracerebral (Shetty, 

Zaman et al. 2005).  

Os animais apresentam crises epilépticas de intensidade variável, caracterizadas por 

imobilidade, tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises 

tônico-clônicas, mais uma vez semelhante ao modelo da pilocarpina. Esta crise aguda é 

seguida por um período latente, com normalização progressiva do EEG 

(eletroencefalograma), sendo uma fase em que o animal permanece sem crises 

comportamentais e que dura em média 30 a 60 dias. A partir daí, surgem crises epilépticas 

espontâneas recorrentes, caracterizando a fase crônica do modelo (Rao, Hattiangady et al. 

2006, Hattiangady e Shetty 2008). 

 

1.3 DEPRESSÃO NA EPILEPSIA 

A depressão representa uma das comorbidades mais comuns em pacientes com 

epilepsia (Kanner 2003). Embora os aspectos psicossociais desses pacientes possam 

contribuir para a depressão associada à epilepsia, existe um consenso crescente de que esta 

condição tem base neurobiológica (Kanner 2005). Evidências clínicas e experimentais 

sugerem que os desequilíbrios em tais neurotransmissores como GABA, glutamato, 

norepinefrina e serotonina, os quais são comumente observados em pacientes com 

epilepsia, podem contribuir para o desenvolvimento da depressão (Kanner 2006, 
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Kondziella, Alvestad et al. 2007). Um estudo clínico enfatizou deficiências similares no 

funcionamento do sistema adrenocortical hipotalâmico pituitário em pacientes com 

epilepsia e aqueles com depressão (Zobel, Barkow et al. 2004). Alguns relatos clínicos têm 

implicado a neurodegeneração ou disfunção do hipocampo no desenvolvimento de 

depressão em pacientes com epilepsia (Gilliam, Maton et al. 2007, Shamim, Hasler et al. 

2009). 

O estabelecimento e a validação de modelos animais que apresentem essa 

comorbidade na epilepsia são fundamentais para a compreensão dos mecanismos dessa 

condição, e para o desenvolvimento pré-clínico de novas terapias. A depressão tem sido 

descrita em alguns modelos de epilepsia experimental (Sarkisova, Midzianovskaia et al. 

2003, Jones, Salzberg et al. 2008, Mazarati, Siddarth et al. 2008). De fato, vários 

medicamentos antiepilépticos, podem causar comportamento depressivo, enquanto alguns 

antidepressivos aumentam o risco de crises, particularmente em situações de overdose 

(Hesdorffer e Kanner 2009). A intervenção cirúrgica da epilepsia pode ser uma eficiente 

opção para estes pacientes, mas a remoção da área epileptogênica pode determinar eventual 

perda de funções cerebrais limitando o número de pacientes que podem receber este 

tratamento (Paglioli, Palmini et al. 2004, Paglioli, Palmini et al. 2006). Dentro desse 

panorama, torna-se fundamental que sejam estudadas e disponibilizadas novas alternativas 

terapêuticas, entre elas a terapia com células-tronco. 

 

1.4 TERAPIA CELULAR 

As células-tronco (CT) representam uma unidade natural do desenvolvimento 

embrionário e da reparação tecidual e constituem um subconjunto de células imaturas, que 

têm como característica serem indiferenciadas e não-especializadas. Assim, estas células 

apresentam a capacidade tanto de se autorregenerar, quanto de se diferenciar através de 

uma determinada via molecular e originar diferentes linhagens celulares (Figura 2) 

(Morrison, Shah et al. 1997). 

As células-tronco são em geral classificadas como células-tronco embrionárias e 

células-tronco adultas ou somáticas. As células-tronco embrionárias são derivadas do 
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blastocisto e são consideradas pluripotentes, isto é, têm a capacidade de originar células 

derivadas das três camadas germinativas: mesoderma, endoderma e ectoderma. Já as 

células-tronco adultas ou somáticas são células indiferenciadas que, no entanto, se 

encontram em tecidos diferenciados (especializados). Essas células são responsáveis pelo 

reabastecimento tecidual ao longo da vida e estão presentes na maioria dos tecidos, tais 

como, o sangue, a pele, o fígado, o coração e o cérebro (Morrison, Shah et al. 1997, Kaji e 

Leiden 2001). 

 

Figura 2. Modelo da diferenciação das células-tronco. A partir de uma célula pluripotente, as células-

tronco perdem gradualmente seu potencial de diferenciação. Células-tronco multipotentes têm potencial de 

transdiferenciação em linhagem neuronal. HSC: célula-tronco hematopoiética; MSC: célula-tronco 

mesenquimal; NSC: célula-tronco neural. Adaptado de Carney e Shah, 2011 (Carney e Shah 2011). 

 

Como resultado do progresso contínuo do conhecimento a respeito da capacidade 

regenerativa do sistema nervoso e do potencial terapêutico das células-tronco, houve um 

grande aumento no interesse em se estudar estratégias baseadas em terapia celular para o 

tratamento de doenças neurológicas (Figura 3). A hipótese se baseia na ideia de que, uma 

vez introduzidas no SNC, essas células poderiam promover a reposição das células perdidas 

durante o curso da doença ou ainda modular a regeneração endógena e cascatas 

inflamatórias através da expressão de fatores tróficos. 
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Figura 3. Aplicação de células tronco no SNC. As células-tronco seriam isoladas e transplantadas no 

cérebro doente ou medula espinhal, diretamente ou após pré-diferenciação em cultura para tipos específicos 

de neurônios e células gliais (Lindvall e Kokaia 2006). 

 

Dois tecidos amplamente utilizados para a coleta de células-tronco adultas são a 

medula óssea e o sangue de cordão umbilical.  Nestes tecidos, as células-tronco são 

encontradas na fração mononuclear que, após separadas das demais células, apresentam a 

importante característica de expressarem marcadores de células indiferenciadas (Kobylka, 

Ivanyi et al. 1998). 

Recentemente, estudos têm demonstrado que o transplante de células-tronco tem 

melhorado a função em modelos experimentais de acidentes vasculares cerebrais (Haas, 

Weidner et al. 2005), doença de Parkinson (Kim, Auerbach et al. 2002), doença de 

Huntington (Dunnett e Rosser 2004), traumatismo raquimedular (Koda, Okada et al. 2005, 

Kaminski, Falavigna et al. 2013), esclerose lateral amiotrófica (Venturin, Greggio et al. 

2016), hipóxia-isquêmia (de Paula, Vitola et al. 2012, Greggio, de Paula et al. 2014) e 

epilepsia (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).  
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1.4.1 Células-tronco da medula óssea (CTMO) 

A MO é uma fonte permanente de células-tronco e contém três tipos de populações: 

células-tronco hematopoiéticas (CTH), células-tronco mesenquimais (CTM) e 

possivelmente progenitoras endoteliais (Korbling e Estrov 2003). Já foi demonstrado que as 

células da MO podem dar origem, in vivo, a células de outras  linhagens como  microglia  e 

neurônios  (Eglitis, Dawson et al. 1999, Brazelton, Rossi et al. 2000, Mezey, Chandross et 

al. 2000).  A incorporação destas células no tecido nervoso parece ser intensificada frente a 

um dano tecidual. Ainda, mesmo que estas células não regenerem o tecido lesado por 

diferenciação em determinado tipo celular, é provável que a recuperação de funções 

cerebrais ou estabilização da doença neurológica ocorra por outros mecanismos biológicos, 

tais como, a liberação de citocinas, ativação de células endógenas ou expressão/modulação 

de fatores tróficos. Além disso, as células-tronco da MO têm se mostrado eficazes em 

muitos estudos com modelos experimentais de inúmeras doenças do sistema nervoso, como 

em lesões da medula espinhal  (Koda, Okada et al. 2005), acidentes vasculares cerebrais  

(Haas, Weidner et al. 2005), doença de Parkinson (Levy, Bahat-Stroomza et al. 2008) e 

também na epilepsia (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-

Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015). 

A fração de células mononucleares da medula óssea (CMMO) utilizada como 

tratamento neste trabalho consiste em diferentes tipos celulares, incluindo monócitos, 

precursores mesenquimais e endoteliais, que podem ter diferentes potenciais terapêuticos 

(Costa-Ferro, Souza et al. 2012). Essas células podem ser facilmente obtidas a partir de um 

pequeno volume de medula óssea do próprio paciente, sem necessidade de serem 

expandidas em culturas, evitando maiores manipulações. Portanto, as CMMO fornecem 

uma fonte facilmente acessível de células para a realização de transplantes autólogos, 

visando a translação deste tratamento na epilepsia. 
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1.4.2 Células-tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC) 

A Transferência Nuclear de Células Somáticas (SCNT do inglês Somatic Cell 

Nuclear Transfer), desenvolvida por John Gurdon, em 1962, foi a técnica precursora da 

reprogramação de células somáticas, mostrando que ovócitos de anfíbios anucleados são 

capazes de restaurar a pluripotência ao material nuclear extraído de células adultas (Gurdon 

1962). Após, a técnica SCNT foi reproduzida em diversos tipos celulares, incluindo 

humanos e outros mamíferos (Campbell, McWhir et al. 1996, Chesne, Adenot et al. 2002, 

Chung, Eum et al. 2014, Nityanandam e Baldwin 2015). 

A técnica de geração de células pluripotentes através da reprogramação de 

fibroblastos de camundongos, e após, de células humanas, foi desenvolvida pelos 

pesquisadores japoneses Kazutoshi Takahashi e Shinya Yamanaka (Takahashi e Yamanaka 

2006, Takahashi, Tanabe et al. 2007). Em seus experimentos, os pesquisadores realizaram a 

reprogramação de células somáticas através da ativação de fatores de transcrição pela 

transfecção de genes que conferem a pluripotência celular. Estas células foram 

reprogramadas pela adição de quatro diferentes genes: OCT4, KLF-4, SOX-2, E C-MYC, 

por meio de vetores virais. As células produzidas por esse método são chamadas de células-

tronco pluripotentes induzidas (iPSC do inglês Induced Pluripotent Stem Cells) e são muito 

similares às células-tronco embrionárias (ESC, do inglês Embryonic Stem Cells), 

apresentando as mesmas características de auto renovação e potencial de diferenciação em 

linhagens dos três folhetos embrionários (Fries, Blieden et al. 1994, Takahashi e Yamanaka 

2006). O Prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia, no ano de 2012, foi dividido entre os 

pesquisadores Gurdon e Yamanaka, por apresentaram uma mudança no paradigma 

referente à compreensão da diferenciação celular e da plasticidade de células diferenciadas 

(Nityanandam e Baldwin 2015). 

Desde então, diversos métodos visando aumentar a eficiência de protocolos de 

reprogramação, manutenção e diferenciação das iPSC vem sendo aprimorados e 

desenvolvidos com sucesso, permitindo a geração de vários subtipos celulares in vitro. As 

iPSC podem ser geradas de pacientes portadores de uma determinada doença ou indivíduos 

saudáveis e, posteriormente, diferenciadas em células adultas específicas. A diferenciação 

celular a partir das iPSC é considerada uma ferramenta de grande utilidade para a busca de 
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novas drogas, contando com o desenvolvimento de modelo celular de diversas doenças e 

terapia celular (Zhang, Zhang et al. 2013). 

 

1.4.2.1 Células-tronco neurais (NSC) 

Em particular, um grande número de estudos demonstrou enorme interesse em 

células-tronco neurais (NSC, do inglês, Neural Stem Cells) por elas poderem ser geradas a 

partir de diferentes tipos de células, como ESC e iPSC ou ainda, por poderem ser obtidas a 

partir de regiões do cérebro adulto em desenvolvimento (Hattiangady e Shetty 2011, 

Hattiangady e Shetty 2012, Shetty 2012, Shetty 2014) (Figura 4). Muitos estudos recentes 

demonstraram que as NSCs podem sobreviver a transplantes intracerebrais, serem 

introduzidas em regiões danificadas do cérebro, secretar fatores neurotróficos, o que 

influencia na sobrevivência de células hospedeiras e promove recuperação funcional em 

modelos de doenças neurológicas (Turner e Shetty 2003, Waldau, Hattiangady et al. 2010, 

Shetty 2011, Shetty 2014, Shetty e Upadhya 2016, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 

Além disso, estudos exploram a possibilidade do uso de NSC como um tratamento 

prospectivo para contenção de epileptogênese e prevenção do desenvolvimento da ELT 

crônica, diminuindo a disfunção de humor e memória causados por danos no hipocampo 

(Chu, Kim et al. 2004, Hattiangady e Shetty 2012). 
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Figura 4. Reprogramação, diferenciação e aplicação das iPSC. Células somáticas adultas podem ser 

reprogramadas através de genes de transfecção gerando células pluripotentes induzidas (iPSC). As iPSC 

podem ser diferenciadas em diversos tipos celulares, incluindo células progenitoras neurais, estas podendo se 

diferenciar em diferentes linhagens neuronais, bem como astrócitos e oligodendrócitos. Essas células 

neurodiferenciadas podem ser utilizadas para diferentes finalidades como geração de modelos celulares de 

diversas patologias, busca por novos fármacos, avaliação da toxicidade e para o uso como terapia celular no 

tratamento de diferentes doeças. Fonte: Stem Cell Technologies.  

