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RESUMO 

 

As alterações do desenvolvimento do córtex cerebral apresentam-se como um grupo 

de malformações com uma distinção e patogênse ainda não bem definidas. A displasia 

cortical focal (DCF) é uma das formas mais frequentes de malformações do desenvolvimento 

cortical, sendo a patologia subjacente a uma parcela significativa de epilepsias parciais 

refratárias ao tratamento medicamentoso. A displasia cortical focal engloba múltiplos tipos de 

alterações tanto na arquitetura cortical quanto em anormalidades citológicas. Palmini e 

colaboradores classificaram as displasias corticais focais de acordo com observações na 

substância branca e na arquitetura da camada cortical. Os mecanismos envolvidos na gênese 

da DCF são pouco investigados, principalmente pelo número limitado de casos e a falta de 

modelos experimentais adequados e suas causas provavelmente estão relacionadas a mutações 

somáticas. A falta de modelos pré-clínicos preditivos que possam ser utilizados no estudo da 

fisiopatologia e o histórico enfraquecido quando se trata em traduzir a descoberta terapêutica 

de modelos animais para o uso humano, fortalece a necessidade de estudar o desenvolvimento 

cerebral a partir de células originadas do próprio paciente. A geração de células iPSC e 

diferenciação tecidual específica de células de pacientes acometidos por doenças neurológicas 

relevantes possui um valor inestimável para a realização de testes além de fornecerem uma 

capacidade adicional e única para estudar o desenvolvimento inicial e a progressão das 

patologias associadas ao SNC. 

O objetivo do presente trabalho é estabelecer um modelo celular de Displasia Cortical 

Focal através da geração de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) a partir de 

fibroblastos de pacientes afetados. 

Fibroblastos humanos foram obtidos de biópsias de pele de dois pacientes com DCF e 

foram cultivados até a quinta passagem. Foi realizada análise imunopatológica e das vias de 

sinalização AKT/mTOR no tecido cerebral displásico. Células iPSC foram geradas a partir 

dos fibroblastos através da exposição a vetores virais contendo os genes OCT4, KLF4, SOX2, 

e C-MYC e caracterizadas por imunohistoquímica. Foi realizado ensaio de migração celular 

dos fibroblastos (24h, 48h e 72h) e das iPSC (3 dias e 7 dias). As células iPSC foram 

neurodiferenciadas e analisadas nos períodos de 14 dias, 22 dias e 35 dias. Nesses períodos, 

foram realizadas análises morfológicas, imunohistoquímica (polarização) e moleculares 

(genes relacionados a via PI3K/ATK/mTOR).  



 

 

Ambos os pacientes foram diagnosticados com DCF tipo IIb. O paciente 01 

apresentou valores maiores que o paciente 02 em relação à área marcada das vias AKT e 

mTOR, tanto  na via fosforilada como não fosforilada no tecido cerebral, com diferenças 

estatisticamente significativas. Clones iPSC dos pacientes e controles foram gerados e 

caracterizados a partir dos fibroblastos de pele. Tanto as iPSC dos pacientes quanto do 

controle apresentaram morfologia e polarização semelhante a células nervosas após protocolo 

de neurodiferenciação. No ensaio de migração celular, fibroblastos com DCF migraram com 

mais intensidade em 24 horas (p<0,0001) e 48 horas (p<0,001). As células iPSC não 

apresentaram diferença no potencial de migração celular nos períodos analisados. Durante o 

protocolo de neurodiferenciação, as células iPSC dos pacientes com DCF apresentaram 

valores menores de expressão dos genes 4EBP-1, β-Catenina, CIAP-1, CIAP-2 e PI3K, e 

valores mais elevados da expressão de MCL 1. Alterações na migração celular no tecido 

adulto e em processos como de proliferação celular acentuada, deficiência de proteína de 

adesão celular, alteração na expressão de genes responsáveis pelo controle de apoptose e 

alteração na via PI3K responsável no sistema nervoso central pela sobrevivência celular, 

controle de apoptose, migração neuronal, desenvolvimento morfológico dos neurônios e 

formação das neurotransmissões, puderam ser evidenciadas nas células dos pacientes com 

DCF em relação aos pacientes controle e podem estar relacionadas com a formação do 

cérebro com displasia. 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Changes in the cerebral cortex development are presented as a group of distinct 

defects with a not well-defined pathogenesis. The focal cortical dysplasia (FCD) is one of the 

most frequent form of cortical development malformation, that encompasses multiple types of 

changes both in the cortical architecture and cytological abnormalities. It is an underlying 

pathology of a significant proportion of partial epilepsy refractory to drug treatment. 

