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RESUMO 
 
 

Considerando-se a elevada incidência da epilepsia (2-3% da população 

mundial) e o alto índice de refratariedade ao tratamento com fármacos 

antiepilépticos disponíveis (20-30%) torna-se fundamental que sejam estudadas e 

disponibilizadas novas alternativas terapêuticas.  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. Estratégias 

terapêuticas envolvendo o transplante de células-tronco e terapia gênica começam a 

ser estudadas em modelos experimentais de epilepsia. Entre os modelos 

experimentais destaca-se o modelo de epilepsia genética do camundongo EL/Suz. 

Neste modelo, as crises se originam próximos ao lobo parietal e se propagam para 

as outras regiões do cérebro como o hipocampo. Algumas das manifestações 

comportamentais que os animais apresentam são as manipulações de crises 

associadas à estimulação vestibular, sendo que este comportamento é exacerbado 

com o aumento com a idade do animal. Visando explorar este potencial, nosso 

estudo se propôs a verificar o efeito da administração de células mononucleares da 

medula óssea no tratamento da epilepsia genética através da injeção periférica 

destas células (C57BL/6-EGFP) em camundongos EL/Suz.  

O estudo foi distribuído em 4 grupos: I) EL+Controle (C); II) EL+Salina (S); III) 

EL+Células-Inativadas (CI); IV) EL+Células Mononucleares (CMMO). Os animais 

foram estimulados desde o nascimento com observação direta das manifestações 

comportamentais a partir de 30 dias de vida. A observação e a estimulação dos 

animais foram realizadas uma vez por semana com o movimento de subida e 



    

 

 

descida do animal e movimentos pendulares (ir-vir) nas quatro direções. Para 

verificar a presença de CMMO transplantadas no hipocampo bem como em outras 

estruturas encefálicas e outros órgãos utilizamos a técnica da polymerase chain 

reaction (PCR). A observação dos grupos pré e pós-transplante foi usada como 

parâmetro para que se infira que as células mononucleares transplantadas foram 

capazes de migrar para o tecido nervoso e diminuir o número de crises convulsivas. 

A contagem do número de crises foi avaliada no período pré e pós-transplante com 

registro eletroencefalográfico (EEG) nos grupos EL+Salina e EL+CMMO para 

controle de intensidade das crises. Os registros eletrofisiológicos in vitro avaliaram a 

resposta sináptica utilizando o paradigma de estimulação por pulso pareado em 

fatias de cérebro. 

Nossos resultados mostram uma redução gradual da frequência de crises 

num período de 240 dias chegando a 50%. Para comparar nossos achados de 

redução de crises fizemos estudo da atividade elétrica cerebral através do registro 

EEG onde observamos nos traçados eletroencefalográficos uma intensidade maior 

da fase ictal no grupo EL+Salina comparado com o grupo EL+CMMO. Observamos 

que os animais do grupo EL+Salina apresentaram uma excitabilidade neuronal 

significamente maior comparado ao grupo controle e o grupo EL+CMMO 

comprovando o efeito terapêutico das CMMO. No estudo de estímulo condicionante 

podemos observar que os três grupos apresentaram indução facilitada de 

potenciação de longa duração (LTP) com uma maior amplitude do potencial pós-

sináptico excitatório no grupo EL+Salina. 

Com base nos dados obtidos no presente estudo, concluímos que as células 

mononucleares da medula óssea podem ter efeito terapêutico na epilepsia genética 

no modelo do camundongo EL/Suz.  



    

 

ABSTRACT 
 
 

Considering the high incidence of epilepsy (2-3% of world population) and the 

high rate of resistance to treatment with available antiepileptic drugs (20-30%) it is 

essential to be considered and made available new therapeutic options. In epilepsy, 

like other central nervous system disorders, there is loss of neuronal subpopulations, 

which represents an important consequence in the pathogenesis of the disease. 

Therapeutic strategies involving the transplantation of stem cells and gene therapy 

have been studied in experimental models of epilepsy. The genetic model of EL/Suz  

epilepsy mouse highlights among the experimental models. In this model, seizures 

originate close to the parietal lobe and spread to other brain regions such as the 

hippocampus. Some of the behavioral manifestations that they show are the 

manipulations of seizures associated with handling and vestibular stimulation, and 

this behavior is exacerbated by the increase with age of the animal. In order to 

exploit this potential, our study was to evaluate the effect of administration of bone 

marrow mononuclear cells in the treatment of genetics epilepsy by peripheral 

injection of these C57BL/6-EGFP cells in EL/Suz mice. The study was distributed in 

four groups: I) EL+Control (C), II) EL+Saline (S); III) EL+Bone Marrow Mononuclear 

Cells Inactivated (BMMCI), IV) EL+Bone Marrow Mononuclear Cells (BMMC). The 

animals were stimulated from birth with direct observation of behavioral 

manifestations from 30 days of life. Observation and stimulation of the animals were 

held once a week with the movement up and down the animal and commuting (go-

around) in the four directions. To verify the presence of BMMC transplanted in the 

hippocampus and other brain structures, other agencies use the technique of 

polymerase chain reaction (PCR). The observation of the pro-and post-transplant 

groups was used as a parameter to infer that the transplanted mononuclear cells 



    

 

 

were able to migrate to the nerve tissue and reduce the number of seizures. 

Counting the number of seizures was evaluated in the pre and post-transplant record 

electroencephalographic (EEG) in groups EL+Saline and EL+BMMC for intensity 

control of seizures.  Electrophysiological recordings in brain slices were done to 

evaluate the synaptic response using the paradigm of paired pulse stimulation. Our 

results show a gradual reduction in seizure frequency over a period of 240 days 

reaching 50%. To compare our findings to reduce crises we study the brain electrical 

activity by recording EEG  in which we observed a higher intensity of ictal phase in 

EL+Saline group compared with the group EL+BMMC. We observed that the animals 

in the EL+Saline showed a significantly higher neuronal excitability compared to the 

control group and EL+BMMC proving the therapeutic effect of BMC. In the study of 

stimulus condition we saw that the three groups were facilitated induction of long-

term potentiation (LTP) with a greater amplitude of excitatory postsynaptic potential 

in the group EL+Saline. Based on data obtained in this study, we conclude that the 

mononuclear bone marrow may have therapeutic effect on epilepsy genetics in the 

mouse model of EL/Suz. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 

1.1 EPILEPSIA 
 

Epilepsia é um tipo de disfunção cerebral caracterizada clinicamente por 

alterações comportamentais súbitas (crises epilépticas) que tendem a se repetir ao 

longo da vida do paciente e que afeta de 2% a 3% da população mundial. O 

tratamento medicamentoso é realizado com fármacos antiepilépticos, mas, 

infelizmente, aproximadamente 30% dos pacientes não respondem a esta 

terapêutica, tornando-se refratários ao tratamento (LOSCHER, 2002b). Essas crises 

refletem a atividade elétrica anormal e paroxística, acometendo preferencialmente 

uma ou várias áreas do cérebro e podem ser causadas por inúmeras patologias 

estruturais ou neuroquímicas. Há, portanto, uma diferença entre definição de 

epilepsia e de crise epiléptica. Em geral o diagnóstico de epilepsia implica uma 

anormalidade epileptogênica persistente do cérebro, provocando crises recorrentes 

e espontâneas. Em contraposição, pessoas sem epilepsia podem apresentar 

convulsão provocada por atividade elétrica anormal como resposta isolada do 

cérebro a um insulto transitório ou a perda de homeostase (ZIELINSKI, 1988). 

Assim, epilepsia presume a existência de uma anormalidade epileptogênica 

intrínseca, endógena ao próprio cérebro e que está presente mesmo entre as crises, 

independente de qualquer condição ou insulto agudo. Esta propriedade do “cérebro 

epiléptico” pode gerar crises recorrentes durante um período de tempo relativamente 

curto, ou durante muitos anos, ou mesmo durante toda a vida do indivíduo (GASTAUT, 

1973). A atividade epiléptica cerebral pode ser desencadeada por diversos fatores, e 

por isso a epilepsia é considerada uma disfunção complexa e multifatorial. Existem 

duas categorias etiológicas básicas: a) distúrbio epileptogênico 
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específico, que gera epilepsia em indivíduos susceptíveis; b) fatores precipitantes, 

que são perturbações endógenas ou exógenas e que evocam crises epilépticas 

agudas em determinados períodos de tempo. Os distúrbios epileptogênicos 

específicos podem ser lesões como trauma, infecção, neoplasia, malformação 

vascular, malformações congênitas e anormalidades genéticas, como mutações 

gênicas pontuais ou aberrações cromossômicas. Nos casos em que é possível tratar 

esses distúrbios (remoção cirúrgica de neoplasia), a condição epiléptica é abolida. É 

interessante notar que várias vias celulares associadas a esses insultos, tais como, 

morte celular, reorganização axonal, inflamação e astrogliose, também ocorrem de 

forma secundária às crises recorrentes. Portanto, as próprias crises epilépticas, 

potencialmente, poderiam perpetuar ou agravar em maior ou menor grau, o 

processo epileptogênico (SANDER, 1999). 