 

1.4.3  Terapia celular na epilepsia 

Na epilepsia, a exemplo de outros distúrbios do sistema nervoso central, há perda de 

sub-populações neuronais, o que representa uma consequência importante na patogenia da 

doença. Esta observação vem estimulando a pesquisa que objetiva repor os neurônios 

perdidos durante o processo da doença, bem como os mediadores fisiológicos que eles 

produzem (DaCosta 2012). Nos últimos anos, um grande número de abordagens 

alternativas usando diferentes terapias celulares vem sendo estudado e mostrando inúmeros 

efeitos benéficos no tratamento da epilepsia (Shetty e Hattiangady 2007, Acharya, 

Hattiangady et al. 2008, Shetty 2011), tais como células GABAérgicas (Gernert, Thompson 

et al. 2002, Thompson 2009, Cunningham, Cho et al. 2014, Shetty e Upadhya 2016), 

neurônios/progenitores neurais derivados de células-tronco embrionárias (Ruschenschmidt, 

Koch et al. 2005, Carpentino, Hartman et al. 2008), células precursoras estriatais 

(Hattiangady, Rao et al. 2008), células-tronco/fetais hipocampais (Rao, Hattiangady et al. 

2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, Shen, Liu et al. 2010),  células mononucleares da 

medula óssea (CMMO) (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010, Venturin, Greggio et al. 2011, 

Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 

2015), células-tronco mesenquimais (CTM) (Li, Ren et al. 2009, Abdanipour, Tiraihi et al. 

2011, Long, Qiu et al. 2013), células-tronco neurais (Chu, Kim et al. 2004, Jing, Shingo et 

al. 2009, Hattiangady, Kuruba et al. 2010, Waldau, Hattiangady et al. 2010, Hattiangady e 

Shetty 2012, Miltiadous, Kouroupi et al. 2013, Hattiangady, Bates et al. 2015), entre outros 

tipos celulares. 

O nosso grupo de pesquisa vem explorando e demonstrando um eficaz potencial 

terapêutico das células mononucleares da medula óssea no modelo experimental de 
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epilepsia induzida por pilocarpina. Em nosso laboratório, demonstrou-se que a 

administração de CMMO em animais com epilepsia aguda impede o aparecimento de CERs 

em curto prazo, bem como diminui a frequência de crises quando os mesmos animais são 

avaliados 120 dias após o transplante (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010). Adicionalmente, 

verificou-se a preservação da densidade de neurônios hipocampais, bem como das sinapses 

na colateral hipocampal de Schaeffer, nos animais que receberam tratamento celular 

quando comparados com controles epilépticos não-tratados. Ainda, em estudos 

subsequentes, demonstramos que há diminuição da frequência de crises não somente 

quando os animais são tratados no período agudo da doença, mas também quando o 

transplante é feito durante o período crônico (Venturin, Greggio et al. 2011, Costa-Ferro, 

Souza et al. 2012). As CMMO também revertem o déficit cognitivo associado ao modelo 

da pilocarpina (Venturin, Greggio et al. 2011), além de proteger contra a perda neuronal e 

gliose reativa relacionadas ao modelo de epilepsia estudado (Costa-Ferro, Vitola et al. 

2010, Costa-Ferro, Souza et al. 2012).  

Entretanto, as células administradas foram raramente encontradas no encéfalo dos 

animais transplantados, sugerindo que o mecanismo responsável pela prevenção das crises, 

pela redução da perda neuronal e pela reorganização da rede hipocampal não esteja 

relacionado à diferenciação direta das células imaturas transplantadas em células nervosas. 

Dados obtidos pelo nosso grupo indicam que entre os mecanismos de ação das CMMO 

podem estar relacionados com a modulação da resposta inflamatória, alterando os níveis de 

citocinas como IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-10, bem como com a modulação da expressão de 

fatores tróficos BDNF, GDNF, NGF, VEGF e TGF-β1 (Costa-Ferro, Souza et al. 2012, 

Leal, Costa-Ferro et al. 2014, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Recentemente, foi 

demonstrado que o transplante autólogo de CMMO em pacientes com epilepsia do lobo 

temporal mesial apresentou redução das crises recorrentes e uma melhora significativa da 

memória, além de evidenciar também, a segurança do tratamento (DaCosta, Portuguez et al. 

2016). 

Além da avaliação do efeito terapêutico da administração de células-tronco em 

modelos experimentais de epilepsia, estudos vêm evidenciando a utilização de sistemas de 

imagem não-invasivos, como o microPET afim de verificar as repercussões in vivo do 
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transplante dessas células. Esse sistema permite que se visualize e quantifique dados 

moleculares funcionais in vivo em animais de pequeno porte, e tem sido amplamente 

utilizado na investigação de aspectos relacionados à terapia celular na epilepsia, 

especificamente no modelo da pilocarpina. 

A utilização das iPSCs para compreensão dos mecanismos das epilepsias e para 

futuras aplicações terapêuticas está evoluindo rapidamente e se tornando uma estratégia 

singular. Modelos in vitro de iPSC são de valor significativo para investigar novos 

compostos farmacológicos para diversas doenças neurológicas, incluindo a epilepsia. 

Adicionalmente, proporcionam uma alternativa terapêutica com um grande potencial para o 

tratamento da epilepsia do lobo temporal, uma vez que possuem a capacidade de gerar 

células-tronco neurais, progenitores neurais e tipos específicos de neurônios, os quais 

podem se integrar e reparar o sistema nervoso epiléptico. Avanços em várias áreas ainda 

são necessários para impactar significativamente o desenvolvimento de pesquisas na 

epilepsia e a terapia celular utilizando estas abordagens, porém células derivadas de iPSCs 

de pacientes com epilepsia têm demonstrado potencial para revelar subjacentes mecanismos 

envolvidos na doença e identificar potenciais tratamentos (Du e Parent 2015, Parent e 

Anderson 2015, Tidball e Parent 2016). Outra abordagem para utilização de iPSC na 

epilepsia é o seu uso para a terapia celular através do transplante de células-tronco neurais 

derivadas de iPSC em modelos animais e a posterior avaliação dos seus efeitos terapêuticos 

diretamente no cérebro lesionado, acompanhando assim, a integração dessas células em 

redes de desenvolvimento e maturação in vivo.  

Além da sua capacidade para modelar a patologia molecular e celular da epilepsia, 

as iPSCs humanas são uma grande promessa terapêutica como fonte autóloga de material 

para terapia celular para o tratamento das epilepsias (Southwell, Nicholas et al. 2014). Os 

estudos envolvendo a utilização de iPSC para o tratamento da epilepsia em modelos 

experimentais, geralmente, diferenciam as iPSC em células-tronco neurais e/ou 

progenitoras neurais e estas são transplantadas no cérebro de animais com epilepsia. Estes 

estudos buscam explorar a sobrevivência, migração e integração dessas células no sistema 

nervoso, para posteriormente, avaliar os benefícios terapêuticos (Hattiangady and Shetty 

2012, Shetty 2014). Assim como, outros estudos demonstram grande potencial na 
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utilização de interneurônios derivadas de iPSC de pacientes para o tratamento das 

epilepsias (Zipancic, Calcagnotto et al. 2010, Maisano, Litvina et al. 2012, Shetty e 

Upadhya 2016). 
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Capítulo II 
 

Efeito do transplante de células mononucleares da medula óssea sobre o 

metabolismo cerebral da glicose in vivo e o comportamento depressivo no 

modelo experimental de epilepsia crônica induzido por pilocarpina. 
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RESUMO 

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é um dos tipos mais comuns de epilepsia na população 

mundial, e muitas vezes, consequentemente, é acompanhada por comorbidades como a 

depressão. A depressão tem sido considerada uma importante comorbidade da epilepsia, 

sendo relatada tanto em pacientes com ELT quanto em modelos experimentais de epilepsia. 

No entanto, não há um consenso estabelecido sobre quais regiões cerebrais estão associadas 

com a manifestação da depressão na epilepsia. Com a alta refratariedade da ELT, novas 

alternativas terapêuticas têm sido avaliadas como, por exemplo, a terapia celular. O 

transplante de células mononucleares da medula óssea (CMMO) vem sendo utilizado para o 

tratamento da epilepsia e tem mostrado um grande número de efeitos benéficos nesta 

neuropatologia. A epilepsia afeta o consumo de glicose cerebral, bem como a rede 

metabólica e a conectividade entre regiões cerebrais. Por outro lado, o PET com 18F-FDG 

tem sido amplamente utilizado para investigar o metabolismo cerebral em pacientes com 

ELT ou distúrbios depressivos e na investigação experimental em animais de pequeno porte 

avaliados por imagens obtidas no microPET. Nós investigamos longitudinalmente as 

alterações no metabolismo cerebral da glicose no modelo de epilepsia induzido por 

pilocarpina e observamos o efeito do transplante das CMMO no comportamento depressivo 

e no metabolismo cerebral de FDG durante a fase crônica da epilepsia. Nossos resultados 

evidenciaram que os ratos tratados com pilocarpina apresentaram comportamento 

semelhante àqueles observados na depressão associado a menor metabolismo de 18F-FDG 

em várias regiões cerebrais relacionadas à fisiopatologia da epilepsia e da depressão 

durante a fase crônica. O tratamento com CMMO reduziu a disfunção cognitiva e o 

comportamento depressivo mostrado pelos animais cronicamente epiléticos. No entanto, o 

transplante CMMO parece não afetar o metabolismo cerebral da glicose nesses animais. 

Adicionalmente, encontramos uma rede metabólica hipersincrônica nos animais 

cronicamente epilépticos e uma rede metabólica reduzida em animais tratados com as 

CMMO, semelhante aos animais controles. Este estudo corrobora com evidências 

adicionais de comportamento depressivo como comorbidade no modelo de epilepsia 

induzida pela pilocarpina associado a significativa alteração do metabolismo da glicose e da 

rede metabólica entre as regiões cerebrais envolvidas em ambas as patologias. Além disso, 

este estudo sugeriu um potencial efeito do transplante de CMMO para redução da 
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frequência de crises, déficit cognitivo e comportamento depressivo, bem como contribuiu 

para normalização da rede metabólica em animais cronicamente epiléticos. 
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ABSTRACT 

 

Temporal lobe epilepsy (TLE) is one of the most common kind of epilepsy syndromes 

in the world population. Depression is an important comorbidity of epilepsy. It has been 

reported in patients with TLE and different experimental models of epilepsy. However, 

there is no established consensus about which brain regions are associated with the 

manifestation of depression in epilepsy. BMMC transplantation has been used for treatment 

of epilepsy and has showed a large number of benefit effects in this neuropathology.  18F-

FDG has been widely used to investigate the cerebral metabolism in patients with TLE or 

depression disorders, and recently in animal models using microPET imaging. We 

investigate longitudinally the alterations in cerebral glucose metabolism in rats submitted to 

the pilocarpine model and observe the effect of BMMC transplantation in cerebral FDG 

uptake to correlate it to depressive behavior during the chronic phase of epilepsy. Our 

results demonstrated that pilocarpine-treated rats showed depression-like behavior and 

reduced 18F-FDG uptake in several brain regions related to the pathophysiology of both 

epilepsy and depression during chronic phase. Besides, BMMC treatment reduced cognitive 

dysfunction and depressive-like behavior showed by chronically epileptic rats. However, 

the BMMC transplantation did not affect the brain glucose metabolism in those animals. 

