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RESUMO 

 

A epilepsia é um conjunto de distúrbios neurológicos resultantes de um elevado 
número de funções cerebrais desordenadas que desenvolvem alterações neuronais. 
Nos últimos anos as células-tronco têm sido alvo de pesquisas com a análise do 
potencial terapêutico para diversos processos patológicos. A ausência de um 
tratamento farmacológico apropriado para a epilepsia incentiva o estudo da 
utilização das células-tronco neurais na reparação das lesões neurais por essa 
doença. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapêutico das células-tronco 
neurais, provenientes da região subventricular do cérebro de ratos, na reparação de 
lesão tecidual em ratos Wistar epilépticos. Uma prospecção científica e tecnológica 
foi realizada nas bases de dados INPI, Latipat, Spacenet e Science Direct sobre a 
temática. O isolamento e cultivo de células-troncos neurais para a obtenção das 
neuroesferas foram realizados para teste de viabilidade por azul de tripan, 
identificação celular por Qtracker® 655 Cell Labeling Kit e marcação por proteína glial 
fibrilar ácida e Nestin, além da avaliação do estresse oxidativo por meio das 
atividades glutationa reduzida, superóxido dismutase e catalase. Utilizou-se 24 ratos 
para a indução da epilepsia por pilocarpina, pentilenotetrazol e picrotoxina, dos quais 
12 receberam a infusão de neuroesferas. Os encéfalos foram submetidos à análise 
do estresse oxidativo e histopatológica. Na prospecção tecnológica foram 
observados 10043 pedidos de depósito de patente e 64378 artigos científicos 
publicados, todos não relacionados diretamente as neuroesferas e terapia da 
epilepsia. Em relação ao isolamento e cultivo de neuroesferas foi observado que a 
cultura apresentou 95% de células viáveis, com morfologia e características 
específicas para esse tipo celular, além de não apresentarem estresse oxidativo 
entre o 7º e 30º dia de cultivo celular. Após 30 dias da infusão celular pela veia da 
cauda dos ratos, as neuroesferas foram rastreadas nos encéfalos. A dose dos 
fármacos indutores de epilepsia comprometeu o microambiente cerebral, visto que 
não foi observado estresse oxidativo na cultura celular a ser infundida, mas as 
regiões encefálicas com e sem infusão das neuroesferas apresentaram estresse 
oxidativo. Na análise histopatológica, foi visto processo de gliose, necrose, áreas de 
desmielização e hemorragias na região cerebral provocada pela epilepsia, e apesar 
de persistirem no grupo tratado com neuroesferas, foi verificado que as células se 
distribuíram por todo o tecido cerebral, diferenciando-se principalmente no grupo 
epiléptico por pilocarpina. Portanto, as células-tronco neurais sinalizam potencial 
promissor na reparação de lesões e uma estratégia para a melhora de danos 
ocasionados pela epilepsia. 

 

Palavras-Chave: Farmacologia; Neuroesferas; Sistema Nervoso Central; Terapia 
Celular. 
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ABSTRACT 

 

Epilepsy is a set of neurological disorders resulting from a high number of brain 
functions disordered developing neuronal changes. Currently, stem cells have been 
the subject of research with the analysis of the therapeutic potential for various 
pathological processes. The absence of an appropriate pharmacological treatment 
for epilepsy encourage the study of the use of neural stem cells in the repair of 
affected damage by this disease. The aim of this study was to evaluate the 
therapeutic potential of neural stem cells from the subventricular zone of the brain of 
rats in tissue injury repair in epileptic rats. A scientific and technological exploration 
was performed in INPI, Latipat, Spacenet e Science Direct databases about the 
subject. The isolation and cultivation of neural stem cells to obtain the neurospheres 
were performed to test feasibility, by Trypan Blue, cell identification Qtracker® 655 
Cell Labeling Kit and marked by glial fibrillary acidic protein and Nestin, besides the 
evaluation of stress by oxidative activities of reduced glutathione, superoxide 
dismutase and catalase. Twenty four rats were used for epilepsy induced by 
pilocarpine, pentylenetetrazole and picrotoxin, of which 12 received the infusion of 
neurospheres marked with Qtracker® for cell tracking. The brains were submitted to 
analysis of oxidative stress and histopathological. Technological prospecting were 
observed 10043 patent and 64378 papers published, both not directly related to the 
neurospheres and epilepsy therapy. In regard to isolation and neural stem cell culture 
it was observed that the culture showed 95% viable cells with specific morphology 
and characteristics of this cell type, not presenting oxidative stress between the 7th 
and 30th days of cell culture. After 30 days of cell infusion by caudal vein of rats, the 
neurospheres were tracking in the brains. The dose inducing drugs of epilepsy 
committed the brain microenvironment, since there was no oxidative stress in cell 
culture, but there was in brain regions with and without infusion of neuroeferas. 
Histological analysis was seen gliosis process, necrosis, areas of demyelination and 
hemorrhages in the brain region caused by epilepsy, and despite persists in the 
group treated with neurospheres, it was found that the cells were distributed 
throughout the brain tissue, differentiating particularly in the epileptic group by 
pilocarpine. Therefore, the neural stem cells indicate promising potential for injury 
repair and a strategy for the improvement of damage caused by epilepsy. 

 

Keywords: Neurospheres; Pharmacology; Central Nervous System; Cellular 
Therapy. 
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ILAE International League Against Epilepsy 

INPI Instituto Nacional de Propriedade Intelectual 

i.p Intraperitoneal 

ILAE International League Against Epilepsy 

INPI Instituto Nacional de Propriedade Intelectual 

LABCelt Laboratório de Cultivo de Células-tronco 

LAPNEX Laboratório de Pesquisa em Neuroquímica Experimental 

Latipat Patentes da América Latica e Espanha 

Na2CO3 Carbonato de Sódio 

NaOH Hidróxido de sódio 

NaKC4H4O6 Tartarato de Sódio e Potássio 

NMDA N-metil-D-aspartato 

NO Óxido Nítrico 

NSC Célula-Tronco Neural 

NUPCelt  Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco 

PBS Solução tampão fosfato de sódio 

PIL Pilocarpina 

PTZ Pentilenotetrazol 

PTX Picrotoxina 

PVC Policloreto de Polivinila 

RSV Região Subventricular 

SNC Sistema Nervoso Central 

SOD Superóxido dismutase 

SOX2 Fator de Transcrição da Família Sox 

TBARS Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
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1 INTRODUÇÃO   

O século XXI está sendo classificado como o século da convergência 

tecnológica uma vex que o agrupamento da ciência e da tecnologia fazendo 

diferença na qualidade de vida da sociedade. Desta forma, abre-se a possibilidade 

de usar a ciência a favor da saúde humana por meio da cura de doenças e 

disfunções até então causadoras de grandes males à humanidade: as doenças 

neurodegenerativas (EMERICK; MONTENEGRO; DEGRAVE, 2007). Estas doenças 

surgem por disfunção neuronal (PALOP et al., 2006), acúmulo gradual do 

enovelamento de proteínas e da aceleração da formação de agregados 

(LANSBURY; LASHUEL, 2006), morte neuronal (BREDESEN et al., 2006) ou da 

progressão de doenças causadas por células não neuronais (LOBSIGER; 

CLEVELAND, 2007).  

A epilepsia é uma doença neurodegenerativa, caracterizada pela manifestação 

de crises convulsivas recorrentes e espontâneas que se desenvolvem a partir de 

alterações neuronais em áreas do sistema nervoso central, principalmente na região 

do hipocampo (BRUNTON et al., 2006; NIKALJE et al., 2011).  

Devido às alterações na excitabilidade neuronal decorrente do processo 

epiléptico, há a formação excessiva de radicais livres (FLOYD, 1990; WALDBAUM e 

PATEL, 2010). Em condições normais, o cérebro possui sistemas antioxidantes que 

reduzem a atuação das substâncias prooxidantes, mas o desequilíbrio nesse 

mecanismo gera um processo fisiopatológico que pode ocasionar a toxicidade 

celular e, consequentemente, dano ou morte neuronal (HALLIWELL, 2007; GOMES 

et al., 2011) 

Quando os neurônios são perdidos durante a progressão da doença, os 

medicamentos se tornam menos eficazes (HUNG et al., 2010). A utilização de 

células-tronco e a mobilização de células-tronco endógenas dentro do cérebro de 

adultos têm sido propostas como promissoras terapias para as doenças 

neurodegenerativas (RAMASAMY et al., 2013). Testes em modelos animais têm 

demonstrado que a substituição neuronal e a reconstrução parcial do circuito 

neuronal são possíveis. Além disso, há evidências em ensaios clínicos que a 

substituição celular no cérebro doente pode levar a um alívio sintomático (HITOSHI 

et al., 2004; LINDVALL et al., 2004; RAMASAMY et al., 2013). 
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Por conta disso, as células-tronco têm sido alvo de muitas pesquisas e 

discussões no meio científico, devido a sua elevada plasticidade e ao seu potencial 

terapêutico para diversos processos patológicos, tanto em espécies domésticas 

como em silvestres (MONTEIRO et al., 2008; ROCHA et al., 2012; PESSOA et al., 

2014; CARVALHO et al., 2015; ARGÔLO NETO et al., 2016). A plasticidade é 

definida como a capacidade de autorrenovação e diferenciação em diversas 

linhagens de células e tecidos (MEIRELLES et al., 2006), tendo, portanto, as células-

tronco neurais como um dos tipos de células-tronco que ao serem cultivadas e 

induzidas à diferenciação, formam as neuroesferas. Estes aglomerados celulares 

podem gerar neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (SAREEN et al., 2009). 

Os ensaios clínicos utilizando as células-tronco apresentam graus variados de 

êxito, sendo de fundamental importância o conhecimento de suas características 

biológicas, necessárias para isolamento, expansão e diferenciação em células de 

uma linhagem específica (BERTINE et al., 2009). 

Diante disso e da ausência de um tratamento farmacológico apropriado, assim 

como a suscetibilidade que a epilepsia pode provocar para outras neuropatologias, 

há o incentivo para a análise do potencial neurogênico das células-tronco neurais e 

a sua aplicabilidade na reparação dos danos acometidos por essa doença (KWAN et 

al., 2010). Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial terapêutico das células-

tronco neurais, provenientes da região subventricular do cérebro de ratos, na 

reparação de lesão tecidual em ratos epilépticos. 