A natureza do distúrbio epileptogênico é essencial para classificação 

etiológica das epilepsias. Neste sentido, as epilepsias generalizadas e focais têm 

sido classificadas em sintomáticas, idiopáticas ou provavelmente sintomáticas. As 

epilepsias sintomáticas são aquelas em que é possível a detecção de lesões 

anatômicas ou histológicas. Quando não é possível a detecção da disfunção 

primária da epilepsia sintomática, esta é denominada “provavelmente sintomática” 

(criptogênica) (ENGEL, 2001). Nas epilepsias idiopáticas, por sua vez, o processo da 

epileptogênese não é atribuído a nenhum insulto endógeno ou exógeno específico. 

Neste caso diz-se que a epilepsia é própria do indivíduo. Hoje se sabe que a maioria 

das epilepsias idiopáticas é causada por mutações genéticas (GASTAUT, 1975). 
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1.2 EPILEPSIA GENÉTICA 
 

A Classificação das Epilepsias e Síndromes Epilépticas, proposta pela  Liga 

Internacional de Epilepsia - ILAE (International League Agaisnt Epilepsy) divide as 

epilepsias em idiopáticas, sintomáticas e criptogênicas (GASTAUT, 1975; ENGEL, 2006). 

O grupo das epilepsias idiopáticas corresponde a aproximadamente 50% do total 

das epilepsias humanas (BERKOVIC et al., 1999). É nas epilepsias idiopáticas que a 

predisposição genética se apresenta de maneira mais marcada. Inicialmente, 

acreditava-se que as epilepsias idiopáticas generalizadas apresentavam um forte 

componente genético, mas que as epilepsias parciais eram predominantemente 

causadas por fatores ambientais. Desde os primórdios da medicina muito se tem 

especulado sobre a base genética das epilepsias. Nos anos 50 e 60 vários estudos 

epidemiológicos demonstraram as primeiras evidências científicas para uma 

predisposição genética nas várias formas de epilepsia (ROMCY-PEREIRA et al., 2008). 

Nos anos 70, Andermann (1982) propôs o modelo multifatorial para as 

epilepsias, no qual fatores genéticos e ambientais interagem na determinação dos 

riscos de recorrência familiar da doença. Atualmente, as epilepsias, particularmente 

idiopáticas, são vistas como doenças complexas do ponto de vista da herança 

genética. Com os avanços recentes da biologia molecular as teorias sobre genes 

implicados na transmissão das epilepsias poderão ser comprovadas 

experimentalmente. Além disso, interações entre múltiplos genes e fatores 

ambientais poderão ser melhor investigadas. Muitos dos aproximadamente 30 mil 

genes humanos podem estar associados à epilepsia por meio de alterações 

genéticas ou de alterações na expressão gênica. As alterações gênicas são aquelas 

que ocorrem na estrutura física do gene, como as mutações ou polimorfismos, e 
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contribuem para a epileptogênese agindo diretamente como causa primária ou 

indiretamente, no estabelecimento do limiar de susceptibilidade. Este tipo de 

alteração, transmitida hereditariamente, reflete mudanças nos níveis ou na 

localização dos produtos gênicos e é deflagrada por insultos epileptogênicos. Em 

contrapartida, a modulação da expressão gênica influencia a atividade dos 

transcritos e proteínas codificadas, mesmo na ausência de modificações físicas no 

DNA. Esse tipo de modulação pode alterar os níveis ou localização de mRNAs e 

proteínas, deflagradas por insultos epileptogênicos (BERKOVIC et al., 1999). Desta 

forma, alterações na expressão gênica são uma das principais respostas do tecido 

cerebral a tais insultos (ROMCY-PEREIRA et al., 2008). Atualmente, as abordagens de 

investigação baseiam-se na análise individual da expressão de genes isolados, 

selecionados de acordo com determinada funcionalidade, ou na análise de 

expressão de múltiplos genes simultaneamente, não diretamente relacionados ao 

processo de hiperexcitabilidade neuronal. 

Em modelos experimentais de epilepsia, a maior parte dos trabalhos 

concentra-se na análise da expressão gênica em períodos específicos depois da 

geração do insulto convulsivo (ELLIOTT et al., 2004).
 O período entre 1-2 semanas após 

o insulto inicial compreende o período de latência, ou seja, imediatamente anterior 

ao aparecimento das crises espontâneas. Já no período crônico ocorrem 

modificações que estariam estabelecidas pelo processo epileptogênico, refletindo o 

perfil molecular do tecido cerebral frente a crises espontâneas recorrentes (CERs). 

Diversos estudos têm verificado que as crises epilépticas induzem no hipocampo 

alteração da expressão de genes que codificam proteínas de receptores 

metabotrópicos e ionotrópicos de glutamato, enzimas que participam da síntese de 
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GABA, transportadores de glutamato, neuropeptídeos pró e anticonvulsivantes e 

neurotrofinas e seus receptores. Isso possibilitará avanços importantes no 

entendimento dos mecanismos básicos responsáveis pela epileptogênese, o que 

por sua vez poderá resultar em terapêutica mais específica e eficiente (ELLIOTT et al., 

2004; LEPPERT et al., 1993).  

 

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS 

 

Existem numerosos 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 (SANABRIA; 

CAVALHEIRO, 2000). 

Em modelos crônicos temos os de epilepsia adquirida (sintomática) e os 

modelos genéticos. A primeira categoria inclui os modelos nos quais a epilepsia é 

induzida por métodos químicos ou elétricos em animais previamente sadios (não 

epilépticos), geralmente ratos (CAVALHEIRO et al., 1991). Já os modelos genéticos 

podem ser subdivididos em aqueles que empregam animais com mutações 

espontâneas ou animais com mutações induzidas, como camundongos transgênicos 

ou camundongos nos qual um ou mais genes é retirado do genoma (knockout) 

(SUZUKI, 2004). 
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A epilepsia pode ser estudada in vivo com modelos experimentais e in vitro 

utilizando fatias cerebrais. As preparações de fatias de cérebro (brain slices) foram 

desenvolvidas por Mcllmwain e colaboradores, com o intuito de estudar a bioquímica 

do sistema nervoso central (SNC), no entanto, esse procedimento se expandiu para 

o estudo dos mecanismos básicos das epilepsias, especificamente no estudo da 

epilepsia do lobo temporal. Assim, a atividade epileptiforme pode ser estudada in 

vitro utilizando-se fatias de cérebro associadas com registros eletrofisiológicos 

(MACLLMWAIN et al., 1953).   

 

1.4 CAMUNDONGO EL/SUZ 

 

Entre os modelos de epilepsia genética utilizados destaca-se o modelo do 

camundongo EL/SuzSeyFrkJ, genótipo Tyrc/Tyrc, uma cepa pura de modelo 

poligênico para o estudo da epilepsia (SUZUKI, 2004).   

O camundongo EL foi descrito em 1954 por investigadores Japoneses 

estudando o hidrocéfalo. O relatório original descreveu uma raça congênita mutante 

derivada dos camundongos DDY (a “raça mãe”) que experimentou as crises tônicos-

clônicos induzidas pela estimulação vestibular (agitação). O camundongo EL foi 

registrado internacionalmente como um mutante epiléptico em 1964 (JOSEPH et al., 

1989).   

A tendência de crises no EL é herdada fenomenologicamente por um traço 

autossômico dominante. A herança do EL é poligênica e estão envolvidos pelo 

menos dois genes: EL-1, que se localiza na região distal do centrômero sobre o 

cromossomo 9, e EL-2 no cromossomo 2. Além disso, vários fatores de risco 
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circundantes parecem influenciar o desenvolvimento da suscetibilidade das crises 

nos EL (RISE et al., 1991).  

Neste modelo a ictogenese foi estabelecida cerca de 10 semanas de idade, 

enquanto a epileptogênese foi estabelecida através das repetidas convulsões 

durante o seu desenvolvimento. A fragmentação do DNA leva a apoptose no tecido 

e a suscetibilidade dos neurônios do hipocampo aumenta depois de convulsões 

repetitivas durante o período final do desenvolvimento, provavelmente devido ao 

desequilíbrio entre mecanismo de proteção e inativação de vias proapoptóticas 

(MURASHIMA et al., 2004).   

As crises do camundongo EL/Suz se originam próximas ao lobo parietal e se 

propagam para as outras regiões do cérebro, como o hipocampo. As crises 

espontâneas recorrentes se manifestam em torno dos 80-100 dias de vida e são 

também acompanhadas por anormalidades no EEG, vocalização, incontinência, 

perda do equilíbrio postural, aumento da salivação e automatismos faciais. 

Manipulações do animal e estimulação vestibular provocam a manifestação das 

crises e sua incidência aumenta com a idade do animal. Em animais mais jovens, as 

crises podem ser induzidas através de estimulação rítmica (SUZUKI, 2004). 