Additionally, we found a hypersynchrony metabolic network in the chronically epileptic 

animals, and reduced connectivity in BMMC-treated animals, similar to Control rats. This 

study suggests further evidence of depressive behavior as a comorbidity in the pilocarpine-

induced epilepsy model, and an important alteration of glucose metabolism and metabolic 

network among brain regions of interest for both pathologies. Additionally, this study 

suggested a potential effect of BMMC transplantation for reduction of seizure frequency, 

cognitive deficits and depressive-like behavior, as well as contribute to normalize the 

connectivity in the metabolic network in chronically epileptic animals. 
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar as alterações do metabolismo cerebral da glicose in vivo em ratos 

submetidos ao modelo da pilocarpina e monitorar a resposta terapêutica do transplante de 

células mononucleares da medula óssea sobre o metabolismo cerebral da glicose e 

comportamento depressivo durante a fase crônica da epilepsia.  

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Monitorar in vivo o metabolismo de glicose na progressão da epilepsia após a 

administração de pilocarpina em diferentes tempos durante a fase crônica, 

utilizando imagem de microPET e o radiofármaco 18F-FDG.  

2) Investigar in vivo o efeito do transplante de CMMO sobre o metabolismo da glicose 

em animais com epilepsia tratados durante o período crônico, comparando com 

grupo epiléptico não tratado e controle, em diferentes tempos, utilizando imagem de 

microPET e o radiofármaco 18F-FDG. 

3) Verificar o efeito do transplante de CMMO sobre o comportamento depressivo, 

déficit cognitivo e frequência de crises no modelo de epilepsia induzido por 

pilocarpina. 

4) Avaliar a relação entre os dados obtidos por imagem de microPET com a frequência 

de crises espontâneas recorrentes, bem como, com o comportamento depressivo e 

déficit cognitvo entre os grupos epilépticos tratados com as CMMO. 

5) Analisar a rede metabólica a partir dos dados obtidos do microPET em animais com 

epilepsia tratados com as CMMO durante o período crônico, comparando com 

grupo epiléptico não tratado e controle. 
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2. METODOLOGIA 

Este estudo foi realizado no Centro de Pesquisa Pré-Clínica (CPP) do Instituto do 

Cérebro do Rio Grande do Sul (InsCer) e Laboratório de Neurociências do InsCer e 

Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande 

do Sul, os quais possuem a infraestrutura e os equipamentos necessários para a realização 

dos experimentos. 

 

2.1 ANIMAIS 

Para este estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos com 40-45 dias 

de vida. Todos os animais foram procedentes do Centro de Modelos Biológicos 

Experimentais (CeMBE) da PUCRS. Os ratos foram mantidos no alojamento de animais do 

Prédio 14, CeMBE/PUCRS, durante os exames de imagem molecular os animais 

permaneceram alojados no Centro de Pesquisa Pré-Clínica (CPP) do InsCer, e para a 

execução de testes comportamentais relacionados à memória, eles foram mantidos no 

alojamento do Prédio 64 do Hospital São Lucas da PUCRS. Em todos os alojamentos, os 

animais permaneceram sob iluminação e temperatura controladas (ciclo claro-escuro de 12 

horas e aproximadamente 24ºC), com ração e água ad libitum. Também foram utilizados 

ratos machos EGFP+ com idade entre 30-40 dias. Estes foram doadores de CMMO e 

expressam a proteína verde fluorescente EGFP (do inglês enhanced green fluorescent 

protein) (Hakamata et al. 2001). 

 

2.2 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

Os protocolos experimentais utilizados foram submetidos para avaliação e 

aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais da PUCRS (CEUA) e registrados 

sob número 7293 (Anexo I), e seguiram as normas internacionais de experimentação com 

animais de laboratório. Todos os procedimentos foram realizados tomando os cuidados 

necessários para reduzir ao máximo o número de animais empregados e seu sofrimento. 
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2.3 MODELO EXPERIMENTAL DE EPILEPSIA INDUZIDA POR 

PILOCARPINA 

Para a indução de status epilepticus (SE) por injeção de pilocarpina intraperitoneal, 

geralmente é necessário doses acima de 300mg/kg (Turski, Cavalheiro et al. 1983, Leite, 

Bortolotto et al. 1990, Cavalheiro, Leite et al. 1991). Assim, os ratos receberam pilocarpina 

(PILO, 320 mg/kg) via intraperitoneal, conforme previamente descrito (Venturin, Greggio 

et al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012, Zanirati, Azevedo et al. 2015). Para cessar as 

manifestações comportamentais da PILO (Priel 1996) os ratos receberam diazepam (10 

mg/kg, i.p., 90 minutos após o início do SE). Os ratos foram pré-tratados com 

metilescopolamina (1 mg/kg, i.p.) para atenuar as manifestações periféricas da pilocarpina, 

pois esta não ultrapassa a barreira hematoencefálica, assim obtendo um maior efeito central 

da PILO, a qual ultrapassa a barreira. Ao receber PILO, os animais ficam em SE duradouro, 

ou seja, há persistência de crises contínuas durante, no mínimo, 30 minutos. Os ratos 

apresentam crises epilépticas de intensidade variável, caracterizadas por imobilidade, 

tremor, automatismo bucofaciais, abalos de extremidades, ataxia e crises tônico-clônicas. 

Esta crise aguda é seguida por um período latente, com normalização progressiva do EEG, 

sendo uma fase em que o animal permanece sem crises comportamentais e que dura em 

média de 14 a 25 dias. A partir daí, surgem crises epilépticas espontâneas e recorrentes, 

caracterizando a fase crônica da epilepsia (Cavalheiro, Leite et al. 1991). 

Após a injeção de PILO, os ratos permaneceram em caixas de acrílico transparentes 

e foi observado as manifestações destes animais, utilizando a escala de Racine para 

classificá-las (Racine 1972) (Quadro 1). Foram incluídos no estudo somente os animais que 

atingiram os graus 4 e 5 desta escala durante a indução do SE. 

 

 

 

 

 

Escala de Racine (1972) 

0 - Imobilidade 

1 - Automatismos faciais 

2 – Mioclonias de cabeça e pescoço 

3- Clonias de patas anteriores 

4- Clonias de patas posteriores 

5- Elevação e queda 
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Quadro 1. Escala de Racine contendo os graus de resposta dos animais à injeção de PILO. Fonte: Racine 
1972. 

 

Após decorridos 15 dias da indução do SE, os animais foram monitorados por vídeo 

e observação direta durante o período de sete dias (pré-transplante) para a análise do 

surgimento de CERs. Somente aqueles que apresentaram CERs referente aos graus 4 e 5 da 

escala de Racine foram incluídos no estudo. 

 

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Foram  estabelecidos três grupos de estudo, onde cada grupo continha 8 animais: 

Controle: Estes animais receberam solução salina em substituição à PILO aos 45 dias de 

vida, e 100 μL de solução salina via veia da cauda após completarem 22 dias da injeção de 

salina. 

Grupo Pilo: Neste grupo foi induzido SE mediante aplicação de pilocarpina conforme 

protocolo descrito acima.  Ao completarem 22 dias da injeção de PILO, receberam 100µL 

de solução salina, via veia da cauda, conforme previamente descrito (Venturin, Greggio et 

al. 2011, Costa-Ferro, Souza et al. 2012). 

Grupo Pilo+CMMO: Este grupo recebeu tratamento idêntico aos grupos Pilo, exceto ao 

completarem 22 dias da injeção de PILO os animais receberam transplante de CMMO no 

lugar de salina (100 μL contendo 107 células EGFP+), via veia da cauda, conforme 

previamente descrito (Costa-Ferro, Vitola et al. 2010). 

Após a indução do SE (correspondente ao período latente, no qual há ausência de 

crises comportamentais), os animais foram previamente marcados em diferentes locais do 

corpo, com tinta preta à base de ervas naturais e mantidos em suas gaiolas transparentes e 

tiveram suas crises monitoradas por vídeo-monitoramento sem a necessidade de remoção 

do seu ambiente. Os animais foram filmados por um período de 12 horas (6 horas do ciclo 

claro e 6 horas do ciclo escuro), ao longo de 7 dias anteriores ao transplante de CMMO ou 

salina e 24 dias consecutivos do transplante, o qual foi dividido em três períodos de 8 dias 
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cada: Pós-transplante I (Pós-T I), Pós-transplante II (Pós-T II) e Pós-transplante III (Pós-T 

III). Após 22 dias da injeção da pilocarpina, os animais receberam o transplante intravenoso 

de CMMO ou salina (via veia da cauda). Nos dias 1, 7, 14 e 24 dias pós-transplante foram 

feitos os exames de imagem por microPET, através da injeção do radiofármaco 18F-FDG 

afim de avaliar o metabolismo cerebral nos animais de todos os grupos experimentais. Após 

60 dias da indução de SE, foram realizados testes comportamentais para avaliar memória e 

cognição e o comportamento depressivo dos animais submetidos ao modelo da pilocarpina 

(Figura 1). 

 

 

Figura 1. Delineamento do estudo. Indução de SE por injeção de pilocarpina; 15 dias após a indução do SE 

começa a vídeo-monitorização das crises durante sete dias antes do transplante e segue por 24 dias pós-

transplante. Após 22 dias pós-SE foi feito o transplante das CMMO ou salina (100 uL contendo solução salina 

ou 1x107 CMMO. Os exames de imagem por microPET foram realizados 1, 7, 14 e 24 dias após o transplante 

de salina ou CMMO. Após 30 dias pós-transplante (aproximadamente 60 dias pós-SE) iniciaram-se os testes 

comportamentais para a avaliação da cognição, memória e depressão. SE: Status epilepticus; Pilo: 

Pilocarpina; VM Pré-T: Vídeo-monitoramento pré-transplante; VM Pós-T: Vídeo-monitoramento pós-

transplante; SS: Solução salina, CMMO: Células Mononucleares da Medula Óssea. 

 

2.5 OBTENÇÃO DAS CÉLULAS 

Para a obtenção das células-tronco (CT) da medula óssea (MO), ratos Lewis, que 

expressam a proteína GFP, foram anestesiados e dissecados e a MO de ossos longos 

(úmero, fêmur e tíbia) foi aspirada com o auxílio de uma agulha de 26 G contendo heparina 
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(10.000 U em 50 mL de PBS). O material foi centrifugado a 400 × g por 10 minutos. As 

células foram ressuspensas em meio RPMI-1640 e fracionadas em gradiente de densidade 

gerado pela centrifugação a 400 × g em uma solução de Ficoll-Paque.  A camada 

mononuclear formada sobre o Ficoll-Paque foi coletada e lavada com DPBS. As 

concentrações celulares foram determinadas em câmara de Neubauer e a viabilidade celular 

foi determinada pelo método de exclusão com azul de tripan.  As células foram 

ressuspendidas em DMEM com 10% FBS e 10 mM HEPES (Costa-Ferro, Vitola et al. 

2010, Venturin, Greggio et al. 2011). Posteriormente, as populações celulares presentes 

foram caracterizadas pela detecção de antígenos de superfície e analisadas por um 

citômetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, 

USA).  Foram preparadas alíquotas contendo 107 células para administração nos animais 

com epilepsia. 

 

2.6 PRODUÇÃO DE FLÚOR-18 

O Flúor-18 é um radioisótopo de meia-vida curta (109,8 minutos), e foi produzido 

através de um acelerador circular de partículas (Papash e Alenitsky 2008). O InsCer conta 

com um cíclotron de 8 MeV (PETTrace, GE®). O cíclotron é formado por três 

componentes principais: campo eletromagnético, um par de eletrodos de cobre em formato 

de semicírculo localizados entre os polos de um imã, chamados de Dees, e uma fonte de 

íons capaz de gerar íons negativos de alta intensidade. Além disso, toda sua estrutura é 

mantida sob vácuo (maior que 10-7 torr). 

Após a ionização do gás hidrogênio na fonte de íons, os íons H- são injetados em 

uma lacuna localizada entre os Dees. Quando uma radiofrequência de potencial alternado 

for aplicada aos Dees, os íons negativos aceleram em direção ao Dee de potencial positivo. 

Devido ao campo magnético ser perpendicular aos Dees e ao movimento das partículas, os 

íons negativos se movimentam de forma circular e ganham energia, velocidade e raio à 

medida que os Dees alternam seu potencial de positivo para negativo, e vice-versa. Quando 

a energia cinética ideal das partículas aceleradas é alcançada, os íons carregados 

negativamente passam através de uma folha de carbono ultrafina (stripper), que extrai seus 
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elétrons. Carregados positivamente, os íons mudam de direção e atingem o alvo, que é 

bombardeado. O alvo é líquido, composto de água enriquecida com oxigênio 18 ([18O]H2O) 

que, através da reação nuclear 18O(p,n)18F, produz o flúor nucleofílico (18F-). O corpo do 

alvo é de nióbio. A água enriquecida proveniente do cíclotron contendo o 18F produzido na 

irradiação passa através de uma coluna de troca iônica (Waters Accel plus QMA cartrige) 

onde o radioisótopo fica retido. Em seguida, o 18F é eluído por meio de uma solução aquosa 

de acetonitrila contendo carbonato de potássio (K2CO3) e Kryptofix 2.2.2, obtendo o 

fluoreto de potássio complexado com o Kryptofix 2.2.2. A água residual é removida através 

de aquecimento ou utilizando-se acetonitrila anidra e fluxo de nitrogênio (Hartmann 2013). 