 

 

Essa tese se encontra organizada da seguinte forma: Introdução sobre a 

epilepsia e a utilização das células-tronco como terapia; Revisão de Literatura, 

caracterizando a epilepsia, quanto a sua fisiopatologia e terapêutica, além de relatar 

as possibilidades do uso de células-tronco na terapia da epilepsia; Capítulo I - 

Utilização de células-tronco neurais como terapia da epilepsia: uma prospecção 

tecnológica, relatando uma busca de anterioridade para análise do uso de células-

tronco neurais e neuroesferas na terapia da epilepsia. O capítulo II ï Avaliação do 

estresse oxidativo em culturas de células-tronco neurais isoladas da região 

subventricular de encéfalo de ratos, referindo-se ao protocolo de isolamento das 
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células-tronco neurais, à sua identificação por marcação celular com proteína glial 

fibrilar ácida, e à avaliação do estresse oxidativo em culturas de neuroesferas 

isoladas da região subventricular do cérebro de ratos Wistar, tendo em vista a sua 

posterior utilização na terapia celular da epilepsia em ratos; O capítulo III ï Potencial 

terapêutico das células-tronco neurais em modelos experimentais de epilepsia em 

ratos Wistar, relatando sobre a potencialidade terapêutica das células-tronco neurais 

na epilepsia por meio de biomarcadores de estresse oxidativo e análise 

histopatológica em modelos de epilepsia em ratos Wistar. A tese é finalizada com as 

considerações finais. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Epilepsia  

A epilepsia é um conjunto de distúrbios neurológicos que resultam de um 

elevado número de funções cerebrais desordenadas, sendo caracterizadas por 

crises recorrentes e espontâneas que, aparecendo subitamente, constituem 

episódios intermitentes de atividade elétrica excessiva do cérebro acompanhada dos 

correspondentes sintomas clínicos (ENGEL e PEDLEY, 1997; GILLIAM et al., 2004; 

VEZZANI e GRANATA, 2005; FABENE et al., 2008). Tal atividade cerebral pode, 

eventualmente, interferir no comportamento, na percepção, produzindo uma 

variedade de manifestações cognitivas, sensoriais e motoras (NOE e MANNO, 

2005), além de estabelecer perda de células ou neurodegeneração (VEZZANI e 

GRANATA, 2005). 

A epilepsia é conhecida desde tempos remotos, sendo na Grécia e em Roma 

vista como um castigo exercido pelos deuses ou espíritos malignos contra a pessoa. 

Foi somente em meados do século XIX que se iniciou a abordagem científica do 

fenômeno epiléptico (ENGEL e PEDLEY, 1997). Esse distúrbio neurológico acomete 

1% da população do mundo, representando 60 milhões de pessoas. Destes, 50% 

dos casos de epilepsia começam na infância ou adolescência (THURMAN, 2011).  

As causas para a ocorrência das crises convulsivas ainda não estão totalmente 

elucidadas, mas sabe-se que cicatrizes provocadas por traumatismos cranianos, 

interrupção do fluxo sanguíneo devido acidente vascular cerebral, tumores ou 

doenças infecciosas, drogas ou traumatismo de parto podem também desencadear 

uma descarga excessiva e anormal nas células nervosas, e assim, levar, 

dependendo do local e severidade da descarga, a uma diversidade de formas 

clínicas (T¦T¦NC¦OĴLU; SERDAROĴLU; KADIOĴLU, 2002; TRINKA et al., 2015). 

Os breves movimentos involuntários característicos da epilepsia podem ser por meio 

de crise parcial afetando apenas uma parte do cérebro ou por crise generalizada ao 

afetar toda a extensão dos dois hemisférios cerebrais (TRINKA et al., 2015). 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Hemisf%C3%A9rios_cerebrais
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2.1.1 Fisiopatologia da epilepsia 

As crises convulsivas surgem por ictogênese quando há um rompimento do 

equilíbrio entre excitação e inibição no cérebro (SCHARFMAN, 2007) ou por 

epileptogênese ao se transformar em foco gerador de descargas convulsivas devido 

lesões adquiridas do tecido cerebral que induzem uma reorganização dos circuitos 

cerebrais (SILVA; CABRAL, 2008). Evidências clínicas recentes demonstram que a 

inflamação se faz presente na fisiopatologia da epilepsia humana (VEZZANI; 

FRIEDMAN, 2011; VEZZANI et al., 2011). 

O desencadeamento convulsivo acontece por alterações em vários sistemas de 

neurotransmissores (OLIVEIRA et al., 2001), por alterações despolarizantes nos 

focos epilépticos pelo receptor pós-sináptico de glutamato do tipo NMDA (N-metil-D-

aspartato) e por excitabilidade intrínseca do sistema nervoso que é intimamente 

controlada pela abertura ou bloqueio de canais iônicos. Estes últimos, na atual 

hipótese fisiopatológica, explicam os distúrbios que provocam crises convulsivas por 

meio de alterações na permeabilidade da membrana celular, interferindo no 

desencadeamento das demais formas convulsivas supracitadas (KWAN; BRODIE, 

2000).  

Os canais iônicos interferem na excitabilidade dos neurônios por meio da 

liberação de neurotransmissores, sendo os canais de Na+, K+, Ca+2 e Cl- os mais 

alterados nas crises convulsivas (STEINLEIN, 2004). 

Os canais de Na+ e K+ estabelecem o controle do potencial da membrana 

neuronal e são um dos principais responsáveis pela rápida despolarização dessa 

membrana, presente amplamente e de forma desordenada nos processos 

epilépticos (KWAN et al., 2001; PISCIOTTA; PRESTIPINO, 2002). Os canais de K+, 

através do mecanismo voltagem-dependente, auxiliam na repolarização da 

membrana do neurônio despolarizado, que juntamente com os canais de Na+, 

evitam a repetição do potencial de ação. A despolarização é induzida pelo acúmulo 

extracelular de K+ (Di NUZZO et al., 2014), e assim, juntamente com os canais de 

sódio, ativam ou cessam as crises convulsivas (D'ADAMO et al., 2014) 

Os canais de Ca+2 também são voltagem-dependente, pois dependendo de sua 

concentração celular pode ativar ou inibir a atividade epiléptica, e desta forma, tem 

participação importante nos processos funcionais do sistema nervoso (CATTERALL, 
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2000; SILVA et al., 2014). A partir do influxo de Ca+2, ocorre o aumento desse íon no 

meio celular provocando a hiperexcitabilidade no neurônio e, consequentemente, as 

sinapses excitatórias (SILVA; SOUZA; SILVA, 2014). Desta forma, com o 

desencadeamento das descargas excessivas, súbitas e recorrentes na substância 

cinzenta, ocorrerá o aumento do neurotransmissor glutamato e dos íons sódio e 

cálcio, e diminuição do neurotransmissor GABA e dos íons cloreto e potássio, 

ocasionando as crises convulsivas. O glutamato, diferentemente do GABA, medeia 

as respostas sinápticas excitatórias rápidas (Figura 1). Esse neurotransmissor 

possui canais seletivos de cátions, principalmente dependentes de Ca+2 (Di NUZZO 

et al., 2014; RITTER et al., 2004). 

 

Figura 1. Mecanismo e natureza das crises epilépticas por meio da ativação dos elementos 
excitatórios (glutamato, sódio e cálcio).  

 

Fonte: RITTER e colaboradores (2004) 
Legenda: 1 ï íons Na

+ 
induzem a despolarização de membrana e liberação do L-glutamato das 

vesículas; 2 ï o L-glutamato se liga aos receptores e abre canais iônicos; 3 ï recaptação do L-
glutamato por meio de seus transportadores; 4 ï o L-glutamato é degradado em glutamina pela ação 
da enzima glutamina sintetase; 5 ï transporte da glutamina da célula glial para o neurônio; 6 ï 
conversão da glutamina em L-glutamato pela ação da enzima glutaminase. 
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Em contrapartida, os canais de Clï estão associados ao GABA, um dos 

principais neurotransmissores inibitórios (DU et al., 2005). Esses canais são ativados 

pelo aumento do volume celular, pela acidificação do pH extracelular e por 

hiperpolarização da membrana (STALEY, 1994). Desta forma, a concentração de Cl- 

na membrana plasmática determina se o GABA despolariza ou hiperpolariza a 

membrana pós-sináptica (REGESTA; TANGANELLI, 1999). Quando ocorre a crise 

convulsiva, o GABA se ligará aos receptores, abrindo um canal por onde entrará 

íon cloreto na célula neuronal, fazendo com que a célula fique hiperpolarizada, 

dificulte a despolarização e, como consequência, dá-se a diminuição da condução 

neuronal, que provocará a inibição do SNC (STALEY, 1994). 

Modelos experimentais de epilepsia, especialmente aplicados em 

camundongos e ratos, são usados para compreender a fisiopatologia da atividade 

convulsivante, que se apresenta semelhante à epilepsia de humanos. As análises 

desses modelos permitem verificar alterações histopatológicas, fatores 

neuroquímicos e comportamentais relacionados ao estado epiléptico (FREITAS et 

al., 2006). 

 

2.1.1.1 Modelo de convulsão por pilocarpina 

As convulsões induzidas por pilocarpina, um agonista colinérgico muscarínico 

(CAVALHEIRO, 1995), podem gerar perdas neuronais no hipocampo, corpo 

estriado, córtex frontal, entre outras áreas cerebrais (FREITAS et al., 2007). Há dois 

modelos: pilocarpina administrada em doses de 300-400 mg/kg e em doses de 30-

60 mg/kg, sendo precedido (16-24 h) por administração de cloreto de lítio (3 mEq/kg) 

para diminuir os prejuízos periféricos (JOPE; MORRISETT; SNEAD, 1986).  