As crises do EL são evocadas por estimulação sensorial arremessando o 

camundongo para cima no ar, ou sujeitando a uma rápida aceleração. Embora 

desenvolvam predisposição genética, há necessidade de estímulos provocativo no 

EL, uma vez por semana, para desencadear as crises. A incidência das crises 

aumenta com a repetição de estímulos, e a prevalência, após a estimulação 

alcançar eventualmente 100% (SUZUKI et al., 1982). 
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Depois de um longo período sem estimulação, o limiar da crise de um EL, 

tende a aumentar, ou há extinção das crises. Após a estimulação ser recomeçada e 

repetida, como previamente, as crises são induzidas novamente em quase todos os 

animais. Entretanto, depois de 14 semanas de ausência de estimulação, nenhuma 

crise ocorre depois da primeira estimulação, mas o reaparecimento e a diminuição 

do limiar das crises se desenvolvem mais rápido do que em outros animais. A 

ocorrência das crises nos EL necessita de estimulação reforçada e é afetada por 

certos tipos de experiências ou memória de estímulo ou pela crise antecedente 

(SUZUKI et al., 1982; IMAIZUMI et al., 1959).  

As crises do camundongo EL têm três fases definidas: prodromais, ictais e 

pós-ictais (Figuras 1, 2, 3).  

 

 

 

 

 

        Rangido                         Imobilidade transitória                    “Ataques de corrida”   

 

Figura 1-       Fase inicial da crise caracetrizada com rangido, imobilidade transitória e  ataques    
de corrida. 
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Cauda curvada                      Perda de equilíbrio                    Convulsões tônico-clônicas 

 
Figura 2-    Fase ictal com cauda curvada sobre a cabeça, perda de equilibrio e convulsão 

generalizada tônico-clônica. 
 

 

 

 

 

 

 

Letargia pos-ictal             “Postura de canguru”                      Hiperirritabilidade  

 
Figura 3 –    A fase pós-ictal apresenta letargia, postura de canguru com movimentos giratórios 

de   cabeça e uma hiperirritabilidade motora ao manuseio. 

 

Aparentemente qualquer estimulação vestibular rítmica como a agitação, o 

balanço, o movimento de ir-e-vir horizontal, o movimento pendular ou a rotação 

alternadamente é suficiente para induzir crises, mas a rotação unidirecional falha em 

produzir convulsões. Imaizumi e colaboradores perceberam que se os 

camundongos EL recebessem estimulação vestibular semanal (30 “agitações” 1/15 
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cm verticalmente) durante um período de tempo de desenvolvimento de 5-8 

semanas de idade, os camundongos adultos começariam a ter convulsões na idade 

de 7-8 semanas e pela idade de 10 semanas teriam convulsões regularmente na 

aplicação de estimulação vestibular apropriada. Além disso, se os camundongos EL 

não são estimulados durante este período de desenvolvimento, alguns 

camundongos adultos ainda exibirão convulsões se propriamente estimulados 

(IMAIZUMI et al., 1959).   

Suzuki e colaboradores perceberam que com a idade muitos camundongos 

EL terão uma crise quando colocados em uma gaiola de isolamento e observados 

por 3 min antes da estimulação vestibular (então chamados “crises espontâneas”) 

(SUZUKI, 2004). Naruse e colaboradores relataram que a duração média da crise do 

primeiro rangido até o último movimento convulsivo entre os 22 animais foi de 16s 

(NARUSE et al., 1960). Os animais exibiram um período refratário durante o qual 

qualquer estímulo foi ineficaz ao provocar crises futuras. O período refratário variou 

de animal para animal, e em todos os casos foi de pelo menos 30 minutos. Os 

camundongos de ambos os sexos evidenciam convulsões igualmente e a gravidez 

não tem efeito nas convulsões.  A tendência de camundongos terem uma crise não 

diminui com a idade; de fato, com a idade, o camundongo frequentemente requer 

menos estimulação progressivamente para ter convulsões (IMAIZUMI et al., 1959).  
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1.5 CÉLULAS-TRONCO  

 

Estratégias terapêuticas envolvendo o transplante de células-tronco da 

medula óssea e terapia gênica começam a ser estudada em modelos experimentais 

de epilepsia. Entre elas estão o uso células neurais fetais, células liberadoras de 

adenosina, células produtoras de GABA e células-tronco neurais (HAAS et al., 2005).  

Dado que a medula óssea é uma fonte permanente de células-tronco adultas 

e possivelmente pluripotentes é possível que o transplante destas tenha como 

consequência o restabelecimento da excitabilidade neuronal fisiológica, bem por sua 

diferenciação ou por outros mecanismos biológicos, tais como fusão celular ou a 

secreção de fatores tróficos. Logo, pode-se afirmar que há um potencial muito 

grande para a terapia com células-tronco no tratamento das epilepsias refratárias, 

principalmente para aquelas que têm um curso progressivo pela frequência de 

crises associada à polifarmácia (MCKAY, 2004). 

Dentro desse panorama, torna-se fundamental o entendimento do processo 

epileptogênico e, por conseguinte, abrem-se perspectivas para ações preventivas e 

intervenções terapêuticas mais efetivas, como tratamento com células-tronco. 

As células-tronco representam uma unidade natural do desenvolvimento 

embrionário e da reparação tecidual e é um subconjunto de células imaturas, 

indiferenciadas e não especializadas. Estas células apresentam a capacidade tanto 

de se auto-regenerar, ou seja, dividir-se e criar outras células-tronco, quanto de se 

diferenciar através de uma determinada via molecular e originar diferentes linhagens 

celulares. As células-tronco embrionárias são totipotentes, isto é, têm o privilégio de 



Referencial TeóricoReferencial TeóricoReferencial TeóricoReferencial Teórico    

 

 

30 

poder escolher entre a maioria, senão todas, as vias de diferenciação. As células-

tronco adultas ou somáticas 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 et al., 1997)  (Figura 4).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 -  Células-tronco da medula óssea 

 

Os grandes avanços nas áreas de genética e biologia molecular devem trazer 

consigo grandes mudanças na medicina. Com a expansão do conhecimento acerca 

das células-tronco e a possibilidade de que elas possam diferenciar-se nos mais 

diversos tecidos, é natural que haja grande interesse quanto à sua utilização 

terapêutica, como no tratamento de doenças do sistema nervoso. Muitos grupos têm 
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estudado a alternativa do uso de células-tronco na clínica, estimulados por 

evidências que apontam recuperação em modelos animais de doenças 

neurodegenerativas (MENDEZ-OTERO et al., 2005; MCKAY, 2004). 

Estudos recentes têm demonstrado que o transplante de células-tronco 

melhora a função cerebral fisiológica em modelos de isquemia cerebral, doença de 

Huntington e traumatismo raquimedular (DUNNETT et al., 2004; KODA et al., 2005). Kim e 

colaboradores observaram melhora dos sintomas parkinsonianos em ratos que 

receberam células-tronco embrionárias neurais, com a geração de neurônios 

dopaminérgicos que detinham propriedades eletrofisiológicas e bioquímicas 

semelhantes às células mesencefálicas não-transplantadas (KIM et al., 2003). Mais, 

estudos recentes têm demonstrado a capacidade de diferenciação das células-

tronco da medula óssea (CTMO) em progenitores celulares com características de 

células de Schwann, capazes de apoiar a regeneração em nervos ciáticos de ratos 

lesados após três semanas do transplante (MIMURA et al., 2004). Mimura e 

colaboradores demonstraram em ratos adultos com nervos ciáticos seccionados um 

aumento significativo na velocidade de condução e no índice de escala funcional 

para nervo ciático no grupo transplantado com células-tronco comparado ao grupo 

controle não transplantado após seis meses (DEZAWA et al., 2001). Outros dados 

indicam que CTMO migram da corrente sanguínea para a área isquêmica e, uma 

percentagem pequena delas, expressa marcadores neurais (LI et al., 2001).  

A medula óssea (MO) é uma fonte permanente de células-tronco contendo 

três tipos de populações de células-tronco: hematopoiéticas, estromais 

(mesenquimais) e possivelmente progenitoras endoteliais. Já foi demonstrado que 

células da medula óssea de camundongos podem derivar-se em microglia, e 
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neurônios in vivo (AZIZI et al., 1998). Porém, ainda não se sabe qual sub-população da 

medula óssea foi capaz de expressar este desenvolvimento neuronal. Além disso, a 

transdiferenciação de CTMO em neurônios no sistema nervoso central foi também 

demonstrada em seres humanos. Parece que a incorporação destas células no 

tecido nervoso é intensificada frente a um dano tecidual. Ainda, mesmo que estas 

células não regeneram o tecido lesado por transdiferenciarem-se 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 fusão 

celular, a liberação de fatores tróficos, citocinas ou ativação de células endógenas 

(EGLITIS et al., 1999; COGLE et al., 2004; COSTA-FERRO et al., 2011).   

As vantagens em se estudar células-tronco adultas em contraste com as 

embrionárias incluem a maior facilidade de obtenção das primeiras, sendo que as 

células-tronco da MO podem ainda ser obtidas em maior quantidade (ideal para 

aplicação clínica) do que as demais células-tronco adultas. Ainda mais, elas podem 

ser obtidas a partir de uma pequena amostra de MO de um dado paciente, 

expandidas em cultura, e re-administradas a este mesmo paciente. Assim, seria 

possível evitar problemas associados com a rejeição imunológica dos tecidos ou 

células transplantadas (HAAS et al., 2005). 