 

2.7 SÍNTESE DE 18F-FDG 

O uso de radiofármacos como o 18F-FDG, por exemplo, em modelos animais de 

epilepsia oferece a oportunidade de investigar a relação ontológica entre o 

hipometabolismo límbico observado na epilepsia, a epileptogênese, os efeitos das crises e 

sua base patofisiológica (Jupp, Williams et al. 2012). Além disso, novos tratamentos podem 

ser investigados ao longo dessa janela de avaliação (Mirrione e Tsirka 2011).  

O FDG é um dos radiofármacos mais utilizados em exames de PET. Ele é um 

análogo da glicose, exceto que na molécula de FDG há uma substituição no grupo hidroxila 

do carbono 2 da glicose por um átomo de flúor. A síntese de 18F-FDG foi realizada através 

de substituição nucleofílica. A pureza radionuclídica foi avaliada por um espectrômetro de 

raios gama analisador multicanal com detector de NaI, pela determinação da energia dos 

fótons Ɣ (gama). Também foi realizado o tempo de meia-vida (t½) com auxílio de um 

curiômetro. O critério de aceitação segue as exigências da farmacopoéia. O t½ deve estar 

entre 105-115 minutos. A energia do pico principal encontrado deve ser 0.511±5% MeV, 

representando no mínimo 96% da radioatividade total. A pureza radioquímica foi 

determinada por técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE). Ambas as técnicas comparam o perfil da amostra com o 

perfil do composto padrão. 
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A pureza Química (presença de Kryptofix 2.2.2) também foi determinada. O 

Kryptofix é um catalisador comumente utilizado para a síntese de radiofármacos com flúor-

18, por meio de substituição nucleofílica. Por se tratar de um composto extremamente 

tóxico, sua presença no produto final deve estar dentro dos limites estabelecidos nos 

compêndios oficiais. A metodologia empregada foi a cromatografia em camada delgada, 

comparando a amostra com a solução padrão. Como a maioria dos agentes para imagem 

molecular são compostos orgânicos, é necessário utilizar solventes orgânicos durante as 

sínteses. Após a síntese e após a purificação, o produto final ainda pode conter pequenas 

quantidades destes compostos. A técnica utilizada para sua detecção foi a cromatografia 

gasosa. Adicionalmente, o produto foi esterilizado antes de ser injetado nos animais. Foi 

aplicado o método de esterilização por membrana filtrante (filtro Millipore GS 0,22um). 

  

2.8 ESCANEAMENTO POR MICROPET 

Foram investigadas in vivo – por meio de escaneamentos microPET - diferenças no 

metabolismo da glicose no tecido epiléptico para os diferentes períodos da fase crônica da 

epilepsia. Os escaneamentos foram feitos 1, 7, 14 e 24 dias após o transplante de CMMO 

ou salina (ou seja, 23, 29, 36 e 46 dias após a indução de SE, respectivamente), totalizando 

88 escaneamentos de microPET (5-8 animais por grupo). Os animais foram transportados 

para o Centro de Pesquisa Pré-Clínica do InsCer 48h antes do primeiro scan e 

permaneceram no alojamento até a realização do último scan.  

Para o escaneamento foi utilizado um sistema TriumphTM microPET (Gamma 

Medica-Ideas, Sherbrooke, QC, Canada) disponível no Centro de Pesquisa Pré-Clínica do 

Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul. O equipamento consiste de um subsistema 

completamente digital de microtomografia por emissão de pósitrons (microPET; LabPET-

4®).  

Em cada dia de scan, os animais foram individualmente anestesiados utilizando uma 

mistura de isoflurano e oxigênio (3-4% de indução e 2-3% de manutenção) e 1 mCi de 18F-

FDG foi administrado através da veia da cauda. Em seguida, os animais foram devolvidos 

conscientes à gaiola durante um período de 40 minutos para captação do marcador. Os 
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animais permaneceram sobre uma placa aquecida para manter a temperatura corporal em 

torno de 36 graus. Após o período de captação, o rato foi colocado numa posição supinada 

na cama apropriada do aparelho, que foi aquecida a fim de manter a temperatura do animal, 

e analisado com o microPET sob anestesia inalatória. Para leituras do radiofármaco, foram 

realizadas aquisições estáticas por 10 minutos com um campo de visão (FOV: 3,75 cm) 

centrado na cabeça do rato.  

O sistema de microPET, assim como o seu equivalente clínico, possui a capacidade 

de determinar a distribuição espacial e temporal in vivo de compostos marcados com um 

dado radionuclídeo. Baseia-se no princípio de que um isótopo, a exemplo do 18F, produzido 

em cíclotron e ligado a uma molécula específica (radiofármaco), decai com a emissão de 

pósitrons. Após uma série de colisões com elétrons atômicos do tecido, este pósitron perde 

energia e aniquila-se com um elétron, produzindo dois fótons de alta energia que são 

emitidos em direções opostas. A detecção coincidente destes fótons, por um equipamento 

apropriado, é a base para a geração de uma imagem por microPET (Figura 2) (Lancelot e 

Zimmer 2010). O sistema é uma modalidade de imagem funcional para investigação 

molecular e permite analisar processos bioquímicos, fisiológicos, patológicos ou 

farmacológicos in vivo (Phelps 2000, Xi, Tian et al. 2011). Atualmente, os equipamentos de 

microPET possuem uma resolução espacial intrínseca de aproximadamente 1 mm3, 

compatível com estudos em animais de pequeno porte, tais como ratos e camundongos 

(Kiessling e Pichler 2011). A técnica tem sido empregada em modelos animais de epilepsia 

que utilizam ácido caínico e no modelo da pilocarpina (Kornblum, Araujo et al. 2000, 

Mirrione, Schiffer et al. 2006, Goffin, Bormans et al. 2008, Guo, Gao et al. 2009, Jupp, 

Williams et al. 2012, Lee, Park et al. 2012). 
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Figura 2. Representação esquemática para o princípio do microPET. (a) O cíclotron gera radionuclídeos 

emissores de pósitrons. Estes compostos são geralmente isótopos tais como oxigênio-15 (15O), nitrogênio-13 

(13N), carbono-11 (11C) e flúor-18 (18F) com tempo de meia-vida de 2, 10, 20 e 110 minutos, respectivamente. 

(b) Estes radionuclídeos são incorporados em moléculas durante uma etapa de radiosíntese, gerando um 

“radiotraçador” específico (18F-FDG). (c) Exames de microPET são obtidos após a administração intravenosa 

ou intraperitoneal deste radiotraçador. O marcador acumula-se no tecido em estudo e o seu radionuclídeo 

decai através da emissão de um pósitron. Após percorrer alguns poucos milímetros, o pósitron colide com um 

elétron e libera, simultaneamente, dois raios gama (fótons) com energia de 511 KeV em direções opostas. 

Estes fótons são detectados por uma câmara PET e simultaneamente localizados dentro de um período fixo de 

tempo por uma série de detectores opostos, que corresponde a múltiplos anéis constituídos por cristais de 

cintilação. (d) Através de um número significativo de eventos radioativos, algoritmos matemáticos 

reconstroem tridimensionalmente uma imagem que demonstrará a distribuição de moléculas emissoras de 

pósitron em determinado tecido corporal (Lancelot e Zimmer 2010). 

 

2.9 RECONSTRUÇÃO DAS IMAGENS E REDE METABÓLICA CEREBRAL 

Após a aquisição no microPET, todos os dados foram reconstruídos usando um 

algoritmo de expectativa-maximização de subconjuntos (3D-OSEM) com 20 iterações e 

sem correção de atenuação. Cada imagem reconstruída do microPET foi normalizada 

espacialmente em um modelo de 18F-FDG utilizando a normalização cerebral com o auxílio 

do software PMOD 3.5 (PMOD Technologies, Zurique, Suíça) e a caixa de ferramentas 

Fusion. Utilizou-se um modelo voxel de interesse (VOI, do inglês Voxel of Interest) do 



66 
 

               
 

cérebro de rato de MRI para sobrepor as imagens normalizadas, anteriormente 

corregistradas à base de dados de imagens do microPET. O metabolismo da glicose em 

todas as regiões foi expresso como valor de captação padronizado (SUV, do inglês 

Standardized Uptake Value) (Schiffer, Mirrione et al. 2006, Baptista, Saur et al. 2015). 

Adicionalmente, foi realizada a análise baseada em voxel através do software 

SPM12 (Statistical Parametric Mapping) (Wellcome Trust Centre for Neuroimaging) para 

detectar possíveis alterações extras não detectadas pela análise por VOI. Uma vez que, a 

análise por PMOD utiliza regiões cerebrais predefinidas e a análise por SPM investiga o 

cérebro inteiro, sendo estatisticamente mais sensível (Parthoens, Servaes et al. 2015). Para 

isso, foram utilizadas as caixas de ferramentas SAMIT e WFU e as imagens foram 

suavizadas com um kernel gaussiano isotrópico de 1,2 mm (Parente, Feltes et al. 2016, 

Vallez Garcia, Otte et al. 2016). 

A rede metabólica baseada em PET tem um papel complementar na compreensão da 

conectividade funcional do cérebro. O consumo cerebral de glicose ainda é muito utilizado 

como uma medida estática, porém, o 18F-FDG pode ser utilizado para estudo de redes 

metabólicas devido a possibilidade de acoplamento entre a atividade cerebral e o 

metabolismo de glicose (Choi, Kim et al. 2014). Para a análise do mapa metabólico, 

analisamos o metabolismo de FDG normalizado pela intensidade nos VOIs dos animais e 

obtivemos uma matriz de correlação (20 x 20) com o auxílio do software Matlab para 

avaliar a rede metabólica cerebral dos animais.  

 

2.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA DA IMAGEM MOLECULAR 

A análise estatística dos dados gerados a partir de PMOD foi realizada utilizando 

IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp, Nova Iorque, EUA) e o modelo de Equação de 

Estimação Generalizada (GEE, do inglês Generalized Estimating Equation) foi usado para 

considerar medidas repetidas para estudo longitudinal. O modelo GEE para a captação de 

18F-FDG utilizando o SUV foi aplicado individualmente para cada região do cérebro, 

incluindo a interação das variáveis "grupo", "dia de scan" e "grupo x dia de scan". Os dados 

foram ainda explorados através de comparação em pares de "grupo × dia de scan" em cada 
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região do cérebro para todos os períodos de scan realizados. A matriz de correlação AR (1) 

foi selecionada de acordo com a quase-verossimilhança sob os critérios de independência 

do modelo de informação. A estatística de Wald e os valores de p associados foram 

considerados estatisticamente significativos em p <0,05 sem correção para comparações 

múltiplas. Os resultados são apresentados como média ± SEM. A análise estatística dos 

dados gerados a partir do SPM foi realizada utilizando um teste t de 2 amostras (Controle 

vs. Pilo) sem normalização global. Para a avaliação das diferenças entre os grupos, os 

valores de T foram interrogados com um valor de p <0,005 (não corrigido) e um limiar de 

extensão de 200 voxels. Apenas áreas com mais de 400 voxels e clusters com valor p <0,05 

corrigido para erro familiar foram consideradas significativas. Os resultados são 

apresentados como média ± SD. 

Para a análise do mapa metabólico, os coeficientes de correlação de Pearson (r) 

entre cada par dos VOIs foram calculados de forma inter-sujeitos e foi obtida a matriz de 

correlação (20 × 20) para cada grupo (Controle, Pilo e Pilo+CMMO) com auxílio do 

software GraphPad Prism 6.0. Após, foi construída uma matriz de rede não corrigida, 

utilizando software Matlab. Os valores de SUV foram normalizados pela ponte e a força de 

cada ligação foi definida como coeficientes de correlação (Choi et al. 2014). Escolhemos 

arbitrariamente R=0.8 como threshold e correlações com valores de p < 0,05 foram 

considerados significantes. 