A pilocarpina hiperexcita a síntese e a liberação da acetilcolina (ACh). Desta 

forma, ela modifica a atividade das enzimas do sistema límbico colinérgico e suas 

interações com outros neurotransmissores, como, por exemplo, o GABAérgico e o 

glutamatérgico (FREITAS et al., 2006; EHLERT et al., 1995). A figura 2 demonstra a 

neurotransmissão colinérgica. Segundo Fernandes (2013), a liberação de ACh ativa 

o receptor muscarínico M1 e bloqueia as correntes de saída de potássio 

transmembrana, provocando lesão neuronal devido ao efeito excitotóxico dos 

receptores de glutamato e influxo de Ca+2.  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hiperpolariza%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Despolariza%C3%A7%C3%A3o
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Figura 2. Efeitos da neurotransmissão colinérgica induzida por pilocarpina.  

 

 

Fonte: Adaptado de EHLERT e colaboradores (1995) 

 

2.1.1.2 Modelo de convulsão por pentilenotetrazol 

O pentilenotetrazol (PTZ) é um antagonista não competitivo do receptor GABA, 

especificamente do GABAA. Esta característica deve-se a esse convulsivante não 

ocupar o local do receptor, mas apenas se ligar no poro do canal que bloqueia o 

movimento de íons que estão ligados ao GABAA (SCHENBERG et al., 2001; SMITH 

et al., 2007). 

O mecanismo de ação do PTZ consiste em inibir os canais de cloreto e o efluxo 

de K+ do neurônio que estão associados aos receptores GABAA (LÖSCHER, 1998). 

Desta forma, ocorre um desequilíbrio no estado excitação/inibição (glutamato/GABA) 

provocando hiperexcitação no neurônio e crise epiléptica. O nível dos eventos 

convulsivos após a infusão do PTZ dependerá da dose administrada no animal 

(JAIN et al., 2011). Doses baixas de PTZ (20 mg/kg) produzem crises de ausência 

(SNEAD, 1999) e doses superiores a 50 mg/kg produzem crises do tipo tônico-

clônicas generalizadas (ENGEL, 1989).  

 

2.1.1.3 Modelo de convulsão por picrotoxina 

A picrotoxina (PTX) atua como antagonista do receptor GABA, sendo um 

poderoso estimulante do SNC quando utilizado como indutor de convulsões devido o 

seu antagonismo aos receptores GABAérgicos (ZIA et al., 1995).  
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Assim como o pentilenotetrazol, a PTX age sobre os canais de cloreto que, ao 

bloqueá-los, interferem no receptor GABA e, consequentemente, no receptor 

glutamato que age com efeito excitatório neuronal, provocando crises convulsivas, 

diferindo por apresentar um desenvolvimento sintomatológico mais lento. Vale 

ressaltar que a picrotoxina não apenas reduz o fluxo de cloreto, mas principalmente 

atua na frequência no tempo de abertura média do canal (NEWLAND; CULL-

CANDY, 1992). 

 

2.1.2 Epilepsia e estresse oxidativo 

A elevação das funções cerebrais desordenadas e a atividade elétrica 

excessiva do cérebro, decorrentes da epilepsia, geram radicais livres que podem 

causar danos nas macromoléculas celulares, levando, eventualmente, à morte 

celular (FRANTSEVA et al., 2000; WALZ et al., 2000). 

Os radicais livres estão presentes em todos os sistemas biológicos. A produção 

deles ocorre quando, por exemplo, não há a redução completa do oxigênio. Ao invés 

disso, o oxigênio é reduzido a radicais superóxidos, hidroxil e peróxido de hidrogênio 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006). Em condições fisiológicas normais, o sistema 

nervoso possui antioxidantes (glutationa reduzida, superóxido dismutase e catalase) 

que atuam na eliminação desses radicais livres. Mas, devido aos seus respectivos 

níveis baixos, especialmente da catalase, a região cerebral tem dificuldade de 

eliminar o peróxido de hidrogênio produzido como resultado da epilepsia, e, assim, 

gera espécies reativas de oxigênio que causam efeitos deletérios no cérebro 

(SHIVAKUMAR et al., 1991; LIANG et al., 2000; PATEL, 2004). 

O cérebro possui um baixo sistema antioxidante, que aliado ao seu alto 

consumo de oxigênio e elevado teor de ácidos graxos poliinsaturados, a região fica 

extremamente susceptível a danos oxidativos (BERGAMINI et al., 2004; KHAIROVA 

et al., 2012). 

Durante o desencadeamento da epilepsia ocorre o aumento da peroxidação 

lipídica, principalmente no hipocampo de ratos, demonstrando que os radicais livres 

podem estabelecer a neuropatogenia (FREITAS et al., 2004a). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cull-Candy%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1317428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cull-Candy%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1317428
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Além disso, Tran e colaboradores (2005) e Berry e colaboradores (2000) 

demonstraram que as convulsões induzidas também elevam o metabolismo do óxido 

nítrico, que além de ativarem os receptores glutamatérgicos, estimulando a ação 

excitatória do sistema nervoso central, também atua no bloqueio dos agregados 

plaquetários, interferindo no processo inflamatório. Caso não haja a ação dos 

sistemas antioxidantes, danos neuronais irão ocorree e interferir no desenvolvimento 

motor, sensitivo e cognitivo do ser afetado (FREITAS et al., 2004b) 

 

2.1.3 Tipos de crises epilépticas 

A epilepsia é classificada de acordo com manifestações clínicas, fisiopatologia 

e etiologia (SHORVON, 1990). Engel e Pedley (1997) classificaram a epilepsia 

quanto à etiologia em crises idiopáticas (a causa do distúrbio é devido à 

predisposição hereditária, tendo boas respostas à terapia com fármacos 

antiepilépticos); crises sintomáticas (a causa é devido consequências geradas por 

um transtorno do sistema nervoso central, tendo resistência à terapia); e crises 

criptogênicas (a causa é oculta e muitas vezes multifatorial). Em 2010, a Comission 

on Classification and Terminology da ILAE (International League Against Epilepsy) 

substituiu os termos idiopático, sintomático e criptogênico por genética, estrutural ou 

metabólica e causa desconhecida, respetivamente (BERG et al., 2010). 

A International League Against Epilepsy elaborou um esquema contendo os 

tipos de crise conforme a prognose, fisiopatologia e etiologia (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ilae.org/
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Tabela 1: Classificação das crises epilépticas segundo a International League Against Epilepsy 
  

Grupos de 
crises 

Local afetado Manifestação 

 
 
 

Parciais 

 
 

redes neuronais 
limitadas a hemisfério 

do cérebro 

Crise parcial simples 
sem comprometimento da 

consciência 
Crise parcial complexa 

com comprometimento da 
consciência 

Crise secundariamente 
generalizada 

com comprometimento da 
consciência e evoluindo para uma 

crise convulsiva bilateral 

 
 
 
 
 
 

Generalizadas 
 

 
 
 
 
 
 

Redes neurais nos 
dois hemisférios do 

cérebro 

Tônico-clônico 
contração dos 4 membros com 

período pós-crítico com confusão 
mental e sonolência 

Clônicos 
mioclonias (contração muscular 
súbita e involuntária) repetidas 

Tônicas 
contração muscular por poucos 

segundos a minutos 
Mioclônicas 

contração muscular súbita 
Ausência 

perda ou não de consciência com 
manifestações motoras 

Desconhecido - espasmos epilépticos 

     Fonte: BERG et al. (2010). 

 

2.1.4 Terapêutica para epilepsia 

O século XXI tem se destacado na abordagem terapêutica da epilepsia, seja 

por meios de medicamentos novos ou quimicamente modificados em busca de 

melhores perfis farmacológicos (BIALER, 2002), seja por meios cirúrgicos (WIEBE; 

JETTE, 2012) ou ainda pela infusão de células-tronco (BONNAMAIN; NEVEU; 

NAVEILHAN, 2012). 

A farmacoterapia é a estratégia mais utilizada no controle das crises epilépticas 

ou pelo menos na diminuição da frequência e da severidade da epilepsia (BALDONI 

et al., 2013). Mas essa terapia fornece apenas o tratamento sintomático e não o 

controle da progressão da doença (DEVINSKY, 2004). Apesar disso, a não adesão a 

http://www.ilae.org/


34 

 

 

essa terapia pode gerar problemas clínicos e econômicos, além do descontrole das 

crises (HOVINGA et al., 2008). 

O maior conhecimento dos mecanismos de ação envolvidos no 

desencadeamento da epilepsia e o diagnóstico preciso aliado à prática clínica são 

estratégias que propiciam a escolha terapêutica mais adequada para cada tipo de 

paciente que apresente esse distúrbio (GLAUSER et al., 2013). 

A busca por medicamentos mais eficazes para o tratamento da epilepsia tem 

sido o desafio de vários pesquisadores. No mercado farmacêutico já existem várias 

fármacos antiepilépticas (Tabela 2), e outras que ainda estão em processo de 

desenvolvimento. Para a descoberta de novos fármacos, é necessário o 

conhecimento dos diferentes mecanismos de ação da atividade epiléptica, levando 

em consideração a geração de compostos que inibam a ação do neurotransmissor 

excitatório glutamato (BLOOM, 2010); potenciação da atividade do neurotransmissor 

inibitório GABA (SHANK et al., 2000); ativação da corrente de potássio 

hiperpolarizante (MCNAMARA, 2010); e modulação dos canais iônicos que 

propiciem o potencial de ação nos neurônios (SHANK et al., 2000).  
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Tabela 2: Fármacos antiepilépticas desenvolvidas para controle das crises epilépticas 

Antiepilépticos Atuação Mecanismo de ação 

 
Benzodiazepínicos 

 

Modulação do receptor 
GABAA 

(MCNAMARA, 2006) 

  Frequência de abertura 
dos canais de íons de 

cloreto 
- Hiperpolariza a membrana 

 
Fenobarbital 

 
Inibição da ação do 

glutamato 
(MCNAMARA, 2006) 

- Bloqueio dos canais de 
sódio provoca o aumenta a 
ação do GABA através dos 

receptores GABAA. 

 
Valproato  

Sódico 

Elevação da ação 
GABAérgica 

 
(COSTA et al., 2012) 

 
- Inibe os canais de sódio e, 

possivelmente, os canais 
tipo T de cálcio. 

 
 
 

Topiramato 
 

Intensificação da ação 
GABA 

por mecanismos 
desconhecidos; Inibição 

do subtipo AMPA do 
receptor de glutamato. 