Alguns estudos desenvolvidos em nosso laboratório com células-tronco na 

epilepsia induzida mostraram resultados de redução na frequência de crises 

convulsivas e melhora cognitiva (COSTA-FERRO et al., 2010; VENTURIN et al., 2011). 

Nestes estudos o modelo experimental utilizado foi de epilepsia temporal, é um 

modelo de epilepsia lesional (sintomático) que determina expressiva lesão 

hipocampal. 
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Apesar dos avanços que foram feitos neste campo de conhecimento, o 

potencial terapêutico das células-tronco em epilepsias idiopáticas, isto é naquelas 

com possível origem genética, que representam 50% de todas as epilepsias, ainda 

não foi determinado. Este é o primeiro estudo que investiga a possibilidade de 

terapia celular em camundongos com epilepsia genética. 
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1.6 OBJETIVOS 

 

1.6.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste estudo é verificar se as células mononucleares da medula 

óssea (CMMO) apresentam um potencial terapêutico no controle ou diminuição das 

crises epilépticas na epilepsia genética do camundongo EL/Suz. 

 

1.6.2 Objetivo específicos 

1. Verificar a migração celular através da investigação molecular da 

presença de células mononucleares administradas nos animais 

tratados;  

2. Avaliar o número de crises após o transplante das células 

mononucleares de medula óssea no camundongo EL; 

3. Verificar a frequência de descargas através do registro 

eletroencefalográfico (EEG);  

4. Avaliar a resposta sináptica utilizando o paradigma de estimulação por 

pulso pareado e LTP.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 
 
2.1 ASPECTOS ÉTICOS 
 

Os protocolos experimentais utilizados foram submetidos para avaliação e 

aprovação pelo Comitê de Ética para Uso de Animais da PUCRS e seguiram as 

normas internacionais de experimentação com animais de laboratório, registro CEUA 

09/00089. Todos os procedimentos foram realizados tomando os cuidados 

necessários para reduzir ao máximo o número de animais empregados e seu 

sofrimento. 

 

2.2 ANIMAIS 
 

Camundongos mutados EL/SuzSeyFrkJ,  albino,  provenientes do Laboratório 

Jackson (MAINE, Estados Unidos). Neste estudo utilizamos 50 camundongos 

fêmeas (EL/Suz), pesando entre 25 e 30 gramas com 80 dias de vida divididos em 4 

grupos experimentais. Estes animais ficaram alojados no Instituto de Pesquisas 

Biomédicas da PUCRS e recebem comida e água “ad libitum”, com iluminação 

controlada em ciclos de 12 horas claro-escuro e temperatura controlada 

aproximadamente 24°C.   

Também foram utilizados 20 camundongos C57BL/6N transgênicos machos e 

adultos (C57BL/6-EGFP), pesando entre 25 e 30 gramas. Estes animais foram 

doadores de CTMO e expressam EGFP (Enhanced green fluorescent protein), 

proteína verde fluorescente que serve como marcador das células transplantadas. 

Estes animais são provenientes da Fundação Oswaldo Cruz – Bahia e serão 
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mantidos no Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, sob as mesmas 

condições citadas acima.  

 

2.3 TRANSPLANTE 

 

Os transplantes foram feitos na veia da cauda do animal após estimulação 

vestibular rítmica, após a crise o animal é colocado no contensor onde é feita a 

aplicação da injeção (Figura 5). Após uma semana é feita a contagem pelo 

observador do número de crises convulsivas pós-transplante nos grupos por um 

período de 240 dias (8meses).  A perda de alguns animais durante o estudo foi 

natural por crise convulsiva e por envelhecimento.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Transplante de células mononucleares da medula óssea na veia da cauda do animal 
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2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 

O estudo foi distribuído em 4 grupos: I) EL+Controle n=10; II) EL+Salina 

n=10; Ill) EL+CMMO n=10; IV) EL+Inativadas n=10. Os animais foram estimulados 

desde o nascimento uma vez por semana com observação direta das manifestações 

comportamentais a partir de 30 dias de vida (Figura 6).  

Grupo I – EL+Controle: Estes animais passaram pelo mesmo estresse, mas 

sem aplicação de solução após 80 dias de vida. 

Grupo II – EL+Salina: Estes animais receberam solução salina em 

substituição à CMMO (200µL de solução salina) via veia da cauda após 80 dias de 

vida.  

Grupo III – EL+CMMO: Os animais receberam transplante de células 

mononucleares da medula óssea (CMMO) (200µL contendo 106 células 

mononucleares EGFP+), via veia da cauda no momento da crise após 80 dias de 

vida. 

Grupo IV – EL+Inativadas: Os animais receberam transplante de células 

mononucleares inativadas, (200µL contendo 106 células inativadas), via veia da 

cauda no momento da crise após 80 dias de vida.  
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Figura 6 – Delineamento experimental dos grupos do estudo  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7- Linha de tempo experimental dos grupos do estudo 
 
 
 

Para os registros eletrofisiológicos um grupo adicional de camundongos 

BALBC (n=5) de mesma idade, foi utilizado como controle saudável. 
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2.5 OBTENÇÃO E PREPARO DA FRAÇÃO MONONUCLEAR DA  MEDULA 

ÓSSEA (CMMO) 

 

Foram utilizados como animais doadores de células-tronco da medula óssea, 

camundongos transgênicos (C57BL6/EGFP+) que expressam a proteína 

fluorescente verde (GFP, do inglês, Green Fluorescent Protein) (OKABE et al., 1997). 

Os animais doadores de medula óssea foram anestesiados com 0,4-0,6ml de uma 

solução contendo 0,8% de ketamina e 0,2% cloropromazina, conforme o peso, para 

sacrifício do animal. As células da medula óssea foram obtidas do fêmur, tíbia e 

úmero e preparadas para o transplante. Foi realizada a retirada dos ossos e 

posterior lavagem com meio de cultura RPMI -1640 (Gibco). A extração 

posteriormente do estroma medular foi obtido pela introdução de uma agulha 32G 

nas extremidades ósseas e o interior dos ossos longos foram lavados com meio de 

cultura RPMI-1640 heparinizado (100 U/mL). O conteúdo foi filtrado a uma 

porosidade de 100µm. Esta suspensão foi fracionada em um gradiente de 

densidade gerado por centrifugação sobre Histopaque na densidade de 1,119  g/mL 

(Sigma-Aldrich) a 400 g durante 30 minutos a 25 ºC. A fração mononuclear situada 

sobre a interface com o Histopaque foi coletada e lavada duas vezes com solução 

salina 0,9 % estéril. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusão com 

azul tripan 0,4 % (Gibco) (Figura 8). 
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Figura 8 – Preparo das células-tronco da medula óssea (CTMO)  

 

 
2.6 CARACTERIZAÇÃO DAS POPULAÇÕES CELULARES PRESENTES NA 

MEDULA ÓSSEA 

 

Uma das alíquotas foi avaliada com os seguintes anticorpos: CD19, CD34, 

CD45, CD117 e Sca-1, diluídos na concentração de um 1:10 em PBS. Após 

incubação a 5° C no escuro por pelo menos 15 minutos, as células foram lavadas 

com PBS e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado. 

As células foram ressuspensas com 1 ml de paraformaldeído 4% (em PBS), para 

análise. As amostras foram analisadas em um citômetro de fluxo FACScalibur 

(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, USA). Os dados obtidos 

correspondem a pelo menos 50.000 eventos. 

Para preparação das células inativadas, os procedimentos de obtenção e 

tratamentos foram idênticos aos da preparação das células tronco de medula óssea 

como descrito acima. Porém, após a separação da fração mononuclear do sangue 
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da medula óssea, as células foram fixadas com fomaldeído 10% e sua viabilidade 

foi medida pelo teste MTT através da incubação com 3-(4,5-dimethydiazonol-2-yl)-

2,5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) e dimetilsulfóxido (DMSO) por 4 horas. Foi 

realizada leitura a 570 nm em leitor de ELISA e o estado não funcional das células 

mostrou-se inferior a 95% 

 
2.7 AVALIAÇÃO DA MIGRAÇÃO DAS CÉLULAS  
 

Para detecção das células transplantadas foi realizada a técnica da reação 

em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) a partir de duas 

amplificações sucessivas do mesmo fragmento (nested-PCR). Essa técnica foi 

idealizada por Kary Mullis e permite a amplificação de uma região específica do 

DNA, que pode ser visualizada através da análise por eletroforese em gel de 

agarose. A reação em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo investigada como 

alternativa de alta sensibilidade e especificidade para o diagnóstico rápido. A 

nested-PCR, constituída por duas amplificações sucessivas do marcador molecular, 

é defendida por conciliar ainda maior sensibilidade e especificidade (MULLIS et al., 

1986).  