 

2.11 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

O tratamento com pilocarpina leva à atrofia hipocampal, e sabe-se que o hipocampo 

desempenha um papel fundamental na formação e evocação de distintos tipos de memória, 

incluindo àquelas dependentes da integridade hipocampal e às com alto conteúdo 

emocional. As memórias de curta e de longa duração possuem mecanismos moleculares 

independentes, mas utilizam as mesmas estruturas nervosas para seu processamento, como 

hipocampo, córtex entorrinal e amígdala (Izquierdo, Barros et al., 1998). Em relação ao 

tempo de duração, as memórias de curta duração são aquelas que permanecem armazenadas 

por um curto período de tempo (poucos minutos ou horas), já as memórias de longa 

duração são aquelas que ficam armazenadas por um longo período de tempo (várias horas, 
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dias ou meses) (Izquierdo et al., 1998).  Para avaliar se o déficit cognitvo e comportamento 

depressivo causados pelas crises recorrentes neste modelo de ELT foram revertidos pelo 

transplante de CMMO, os animais foram submetidos à tarefa de reconhecimento de objetos 

(NORT, do inglês Novel Object Recognition Test), teste de separação de padrão (PST, do 

inglês Pattern Separation Test), teste do nado forçado (FST, do inglês Forced Swim Test), 

teste de preferência por sacarose (SPT, do inglês Sucrose Preference Test) e teste de 

alimentação relacionado à depressão (ERDT, do inglês Eating Related Depression Test), 

dois meses após a indução do SE. Para todos os testes os avaliadores eram cegos quanto ao 

tratamento. 

 

2.11.1 Teste de reconhecimento de objetos (NORT) 

O paradigma de reconhecimento de objetos (NORT) utiliza a tendência natural que 

os roedores têm de explorar objetos novos, para medir sua memória (Ennaceur e Delacour 

1988). Para este experimento, seguimos protocolo previamente descrito por Hattiangady e 

colaboradores para avliar a memória de curta duração (Hattiangady e Shetty 2008, 

Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Primeiramente, os animais foram expostos a um campo 

aberto (60x40x60 cm, comprimento x largura x altura), feito de madeira, com frente de 

vidro durante 10 minutos para habituação. No dia seguinte, os animais foram novamente 

habituados no campo aberto por 5 minutos (Trial 1), e após 15 minutos dois objetos 

idênticos foram dispostos no campo em posições equidistantes e permitiu-se o animal 

explorar livremente os objetos por 5 minutos (Trial 2). A terceira fase iniciou-se 15 minutos 

após, um dos objetos familiares ao animal foi substituído por um objeto novo e da mesma 

forma, o animal pôde explorar livremente por 5 minutos (Trial 3). O tempo percentual gasto 

explorando cada objeto foi calculado e expresso como percentual do tempo total de 

exploração em segundos com o intuito de avaliar a memória de curta duração. Roedores 

saudáveis tendem a explorar o objeto novo por mais tempo, demonstrando assim memória 

quanto ao objeto familiar.  
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2.11.2 Teste de separação de padrão (PST) 

Estudos anteriores mostraram que esta tarefa requer níveis normais de neurogênese 

(Jain, Yoon et al. 2012, McAvoy, Besnard et al. 2015). Na primeira fase deste teste os 

animais são habituados em um campo aberto (60x40x60 cm, comprimento x largura x 

altura) por 5 minutos (Trial 1). Na segunda fase, 15 minutos após, coloca-se um fundo 

contendo um determinado padrão no campo, junto com dois objetos idênticos e deixa-se o 

animal explorar livremente por 5 minutos (Trial 2). A terceira fase inicia 30 minutos após a 

segunda, um padrão diferente é colocado no fundo da caixa com outros dois objetos 

idênticos, diferentes dos utilizados na fase 2, e da mesma forma permite-se o animal 

explorar por mais 5 minutos (Trial 3). A quarta e última fase inicia 15 minutos após a 

terceira, o mesmo padrão utilizado na fase 3 é mantido no fundo da caixa e um objeto da 

fase 2 (como objeto novo) é inserido juntamente com um objeto da fase 3 (como objeto 

familiar) (trial 4). Os parâmetros medidos incluem a percentagem de tempo gasto com o 

objeto da fase 2 colocados no fundo com padrão utilizado na fase 3 (Upadhya, Hattiangady 

et al. 2016).  

 

2.11.3 Teste do nado forçado (FST) 

O teste do nado forçado (FST), originalmente descrito por Porsolt e colegas 

(Porsolt, Le Pichon et al. 1977), é utilizado para mensurar o comportamento depressivo dos 

animais. Neste estudo utilizamos o protocolo previamente descrito (Kodali, Parihar et al. 

2015, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Os animais com função normal de humor 

costumam gastar menos tempo em imobilidade (flutuação) durante o teste. No primeiro dia, 

os animais foram habituados e treinados à atividade de natação individualmente em um 

cilindro com 45 cm de altura com água a uma temperatura de 23-25°C e profundidade de 

30 cm de modo que as patas dianteiras do animal não tocassem no fundo do recipiente 

durante o teste. O animal foi colocado gentilmente no cilindro onde ficavam livres para 

nadar, durante 10 minutos. Roedores saudáveis tendem a apresentar um comportamento de 

luta, inicialmente, nadam durante a maior parte do tempo na água e mostram um 

comportamento de imobilidade (flutuação) por períodos mais curtos. Após a habituação, o 

animal retornou a sua gaiola que permaneceu sobre uma placa de aquecimento durante 30 
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min. Vinte e quatro horas após o treino foi feito o teste, onde os animais foram colocados 

novamente no cilindro e, um por vez, ficavam livres para nadar durante 10 minutos. O 

comportamento de cada animal durante todo o período do teste foi gravado por uma câmera 

de vídeo. Após o teste, da mesma forma, os animais retornaram as suas gaiolas que 

permaneceram sobre uma placa de aquecimento durante 30 min. Durante a tarefa os 

animais foram observados por pesquisadores treinados para agir a qualquer movimento de 

afogamento. Caso algum animal demonstrasse manifestações de crises durante a tarefa, este 

era removido imediatamente do cilindro e excluído do teste.  

Em um segundo momento, avaliadores cegos analisaram as gravações e 

mensuraram o tempo gasto em flutuação (imobilidade) de cada animal, dividindo a análise 

entre os primeiros 5 minutos e últimos 5 minutos de teste.  Nos primeiros minutos os 

animais tendem a nadar ativamente e fatores como fadiga podem influenciar na imobilidade 

durante os últimos minutos. Imobilidade é definida como o movimento mínimo necessário 

para manter a cabeça acima do nível da água e a natação é identificada como um 

movimento contínuo horizontal no cilindro. A percentagem de tempo gasto em imobilidade 

é utilizada como uma medida do comportamento depressivo. 

 

2.11.4 Teste da preferência por sacarose (SPT) 

Para analisar a anedonia (perda da capacidade de sentir prazer em atividades 

prazerosas em condições normais), foi empregado o teste de preferência por sacarose 

(SPT). Este teste avalia a disfunção de humor em roedores medindo a perda ou redução da 

preferência por líquidos doces como a solução de sacarose (Snyder, Soumier et al. 2011, 

Baptista, Saur et al. 2015). Em condições normais, animais saudáveis tendem a mostrar 

preferência por beber sacarose à água normal. Por outro lado, animais com comportamento 

depressivo costumam consumir água normal e sacarose em proporções similares. No 

primeiro dia os animais foram treinados para adaptação à sacarose por 24 horas. Animais 

foram alojados em gaiolas individuais com livre acesso a duas garrafas idênticas cada uma 

contendo 100 mL de sacarose 1% e ração provida ad libitum. No segundo dia, alocados nas 

mesmas gaiolas, os animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de 
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sacarose 1% e a outra contendo 100 mL de água e ração provida ad libitum. No terceiro dia, 

os animais foram privados de água e comida, permanecendo em jejum por 22 horas. No 

quarto e último dia, a preferência por sacarose foi avaliada após 22 horas de jejum. Os 

animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de sacarose 1% e a 

outra contendo 100 mL de água por duas horas. Decorridas duas horas de teste, as garrafas 

foram removidas das gaiolas e o consumo de água e sacarose foram mensurados. Após o 

teste, os animais foram imediatamente colocados de volta a suas condições normais de 

alojamento, com acesso livre à ração e água. A taxa de preferência por sacarose foi 

calculada através da seguinte fórmula: consumo de sacarose/(consumo de água + consumo 

de sacarose) x 100 (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 

 

2.11.5 Teste de alimentação relacionada à depressão (ERDT) 

Este teste examina os níveis de depressão e motivação para se alimentar após 

privação de comida por 24 horas. Esse teste foi adaptado a partir do teste de depressão 

relacionado à alimentação (ERDT) previamente descrito (Samuels e Hen 2011, Powell, 

Fernandes et al. 2012). Por outro lado, ratos com depressão demoram a chegar perto da 

comida ou levam mais tempo para comer. Neste teste, toda comida foi removida das gaiolas 

dos animais por 24 horas, porém água foi provida durante o período de jejum. Após 24 

horas, poucos pellets de comida foram colocados em um pedaço de filtro de papel 

posicionado em um dos quatro cantos da gaiola em que o animal vive e cada animal foi 

colocado em um canto oposto à comida, podendo explorar por 5 minutos. Os pellets de 

comida fresca foram trocados para cada rato para eliminar qualquer problema relacionado a 

odores. A latência da primeira mordida na ração foi medida e comparada entre os grupos. O 

animal era excluído caso não mordesse a comida dentro dos 5 minutos de teste. Em 

condições normais, os animais saudáveis rapidamente se locomovem em direção aos pellets 

de ração para come-los. Entretanto, os animais com comportamento depressivo levam mais 

tempo para se dirigir à comida, ou apenas cheiram a comida, mas não a consomem 

(Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 
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2.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA DA AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

As análises estatísticas foram realizadas através do software PrismGraph 6.0 

(Graph-Pad Software, San Diego, CA). Os dados foram expressos em média e erro padrão 

para variáveis de distribuição normal, e para todas as variáveis foi considerado um nível de 

significância p< 0,05. 

Para a análise da frequência de crises foi utilizado o teste t de Student para amostras 

pareadas e para a comparação entre os períodos pré e pós-transplante foi utilizado ANOVA 

de uma via com medidas repetidas seguida do teste post-hoc de Tukey. Para a análise dos 

testes comportamentais foi utilizado teste t de Student e ANOVA de uma via seguida do 

teste post-hoc de Newman-Kewls. 
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8. ANEXOS 

 

8.1 ANEXO I: Carta Aprovação CEUA PUCRS 
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Capítulo III 
 

Transplante de células-tronco neurais (NSC) derivadas de células-tronco 

pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) após status epilepticus ameniza o 

desenvolvimento de epilepsia crônica e preserva funções de memória, 

cognição e depressão. 
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RESUMO 

Várias alterações epileptogênicas e inflamação contínua acontece após inducção de status 

epilepticus (SE), que pode resultar no desenvolvimento de epilepsia do lobo temporal 

(ELT) caracterizada por crises espontâneas e recorrentes (CERs) e prejuízos na cognição, 

memória e humor. Nós testamos se a intervenção precoce após SE com o transplante 

intrahipocampal de células-tronco neurais (NSC) derivadas de células-tronco pluripotentes 

induzidas humanas (hiPSC) é eficaz para reduzir a frequência de CERs e a disfunção 

cognitiva e comportamento depressivo. Ratos F344 machos foram utilizados para indução 

de SE por ácido caínico (KA) durante duas horas. Após 7 dias da indução de SE os animais 

receberam o transplante intrahipocampal de hNSCs (3 injeções/bilateral, ~ 100.000 

células). Animais do grupo Sham receberam transplante intrahipocampal de meio celular ao 

invés de hNSC, e animais do grupo SE receberam apenas a injeção de KA, sem 

procedimentos cirúrgicos. A monitoração das CERs de sessenta e quatro horas no 3º mês 

após o SE revelaram diminuição das CERs nos animais transplantados, em comparação 

com animais dos grupos Sham ou SE. Sete dias de gravações contínuas de vídeo-EEG no 

quarto mês após SE corroboraram com esses achados. Além disso, os animais 

transplantados mostraram habilidade para discernir pequenas mudanças no ambiente 

(função de separação de padrões), habilidade para formar memórias de reconhecimento e 

localização de objetos, bem como redução da disfunção humoral e depressiva no teste de 

preferência de sacarose e teste de alimentação relacionado à depressão. Em contraste, os 

ratos epilépticos tanto do grupo Sham quanto do grupo SE mostraram disfunção de 

separação de padrões, distúrbios de reconhecimento e memória de localização, bem como 

comportamento depressivo. As análises histológicas realizadas 4 meses após o transplante 

revelaram excelente sobrevivência das células transplantadas nos hipocampos e se 

diferenciaram na maior parte em neurônios NeuN+ (~ 87%). Também foi encontrado nos 

hipocampos dos animais transplantados alguns neurônios GABA-érgicos (~ 12%), 

astrócitos (11-16%) e Ki-67+ células em proliferação (~1%). Contudo, as células 

diferenciadas a partir das hNSC transplantadas não apresentaram a presença de Oct-4+. 