(CZUCZOR; PRZESMYCKI, 
2001; MCNAMARA, 2006) 

 
- Inibe a condutância de 

sódio; 
da duração das crises 

espontâneas; 
      frequência do potencial 

de ação no neurônio 

 
 

Felbamato 

Potenciação da 
neurotransmissão 

GABAérgica; Redução 
do glutamato 

(MCNAMARA, 2006) 

 
- Bloqueio dos canais de 
sódio e cálcio do tipo L 

dependentes da voltagem. 

 
 

Gabapentina 
 

Elevação da síntese de 
GABA 

(MCNAMARA, 
2006) 

 
- Bloqueio das subunidades 
Ŭ2-ŭ1 do canal de c§lcio 

voltagem-dependente 

 
 
 
 

Como já mencionado, a cirurgia é mais uma alternativa no tratamento da 

epilepsia, pois se pode dissecar a parte do encéfalo onde está localizada a zona 

epileptogênica (WIEBE; JETTE, 2012). Mas mesmo realizado essa cirurgia, o 

paciente ainda necessita ficar em tratamento farmacológico (KWAN; BRODIE, 2000). 

Rogawski e Holmes (2009) sugerem que células pluripotentes humanas podem 

ser uma nova terapêutica não invasiva no tratamento da epilepsia, mas é necessário 

investigar se essas células podem agir como agente modificador da doença.  

http://www.galenoalvarenga.com.br/medicamentos/benzodiazepinicos-rivotril-diazepan-lexotam-frontal-e-outros
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Portanto, o tratamento da epilepsia continua a ser um desafio para a ciência, já 

que a terapêutica clássica não se revelou totalmente satisfatória (BIALER, 2002). 

60% dos pacientes com epilepsia conseguem o controle completo de suas crises 

com fármacos antiepilépticas (BROWN et al., 2009) e desses pacientes, alguns 

apresentam efeitos colaterais e interações farmacológicas bastante relevantes 

(McCABE, 2000). 

 

2.2 Células-tronco neurais 

As células-tronco estão sendo alvos constantes de investigações para o 

tratamento de diversas doenças, principalmente as neurodegenerativas 

(BONNAMAIN; NEVEU; NAVEILHAN, 2012). Isso se deve à capacidade em se 

diferenciarem e autorreplicarem em múltiplas linhagens celulares, além de 

regenerarem tecidos. O aprimoramento de métodos para o crescimento e 

diferenciação dessas células é a propensão internacional de autorização do seu uso 

nas pesquisas (SANTIN; NUNEZ; MOURA, 2015). 

As células-tronco, também denominadas células-mãe ou células estaminais, 

dividem-se em células embrionárias e em células derivadas de tecidos adultos. 

Estas últimas linhagens celulares são multipotentes (capazes de gerar tipos 

celulares que compõem tecidos e órgãos específicos de seu local de origem) e 

pesquisadas para substituição, reparo ou incremento de tecidos ou órgãos lesados 

(FUCHS; SEGRE, 2000). 

Dentre a linhagem adulta, tem-se as células-tronco neurais (CTN). Este tipo 

celular é proveniente da neuroectoderme (DELEYROLLE; REYNOLDS, 2009), 

sendo capaz de se diferenciar em neurônios, astrócitos e oligodendrócitos, além de 

integrar circuitos neurais ou substituir neurônios danificados (HOSSINI et al., 2015).  

Em procedimentos in vitro, as células-tronco neurais formam estruturas 

esféricas não aderentes, denominadas neuroesferas. Estas células são uma mistura 

heterogênea de CTN e progenitores específicos (neurônios, astrócitos e 

oligodendrócitos). Além disso, elas podem se apresentar em diferentes fases 

mitóticas ou em apoptose, e ainda em interfase ou com processos apoptóticos 

(LOBO et al., 2003; MARIANO et al., 2015). 
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Schwindt e colaboradores (2005) e Vescovi e colaboradores (1993) afirmaram 

que as neuroesferas podem ser dissociadas e subcultivadas, tendo os fatores EGF 

(fator de crescimento epidérmico) e FGF (fator de crescimento de fibroblastos) como 

suplementos para o seu desenvolvimento em cultura. Após a retirada desses fatores 

de crescimento do meio de cultivo, as neuroesferas se diferenciam em neurônio, 

astrócito e oligodendrócito (Figura 3). A obtenção desse tipo celular é um modelo 

experimental considerado importante para estudo in vitro devido à obtenção celular 

em grande escala para posterior utilização em terapias celulares (SUN et al., 2011). 

 

Figura 3. Isolamento, cultivo e diferenciação de células-tronco neurais em neuroesferas, obtidas a 
partir da zona subventricular de encéfalo adulto. 

 

 

Fonte: Adaptado de Schwindt et al. (2005) 

 

Kuhn e colaboradores (1997) mostraram que o FGF induziu a proliferação e 

expansão de neuroesferas quando infundido na zona subventricular de cérebro de 

ratos adultos. Gritti e colaboradores (1999) também demonstraram que, além do 
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FGF, o EGF também é fator de crescimento de cultura de neuroesferas ex vivo, e 

que ambos expressam semelhanças quanto a dinâmica de proliferação celular das 

neuroesferas, apesar de terem efeitos diferentes em células-tronco neurais adultas, 

pois estas, ao serem cultivadas somente com FGF, dividem-se lentamente e, 

quando cultivados somente com EGF, divide-se mais rapidamente. 

Além disso, é necessário, após infusão, acompanhar as neuroesferas e as 

células-tronco neurais. Isto é possível por marcadores celulares de superfície, de 

morfologia ou intracelular. Porém, inexistem marcadores que diferenciem as CTN 

das neuroesferas in vitro, e a diferenciação ocorre por meio do comportamento de 

cada uma na cultura (LOUIS et al., 2008). Dentre os marcadores celulares mais 

comuns a serem usados nas culturas estão os marcadores intracelulares Nestin 

(LENDAHL; ZIMMERMAN; MCKAY, 1990), Sox2 (ELLIS et al., 2004) e GFAP 

(DOETSCH; GARCÍA-VERDUGO; ALVAREZ-BUYLLA, 1999), além dos marcadores 

de superfície Notch1 (NAGATO et al., 2005) e o de morfologia Hoechst 33342 (KIM; 

MORSHEAD, 2003). 

 

2.2.1 Neurogênese  

A descoberta da neurogênese em regiões específicas do encéfalo adulto, como 

na zona subventricular e no hipocampo, trouxe novas perspectivas para as 

pesquisas relacionadas à terapia celular e regeneração do sistema nervoso (VAN et 

al., 1999). 

A neurogênese consiste na formação de novos neurônios por processos 

complexos que envolvem divisão celular, especificação de destino, diferenciação e 

integração das células-tronco neurais recém-formadas durante toda a vida do 

indivíduo (COLUCCIȤD'AMATO; BONAVITA; DI, 2006). Portanto, a formação não 

ocorre somente no período embrionário dos mamíferos, mas também na idade 

adulta (ERIKSSON et al., 1998).  

O processo de neurogênese ocorre no cérebro, especificamente na zona do 

giro dentado do hipocampo (HSIEH, 2012) e na zona subventricular (HSIEH, 2012; 

SPALDING et al., 2013) do ser humano, sendo restrita a essas áreas em ratos 

(HORNER; GAGE, 2000). A neurogênese no hipocampo não é estática, pois ela 

reage aos estímulos fisiológicos e patológicos. Esses estímulos podem ser 
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observados durante um exercício físico ou uma crise epiléptica, em que ambas tem 

a capacidade de aumentar a neurogênese (KURUBA; HATTIANGADY; SHETTY, 

2009). 

 O estudo desse processo tem se tornado relevante devido a região do 

hipocampo ser o centro da aprendizagem e da memória, além de locais de disfunção 

de várias doenças neurodegenerativas (KURUBA; HATTIANGADY; SHETTY, 2009). 

 

2.3 Terapia Celular  

A capacidade de proliferação e diferenciação das células-tronco possibilitou 

que as terapias celulares fossem tema de extensa pesquisa, proporcionando uma 

estratégia promissora para a cura das doenças neurodegenerativas - DND (LUNN et 

al., 2011). 

As DND representam um desafio para a medicina regenerativa, principalmente 

porque há poucas opções terapêuticas (LUNN et al., 2011), e estas não permitem a 

cura, apenas reduzem os sintomas da doença, mas a doença continua a progredir 

(ENGELHARDT et al., 2005). Considerando o atual processo de envelhecimento 

populacional, essa realidade tende a se agravar, elevando ainda mais os gastos 

públicos, que, em alguns países, passam dos bilhões de dólares (LUNN et al., 

2011).  

O SNC adulto possui capacidade limitada de autorreparação devido a sua 

pouca produção de elementos celulares importantes para regeneração após uma 

lesão. É por isso, que a maioria dos tratamentos dessas lesões neuronais apenas 

aliviam os sintomas e previnem danos correlatados (NAM et al., 2015). No entanto, o 

conhecimento sobre neurogênese nas regiões subventricular e hipocampo no 

cérebro abre a possibilidade de reparação desse sistema através da infusão de 

células-tronco, especificamente, de células-tronco neurais (LÖSCHER et al., 2008) 

Devido à reduzida capacidade proliferativa das células-tronco neurais 

endógenas, faz-se necessário o isolamento e expansão das CTN in vitro, para 

aquisição de quantidade necessária que gere eficácia quando utilizadas em 

transplantes para reparação de lesões neuronais (NAM et al., 2015). Aggarwal e 

Harikumar (2009) afirmaram que o transplante desses tipos celulares contorna essa 
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limitação endógena, pois possuem a capacidade de se diferenciar em células 

neuronais de todas as linhagens (astrócitos, neurônios e os oligodendrócitos) e 

promovem a autorrenovação. 

Investigações estão sendo feitas sobre o uso dessas células-tronco e seus 

efeitos positivos no tratamento de pacientes com DND diversas, como alotransplante 

de células mesencefálicas fetais em Parkinsonianos, que proporcionaram melhora a 

longo prazo, inclusive com reinervação parcial do núcleo estriado em alguns 

pacientes (BJÖRKLUND; LINDVALL, 2000; RICHARDSON et al., 2005), além da 

recuperação funcional em pacientes com Huntington tratados com neuroblastos de 

fetos humanos derivados do núcleo estriado (BACHOUD-LÉVI et al., 2006). 