Para identificar se as células EGFP migram em direção a região lesada e 

sobrevivem após o transplante, foi realizada a infusão de CMMO-GFP+, através da 

veia da cauda, e os camundongos foram eutanasiados, por deslocamento cervical, 

em diferentes tempos, 24 horas, 30, 60, 90 120 e 150 dias após transplante.  Esses 

animais tiveram seus encéfalos dissecados e coletados para posterior análise pela 

técnica de PCR. Como a presença da EGFP serve de indicativo de que o tecido 

regenerado foi proveniente das células da medula óssea do animal doador e não de 

células residentes do animal receptor, utilizamos oligonucleotídeos iniciadores 
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(primers) complementares à sequência de DNA correspondente a uma seqüência 

específica do gene que codifica a proteína EGFP. Para a extração de DNA, os 

tecidos foram marcados em 300µL de tampão fosfato. A seguir, foi adicionado 

600µL de Brazol. Os tubos foram agitados com auxílio de vórtex e então foi 

adicionado 120µL de clorofórmio gelado. As amostras foram centrifugadas em 

14.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi transferido para novos tubos e foi 

adicionada 0,7x o volume de isopropanol gelado e então incubados a -20º. Os tubos 

contendo precipitado foram descartados e depois uma nova centrifugação a 10.000 

rpm, por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inversão. Por fim, o pellet 

foi ressuspendido em 50µL água MilliQ autoclavada. Os frascos contendo as 

amostras de DNA foram armazenados a -20°C. Previamente à reação de PCR, as 

amostras foram quantificadas por espectofotometria utilizando comprimento de onda 

de 260nm. As amostras foram diluídas para obter um padrão de volume de 1µg de 

DNA por reação.  A amplificação foi realizada em termociclador (PTC-200/MJ 

Research) utilizando oligonucleotídeos iniciadores (primers) direto 5′-

42TTGAATTCGCCACCATGGTGAGC-3′ e reverso 5′-

TTGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCC-3′ complementares à seqüência de DNA 

correspondente a uma seqüência específica do gene que codifica a proteína GFP, 

gerando um produto de PCR de 1000 pb, e uma nova amplificação utilizando o 

primer direto 5'-GGGCACAAGCTGGAGTACA-3' e reverso 5'-

ATGTTGTGGCGGATCTTGA-3' gerando um produto de PCR de 100 pb, 

caracterizando a técnica de Nested-PCR. As condições de amplificação foram as 

seguintes: 95°C por 5 minutos para desnaturação; 30 ciclos subseqüentes 

consistindo cada ciclo de uma etapa de desnaturação a 95°C por 45 segundos, uma 

etapa de anelamento a 62°C por 1 minuto e uma etapa a 72°C por 1,5 minutos para 
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extensão; e então uma etapa de extensão final a 72°C por 10 minutos. Para 

controlar o funcionamento da reação, foram ensaiados, juntamente com cada 

bateria de DNA de amostras de animais transplantados, um controle positivo de 

reação que consistirá de DNA extraído a partir de CMMO obtidas de camundongo 

C57BL/6-EGFP, e um controle negativo de reação, com omissão de qualquer DNA, 

além de amostras de animais que não receberão CMMO. Os produtos amplificados 

foram detectados por eletroforese em gel de agarose 2% em tampão TBE 1x, 

contendo brometo de etídio e visualizados sob luz ultravioleta. As condições da 

corrida eletroforética foram de 100 V, com corrente de 400 mA por 30 minutos. O 

resultado foi considerado positivo para a presença de DNA de células EGFP+ 

quando visualizada a banda correspondente. 

 

2.8  CRITÉRIO DE INCLUSÃO E AVALIAÇÃO DE CRISE DO CAMUNDONGO 

EL/SUZ 

 

Foram consideradas crises as manifestações comportamentais conforme 

cada fase do camundongo EL e a estimulação foi o movimento de subida e descida 

do animal até a caixa. Os animais foram estimulados a partir dos 30 dias de vida, 

quando passou a ser computada a frequência de crises. A observação foi realizada 

uma vez por semana até o final do experimento, aos 240 dias. Os animais 

receberam a administração de CMMO, CI ou Salina aos 90 dias de vida. A diferença 

no número de crises convulsivas pré e pós-transplante foram usados como 

parâmetro para que se infira que as células mononucleares transplantadas foram 

capazes de migrar para o tecido nervoso e melhorar sua função, como na redução 

das crises convulsivas. 
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2.9 REGISTRO ELETROENCEFALOGRÁFICO (EEG) 
 

 

Para registro do EEG foram utilizados eletrodos subdermais dispostos 

biparietalmente no escalpo do animal  sendo um par a frente da sutura bregmática e 

dois pares distribuídos simetricamente entre a sutura do bregma e sutura do lambda 

(Figura 9). Estes eletrodos foram conectados ao amplificador de sinal diferencial 

Morfeu-bio (DOLSCH Ltda., RS, Brasil) com ampla banda de frequência e ganho 

programável. Houve determinação de rejeição do modo comum de 100 dB, e 

impedância de entrada maior que 100 Mohm. Em seguida, os sinais passaram por 

módulos condicionadores, os quais filtram com uma banda de passagem de 0,1 a 

64 Hz. Foi, então, direcionado para uma placa conversora analógico-digital, sendo 

esta conectada a um computador, via porta serial RS232. Após este 

processamento, a amplificação final foi de 10.000 vezes.  Os registros foram 

realizados utilizando-se o software Morfeu-bio (DOLSCH Ltda., RS, Brasil) para 

receber os impulsos cerebrais transmitidos pelo conversor analógico-digital e exibi-

los para a análise simultânea (Figura 10). Qualquer medição que tenha sido 

associada à desconexão do sensor na pele do animal foi desconsiderada.   
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Figura 9 –     Posição dos eletrodos no escalpo do animal: Fr – Frontal; Par D – Parietal Direito; 

Par E – Parietal Esquerdo 
 
 
    

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 10 – Animal com eletrodo fixado no escalpo; Registro utilizando o software Morfeu-Bio 

 

 
2.10  REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO IN VITRO 

 

O estudo da funcionalidade das células transplantadas foi avaliado com 

registro eletrofisiológico (SCHWARTZKROIN, 1994). Para registro de potenciais de 

campo foram utilizadas micropipetas de borosilicato, preenchidas com Ringer 

normal apresentando uma resistência de 0,5 a 10MΩ eletrodo com filamento de 
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platina. A diferença de potencial foi registrada com potencial terra referencial no 

eletrodo fixo de platina-iridium em contato com a solução de perfusão na câmara de 

registro. Quando obtido o registro simultâneo de atividade extracelular, identificamos 

potenciais de campo repetitivos (“pontas”) em crescimento e de alta frequência, 

caracterizando a expressão extracelular de atividade ictal. Os sinais 

eletrofisiológicos foram captados e pré-amplificados inicialmente com pré-

amplificadores para registros intracelular (IC) e extracelular (EC) (“headstages”), e 

amplificados pelo equipamento de registro. Os registros eletrofisiológicos foram 

realizados com o auxílio dos seguintes equipamentos: (a) amplificador AxoClamp 2B 

(Axon Instruments Inc.) - trata-se de um fixador de corrente para realizar as 

medições do potencial de membrana no extracelular; (b) condicionador de sinais 

programável CyberAmp 320 (Axon Instruments Inc.) - serve para manipular o sinal 

analógico do AxoClamp 2B; (c) estimulador programável Master 8 (A.M.P. 

Instruments ltd.) - utilizado para gerar pulsos para estimulação elétrica das fatias e 

para programar rotinas de controle, sincronizando o AxoClamp 2B e o Digidata 

1200B; (d) Digidata 1200B (Axon Instruments Inc.) - instrumento para aquisição de 

dados que converte o sinal analógico em digital, para poder ser gravado e analisado 

no microcomputador; (e) Software AxoScope 8 (Axon Instruments Inc.) - o 

software monta na tela do computador o sinal capturado, expressando os valores de 

voltagem e tempo para serem gravados no disco rígido e posteriormente analisados, 

e (f) Softwares Origin versão 5.0 (Microcal Software) e Clampfit 9.2 (Axon 

Instruments Inc.) - responsáveis pela análise estatística dos dados e construção 

de gráficos (Axon, 1993) (Figura 11).  
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Figura 11 - Equipamentos eletrofisiológicos 1) Headstage; 2) Digidata; 3) Axoclamp; 4)   

Cyberamp; 5) Master 8; 6) Axoscope, Clampex 9.2.   
   

 

2.11 FATIAS CEREBRAIS (“BRAIN SLICES”)  

 

Após o período de observação dos animais foi feito o desnucamento cervical, 

decapitação e remoção do encéfalo. Seus cérebros foram imersos em solução 

salina de Ringer de dissecção com a seguinte composição (em mM): NaCl 130, KCl 

3, NaH2PO4 1,2, NaHCO3 26, Glicose10, MgCl2 5, e CaCl2 1. A solução foi mantida a 

temperatura de 4°C e sob constante oxigenação (95% de O2 e 5% de CO2). Em 

seguida o encéfalo foi fatiado a 400µm de espessura com auxilio de um vibroslice 

(Figura 12).  