Além disso, o transplante de hNSC aumentou a neurogênese no hipocampo com migração 

aberrante reduzida dos novos neurônios, modulou a hipertrofia dos astrócitos e a ativação 

da microglia e preservou interneurônios positivos ao neuropeptídeo Y e à parvalbumina. 
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Assim, o transplante precoce de NSC derivadas de hiPSC no hipocampo após SE atenua 

consideravelmente a epilepsia crônica induzida e preserva a função cognitiva e melhora o 

comportamento depressivo. 
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ABSTRACT 

Multiple epileptogenic changes and incessant inflammation ensue after status epilepticus 

(SE) induced brain injury, which in due course result in chronic temporal lobe epilepsy 

typified by spontaneous recurrent seizures (SRS) and impairments in cognition, memory 

and mood. We tested whether early intervention after SE with grafting of hiPSC-derived 

neural stem cells (hNSCs) into hippocampi is efficacious for curbing SRS and thwarting 

cognitive, memory and mood dysfunction. Young male F344 rats first underwent kainic 

acid induced SE for two hours and then received grafts of hNSCs into hippocampi at 7 days 

post-SE (3 grafts/side, ~100,000 cells/graft). Other cohorts of rats underwent similar SE but 

received either sham-grafting surgery or maintained as epilepsy-only controls. Sixty-four 

hour observations in the 3rd month after SE revealed diminished SRS in grafted animals, in 

comparison to animals in sham-grafted or epilepsy only groups. Seven days of continuous 

video-EEG recordings in the 4th month after SE corroborated these findings. Furthermore, 

grafted animals displayed competence for discerning minor changes in the environment 

(pattern separation function), ability for forming recognition and location memories in 

novel object recognition, object location and object in place tests, and no anhedonia-like 

behavior in sucrose preference test. Contrastingly, epileptic rats in both sham-grafted and 

epilepsy-only groups showed pattern separation, recognition and location memory 

impairments and anhedonia. Histological analyses performed 4 months after grafting 

revealed robust yield and mostly (~87%) neuronal differentiation of hNSC graft-derived 

cells. Some GABA-ergic neurons (~12%), astrocytes (11-16%) and Ki-67+ proliferating 

cells (~1%) were also seen among graft-derived cells. Yet, grafts did not contain Oct-4+ 

PSCs. In addition, hNSC grafting maintained normal levels of hippocampal neurogenesis 

with reduced aberrant migration of newly born neurons, modulated the hypertrophy of 

astrocytes and activation of microglia and rescued host neuropeptide Y and parvalbumin 

positive interneurons. Thus, hiPSC-derived NSC grafting into the hippocampus early after 

SE considerably mitigates SE-induced chronic epilepsy and preserves cognitive, memory 

and mood function. 
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1. OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste projeto foi verificar se células-tronco neurais derivadas de células-

tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC-NSC) apresentam potencial terapêutico no 

controle das crises espontâneas e recorrentes e do dano neuronal progressivo induzido pela 

epilepsia experimental, através da restauração da população e/ou conexões neurais 

perdidas.  

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Avaliar a frequência de crises espontâneas e recorrentes (CERs) após o 

transplante intrahipocamapal das hiPSC-NSC em ratos com epilepsia induzida por 

ácido caínico;  

2) Analisar o desempenho cognitivo dos animais após o transplante das hiPSC-

NSC; 

3) Verificar o comportamento depressivo dos animais após o transplante hiPSC-

NSC; 

4) Investigar a sobrevivência das hiPSC-NSC transplantadas nos hipocampos dos 

animais com epilepsia crônica; 

5) Avaliar a diferenciação das hiPSC-NSC transplantadas com diferentes marcadores 

neuronais, gliais, proliferação e pluripotência celular; 

6) Analisar parâmetros como neurogênese, gliose reativa, microglia ativada, e 

preservação de interneurônios GABAérgicos nos hipocampos após o transplante das 

hiPSC-NSC em ratos com epilepsia induzida por ácido caínico. 
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2. METODOLOGIA 

Este estudo foi realizado durante o período de doutorado sanduíche no Institute for 

Regenerative Medicine da Texas A&M University Health Science Center, o qual possui a 

infraestrutura necessária para a realização dos experimentos. 

 

2.1 GERAÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO NEURAIS (NSC) A PARTIR DE 

CÉLULAS-TRONCO PLURIPOTENTE INDUZIDAS HUMANAS (hiPSC) 

O protocolo seguido para a indução de células-tronco neurais a partir de células-

tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC) utilizando o meio de indução neural 

Gibco® PSC. As placas de seis poços foram preparadas com a matriz Geltrex (Termo 

Fisher Scientific), e incubadas por uma hora a 37ºC. Seguindo o protocolo, as hiPSCs 

foram cultivadas em meio E8 (E8, do inglês, Essential 8 Basal Medium, Gibco). Após 24 

horas, o meio E8 foi trocado para o meio de indução neural (NIM, do inglês, Neural 

Induction Medium), o qual consiste em meio Neurobasal e Suplemento de Indução Neural 

(Gibco). O NIM foi trocado todos os dias, e no sexto dia de indução neural, as células 

começaram a alcançar a confluência máxima (80-90%) e todas as colônias de diferenciação 

não-neural foram removidas. No sétimo dia de indução neural, as hNSCs (P0) estavam 

prontas para serem transferidas, e então, a expansão neural foi iniciada. Após as placas 

serem incubadas com Geltrex, as células foram cultivadas em um meio de expansão neural 

(NEM, do inglês, Neural Expansion Medium), o qual consiste em meio Neurobasal, 

Advanced DMEM⁄F-12 e Suplemento de Indução Neural (Gibco). As células foram 

removidas das placas com a utilização do reagente de dissociação celular StemPro Accutase 

(Gibco). Em seguida, foram incubadas com o inibidor Y27632 ROCK (Sigma-Aldrich) 

overnight. No dia seguinte, o NEM foi completamente removido para eliminar o inibidor 

ROCK. Após, as hNSC seguiram sendo expandidas apenas com o NEM. O meio foi 

trocado em dias alternados, e normalmente, as hNSCs alcançaram confluência entre 4 e 6 

dias após o início de cada passagem. 
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2.2 ANIMAIS E INDUÇÃO DO MODELO DE ÁCIDO CAÍNICO (KA) 

Os ratos Fisher 344 (F344) foram obtidos de Harlan (Indianapolis, IN). Nós 

induzimos SE em ratos F344 machos jovens (40 dias) via injeções intraperitoneais de ácido 

caínico (3.0 mg/Kg peso corporal) até que eles exibissem SE. As crises foram analisadas 

utilizando a escala de Racine (Racine 1972) e terminadas duas horas depois por diazepam 

(5.0 mg/kg) como descrito em estudos prévios (Rao, Hattiangady et al. 2006, Hattiangady, 

Rao et al. 2008). Todos os protocolos de animais foram revisados e aprovados pelo 

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) do Central Texas Veterans Health 

Care System, Temple TX. Os experimentos realizados estão ilustrados na Figura 1. 

 

Figura 1. Delineamento experimental. Do topo até a direita está exemplificada a preparação das NSCs 

derivadas de hiPSC para o transplante. O processo inclui a expansão de hiPSC como corpos embrionários 
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seguidos de indução neural e geração de hNSCs. Os próximos passos consistem na expansão das hNSCs e no 

dia do transplante, a suspensão celular é preparada para o transplante e o resto é preparado para diferenciação. 

Da esquerda para baixo estão descritos os passos para a preparação de ratos F344 machos jovens para os 

grupos que foram para o procedimento cirúrgico receber o transplante cerebral, incluindo os animais do grupo 

Sham, e o grupo SE que não recebeu nenhum transplante. O status epilepticus (SE) foi induzido através de 

injeções intraperitoneais graduais de ácido caínico (KA). Para o transplante, em torno de 100.000 hNSCs 

derivadas de hiPSC foram transplantadas em três locais do hipocampo de ratos em 7 dias pós-SE. Nos 

animais do grupo Sham, foi injetado o meio de cultura de expansão neural (NEM) nos mesmos locais do 

hipocampo onde as hNSC foram injetadas no outro grupo. Os animais que não receberam transplante foram 

designados aos grupos SE. A frequência do comportamento de crises espontâneas recorrentes (CERs) foi 

medida 3 meses após SE e as análises das crises por EEG foram feitas ~4 meses após o SE. Os animais foram 

perfundidos para análise histológica para avaliação dos efeitos do transplante no hipocampo em 4-5 meses 

após o transplante.  

 

2.3 TRANSPLANTE INTRAHIPOCAMPAL DE hNSC DERIVADAS DE hiPSC 

Sete dias após a indução de SE, as hNSC foram transplantadas bilateralmente nos 

hipocampos dos animais (n=20). O protocolo de transplante foi similar aos descritos nos 

estudos anteriores do grupo (Hattiangady, Rao et al. 2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, 

Hattiangady e Shetty 2011). Para o transplante, 1µL de suspensão celular contendo 

aproximadamente 100.000 células vivas, foi injetado utilizando-se uma seringa Hamilton 

de 10µL em três locais de cada hipocampo de acordo com as seguintes coordenadas 

estereotáxicas: (I) antero-posterior (AP)= 3.0 mm a partir do bregma, lateral (ML)=2.0 mm 

a partir da linha medial, e ventral (V)=3.2 mm a partir da superfície do cérebro; (II) AP=4.0 

mm, ML=3.0 mm, V=4.0 mm; (III) AP=4.8 mm, ML=4.0 mm, V=4.0 mm. Também, foi 

feito o transplante intrahipocampal do meio de expansão neural (NEM) em ratos após SE, 

seguindo as mesmas coordenadas, servindo como controle celular (n=11). Após, a cirurgia 

os animais receberam cuidados especiais, incluindo comida macia e hidrogel, e injeções 

subcutâneas de solução salina (10 mL/dia) por 5 dias após a cirurgia. Além disso, todos os 

animais que passaram por transplante (seja hNSC ou NEM) foram imuno-suprimidos 

através de injeções subcutâneas de ciclosporina (10 mg/Kg) a partir de 24-48 horas antes da 

cirurgia e depois diariamente até a eutanásia.  
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2.4 DIFERENCIAÇÃO DAS hIPSC-NSC IN VITRO 

As amostras da suspensão de hiPSC-NSC foram incubadas em placas de cultura de 

24 poços revestidas com Poly-L-Ornitina (PO) e incubadas durante 2 horas. Após a 

remoção da PO, as placas seguiram para incubação com Laminina (20 ug / mL) durante 1 

hora, ambas a 37 °C. Após a lavagem da Laminina, a suspensão celular foi transferida para 

a placa contendo o meio de diferenciação (Meio Neurobasal, B-27 com ácido retinóico, 

Glutamax, Nonessencial AA, L-Ascórbico, BDNF e GDNF) durante 15 dias. O meio foi 

trocado a cada dois dias. No 15º dia de diferenciação as células eram lavadas e fixadas em 

paraformoladeído 4% (PFA 4%), e após processadas para diferentes protocolos de 

imunofluorescência para verificar as frações de células estaminais neurais (Nestin), 

neurônios imaturos (TUJ-1), neurônios GABAérgicos (GABA), astrócitos (GFAP), 

oligodendrócitos (O1) e pluripotência (Oct-4 e Tra -1). 

 

2.5 MONITORAMENTO DE CRISES ESPONTÂNEAS RECORRENTES (CERS) 

Um total de 64 horas de contagem de CERs via observação direta foram realizadas 

durante o terceiro mês pós-SE em sessões de 4 horas de observação contínua (Rao, 

Hattiangady et al. 2006, Rao, Hattiangady et al. 2007, Waldau, Hattiangady et al. 2010, 

Hattiangady, Kuruba et al. 2011). As crises foram observadas durante o dia por 

pesquisadores treinados, evitando ruídos e atividades que pudessem estressar os animais 

durante as sessões de monitoração. As crises foram contadas com a utilização da escala de 

Racine (Racine 1972). Após a conclusão de todas as sessões, a média de frequência de 

todas as CER, a frequência de CER estágio V, a média de duração de cada CER, e o tempo 

total de duração de cada crise foram calculados. 