Contudo, ainda há alguns obstáculos a serem transpostos, dentre os quais 

OLANOW e pesquisadores (2003) e BONNAMAIN e colaboradores (2012) citam 

disponibilidade tecidual, pureza e viabilidade celular, além dos efeitos colaterais 

indesejados. 

Outro modelo de terapia celular consiste na estimulação da proliferação 

endógena de células-tronco, na migração e na diferenciação pela infusão de fatores 

específicos, como a transformação de fator de crescimento (FALLON et al., 2000), 

ou inclusão de FGF e EGF (NAKATOMI et al., 2002)  

Por muito tempo as pesquisas envolvendo terapia com células-tronco neurais 

centraram-se na doença de Parkinson, acidente vascular cerebral e lesão da medula 

espinhal. Mas, atualmente, com o conhecimento do processo de desencadeamento 

da epilepsia, assim como da perda de tipos específicos de neurônios nas crises 

epilépticas e o modo de substituição seletiva ou a apreensão de geração de danos 

dessas áreas, fez com que a epilepsia se tornasse um alvo promissor para o uso 

dessas células na terapia (KWAN; BRODIE, 2000). Ren e Boison (2010) afirmaram 

que células-tronco mesenquimais já foram isoladas de medula óssea para se 

verificar o seu efeito neuroprotetor e potencial na epilepsia. 

Miller e Bai (2012) afirmaram que há três grandes desafios em transpor para a 

clínica a terapia com as células-tronco realizada em laboratório. A primeira é se 

essas células possuem propriedades funcionais semelhantes aos seus homólogos 

quando testado em roedores, apesar de estudos já terem demonstrado que modelos 

animais podem ser diretamente aplicáveis às células humanas. Outro desafio é 
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saber quais as células-tronco mais adequadas com a terapêutica em que se quer 

aplicá-las, pois as diferentes condições dos locais possuem condições mais 

adequadas para um tipo de célula do que outros. E o terceiro desafio é a definição 

dos níveis de heterogeneidade nas populações de células transplantadas. 
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3 CAPÍTULO I
 

 

 

UTILIZAÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO NEURAIS COMO TERAPIA DA EPILEPSIA: 

UMA PROSPECÇÃO TECNOLÓGICA 

 

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho 

 

Resumo 

A Epilepsia é um dos distúrbios neurológicos mais comuns dentre as doenças 

neurodegenerativas, e o transplante de células-tronco é uma importante ferramenta 

na reparação desses distúrbios do sistema nervoso. O objetivo desse artigo foi a 

realização de uma prospecção tecnológica para avaliar a utilização de células-tronco 

na terapia da epilepsia por meio de patentes nas bases de dados nacionais e 

internacionais ï Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), Patentes da 

América Latina e Espanha (Latipat) e Escritório Europeu de Patentes (Espacenet), e 

publicações científicas na base de dados Science Direct, utilizando palavras chaves 

em português, espanhol e inglês, sendo válidos os que apresentassem os termos 

descritos nos campos de pesquisa: título e resumo. Observou-se um número 

reduzido de patentes relacionadas às palavras-chave células-tronco neurais e 

epilepsia/neuroesferas e epilepsia quando comparada às publicações de artigos 

científicos, assim como a reduzida proteção tecnológica em base de dados 

nacionais. Portanto, faz-se necessário o estudo de novas terapias para a epilepsia 

por meio do uso de tratamentos naturais e promissores na inovação tecnológica. 

Palavras-chave: Células-tronco neurais; Epilepsia; Neuroesferas; Prospecção 

tecnológica. 
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USE OF NEURAL STEM CELLS FOR THERAPY OF EPILEPSY: AN 

EXPLORATION TECHNOLOGY 

 

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho 

 

Abstract 

Epilepsy is the most common neurological disorders among the neurodegenerative 

diseases and stem cell transplantation is an important tool in the repair of nervous 

system disorders. The aim of this papers to carry out a explorations technology to 

assess the use of stem cells in epilepsy therapy through patents in national and 

international databases - National Institute of Industrial Property (INPI), United 

Patents Latina and Spain (Latipat) and European Patent Office (Espacenet), and 

scientific publications in the Science Direct database using keywords in Portuguese, 

Spanish and English, It is validly to submit the terms described in the search fields: 

title and abstract. There was a small number of patents related to specific keywords 

to the use of neural stem cells in epilepsy therapy compared to scientific articles 

publishing, as well as reduced technological protection in national database. 

Therefore, it is necessary to study new therapies for epilepsy through the use of 

natural and promising treatments on technological innovation. 

Keywords: Neural stem cells; Epilepsy; Exploration technology; Neurospheres. 
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3.1 Introdução 

As CTN, obtidas de regiões específicas do sistema nervoso de adultos e fetos, 

são cultivadas in vitro para formar neuroesferas com um misto de CTN e células-

tronco neurais progenitoras (CTNP) quando na presença dos fatores de crescimento 

FGF (VESCOVI et al., 1993; GRITTI et al., 1996) e EGF (BONNAMAIN; NEVEU; 

NAVEILHAN, 2012). A retirada desses fatores leva à diferenciação das CTNP em 

células do sistema nervoso, como astrócitos, neurônios e oligodendrócitos, o que as 

tornam potenciais terapêuticas alternativas para as doenças neurodegenerativas, 

como a epilepsia (CLEVELAND, 2007; HUNG et al., 2010; LOBSIGER; 

BONNAMAIN; NEVEU; NAVEILHAN, 2012). 

A descoberta da neurogênese em regiões específicas do encéfalo adulto, como 

a zona subventricular e o hipocampo, trouxe novas perspectivas para as pesquisas 

relacionadas à terapia celular e regeneração do sistema nervoso (VAN et al., 1999; 

BJÖRKLUND; LINDVALL, 2000; GAGE, 2002; KIM; de VELLIS, 2009). 

A epilepsia é uma doença neurodegenerativa, que compreende crises 

espontâneas e recorrentes causada por alterações neurológicas devido à atividade 

elétrica anormal no córtex, especificamente na região lobo temporal e hipocampo 

(FRENCH et al., 1993; HIRTZ et al., 2007; NAEGELE et al., 2010; MARQUES et al., 

2011). Essa doença continua a ser resistente à tratamento com fármacos 

antiepilépticas em 25-36% dos pacientes (KWAN; BRODIE, 2000) representando, 

assim, um desafio para a medicina regenerativa devido às poucas opções 

terapêuticas (LUNN et al., 2011) e estas não permitem a cura, apenas reduzem os 

sintomas da doença ou retardam seu avanço, e a doença continua a progredir 

(ENGELHARDT et al., 2005; PALOP et al., 2006).  

Diante disso, observa-se que as células-tronco neurais representam uma 

promessa alcançável na terapêutica da epilepsia, sendo relevante a realização de 

pesquisas com o escopo de tentar isolá-las, caracterizá-las e aplicá-las como terapia 

alternativa. Portanto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver uma prospecção 

tecnológica, em bases de dados nacionais e internacionais, sobre a utilização desse 

tipo celular na terapia da epilepsia. 
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3.2 Material e métodos   

A prospecção tecnológica ocorreu em bases de dados nacionais e 

internacionais de pedido de depósito de patentes e de artigos científicos. Os 

documentos encontrados até o presente momento foram analisados individualmente, 

a fim de caracterizar o avanço tecnológico considerando a área de interesse, o ano 

de depósito ou publicação, país de publicação e/ou depósito do artigo e patente, 

respectivamente. O levantamento foi realizado em agosto de 2015. Foram utilizados 

termos em inglês, espanhol e português para a busca nas bases dos pedidos de 

depósito de patentes, e termos em inglês em bases de artigos científicos, sendo 

considerados válidos os documentos que apresentassem as palavras-chave 

pesquisadas no título e/ou no resumo (Figura 1). 

 

Figura 1 ï Delineamento realizado nos bancos de dados para a prospecção tecnológica em células-
tronco neurais e epilepsia. 

 

 

 

3.3 Resultados 

A partir da análise das palavras-chave: células-tronco neurais e progenitoras; 

neuroesferas; células e tronco e neurais; epilepsia; células-tronco neurais e 

epilepsia; neuroesferas e epilepsia; células-tronco e progenitoras neurais; 
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antioxidante e neuroesfera; estresse oxidativo e neuroesferas; antioxidante e 

células-tronco neurais; estresse oxidativo e células-tronco neurais; estresse 

oxidativo e epilepsia, foi obtido os números de pedidos de patentes depositados e 

artigos científicos por base de dados de acordo com os termos utilizados (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Quantificação de pedidos de depósito de patentes e artigos científicos por palavras-chave 
nos bancos de dados do INPI, Latipat, Espacenet e Science Direct. 

Palavras-chave INPI Latipat Espacenet Science Direct 

Células-tronco neurais e progenitoras 1 2 366 3498 

Neuroesferas 0 1 49 587 

Células e tronco e neurais  3 31 1655 -* 

Epilepsia 19 1288 6256 30064 

Células-tronco neurais e epilepsia 0 1 4 292 

Neuroesferas e epilepsia  0 0 0 27 

Células-tronco e progenitoras neurais  0 1 366 8411 

Antioxidante e neuroesfera 0 0 0 320 

Estresse oxidativo e neuroesferas 0 0 0 544 

Antioxidante e células-tronco neurais 0 0 0 5276 

Estresse oxidativo e células-tronco 

neurais 

Estresse oxidativo e epilepsia 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

8663 

6696 

Fonte: dados das pesquisas nas bases de dados. 
Legenda: INPI - Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (palavras-chave em português); 
Latipat ï patentes depositadas na Espanha e em países da América Latina (palavras-chave em 
português e espanhol); Espacenet ï patentes depositadas em mais de 90 países, inclusive nos 
Estados Unidos, China, Japão, Coréia do Sul, Alemanha e Brasil (palavras-chave em inglês). 

* Não é possível a busca de artigo por esse tipo de palavra-chave. 
 