Para descanso das fatias, o material foi imerso numa solução contendo 

Ringer normal com a seguinte composição (em mM): NaCl 124,  KCl 5, NaH2PO4 

1,2, NaHCO3 26, Glicose 10, MgSO4 2 e CaCl2 2  com  pH de 7,4. A solução 

permaneceu à temperatura ambiente e com oxigenação constante, por 1h (Figura 

10).   
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Posteriormente o material foi levado à câmara de registro para a realização do 

estudo eletrofisiológico. A perfusão das fatias na câmara de interface foi com Ringer 

aquecido a 34°C e continuamente oxigenada (95% de O2 e 5% de CO2). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 12 -  Fatiamento (Vibroslice) 

 

 

Esta técnica permite o estudo in vitro  da atividade de campo extracelular, 

com a possibilidade de visualizar o local de estimulação. Outra facilidade é a 

possibilidade de manipulação do meio intra e extra celular, modificando sua 

concentração iônica. Através disto, é possivel não só mimetizar condições morfo-

fisiológicas normais além de patológicas (MCLLMWAIN, 1953) (Figura 13). 
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Figura 13 – Câmara de Interface 
 
 
 
 
2.12 EXCITABILIDADE NEURONAL ATRAVÉS DE PULSO PAREADO 

 

Para os registros dos potenciais de campos registrados na região do 

hipocampo, a visualização da região de CA1 e da Colateral de Schaffer para o 

posicionamento dos eletrodos de estímulo e registro, respectivamente, foi realizada 

com microscópio estereoscópico (HENDERSON, 1993). A distância mínima entre os 

eletrodos foi de 0.5 mm, e a máxima, de 1 mm. O registro dos potenciais de campo 

foi realizado utilizando micropipetas de boro silicato, preenchidas com Ringer normal 

apresentando uma resistência de 0,5 a 10MΩ. As micropipetas foram 

confeccionadas com o estirador de pipetas P-87 (Sutter Instrument Company). O 

posicionamento da pipeta sobre a fatia foi realizado com o micromanipulador MP-

285 (Sutter Instrument Company). Para a aplicação dos estímulos de teste e 

tetânico foi utilizados eletrodos bipolares de platina-iridium com 75 µm, encapados 
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com teflon (A-M Systems). Os eletrodos foram posicionados no hipocampo com o 

micromanipulador auxiliar MP-285 Huxley-Wall (Sutter Instrument Company) 

(Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14- Esquema mostrando fatia de hipocampo com eletrodos na cuba de perfusão 
 
 
 

Inicialmente, procuramos verificar a estabilidade da linha de base aplicando 

estímulos simples, com 20 µseg de duração cada pulso aplicado a cada 20 

segundos, por um período total de 15 minutos (Figura 15).  Com tais estímulos 

obtivemos uma population spike (PS).  Ao início de cada registro, estabelecemos a 

intensidade de estímulo (µA) pela amplitude da reposta pós-sináptica evocada neste 

caso, a intensidade do estimulo foi progressivamente aumentada até determinarmos 

à amplitude máxima do PS. A intensidade do estímulo durante o experimento foi 

àquela necessária para obtermos 50-60% da amplitude máxima do OS.  Foi utilizado 

um protocolo com intervalo entre os pulsos (ISI - “Interstimulus Interval”) que variou 

da seguinte forma: 3 min de 10 ms, 3 min com 20 ms, 3 min com 40 ms, 3 min com 

100 ms e, por fim, 3 min com 120 ms (Figura 15). 
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Figura 15 – Protocolo de linha de base 
 
 

 

A estimulação com pulsos pareados constitue-se num paradigma 

neurofisiológico amplamente utilizado para avaliar modificações extremamente 

rápidas na eficiência sináptica. A razão entre o segundo EPSP evocado e o primeiro 

(PPR, de “paired-pulse ratio”) fornece uma estimativa da probabilidade de liberação 

do neurotransmissor pelo(s) terminal (is) pré-sináptico(s) da via estudada. A PPR < 

1 determina o fenômeno de depressão por pulso pareado (PPD, de “paired-pulse 

depression”), ao passo que quando >1, configura-se no fenômeno de facilitação por 

pulso pareado (PPF, de “paired-pulse facilitation”) (Figura 16). Desta forma, foi 

realizada a estimulação com pulsos pareados com intervalo inter-estímulo de 40ms 

por 45 minutos antes da aplicação do estímulo condicionante de alta frequência 

(100 Hz) na via. Para isto, manteve-se a freqüência de 0,05 Hz.  
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Figura 16 -    Registro de campo mostrando o segundo EPSP evocado e o primeiro (PPR, de 
“paired-pulse ratio”). As letras a-b marcam os parâmetros eletrofisiológicos 
utilizados para a aferição do PS (Population Spike) 

 

 

Imediatamente após o término do protocolo de pulsos pareados, induziremos 

alterações sinápticas de longa duração no hipocampo através da estimulação 

tetânica. Para tal, os seguintes parâmetros serão utilizados: 4 trens de estímulo com 

3 segundos de duração cada, 100 Hz de frequência, em intervalos de 20 segundo 

(BLISS et al., 1993). A duração de cada pulso foi de 0,2 mseg. A intensidade da 

corrente durante o estímulo condicionante foi aquela necessária para induzir o PS 

de máxima amplitude.  

Foi considerada a indução de LTP se a resposta permanecer estável e 

aumentada em no mínimo 30% da resposta inicial por um período mínimo de 30 

minutos após a estimulação tetânica (BEAR et al., 1994) (Figura 17).  



Materiais e MétodosMateriais e MétodosMateriais e MétodosMateriais e Métodos    

 

 

53 

 

 

 

 

 

 

 

              

Figura 17 - Protocolo de indução de LTP 

 

 

2.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

Neste estudo foram utilizados os seguintes testes estatísticos: One-way 

Analysis of Variance e Tukey's Multiple Comparison Test. A análise estatística dos 

dados foi realizada através do software Granph-Pad Prism 4, sendo considerado 

significativo p<0,05.  
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3 RESULTADOS 

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DA FRAÇÃO MONONUCLEAR DO SANGUE DE MEDULA 

ÓSSEA 

 

Para caracterização das populações celulares, foi realizada a técnica de 

citometria de fluxo utilizando os seguintes anticorpos: CD19, CD45, CD34, CD117 e 

Sca-1. Os resultados estão expressos na figura abaixo: 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CD19 CD45 

CD34 CD117 
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Figura 18-  Citometria de fluxo para imunofenotipagem das CMMO. As células extraídas da 

medula óssea de camundongos C57BL/6-EGFP apresentaram as respectivas 
proporções: CD19: 37%; CD45: 94%; CD34: 79%; CD117: 79%; Sca-1: 2%.  

 
 
 
 
3.2 DETECÇÃO POR PCR DA PRESENÇA DE EGFP+ DAS CMMO TRANSPLANTADAS 

 

A avaliação por PCR permitiu encontrar positividade para o a amplificação de 

um fragmento do gene GFP em amostras de encéfalos de camundongos EL/Suz 

tratados com a fração mononuclear de medula óssea de camundongos transgênicos 

GFP+ nos períodos de 24 horas, 30 dias, 60 dias, 90 dias e 120 dias após o 

transplante.  

 

 

 

 

 

 

Sca-1 
1CD1
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Figura 19 -  Fotografia dos produtos da PCR para o gene GFP após eletroforese em gel de   

agarose 2%. 24h: produto da PCR com iniciadores para um segmento do gene 
GFP 24 horas após o transplante das células mononucleares; 30d, 60d e 90d: 
produto da PCR com iniciadores para um segmento do gene GFP 30 dias, 60 dias 
e 90 dias, respectivamente, após o transplante das células mononucleares;  C+: 
controle positivo utilizando amostra de DNA de camundongo C57/BL6 
transgênicos para o gene GFP; CR: Controle da reação sem presença de DNA; 
Marc: Marcador de peso molecular de 100 pb. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 -  Fotografia dos produtos da PCR para o gene GFP após eletroforese em gel de 

agarose 2% 120 dias após o transplante das células mononucleares. Marc: 
Marcador de peso molecular de 100pb; SS: produto da PCR com iniciadores para 
um segmento do gene GFP em animais que receberam solução salina; CT: 
produto da PCR com iniciadores para um segmento do gene GFP em animais que 
receberam células-tronco (mononucleares); CTI: produto da PCR com iniciadores 
para um segmento do gene GFP em animais que receberam células-tronco 
(mononucleares) inativadas; C+: controle positivo utilizando amostra de DNA de 
camundongo C57/BL6 transgênicos para o gene GFP; CR: Controle da reação 
sem presença de DNA.  
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3.3   O  TRATAMENTO COM CÉLULAS MONONUCLEARES DA MEDULA ÓSSEA 

TEM O POTENCIAL DE DIMINUIR OU CESSAR AS CRISES CONVULSIVAS 

DE CAMUNDONGOS EL/SUZ 

 

 

Através das observações feitas em cada semana de estímulo foi avaliado o 

número de crises de cada animal por grupo (Tabela 1) durante 240 dias com 4 

observações por mês.  