 

2.6 MONITORAMENTO DE CERS VIA VÍDEO-ENCEFALOGRAMA (VIDEO-

EEG) 

Além da quantificação de CERs via monitoração direta, quatro meses após a 

indução de SE, vídeo-encefalograma (video-EEG) foi gravado continuamente por sete dias 

(24 horas por dia). A frequência de CERs foi medida para cada grupo. As gravações foram 
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iniciadas somente após todos os testes comportamentais terem sido finalizados. Para este 

experimento, os animais passaram por cirurgia para implantação de eletrodos, de acordo 

com o protocolo descrito anteriormente (Hattiangady e Shetty 2011, Hattiangady, Mishra et 

al. 2014, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Para a gravação do EEG, eletrodos de metal 

esterilizado com parafusos de montagem (Pastics One) foram implantados epiduralmente, 

para gravação de EEG do córtex, foi implantado um acima do córtex parietal frontal direito 

e, como eletrodo de referência, outro acima do cerebelo esquerdo. Um eletrodo 

intracraniano de aço inoxidável com encaixe (Teflon) também foi colocado no giro 

denteado direito para gravar o EEG diretamente a partir do hipocampo (Rao, Hattiangady et 

al. 2006). No crânio, também foi implantado um par de parafusos de ancoragem para 

segurar os eletrodos de EEG com cimento dental. Todos os eletrodos e parafusos foram 

cimentados no local, e após, os eletrodos foram presos a um micro plugue, que foi então 

cimentado na cabeça do animal. Duas semanas após a cirurgia de implantação de eletrodos, 

a monitoração de EEG foi iniciada, utilizando um sistema de monitoramento de vídeo-EEG 

digital (AS40 da Grass Telefactor). Após a finalização de todas as análises em vídeo, a 

média da frequência de todas as crises, e as CERs estágio V foram calculadas. 

 

2.7 TESTES COMPORTAMENTAIS 

Vários testes comportamentais foram aplicados para avaliar a função ou memória 

cognitiva dependentes do hipocampo (Parihar, Hattiangady et al. 2011, Parihar, 

Hattiangady et al. 2013, Hattiangady, Mishra et al. 2014, Kodali, Parihar et al. 2015). Três 

meses após SE, para verificar a integridade de diferentes regiões do cérebro envolvidas na 

função cognitiva, os animais foram testados para memória de reconhecimento de objeto 

(NORT) para função do córtex perirrinal, teste de localização de objeto (OLT) para função 

do hipocampo, teste de separação de padrão (PST) para a extensão da neurogênese, teste de 

local do objeto (OIPT) para testar a integridade do giro do córtex pré-frontal medial, córtex 

perirrinal e hipocampo. Para avaliar o comportamento depressivo, foi aplicado um teste de 

depressão relacionado à alimentação (ERDT), e teste de preferência por sacarose (SPT). 

Todos os protocolos dos testes de comportamento utilizados neste estudo foram descritos 

recentemente em nosso estudo (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 
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2.7.1 Teste de Localização do Objeto (OLT) 

Este teste examina a habilidade cognitiva de detecção mínima de mudanças no 

ambiente. Este teste inclui três fases sucessivas com um intervalo entre fases de 15 minutos, 

ilustrado na Figura 5 (A-C). A primeira fase é a fase de habituação. O animal é colocado no 

centro de um campo aberto em uma caixa (100 cm, comprimento × 100 cm, largura × 60 

cm, altura) para exploração por 5 minutos (Trial 1). A segunda fase é a fase de treino e 

inicia 15 minutos após a primeira fase, onde coloca-se dois objetos idênticos em lados 

opostos dentro caixa (Trial 2). O animal é colocado no centro da mesma caixa para explorar 

livremente os objetos por 5 minutos. A terceira fase é a fase de teste, onde se deixa um dos 

objetos no mesmo lugar e se coloca o outro em um novo local dentro da caixa (Trial 3). O 

rato é colocado no centro da caixa em um intervalo de 15 minutos entre cada fase. O 

movimento do animal na terceira fase foi continuamente registrado e gravado em vídeo 

utilizando o programa Noldus Ethovision XT. Dados como o tempo gasto na exploração no 

objeto movido para o novo local, no objeto que ficou no mesmo local e o tempo total gasto 

foram medidos.  

 

2.7.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (NORT) 

O paradigma de reconhecimento de objetos (NORT) utiliza a tendência natural que 

os roedores têm de explorar objetos novos para medir sua memória (Ennaceur e Delacour 

1988). Para este experimento, seguimos protocolo previamente descrito por Hattiangady e 

colaboradores (Hattiangady e Shetty 2008, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Este teste 

inclui quatro fases sucessivas com um intervalo entre fases de 15 minutos, ilustrado na 

Figura 6 (A-C). Primeiramente, os animais foram expostos a um campo aberto durante 10 

minutos para habituação. No dia seguinte, os animais foram novamente habituados no 

campo por 5 minutos (Trial 1), e após 15 minutos dois objetos idênticos foram dispostos no 

campo em posições equidistantes e permitiu-se o animal explorar livremente os objetos por 

5 minutos (Trial 2). A terceira fase iniciou-se 15 minutos após, um dos objetos familiares 

ao animal foi substituído por um objeto novo e da mesma forma, o animal pôde explorar 

livremente por 5 minutos (Trial 3). O tempo percentual gasto explorando cada objeto foi 

calculado e expresso como percentual do tempo total de exploração em segundos com o 
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intuito de avaliar a memória de curta duração. Roedores saudáveis tendem a explorar o 

objeto novo por mais tempo, demonstrando assim memória quanto ao objeto familiar. 

 

2.7.3 Teste de Separação de Padrão (PST) 

 Estudos anteriores mostraram que esta tarefa requer níveis normais de 

neurogênese (Jain, Yoon et al. 2012, McAvoy, Besnard et al. 2015). Este teste inclui três 

fases sucessivas com um intervalo entre fases de 15 minutos, ilustrado na Figura 7 (A-C). 

Na primeira fase deste teste os animais são habituados em um campo aberto por 5 minutos 

(Trial 1). Na segunda fase, 15 minutos após, coloca-se um fundo contendo um determinado 

padrão no campo, junto com dois objetos idênticos e deixa-se o animal explorar livremente 

por 5 minutos (Trial 2). A terceira fase inicia 30 minutos após a segunda, um padrão 

diferente é colocado no fundo da caixa com outros dois objetos idênticos, diferentes dos 

utilizados na fase 2, e da mesma forma permite-se o animal explorar por mais 5 minutos 

(Trial 3). A quarta e última fase inicia 15 minutos após a terceira, o mesmo padrão utilizado 

na fase 3 é mantido no fundo da caixa e um objeto da fase 2 (como objeto novo) é inserido 

juntamente com um objeto da fase 3 (como objeto familiar) (Trial 4). Os parâmetros 

medidos incluem a percentagem de tempo gasto com o objeto da fase 2 colocados no fundo 

com padrão utilizado na fase 3 (Upadhya, Hattiangady et al. 2016).  

 

2.7.4 Teste de Localização de Objetos (OIPT) 

 Este teste envolve três fases sucessivas com um intervalo de 15 minutos entre cada 

fase (Fig. 8A-C). A primeira fase é a fase de habituação, onde o animal foi colocado no 

centro do campo aberto de uma caixa vazia para explorar livremente por 5 minutos (Trial 

1). A segunda fase inicia 15 minutos após a primeira, onde quatro objetos diferentes são 

colocados na caixa (Trial 2). A terceira fase inicia 15 minutos após a segunda, utilizando os 

mesmos objetos, porém dois deles tem suas posições trocadas (Trial 3). Os parâmetros 

foram medidos durante a terceira fase através de rastreamento por vídeo e as análises 

incluem a percentagem de tempo gasto explorando os objetos que tiveram suas posições 

trocadas. 
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2.7.5 Teste de alimentação relacionada à depressão (ERDT) 

Este teste examina os níveis de depressão e motivação para se alimentar após 

privação de comida por 24 horas. Esse teste foi adaptado a partir do teste de supressão de 

alimento (NSFT, do inglês Novelty-Suppressed Feeding Test) previamente descrito 

(Samuels e Hen 2011, Powell, Fernandes et al. 2012). Por outro lado, ratos com depressão 

demoram a chegar perto da comida ou levam mais tempo para comer. Neste teste, toda 

comida foi removida das gaiolas dos animais por 24 horas, porém água foi provida durante 

o período de jejum. Após 24 horas, poucos pellets de comida foram colocados em um 

pedaço de filtro de papel posicionado em um dos quatro cantos da gaiola em que o animal 

vive e cada animal foi colocado em um canto oposto à comida, podendo explorar por 5 

minutos. Os pellets de comida fresca foram trocados para cada rato para eliminar qualquer 

problema relacionado a odores. A latência da primeira mordida na ração foi medida e 

comparada entre os grupos. O animal era excluído caso não mordesse a comida dentro dos 

5 minutos de teste. Em condições normais, os animais saudáveis rapidamente se 

locomovem em direção aos pellets de ração para come-los. Entretanto, os animais com 

comportamento depressivo levam mais tempo para se dirigir à comida, ou apenas cheiram a 

comida, mas não a consomem (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 

 

2.7.6 Teste de preferência por sacarose (SPT) 

Para analisar a anedonia (perda da capacidade de sentir prazer em atividades 

prazerosas em condições normais), foi empregado o teste de preferência por sacarose 

(SPT). Este teste avalia a disfunção de humor em roedores medindo a perda ou redução da 

preferência por líquidos doces como a solução de sacarose (Snyder, Soumier et al. 2011, 

Baptista, Saur et al. 2015). Em condições normais, animais saudáveis tendem a mostrar 

preferência por beber sacarose à água normal. Por outro lado, animais com comportamento 

depressivo costumam consumir água normal e sacarose em proporções similares. No 

primeiro dia os animais foram treinados para adaptação à sacarose por 24 horas. Animais 

foram alojados em gaiolas individuais com livre acesso a duas garrafas idênticas cada uma 

contendo 100 mL de sacarose 1% e ração provida ad libitum. No segundo dia, alocados nas 

mesmas gaiolas, os animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de 
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sacarose 1% e a outra contendo 100 mL de água e ração provida ad libitum. No terceiro dia, 

os animais foram privados de água e comida, permanecendo em jejum por 22 horas. No 

quarto e último dia, a preferência por sacarose foi avaliada após 22 horas de jejum. Os 

animais tiveram livre acesso a duas garrafas, uma contendo 100 mL de sacarose 1% e a 

outra contendo 100 mL de água por duas horas. Decorridas duas horas de teste, as garrafas 

foram removidas das gaiolas e o consumo de água e sacarose foram mensurados. Após o 

teste, os animais foram imediatamente colocados de volta a suas condições normais de 

alojamento, com acesso livre à ração e água. A taxa de preferência por sacarose foi 

calculada através da seguinte fórmula: consumo de sacarose/(consumo de água + consumo 

de sacarose) x 100 (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 

 

2.8 PROCESSAMENTO DO TECIDO 

Diferentes marcações de imunohistoquimica foram feitas para verificar se o 

transplante de hiPSC-NSC promove maior restrição nas mudanças epileptogênicas e 

inflamação no hipocampo epiléptico. Após o término de todos os testes comportamentais 

(aos 4-5 meses pós-transplante), os ratos foram perfundidos com PFA 4% para coleta de 

tecidos cerebrais. Os cérebros foram coletados, pós-fixados em PFA 4% overnight e 

criopreservados utilizando 10-30% de solução de sacarose. Após a criopreservação, fatias 

de 30 micrômetros de espessura foram feitas através de cortes coronais no hipocampo 

utilizando o criostato e foram coletadas em série em uma placa de 24 poços contendo 

tampão de fosfato (PB) conforme descrito em outros estudos (Rao, Hattiangady et al. 2005, 

Hattiangady e Shetty 2012, Kodali, Parihar et al. 2015). Utilizando a técnica de free-

flotating, um conjunto de fatias (cada 10ª-20ª fatia) de todos os grupos foi processado para 

diferentes marcações. 