 
 
 

Na consulta das palavras-chave aos bancos de dados nacionais e 

internacionais para pedido de depósito de patentes relacionados ao tema desta 

pesquisa encontrou-se 23, 1324 e 8696 patentes nas bases INPI, Latipat e 

Espacenet, respectivamente; e na consulta ao banco de dados Science Direct 

obteve-se 64378 artigos (Tabela 1). Estes dados mostram que a quantidade de 

patentes nas três bases de dados pesquisadas representam aproximadamente 16% 
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da quantidade de artigos científicos publicados na base de dados analisada. Além 

disso, foi observado que dentre as patentes depositadas na INPI em relação à 

terapia da epilepsia, todas estão relacionadas ao uso de outros tipos de substâncias 

e não às células-tronco; na base Latipat que compreende as patentes depositadas 

na América Latina e Espanha, a terapia da epilepsia, assim como outros distúrbios 

neurológicos como o acidente vascular cerebral e a isquemia, é pela utilização de 

células-tronco embrionárias; e na base Espacenet as patentes encontradas também 

são com células-tronco embrionárias, além de células-tronco mesenquimais 

derivadas de placenta e células estaminais neurais. Esta última está relacionada à 

sua inclusão em uma composição farmacêutica no tratamento de pacientes com 

distúrbios do SNC ou sistema nervoso periférico.  

Já em relação à base de dados dos artigos científicos, foi observado a 

utilização de CTN e de neuroesferas na terapia da epilepsia um total de 292 e 27 

artigos, respectivamente (Tabela 1). No primeiro caso, a grande maioria trata-se de 

artigos de revisão mencionando o potencial terapêutico para o uso desse tipo celular 

em pacientes acometidos por epilepsia, e no segundo dado trata-se do isolamento 

celular ou infusão na região cerebral com sua respectiva resposta celular. As demais 

palavras-chave pesquisadas trazem como resultados a sua aplicação na terapia da 

epilepsia como também em outras doenças que acometem o ser humano.  

Em relação à evolução nos pedidos de depósito de patentes, foi analisada a 

progressão anual de patentes nas bases de dados já mecionadas anteriormente 

(Figura 2).  
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Figura 2. Evolução anual de pedidos de depósitos de patentes referentes ao uso de CTN ou 
neuroesferas em distúrbios neurológicos na base de dados INPI, Latipat e Espacenet. 

 

                              
Fonte: Dados das pesquisas nas bases de dados. 

 
 

A partir de 2001, houve o aumento do número de patentes, principalmente na 

Espacenet (depósito de patentes de mais de 90 países) em relação ao uso de CTN, 

neuroesferas ou células progenitoras na terapia de distúrbios neurológicos, 

principalmente a epilepsia, sendo bem elevada a quantificação dos pedidos de 

depósitos no ano de 2011. 

Além disso, na figura 2 observa-se que houve uma redução no número de 

pedidos de depósitos de patentes no ano de 2012 quando relacionado à 

quantificação dos dois anos anteriores. 

Em relação aos países de origem dos depositantes na base de dados 

pesquisadas, entre os 4 depositantes listados na pesquisa com o uso das CTN ou 

neuroesferas na terapia da epilepsia, os Estados Unidos da América (EUA) detem 2 

patentes, seguida pela China e República da Coréia com uma patente cada um.  

A figura 3 mostra a evolução anual das publicações de artigos científicos na 

base de dados Science Direct correlacionando as palavras-chave células-tronco 

neurais e neuroesferas com epilepsia. Observa-se que a partir de 2008 as 

publicações de artigos tenderam a aumentar em relação aos anos anteriores, 

principalmente a partir de 2013, mostrando assim a relação na evolução anual de 

publicações entre artigos e patentes. Deve-se ressaltar que a publicação de artigo 
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continuou nos anos 2014 e 2015, mas não se observou patentes depositadas 

nesses mesmos anos. 

  

Figura 3. Evolução anual da publicação de artigos científicos referentes ao uso de CTN ou 
neuroesferas em distúrbios neurológicos na base de dados Science Direct. 

                              
 

Fonte: Dados das pesquisas nas bases de dados. 

 

3.4 Discussão 

A prospecção tecnológica visa a busca de anterioridade das pesquisas 

científicas e tecnológicas para que a partir da mesma seja possível ampliar a 

capacidade de antecipação, direcionando novos estudos ou completando os já 

existentes a fim de influenciar de forma significativa na atividade de inovação no 

âmbito empresarial, bem como no meio acadêmico (AMPARO; RIBEIRO; 

GUARIEIRO, 2012; OLIVEIRA-JÚNIOR; ALMEIDA, 2012).  

O monitoramento de informação sobre um tema ao qual se deseja 

cientificamente desenvolver deve constar da coleta, análise e estruturação dos 

dados obtidos. As principais fontes de informação em que se baseiam são as de 

natureza técnica e científica por meio de artigos de periódicos, patentes, 

conferências, etc. (AMPARO; RIBEIRO; GUARIEIRO, 2012). 

Ao relacionar os termos epilepsia e neuroesferas observa-se que não há 

pedidos de depósito de patentes nas bases de pesquisa, provavelmente devido à 

tecnologia inerente nos estudos dessa área começar a serem feitos recentemente a 

partir da descoberta da neurogênese em regiões específicas do encéfalo adulto e 

0 
5 

10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 

N
ú

m
e
ro

 d
e
 ar
ti
g

o
s
 c

ie
n

tí
fi
c
o

s 

    Anos de publicação de artigos científicos 



62 

 

 

suas aplicações promissoras principalmente na terapia de Parkinson e Alzheimer 

(BJÖRKLUND; LINDVALL, 2000; RICHARDSON et al., 2005; LUNN et al., 2011). 

Na pesquisa realizada nas bases de dados, o INPI foi o que apresentou o 

menor número de pedidos de depósito de patentes. Isto pode ser justificado pelas 

objeções ético-religiosas à utilização das células-tronco, às incertezas geradas pelas 

possíveis aplicações terapêuticas dessas células, bem como ao cenário regulatório, 

ainda em construção no país. No cenário internacional, somente a partir de 2001 

elevou-se o número de patentes devido à autorização da pesquisa com células-

tronco embrionárias nos Estados Unidos (país com maior número de patentes nessa 

§rea) e, consequentemente, o ýnanciamento de pesquisa com linhagens de células-

tronco por recursos federais (DINIZ; AVELINO, 2009). 

Entretanto, houve uma redução de patentes e artigos no ano de 2012 devido 

novamente a interferência das questões ético-religiosas ao uso das células-tronco, 

aliado, especificamente a patente, ao decorrente tempo necessário para que um 

pedido de depósito fosse aprovado e indexado em uma base de patente privada 

após sua publicação. 

 

3.5 Conclusão 

A análise dos pedidos de depósito de patentes e dos artigos científicos sobre 

CTN, neuroesferas e células progenitoras na terapia da epilepsia até agosto de 2015 

permite inferir que essa tecnologia, apesar de não ser recente, está com um número 

bastante reduzido de patentes até a presente data da pesquisa, possivelmente 

refletindo, principalmente no caso do Brasil, a ausência de investimento nacional em 

pesquisas, inovação e desenvolvimento de tecnologias e, refletindo mundialmente a 

grande burocracia envolvida no processo de proteção de pesquisa e aos entraves 

ético-religiosos em relação à utilização dessas células-tronco.  

 

Agradecimentos  

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e à 

Fundação de Apoio a Pesquisa do Estado do Piauí (FAPEPI) pelo auxílio bolsa de 

estudo. 



63 

 

 

REFERÊNCIAS 
 
AMPARO, K.K.S; RIBEIRO, M.C.O; GUARIEIRO, L.L.N. Estudo de caso utilizando 
mapeamento de prospecção tecnológica como principal ferramenta de busca 
científica. Perspectivas em Ciência da Informação, v. 17, p. 195-209, 2012. 
 
BJÖRKLUND, A.; LINDVALL, O. Cell replacement therapies for central nervous 
system disorders. Nature Neuroscience, v. 3, n. 6, p. 537-544, 2000. 
 
BONNAMAIN, V.; NEVEU, I.; NAVEILHAN, P. Neural stem/progenitor cells as 
promising candidates for regenerative therapy of the central nervous system. 
Frontiers in Celullar Neuroscience, v. 6, n. 17, p. 1-8, 2012. 
 
DINIZ, D.; AVELINO, D. Cenário internacional da pesquisa em células-tronco 
embrionárias. Revista de Saúde Pública, v. 43, n. 3, p. 541-547, 2009. 
 
ENGELHARDT, E.; BRUCKI, S. M. T.; CAVALCANTI, J. L. S.; FORLENZA, O. V.; 
LAKS, J.; VALE, F. A. C. Tratamento da doença de Alzheimer: recomendações e 
sugestões do Departamento Científico de Neurologia Cognitiva e do Envelhecimento 
da Academia Brasileira de Neurologia. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v. 63, n. 4, 
p. 1104-1112, 2005. 
 
FRENCH, J.A.; WILLIAMSON, P.D.; THADANI, V.M.;  DARCEY, T.M.; MATTSON, 
R.H.; SPENCER, S.S.; SPENCER, D.D. Characteristics of medial temporal lobe 
epilepsy: I. Results of history and physical examination. Annals of Neurology, v. 34, 
p. 774-780, 1993. 
 
GAGE, F.H. Neurogenesis in the adult brain. The Journal of Neuroscience, v. 22, 
n. 3, p. 612-613, 2002.  
 
GRITTI, A.; PARATI, E.A.; COVA, L.; FROL-ICHSTHAL, P.; GALLI, R.; WANKE, E.; 
FARAVELLI, L.; MORASSUTTI, D.J.; ROISEN, F.; NICKEL, D.D.; VESCOVI, A.L. 
Multipotential stem cells from the adult mouse brain proliferate and self-renew in 
response to basic fibroblast growth factor. The Journal of Neuroscience, v. 16, n. 3, 
p. 1091-1100, 1996. 
 
HIRTZ, D; THURMAN, D.J; GWINN-HARDY, K; MOHAMED, M; CHAUDHURI, A.R; 
ZALUTSKY, R. How common are the óócommonò neurologic disorders? Neurology, v. 
68, p. 326-337, 2007. 
 