 

Tabela 1 - Contagem geral do número de crises por grupos avaliados por tempo de observação de 

cada animal pós-transplante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A contagem do número de crise durante o período de observação mostra 

uma diminuição na frequência de crises no grupo tratado com a fração mononuclear 

da medula óssea (CMMO) (Figura 21). A média de crises computadas durante os 

240 dias de observação dos animais foi de 25 ± 6,9 para os camundongos tratados 

com CMMO. Por outro lado, quando os animais recebem somente solução salina, 
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essa média é de 36 ± 3,6. A diminuição da frequência de crises observadas no 

grupo CMMO é estatisticamente significativa (P=0.0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 21 -    Contagem do número de crises por estimulação vestibular rítmica durante 240 

dias de observação. Utilizando ANOVA, seguida de Tukey, o grupo tratado com 
CMMO foi significativo, ***P=0.0001 . * Controle vs CMMO; # Salina vs CMMO; + CI 
vs CMMO.  

 

A média de crises durante 240 dias de observação mostra uma diminuição na 

frequência de crises no grupo tratado com CMMO (2,7±0,49) em relação aos grupos 

controle (3,9±0,05), salina (3,9±0,05) e CMMO inativado (3,8±0,11) (Figura 22).   
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Figura 22 - Média do número de crises avaliada por mês nos quatro grupos em estudo durante 
240 dias de observação. Utilizando ANOVA, seguida de Tukey, mostrou em 30 dias 
p=0,0023; 60 dias p=0,0249; 90 dias p=0,0001; 120 dias p=0,0356; 150 dias p=0,0071; 
180 dias p=0,0001; 210 dias p= 0,0001; 240 dias p=0.0002; * Controle vs CMMO; # 
Salina vs CMMO; + CI vs CMMO. 

 

O número de crises também foi observado e computado no período anterior 

ao transplante celular. Quando comparamos estes dados com aqueles obtidos após 

o transplante verificamos que há redução gradual na frequência de crises (Figura 

23).  
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Figura 23 - Comportamento das crises em relação ao tempo de tratamento pré e pós-
transplante  dos camundongos com epilepsia genética.  

 

 

O percentual de redução de crises observados no período de avaliação foi 

gradual chegando a 50% em 240 dias de observação (Figura 24). 
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Figura 24 -   Percentual de redução de crises em relação ao tempo de observações do grupo 
tratado com CMMO. 

 

 

3.4 REGISTRO ENCEFALOGRÁFICO (EEG) PÓS-TRANSPLANTE PARA 

CARACTERIZAR A INTENSIDADE DAS CRISES CONVULSIVAS NOS 

GRUPOS TRATADOS 

 

Para confirmar a diminuição e/ou a intensidade da crise convulsiva foi 

realizado o EEG de 2 animais do grupo EL+Salina e do grupo EL+CMMO com 30 e  

240 dias de transplante.  
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    A                                                                B  

                                                                           

 

 

 

 
 
 
Figura 25-   Registro ictal pós-estímulo de camundongo EL+Salina. (A) pré-transplante com 

frequência de 37 pontas ictais e (B) com frequência de 36 pontas ictais, em 1min. 
Média EL+Salina 4.970 ±0.300 erro padrão.  

 
 
      
 A                                                                         B  

 

 

 

 

 
 
 
Figura 26 - Registro ictal pós estimulo de camundongo EL+CMMO. (A) 240 dias pós-transplante  

com frequência de 18 pontas ictais e (B) 240 dias pós-transplante com 7 pontas 
ictais, em 1min. Média EL+CMMO 3.956 ±0.0992 erro padrão. Utilizando teste t 
houve diferença estatística, *P= 0,0404 entre os grupos EL+CMMO vs EL+Salina. 
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3.5 O TRATAMENTO COM CÉLULAS MONONUCLEARES DA MEDULA ÓSSEA 

APRESENTAM DIFERENÇA NA EXCITABILIDADE NEURONAL ATRAVÉS DE 

PULSO PAREADO 

 
 

Neste estudo foi utilizado 12 camundongos divididos em três grupos Controle 

(BALBC sadio) n=5 registros, EL+ Salina  n=4 registros,  EL+CMMO n= 5 registros 

para estudo da excitabilidade neuronal.  

Inicialmente procuramos verificar a estabilidade da linha de base aplicando 

estímulos simples 10ms, 20ms, 40ms,100ms e 120ms,  com 0,2mseg de duração 

cada pulso, aplicados a cada 20 seg por um período total de 15minutos. 

Identificando que o aumento da amplitude máxima ficou com inter-estímulo em 

40ms começamos o estudo da excitabiliada neuronal.  

Para reduzir a variabilidade que existe entre as fatias, normalizamos os 

valores das inclinações do PEPS, em 100% e analisamos os dados pelo teste 

ANOVA após Tukey (média±erro padrão). 
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Figura 27 - Gráfico identificando a linha de base em 40ms como pico máximo de amplitude do 
EPSP. Neste experimento, utilizamos uma intensidade de corrente de 60 µA.  

 

Uma das técnicas utilizadas para estudo de excitabilidade neuronal numa 

população de neurônios é por pulso pareado, que consiste na aplicação de dois 

estímulos um logo após o outro na célula pré-sináptica, no caso da colateral de 

Schaffer das células piramidais de CA3 e captação do EPSP na região de CA1. No 

hipocampo a amplitude do segundo EPSP é dependente da amplitude do primeiro 

(Figura 28). 
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Figura 28 - EPSP por pulso pareado para estudo da excitabilidade neuronal. Utilizando a 
análise de ANOVA e Tukey entre os grupos, Controle vs EL+Salina*** e EL+Salina 
vs EL+CMMO*** houve diferença estatística, ***P= 0,0001. Cada ponto do gráfico 
representa a média das amplitudes da população de espículas de 3 minutos ± 
erro padrão. 

 

 

Após assegurarmos a excitabilidade neuronal por pulso pareado, aplicamos o 

estímulo condicionante de alta frequência de100 Hz. A intensidade da corrente 

durante o estímulo condicionante foi àquela necessária para induzir o PS de máxima 

amplitude (Figura 29). 
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Figura 29 - Potencial pós-sináptico excitatório após estímulo condicionante (seta pontilhada). 
Utilizando ANOVA e Tukey houve diferença estatística, ***P= 0,0018 entre os 
grupos Controle vs EL+Salina*; EL+Salina vs EL+CMMO**. Cada ponto do gráfico 
representa a média das amplitudes da população de espículas de 3 minutos ± erro 
padrão. 

 

 

Pode-se observar no gráfico um instantâneo aumento do potencial pós-

sináptico excitatório (“EPSP” – tipo “population spike”; PS), imediatamente após a 

aplicação do estímulo condicionante nos grupos em estudo, bem como a 

manutenção da potenciação.  

 



DiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussão 

 

67 

 

4 DISCUSSÄO 

 

Este estudo se propôs a avaliar o efeito do transplante da fração 

mononuclear da medula óssea sobre as crises convulsivas no modelo de epilepsia 

genética do camundongo EL/Suz. Os animais foram observados desde 30 dias de 

vida com estímulos vestibular (ir e vir) uma vez por semana para controle de crises 

pré-transplante. Após 80 dias de vida estes animais receberam o transplante e 

foram estimulados e observados para controle do número de crises durante o 

período do estudo.  

Os grupos experimentais sob observação apresentaram resultados positivos 

nos períodos de 24 horas, 30, 60, 90, 120 dias pós-transplante onde foi identificada 

a presença de CMMO EGFP+ no encéfalo. Nossos resultados indicam que as 

células mononucleares da medula óssea atravessaram a barreira hematoencefálica 

através do transplante na veia da cauda do camundongo EL/SUZ após o estímulo. A 

partir de 150 dias pós-transplante não foi identificada a presença de CMMO EGFP+ 

no encéfalo. 

O estudo mostrou através da técnica nested-PCR, que as CMMO-GPF+ de 

camundongos transplantados por via sistêmica, são capazes de atravessar a BHE e 

migrar em direção ao encéfalo. A BHE é um obstáculo entre o sangue e o cérebro, 

em que as células endoteliais capilares cerebrais formam junções impermeáveis 

entre as células adjacentes (BETZ, 1992; GREENWOOD, 1991). No entanto, como 
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nosso estudo é em epilepsia genética, acreditamos que a BHE não seja um 

impedimento para a passagem das CMMO, visto que ela abre durante as 

convulsões (COSTA, 1972).    

Nossos resultados demonstraram mudanças nas manifestações 

comportamentais e diminuição de crises nos animais tratados com CMMO no 

período de 240 dias de observação e estímulo comparados aos grupos controle, 

salina e células inativadas. De acordo com o potencial das CMMO podemos inferir 

que a observação de mudanças nas manifestações das crises e uma tendência à 

diminuição das mesmas, estão diretamente relacionadas com a presença dessas 

células com importante redução de 50% no número de crises.   

Para comprovar a redução do número de crises observados nos grupos de 

estudo, realizamos registro de EEG da atividade elétrica cerebral antes e depois do 

transplante e verificamos que o grupo salina apresentou aumento da frequência de 

pontos caracterizando a fase ictal comparado com o grupo CMMO com 240 dias 

pós-transplante.  