 

 

 

 

 



99 
 

               
 

2.9 ANÁLISES IMUNOHISTOLÓGICAS 

 

2.9.1 Análise da sobrevivência das hNSC transplantadas 

As fatias seriadas (cada 10ª fatia) do cérebro dos animais transplantados com as 

hNSC foram processadas com um marcador de antígeno nuclear humano (HNA, do inglês 

Human Nuclear Antigen) para a identificação das células diferenciadas derivadas das hNSC 

transplantadas. Para o protocolo, foi utilizado um anticorpo monoclonal anti-HNA (1:200, 

Millipore), como descrito em outros estudos (Upadhya, Hattiangady et al. 2016). As fatias 

permaneceram em placas de 24 poços e foram tratadas com tampão fosfato-salino (PBS, do 

inglês Phosphate-Buffered Saline) contendo 20% de metanol e 3% de peróxido de 

hidrogênio para remover a peroxidase endógena; após as fatias foram lavadas apenas em 

PBS (1,5 mL) e incubadas em solução de bloqueio por 30 minutos em temperatura 

ambiente (0,5 mL); em seguida, as fatias foram incubadas overnight a 4ºC com o anticorpo 

primário (0,5 mL); para finalizar, as fatias foram lavadas 3 vezes com PBS (1,5 mL cada 

vez) e incubadas com o anticorpo secundário (0,5 mL) por 1 hora em temperatura ambiente, 

e então foram lavadas e incubadas com complexo avidina-biotina (ABC, do inglês Avidin-

Biotin Complex; Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente. A reação à 

peroxidase foi visualizada com a utilização de solução Vector SG (Vector Laboratories, 

Inc.) como o cromogênio, e as fatias foram lavadas uma vez em água destilada e três vezes 

em PBS; em seguida, as fatias foram montadas e desidratadas com álcool etílico graduado e 

contracoradas utilizando a solução de Nuclear Fast Red (Vector Laboratories, Inc.). Células 

positivas para HNA foram analisadas em fatias seriadas por toda a extensão antero-

posterior do hipocampo utilizando o método de contagem por fracionador óptico no sistema 

Stereo Investigator (MicroBrightField Inc., Williston, VT), o qual consiste em uma câmera 

digital de vídeo (Optronics Inc.) ligada a um microscópio Nikon E600 (Rao e Shetty 2004, 

Hattiangady, Kuruba et al. 2011, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). 
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2.9.2 Análise da diferenciação das hNSC transplantadas no hipocampo 

Para analisar a diferenciação das células transplantadas no hipocampo foi executada 

dupla imunofluorescência, conforme descrito em estudos anteriores (Hattiangady e Shetty 

2012, Shetty e Hattiangady 2013, Upadhya, Hattiangady et al. 2016). Para isso, foi aplicado 

parcialmente o mesmo protocolo descrito acima, utilizando a marcação de HNA. As fatias 

foram mantidas em placas de 24 poços e tratadas com PBS contendo 20% metanol e 3% 

peróxido de hidrogênio para remover a peroxidase endógena; após as fatias foram lavadas 

em PBS (1,5 mL) e incubadas em solução de bloqueio por 30 minutos em temperatura 

ambiente (0,5 mL); em seguida, as fatias foram incubadas overnight a 4ºC contendo o 

anticorpo primário (HNA, 1:200; Millipore; 0,5 mL). Por fim, as fatias foram lavadas três 

vezes com PBS (1,5 mL cada vez) e incubadas com anticorpo secundário Alexa Fluor 488 

(1:500, Invitrogen; 0,5 mL) por 1 hora em temperatura ambiente. Aqui, nós observamos as 

células positivas para HNA co-localizadas com diferentes marcadores, como o antígeno 

nuclear neurônio específico (NeuN, do inglês  Neuron-Specific Nuclear Antigen; 1:1000; 

Millipore) para neurônios maduros; ácido gama-aminobutírico (GABA, do inglês Gamma-

AminoButyric Acid, 1:5000; Sigma) para neurônios GABAérgicos; proteína glial fibrilar 

ácida (GFAP, do inglês Glial Fibrillary Acidic Protein; 1:1000, Sigma) para astrócitos e 

NSCs; NG2 (do inglês Neural-glial antigen 2; 1:500, Millipore) para células precursoras de 

oligodendrócitos e NSCs, Ki-67 (1:10.000; Vector Laboratories) para proliferação celular e 

Fator de transcrição de ligação no octâmero 4 (Oct-4, do inglês Octamer-Binding 

Transcription Factor 4; 1:10,000, Millipore) para pluripotência. Para esses marcadores 

foram utilizados os anticorpos secundários Alexa Fluor 594 (1:500, Invitrogen). Para 

analisar cada marcador, três fatias representativas de cada grupo (n=5) foram processadas e 

analisadas no microscópio confocal. Em cada fatia foram selecionadas no máximo 10 áreas 

do hipocampo para contagem de células com dupla marcação. Os resultados foram 

expressos como percentagens. 
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2.9.3 Análise quantitaiva de novos neurônios DCX+ na zona subgranular 

(SGZ-GCL) e hilo 

Para a visualização dos novos neurônios, foi utilizada a marcação com 

doublecortina (DCX do ingês Doublecortin), a qual é uma proteína associada a 

microtúbulos e é expressa por neurônios imaturos e/ou em diferenciação, sendo considerada 

um marcador endógeno de neurogênese (Rao e Shetty 2004, Ming e Song 2005). As fatias 

foram tratadas com PBS contendo 20% metanol e 3% peróxido de hidrogênio; após as 

fatias foram lavadas em PBS e incubadas em solução bloqueio por 30 minutos em 

temperatura ambiente; em seguida, foram incubadas overnight em 4ºC com o anticorpo 

primário anti-DCX (1:250, Santa Cruz Biotechnology); então, as fatias foram lavadas três 

vezes com PBS e incubadas contendo o anticorpo secundário IgG biotinilado (1:400, 

Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente; após, as fatias foram 

lavadas e incubadas com complexo ABC (Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em 

temperatura ambiente. A reação cromogênica foi visualizada usando a solução Vector SG 

(Vector Laboratories, Inc.), e as fatias foram lavadas uma vez com água destilada e três 

vezes em PBS. Após, as fatias foram montadas e desidratadas gradualmente em álcool 

etílico e contracoradas para marcação nuclear usando a solução de Nuclear Fast Red 

(Vector Laboratories, Inc.), conforme descrito em estudos anteriores do grupo (Rao e 

Shetty 2004, Rao, Hattiangady et al. 2005).  

Os novos neurônios marcados com DCX foram contados através do método 

fracionador óptico na camada de células granulares da zona subgranular (SGZ-GCL, do 

inglês Subgranular Zone-Granular Cell Layer) para todos os grupos e no hilo (DH, do 

inglês Dentate Hilus) para grupos epiléticos tratados e não-tratados (n=6/grupo) (Rao, 

Hattiangady et al. 2005, Rao, Hattiangady et al. 2006, Hattiangady, Kuruba et al. 2011). 

Todas as contagens utilizaram cada 15ª fatia, e foram visualizadas por todo o hipocampo no 

sistema Stereo Investigator (Microbright eld Inc.) que consiste em uma câmera digital de 

vídeo (Optronics Inc.) conectada a um microscópio Nikon E600. 
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2.9.4 Análise quantitativa de interneurônios NPY+ e PV+ no hipocampo 

O procedimento utilizado para a imunohistoquímica de interneurônios 

GABAérgicos que expressam o neuropeptídeo Y (NPY, do inglês Neuropeptide Y) ou a 

proteína ligante de cálcio, parvalbumina (PV, do inglês Parvalbumin) foi descrito em 

publicações anteriores do grupo (Shetty e Turner 1998, Hattiangady, Rao et al. 2005, 

Megahed, Hattiangady et al. 2014). As fatias são tratadas com PBS contendo 20% de 

metanol e 3% peróxido de hidrogênio; após, as fatias foram lavadas em PBS e incubadas 

em solução bloqueio por 30 minutos em temperatura ambiente; em seguida, as fatias foram 

incubadas overnight a 4ºC contendo anticorpo primário anti-NPY (1:10,000; Millipore) e 

anti-PV (1:2000; Sigma). No próximo dia, as fatias foram lavadas três vezes com PBS e 

incubadas com o anticorpo secundário IgG biotinilado (1:500, Vector Laboratories Inc.) por 

1 hora em temperatura ambiente; as fatias foram lavadas e incubadas com complexo 

avidina-biotina (ABC; Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente; a 

reação à peroxidase foi visualizada por reação cromogênica utilizando solução Vector SG 

(Vector Laboratories, Inc.) para NPY e solução diaminobenzidina (DAB) para PV. As 

fatias foram lavadas uma vez em água destilada e três vezes em PBS; em seguida, todas as 

fatias foram montadas e desidratadas gradualmente com álcool etílico e fatias NPY foram 

contracoradas para coloração nuclear vermelha utilizando a solução de Nuclear Fast Red 

(Vector Laboratories, Inc.). Todas as contagens foram realizadas a cada 20ª fatia do 

hipocampo via quantificação do número total de interneurônios positivos para NPY e PV 

no giro denteado (DG) do hipocampo para todos os grupos (n=6/grupo) utilizando o 

método fracionador óptico como descrito em estudos anteriores (Rao e Shetty 2004, 

Hattiangady, Kuruba et al. 2011, Kuruba, Hattiangady et al. 2011, Megahed, Hattiangady et 

al. 2014). 

 

2.9.5 Análise quantitativa das estruturas GFAP e IBA-1 no hipocampo 

A metodologia utilizada para a imunohistoquimica de GFAP e a molécula 

adaptadora ligante de cálcio ionzada (IBA-1, do inglês Ionized calcium binding adaptor 

molecule 1) foi relatada em estudos anteriores do grupo (Shetty, Zaman et al. 2005, Kodali, 

Parihar et al. 2015). As fatias foram tratadas com PBS contendo 20% metanol e 3% 
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peróxido de hidrogênio; após, as fatias foram lavadas em PBS e incubadas em solução 

bloqueio por 30 minutos em temperatura ambiente; depois, foram incubadas overnight a 

4ºC com anticorpo primário anti-GFAP (1:3000; Dako) e anti-IBA-1 (1:1000; Millipore). 

No outro dia, as fatias foram lavadas três vezes com PBS e incubadas com os anticorpos 

secundários IgG biotinilados (1:200, Vector Laboratories Inc.) por uma hora em 

temperatura ambiente. As fatias foram lavadas e incubadas em solução com complexo 

avidina-biotina (ABC; Vector Laboratories, Inc.) por 1 hora em temperatura ambiente; e 

então, a reação à peroxidase foi visualizada com a utilização de solução Vector SG (Vector 

Laboratories, Inc.) como o cromogênio, e as fatias foram lavadas uma vez com água 

destilada e três vezes em PBS. Em seguida, as fatias foram montadas e desidratadas 

gradualmente em álcool etílico e contracoradas para coloração nuclear vermelha utilizando 

solução de Nuclear Fast Red (Vector Laboratories, Inc.). As áreas ocupadas por astrócitos 

GFAP+ foram medidas por áreas fracionadas de tecido dentro das subáreas do DH, CA1 e 

CA3 do hipocampo e os elementos microgliais IBA-1+ foram medidos nas subáreas do 

GCL, DH, CA1 e CA3 do hipocampo, conforme descrito em estudos anteriores (Shetty, 

Rao et al. 2004, Parihar, Hattiangady et al. 2013). As imagens microscópicas das diferentes 

regiões do hipocampo foram capturadas através de lentes objetivas 20x e 40x em um 

microscópio Nikon E600 equipado com uma câmera digital de vídeo conectada a um 

computador. Cada imagem foi salva em escala de cinza, em arquivos no formato bitmap e 

abertas no software Image J. Foi utilizado um valor limite que mantinha todos os elementos 

imunomarcados de GFAP+ e IBA-1+ e o threshold foi selecionado para gerar uma imagem. 

A partir daí um comando de análise foi selecionado no programa para medir a área ocupada 

pelas estruturas GFAP+ e IBA-1+ (das áreas fracionadas) das imagens binárias. Os cálculos 

foram feitos separadamente para cada região hipocampal para cada animal em todos os 

grupos experimentais (n=6-7). 

 

2.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para comparações que envolvem três ou mais grupos foi utilizado ANOVA de uma 

via seguida do teste de post-hoc Newman-Keuls com comparações múltiplas. O teste t de 

Student foi aplicado quando as comparações envolviam somente dois grupos.  
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Os dados foram expressos como média ± SEM e um valor P menor que 0,05 foi 

considerado como estatisticamente significante. 
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