HUNG, C.W.; CHEN, Y.C.; HSIEH, W.L.; CHIOU, S.H.; KAO, C.L. Ageing and 
neurodegenerative diseases. Ageing Research Reviews, v. 9S, n. 1, p. S36-S46, 
2010. 
 
KWAN, P.; BRODIE, M.J. Early identification of refractory epilepsy. The New 
England Journal of Medicine, v. 342, p. 314-319, 2000. 
 
KIM, S.U.; DE VELLIS, J. Stem cell-based cell therapy in neurological diseases: a 
review. Journal of Neuroscience, v. 87, p. 2183-2200, 2009. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darcey%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8250525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mattson%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8250525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mattson%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8250525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spencer%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8250525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spencer%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8250525


64 

 

 

LOBSIGER, C. S.; CLEVELAND, D. W. Glial cells as intrinsic components of non-
cell-autonomous neurodegenerative disease. Nature Neuroscience, v. 10, n. 11, p. 
1355-1360, 2007. 
 
LUNN, J.S.; SAKOWSKI, S.A.; HUR, J.; FELDMAN, E.L. Stem cell technology for 
neurodegenerative diseases. Annals of Neurology, v. 70, n. 3, p. 353-361, 2011. 
 
MARQUES, T.H.C.; CARDOSO, K.M.F.; ALMEIDA, A.A.C.; TOMÉ, A.R.; FREITAS, 
R.M. Behavioral studies and histopathological changes in mice pretreated with Bellis 
perennis in pilocarpine-induced seizures. Boletín Latinoamericano y del Caribe de 
Plantas Medicinales y Aromáticas, v. 10, p. 338-350, 2011. 
 
NAEGELE, J.R.; MAISANO, X.; YANG, J.; ROYSTON, S.; RIBEIRO, E. Review 
Recent advancements in stem cell and gene therapies for neurological disorders and 
intractable epilepsy. Neuropharmacology, v. 58, p. 855-864, 2010.  
 
OLIVEIRA-JÚNIOR, R.G.; ALMEIDA, J.R.G.S. Prospecção tecnológica de Ananas 
comosus (Bromeliacea). Revista GEINTEC, v. 2, p. 505-513, 2012. 
 
PALOP, J.J.; CHIN, J.; MUCKE, L. A network dysfunction perspective on 
neurodegenerative diseases. Nature, v. 443, n. 7113, p. 768-773, 2006. 
 
RICHARDSON, R. M.; BROADDUS, W. C.; HOLLOWAY, K. L.; FILLMORE, H.L. 
Grafts of adult subependymal zone neuronal progenitor cells rescue 
hemiparkinsonian behavioral decline. Brain Research, v. 1032, n. 1, p. 11-22, 2005. 
 
VAN, P.H.; CHRISTIE, B. R.; SEJNOWSKI, T. J.; GAGE, F. H. Running enhances 
neurogenesis, learning, and long-term potentiation in mice. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 96, n. 23, p. 
13427-13431, 1999. 
 
VESCOVI, A.L.; REYNOLDS, B.A.; FRASER, D.D.; WEISS, S. bFGF regulates the 
proliferative fate of unipotent (neuronal) and bipotent (neuronal/astroglial) EGF-
generated CNS progenitor cells. Neuron, v. 11, n. 5, p. 951-966, 1993. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



65 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO II 
 
 
 
 
 
 



66 

 

 

4 CAPÍTULO II 
 

 

AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CULTURA DE CÉLULAS-TRONCO 

NEURAIS ISOLADAS DA REGIÃO SUBVENTRICULAR DE ENCÉFALO DE 

RATOS WISTAR 

 

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho 

 

Resumo 

As células-tronco neurais tem a capacidade de se diferenciarem em outros tipos 

celulares, e atualmente estão sendo utilizadas como alternativa terapêutica. Este 

estudo avaliou o estresse oxidativo em culturas de células-tronco neurais isoladas 

da região subventricular de encéfalo de ratos. Foi realizado o isolamento das 

células-troncos neurais para posterior teste de viabilidade por meio de teste com 

azul de tripan, identificação por Qtracker® e marcação por imunofluorescência para 

células-tronco (Nestin) e astrócito (GFAP). Os níveis de peroxidação lipídica, teor de 

nitrito, concentração de glutationa reduzida e atividades das enzimas superóxido 

dismutase e catalase foram avaliadas nas células com 1, 7 e 30 dias de cultivo 

celular a fim de verificar o estresse oxidativo das culturas. Os resultados mostraram 

que o procedimento de isolamento das células-tronco neurais foi satisfatório, com 

95% de viabilidade celular e positividade na marcação com Nestin e GFAP. 

Verificou-se que no 1º dia de cultura celular houve estresse oxidativo, mas no 7º dia 

de cultura essa situação foi revertida, proporcionando proteção às membranas das 

células pela ação dos antioxidantes glutationa reduzida, superóxido dismutase e 

catalase, assim como no 30º dia. A avaliação do estresse oxidativo e padronização 

do isolamento de células-tronco neurais podem alterar o sistema antioxidante na 

cultura, e assim, interferir na dinâmica celular quando utilizadas em terapias.  

Palavras-chave: Caracterização celular; Células-tronco neurais progenitoras; 

Estresse oxidativo; Neuroesferas. 
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EVALUATION OF OXIDATIVE STRESS IN CULTURED NEURAL STEM CELLS 

FROM THE RAT BRAIN SUBVENTRICULAR ZONE 

 

Mirna Luciano de Gois da Silva; Maria Acelina Martins de Carvalho 

 

Abstract 

Progenitor neural stem cells have the ability to differentiate into other cell types, and 

they are currently being used as a therepeutic alternative. This study evaluated the 

oxidative stress in cultured neural stem cells isolated from the subventricular region 

of rat brain.  It was performed the isolation of neural stem cells with subsequent 

viability test by trypan blue test, identification by Qtracker® and lebeling by 

immunofluorescence for stem cells (Nestin) and astrocyte (GFAP). The levels of lipid 

peroxidation, nitrite content, reduced glutathione concentration, and superoxide 

dismutase and catalase enzyme activity were evaluated in cells with 1, 7 and 30 days 

cell culture to verify oxidative stress in the cultures. The results demonstrate that the 

neural stem cell isolation procedure was satisfactory with 95% cell viability and 

positive in labeling with Nestin and GFAP. It was found that on the first day of cell 

culture there was oxidative stress, but on the 7th day of culture, this situation was 

reversed, protecting cell membranes by the action of the antioxidants reduced 

glutathione, superoxide dismutase and catalase, as well as in the 30th day. The 

evaluation of oxidative stress and standardization of isolating neural stem cells can 

alter the antioxidant system in culture, and thus interfere with the cellular dynamics 

when used in therapies. 

Keywords: Cell characterization; Neurospheres; Oxidative stress; Progenitor neural 

stem cells. 
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4.1 Introdução 

As células-tronco tem a capacidade de se diferenciarem em diversos tipos 

celulares, assim como se autorrenovarem (SANTIN; NUNEZ; MOURA, 2015). 

Devido a essas características, esses tipos de células, e especificamente as células-

tronco neurais, estão sendo utilizadas como alternativa terapêutica para doenças 

neurodegenerativas (BONNAMAIN; NEVEU; NAVEILHAN, 2012), pois elas são 

capazes de se diferenciarem em linhagens celulares específicas do sistema 

nervoso, além de integrarem circuitos neurais ou substituirem neurônios danificados 

(HOSSINI et al., 2015).  

Para a obtenção desses tipos celulares, é essencial que se padronize a técnica 

de isolamento celular para que haja uma reprodutividade constante, além de 

caracterizá-las e avaliá-las para que o processo de utilização das células-tronco 

neurais nas terapias não se propague de forma inapropriada, induzindo os 

pesquisadores ao erro e prejudicando o uso dessa alternativa nas terapias das 

doenças neurodegenerativas (KEEFER et al., 2007; MUÑOZ et al., 2008) 

O estresse oxidativo é uma ameaça constante para a manutenção das culturas 

celulares (WICKENS, 2001; DASURI et al., 2013). Ele ocorre quando há excessiva 

produção de radicais livres devido ao desequilíbrio dos sistemas prooxidantes e 

antioxidantes desencadeados por fatores endógenos ou exógenos (SCHNEIDER; 

OLIVEIRA, 2004; VON BORELL, 2001; LIOCHEV, 2013), podendo alterar 

drasticamente a função celular ao induzir danos no DNA, inibir processos que 

ocorrem no nível de mitocôndrias e lesionar estruturas celulares por peroxidação 

(DASURI et al., 2013).  

Os radicais livres são encontrados em todos os sistemas biológicos e são 

capazes de reagir com todos os componentes celulares, culminando com a morte 

celular (MARTIN et al., 1998; RIBEIRO, 2006; SANZ et al., 2006). Em condições 

normais, o mecanismo de defesa enzimático mantém a integridade celular 

(POWERS et al., 1994; DAJAS, 2012). 

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade das enzimas antioxidantes, 

assim como detectar os níveis de peroxidação lipídica, glutationa reduzida e nitrito 

em culturas de neuroesfera, isoladas da região subventricular de encéfalos de ratos 
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Wistar, averiguando a interferência no desenvolvimento celular para posterior 

utilização em terapias. 

 

4.2 Material e métodos 

4.2.1 Isolamento e cultivo de células-tronco neurais - CTN 

A coleta, o isolamento e o cultivo das CTN foram realizados no Núcleo 

Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco (NUPCelt/UFPI). Os 

procedimentos metodológicos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA/UFPI) nº 001/14. 

As CTN foram obtidas a partir da região subventricular do encéfalo de quatro 

ratos Wistar, adultos com 2 meses de idade, com peso de 250 g, provenientes do 

Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí. 