Suzuki e colaboradores demonstraram que o registro eletroencefalográfico 

com eletrodos implantados foi realizado em camundongos EL movimentando-se 

livremente durante a convulsão. A crise foi induzida com os estímulos sensorial 

evocado por arremessar o camundongo para cima no ar. O registro da crise foi em 

três estágios: prodomal, ictal e pós-ictal predominante convulsões tônico-clônica 

foram mais frequente, começando no córtex parietal e se estendendo pra outras 

regiões do encéfalo (SUZUKI et al., 1977).  



DiscussãoDiscussãoDiscussãoDiscussão 

 

69 

Comparando nossos resultados com a literatura, estudos realizados em 

nosso laboratório demonstraram que 24h após SE por via intravenosa as CTMO são 

capazes de suprimir as crises precoces reduzindo epileptogênese no modelo 

lesional (COSTA-FERRO et al., 2010). 

Mais recentemente, Venturin e colaboradores demonstraram que as CMMO 

administrada no período crônico reduzem as crises e promovem reversão do déficit 

cognitivo (VENTURIN et al., (2011).  

Várias abordagens têm sido testadas utilizando terapia celular em modelos de 

epilepsia. Ruschenschmidt e colaboradores demonstraram que células-tronco 

embrionárias derivadas de neurônios exibiam propriedades características de 

neurônios quando transplantadas no hipocampo de animais epilépticos crônicos 

(RUSCHENSCHMIDT et al., 2005).  

Chu e colaboradores examinaram os efeitos de células-tronco neurais obtidas 

da zona ventricular de embriões humanos nas CERs de ratos que passaram por 

status epilépticus (SE). Nesse trabalho, as células também foram administradas 

durante o período agudo da epilepsia (CHU et al., 2004).         

Costa-Ferro e colaboradores (2011) demonstraram que as CTMO reduziram 

as crises independentes do transplante ser na fase inicial ou após período 

prolongado, sendo uma terapia eficaz para tratar epilepsia crônica induzida  

Apesar do efeito benéfico destas terapias nos modelos animais, o mecanismo 

de ação destas células é ainda uma grande controvérsia e é objeto de investigação 

em diversos laboratórios. A hipótese inicial era de que estas células apresentavam
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 Uma grande plasticidade e poderiam se diferenciar em células do tecido a ser 

tratado. 

Outro enfoque que investigamos neste trabalho foi o efeito das células 

mononucleares da medula óssea sobre a excitabilidade neuronal por pulso pareado 

e estímulo condicionante (4 trens 100Hz). 

Nossos resultados demonstraram que os animais do grupo EL+Salina 

apresentam uma excitabilidade neuronal significamente maior comparado com o 

grupo Controle e o grupo EL+CMMO. No estudo de estímulo condicionante 

observamos que os grupos EL+CMMO e EL+Salina apresentaram indução facilitada 

de LTP bem como a manutençäo da potenciaçäo. Devido ao aumento da 

excitabilidade neuronal, o grupo EL+Salina apresentou uma maior amplitude do 

potencial pós-sináptico excitatório.  

Costa-Ferro e colaboradores demonstraram que no modelo de epilepsia 

lesional os animais tratados com CTMO apresentam uma maior amplitude do 

potencial excitatório pós-sináptico (EPSP) comparado ao grupo não tratados (COSTA-

FERRO et al., 2010).  

Em primeira análise, nossos dados apontam que o transplante de CMMO em 

camundongos com epilepsia genética reduz crises convulsivas e diminui a 

excitabilidade neuronal quando observado por estímulo pulso pareado.  No estudo 

de indução facilitada os camundongos EL tratados com CMMO e não tratados 

apresentaram LTP com PEPS de maior amplitude quando comparado com os 

controles, sugerindo comprometimento hipocampal não reversível pelo transplante 

de CMMO. 
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Diversos trabalhos têm demonstrado um aumento na expressão das LTPs 

patológicas em detrimento de uma redução parcial ou total na capacidade de 

indução de LTDs. Isto tem sido observado em modelos de isquemia, uso de 

neurotoxinas, manipulação genética, entre outros (CALABRESI ET al.,(1992).    

Quanto aos fenômenos de plasticidade sináptica na via corticoestriatal, já 

está bem estabelecida à existência de pelo menos duas formas de LTP: fisiológica e 

patológica. Esta segunda, desencadeada primariamente por um aumento excessivo 

nas concentrações intracelulares de Ca2+ no neurônio pós-sináptico, o que levaria à 

morte celular pela ativação de diversas cascatas enzimáticas. Este processo 

provavelmente resulte numa interferência em diversos estágios da cadeia 

respiratória mitocondrial, levando a uma falência na produção de ATP, além de uma 

maior formação de espécimes oxidativos reativos a enzimas de vital importância na 

manutenção da homeostase iônica transmembrana (PIVOVAROVA ET al.,  (2010). 

Nas doenças neurológicas, os danos são freqüentemente irreversíveis, uma 

vez que mesmo que o sistema nervoso central adulto abrigue inúmeras células com 

potencial de regeneração, ele não consegue recrutá-las de maneira efetiva. Dessa 

maneira, estratégias que busquem promover acréscimo de número e função de 

células regenerativas endógenas, ou ainda introduzir células com potencial 

regenerativo no SNC através de transplante, podem representar novas alternativas 

terapêuticas neste caso.  

Estudos recentes demonstraram que o transplante de CTMO reduziu a 

ativação de astrócitos, induziu a proliferação de novos neurônios no giro denteado e 

ativação e proliferação de células progenitoras, possivelmente devido à modulação 

da resposta inflamatória na epilepsia crônica induzida (COSTA-FERRO et al., 2011).  
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Existe uma variada gama de agentes que podem modificar, de alguma 

maneira, os processos de neuroplasticidade. São os chamados fatores de 

crescimento, fatores neurotróficos ou neurotrofinas. Esses fatores de crescimento 

são proteínas endógenas especiais que promovem sobrevivência, divisão e 

crescimento, bem como diferenciação e plasticidade morfológica de células neurais 

(BERGADO-ROSADO et al., 2000). 

Os fatores neurotróficos exercem seus efeitos através de receptores de 

membrana que conectam com diferentes cascatas moleculares intracelulares, 

capazes de modificar a expressão gênica e a síntese de proteínas. Isso, por sua 

vez, capacita-os para induzir e modular os processos de neuroplasticidade por 

crescimento ou plasticidade funcional (ATON et al., 1996). 

Estudos prévios sugeriram que as células da medula óssea induzem 

modificações no tecido danificado através de diferentes mecanismos, como a 

produção de fatores neurotróficos (CHEN et al., 2003), através da estimulação de 

proliferação endógena, através de secreção de fatores anti-epilépticos (SHETTY et al., 

2007), ou através de interação de células-tronco, exógenas e endógenas, idealizadas 

para propiciar neuroproteção por suporte trófico (NOMURA et al., 2005). 

Este estudo é pioneiro na epilepsia genética no modelo do camundongo 

El/Suz com tratamento de células mononucleares da medula óssea. Esse tipo de 

tratamento pode ser útil dado o potencial que estas células têm de restaurar o 

circuito neuroquímico alterado durante o curso da doença. Com base nos dados 

obtidos no presente estudo, sugerimos que as células mononucleares da medula 

óssea podem ter efeito terapêutico na epilepsia genética no modelo do camundongo 

EL/Suz.  



    

 

 

 

5 CONCLUSÕES 

 

O transplante de células mononucleares da medula óssea em camundongos 

com epilepsia genética EL/SUZ, possibilitou as seguintes conclusões: 

1. As células mononucleares da medula óssea apresentaram efeito terapêutico 

no controle de crises no modelo de epilepsia genética do camundongo 

EL/Suz;  

2. As células transplantadas migram rapidamente para o encéfalo, estando 

presentes 24 horas após o transplante. 

3. Os animais apresentaram uma redução significativa no número de crises 

quando avaliados os 240 dias pós-transplante (50%). 

4. Observamos diminuição na frequência de descargas no EEG do grupo 

tratado com EL+CMMO comparado ao grupo EL+Salina. 

5. O registro eletrofisiológico por pulso pareado mostrou que o grupo EL+CMMO 

diminuiu significativamente a excitabilidade neuronal comparado ao grupo 

EL+Salina. 

6. O estímulo condicionante de potenciação de longa duração foi facilitado nos 

grupos EL+Salina e EL+CMMO em comparação ao grupo EL+Controle, 

sugerindo comprometimento do hipocampo.  
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6 PERSPECTIVAS 

 

Este trabalho foi pioneiro no sentido de estudar epilepsia genética no modelo 

de camundongo EL/Suz tratados com a fração mononuclear da medula óssea.  

Para um maior entendimento do efeito terapêutico das CMMO deveremos 

evoluir com estudos intracelulares e patch clamp de neurônios hipocampais no 

intuito de determinar os receptores e o mecanismo envolvido no modelo.  

Mantendo esta mesma linha de pesquisa, pretendemos aprofundar nossos 

achados com avaliação bioquímica, processo inflamatório e análise histológica do 

tecido encefálico.  
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