Os animais foram mantidos em condições controladas de iluminação (ciclo de 12h 

claro/ escuro) e temperatura (25 ± 2 ºC), recebendo ração padrão do tipo Purina e 

água ad libitum. Estes animais foram eutanasiados após a contenção química com 

50 mg/kg/peso corporal de Cetamin (Rhobifarma Pharmaceutical Industry Ltda) 

associado a 2 mg/kg de Xilazin (Rhobifarma Pharmaceutical Industry Ltda) por via 

intramuscular, e após quinze minutos da contenção química inicial, foi administrado 

150 mg/kg de tiopental sódico (CHEMIE®) dose letal por via intramuscular em cada 

animal. Confirmado o óbito, realizou-se a dissecação, coleta e cultivo das células, 

seguindo o protocolo descrito por Azari e colaboradores (2010) com modificações 

(Figura 1).  
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Figura 1: Protocolo de isolamento das células-tronco neurais (CTN) da região subventricular (RSV) do 
encéfalo de ratos Wistar. 

 

 
Legenda: DMEM/F-12 (Meio de cultivo celular - Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient mixture 
F-12 Ham), EGF (fator de crescimento epidérmico), FGF (fator de crescimento de fibroblasto). 

 

 

As células isoladas foram incubadas em 5 mL de tripsina com posterior inibição 

em mesma quantidade de meio DMEM/F-12. As células passaram por uma 

centrifugação a 110 g por 5 min, com posterior filtração em malha 40 µm; em 

seguida, no pellet resultante adicionou-se Meio Neural (DMEM/F-12 + GlutaMaxTM 

Gibco® Life TechnologiesTM, suplemento N-2 (100x Gibco® Life TechnologiesTM), 

EGF [20 ng/mL] (Gibco® Life TechnologiesTM), FGF-básico [10 ng/mL] (Gibco® Life 

TechnologiesTM), heparina sódica 0,2% e penicilina-estreptomicina 10% (Gibco® Life 

TechnologiesTM), passando por três centrifugações sucessivas a 110 g por 5 min 

(Excelsa® centrífuga refrigerada, MOD. 280R), havendo troca de meio neural entre 

cada uma dessas centrifugações. As células foram plaqueadas em garrafas 25 cm2 e 

cultivadas em meio neural até o 15º dia de cultivo, e após esse período foi retirado 

os fatores de crescimento EGF e FGF. As garrafas de cultura foram acondicionadas 

em estufa de CO2 a 5% com temperatura mantida em 37°C. O meio de cultura foi 

trocado em média a cada 3 dias, e monitorado diariamente para observação da 

formação de neuroesferas pelo sistema computacional de análise de imagens 

(LEICA® QWIN D4000, UK-Cambridge). 
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4.2.2 Viabilidade, identificação e Marcação celular  

A cultura de neuroesferas foi submetida ao ensaio de viabilidade celular com 

Trypan Blue (Gibco® Life TechnologiesTM), além de identificação celular com 

Qtracker® 655 Cell Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific), e marcada por anticorpos 

primários Nestin (Rat-401, Santa Cruz Biotechnology®, inc.) e GFAP (2A5, Santa 

Cruz Biotechnology®, inc.), e anticorpo secundário Goat anti-mouse IgG-FITC (Santa 

Cruz Biotechnology®, inc.), a fim de se identificar a presença dessas CTN na cultura. 

O meio com células suspensas, ao 15º dia de cultura, foi removido e centrifugado a 

110 g por 5 minutos, à temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 

ressuspendeu-se as células em 1 mL de meio neural.  

Para a mensuração da viabilidade celular foi homogeneizado a suspensão 

celular com o azul de Tripan, e uma gota da suspensão foi colocada em câmara de 

Neubauer para contagem celular em microscópio (BIOVALïL2000A). Foram 

contabilizadas as células vivas (coloração clara ï capacidade de expulsar o azul de 

tripan da célula) e as células mortas (coloração azul ï perdeu a capacidade de 

expulsar o azul de tripan por meio da membrana comprometida) para o cálculo 

percentual.  

A identificação celular por Qtracker Cell Labeling 655® foi feita mediante a sua 

incubação com a suspensão celular por 1 h, a 37°C. Em seguida, foi centrifugada a 

110 g por 5 min para a obtenção do pellet celular que foi ressuspendido em 1 mL de 

PBS buffer (GIBCO® Life TechnologiesTM).  

A imunofluorescência pelo anticorpo Nestin e GFAP, marcadorores de células-

tronco indiferenciadas e de astrócitos, respectivamente, ocorreu inicialmente com a 

fixação das neuroesferas com formaldeído 4%, permeabilização com 0,1% de Triton 

X-100 e em seguida, incubação em tubos distintos com os anticorpos primários 

Nestin e GFAP por 1 h. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes com 

PBS e incubadas, também em tubos distintos com o anticorpo secundário Goat anti-

mouse IgG-FITC por mais 1 h, sendo lavadas novamente por três vezes com PBS. 

Foram preparadas lâminas a fresco para análise em microscopia de fluorescência. 
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4.2.3 Determinação do estresse oxidativo 

A análise do estresse oxidativo foi realizada no Laboratório de Pesquisa em 

Neuroquímica Experimental (LAPNEX/UFPI). A cultura com as células-tronco 

neurais foi centrifugada a 110 g por 5 min nos dias 1, 7 e 30 do cultivo celular. O 

pellet formado foi homogeneizado com tampão fosfato de sódio pH=7,4 (pellet + 

tampão [peso pellet em µL]) e utilizado para as dosagens de superóxido-dismutase 

(SOD), catalase (CAT), nitrito, proteína total, glutationa reduzida (GSH) e 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em espectrofotômetro AJX-

3000PC (Figura 2).  

 

Figura 2. Determinação dos níveis de superóxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), nitrito, proteína 
total, glutationa reduzida (GSH) e substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) de células-
tronco neurais em cultivo celular por espectrofotômetro, seguindo protocolos específicos. 
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4.2.3.1 Determinação dos níveis de peroxidação lipídica e teor de nitrito 

Os ensaios TBARS foram utilizados para quantificar a peroxidação lipídica, 

seguindo o método previamente descrito por Draper e Hadley (1990). O homogenato 

(250 µL), previamente preparado, foi levado para banho maria (37ºC/ 15 min) 

juntamente com o ácido tricloroacético 10% (1 mL) e solução de ácido tiobarbitúrico 

0,67% (1 mL). Após o resfriamento, a amostra foi centrifugada com n-butanol (2 mL) 

a 188 g por 5 min. A fase butanólica de coloração rosa foi tomada para leitura em 

espectrofotômetro a 535 nm. 

Para determinar o teor de nitrito na cultura de células-tronco neurais, foi 

adicionado em um tubo 500 ɛL do reagente de griess mais 500 ɛL do homogenato 

de células a 10%. Foi feita a leitura em espectrofotômetro a 560 nm (GREEN; 

TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981). 

 

4.2.3.2 Determinação da atividade superóxido dismutase, catalase e glutationa 

reduzida  

O homogenato celular foi centrifugado (80 g, 45 min), e o sobrenadante usado 

para ensaio de atividades de SOD. A atividade da SOD foi testada usando meio 

reacional (tampão fosfato de potássio - pH 7,8, xantina, cianeto de potássio ï 200 

µM, e EDTA ï 1 mM, pH 6,8), homogenato e xantina oxidase para gerar radicais 

superóxido, sendo feita a leitura em espectrofotômetro a 550 nm após 6 min 

(FLOHE; OTTING, 1984). A concentração de proteína total foi medida pelo método 

de Lowry e colaboradores (1951). 

A atividade da CAT foi medida pelo método que usa H2O2 para gerar H2O e O2. 

O meio reacional (H2O2, Tampão Tris HCl 1M e H2O destilada) foi misturado ao 

homogenato, sendo realizada a leitura em espectrofotômetro (230 nm, 6 min). Com 

a amostra branco, foi feito a leitura na absorbância relativa a 230 nm com apenas 1 

mL do meio reacional (CHANCE; MAEHLY, 1955).  

A concentração de GSH utilizou o método descrito por Sedlak e Lindsay 

(1968). O homogenato foi centrifugado (472 g, 15 min) juntamente com H2O e ácido 

tricloroacético 50%. O sobrenadante foi homogeneizado com tampão Tris HCl (pH 

8,5) e DTND (0,01 M) para posterior leitura em espectrofotômetro em 412 nm. 
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4.2.4 Análises estatísticas 

Os dados numéricos obtidos foram descritos como média ± erro padrão da 

média. A análise estatítica foi analisada por análise de variância (ANOVA) com teste 

Student Newman Keuls, sendo considerado estatisticamente diferente o valor de 

p<0,05. O programa utilizado para essa análise e para a confecção dos gráficos foi 

GraphPad Prism® versão 6 para Windows (San Diego, CA, EUA). 

 

4.3 Resultados 

4.3.1 Obtenção e identificação das neuroesferas 

Os isolados de CTN dos ratos foram acompanhados em cultura por 30 dias a 

fim de se visualizar a formação e modificações das neuroesferas. Estes tipos 

celulares apresentaram tamanho e morfologia variados. No 1º dia da cultura, as 

células-tronco neurais tiveram morfologia pleomórfico (Figura 3A); do 7º ao 15º dias 

formaram as neuroesferas e apresentaram-se morfologicamente esféricas (Figura 

3B; 3C); e no 30º dia algumas neuroesferas apresentaram início de desagregação 

celular com forma­«o de ñesp²culasò e outras formaram proje­»es iniciais para 

diferenciação celular (Figura 3D).  
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Figura 3. Fotomicrofotografias da cultura de CTNP isoladas da região subventricular do encéfalo de 
ratos Wistar. A. Primeiro dia de cultivo celular (células com tamanho e morfologia difusas), 10x. B. 
Formação de neuroesferas com morfologia esférica, 7 dias de cultivo, 10x.  C. Neuroesferas com 15 
dias de cultivo, 95% de viabilidade celular, 10x. D. Células em 30 dias de cultivo iniciando 
desagrega­«o celular e forma­«o de ñesp²culasò (D1) e diferenciação celular (D2), 10x. 

 

 

 

A cultura celular identificada com Qtracker Cell Labeling 655® (Figura 4A; 4B) e 

marcada com GFAP (Figura 4C; 4D) e Nestin (Figura 4E; 4F) emitiram fluorescência 

das células. A imunopositividade para GFAP - Dapi (Figura 4C) e GFAP - FITC 

(Figura 4D) apresentou formato esferóide e intensidade característicos para 

neuroesferas, pois houve marcação da proteína ácida fibrilar glial. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