Especially the limited number of cases and the lack of suitable experimental models rarely 

document the mechanisms involved with the genesis of FCD. The scarse predictive preclinical 

models that can be used to study the pathophysiology and to translate the therapeutic 

discovery from animal models to human use, strengthens the need to study the brain 

development from cells originated from patients that harbor these central nervous systems 

diseases. The generation of iPSC cells and the differentiation into specific cells and tissues 

will provide important testing and an unique ability to study the development and progress of 

CNS diseases. 

The objective of this study was to establish a cellular model of focal cortical dysplasia 

through the generation of induced pluripotent stem cells (iPSC) from fibroblasts derived from 

affected patients. 

Human fibroblasts were obtained from skin biopsies from two patients and cultured up 

to the fifth passage. Immunofluorescence analysis of AKT/mTOR signaling pathways was 

performed in the dysplastic brain tissue. iPSC cells were generated from fibroblasts through 

transfection with a viral vector containing the genes OCT4, KLF4, SOX2, and C-MYC and 

characterized by immunohistochemistry. Cell migration co-cultured with fibroblast and iPSC 

was investigated. Morphological and molecular characterization of neurodifferentiated iPSC 

were performed by immunohistochemistry and PI3K/ATK/mTOR signaling pathway 

analysis. Both patients were diagnosed with FCD type IIb. The AKT and mTOR 

phosphorylated and non-phosphorylated was higher in brain sections from patient 01. iPSC 

clones from patients and controls were generated from skin fibroblasts. Both iPSC from 

patients and controls showed polarization and morphology similar to nerve cells. In the cell 

migration assay, fibroblasts derived from FCD migrate with greater intensity within 24 hours 

(p<0,0001) and 48 hours (p<0,001), and iPSC cells did not present difference in cell 

migration. During neurodifferentiation, iPSC cells from patients with FCD showed lower 



 

 

values of 4EBP-1, β-catenin, CIAP-1, CIAP-2 and PI3K, and higher values of MCL 1 gene 

expression. Changes in cell migration in adult tissue, uncontrolled cell proliferation, cell 

adhesion protein deficiency, and alterations in the expression of genes responsible for 

apoptosis and PI3K pathway that are implicated with an complete and well successful CNS 

formation. Alterations in some of these were detected in cells and iPSC from patients with 

FCD and may be related to the ethiopathology of the disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A displasia cortical focal (DCF) é uma das formas mais frequentes de malformações 

do desenvolvimento cortical, sendo a patologia subjacente a uma parcela significativa de 

epilepsias parciais refratárias ao tratamento medicamentoso (PALMINI et al., 2004).  

Um subconjunto de patologias tem sido associado principalmente a alterações na 

migração celular e neurodiferenciação. Essa categoria de anormalidades do desenvolvimento 

cortical inclui as lisencefalias as polimicrogirias e as displasias corticais focais (GOLDEN, 

2001;  RORKE, 1994).   

As manifestações clínicas da DCF relacionam-se com extensão e localização das 

lesões displásicas. As crises convulsivas estão sempre presentes, porém, outros achados como 

afasias, déficits intelectuais, alterações de comportamento, atraso no desenvolvimento 

neuropsicomotor e déficits de memória podem compor o quadro neurológico (PASCUAL-

CASTROVIEJO et al., 2012). 

Os mecanismos envolvidos na gênese da displasia cortical focal são pouco 

investigados, principalmente pelo número limitado de casos e a falta de modelos 

experimentais adequados (KABAT; KROL, 2012) bem como suas causas que provavelmente 

estão relacionadas a mutações somáticas clonais que afetam semelhantes vias de sinalização 

em determinados pacientes (KUZNIECKY, 2015).  

A geração de células iPSC e diferenciação tecidual específica de células de pacientes 

acometidos por doenças neurodegenerativas possui um valor inestimável para a realização de 

testes além de fornecerem uma capacidade adicional e única para estudar o desenvolvimento 

inicial e a progressão das patologias associadas ao SNC (ICHIDA; KISKINIS, 2015;  

PARENT; ANDERSON, 2015). Células iPSC podem ser geradas de pacientes portadores de 

uma determinada doença e posteriormente diferenciadas para o células adultas que expressem 

a doença. Com base nas doenças em que o fenótipo é expresso nas células adultas, pode-se 

realizar a edição e correção no genoma dessas células, rastrear compostos capazes de corrigir 

a patologia celular ou avaliar a possível toxicidade de algumas drogas (ZHANG; ZHANG; 

XIE, 2013). 



Introdução 

 

19 

O presente estudo tem como objetivo apresentar um modelo celular de DCF e estudar 

as possíveis alterações nos processos de migração e neurodiferenciação a partir de 

fibroblastos de pacientes afetados. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Estudos utilizando modelos celulares autólogos fielmente representam as doenças 

humanas reais e suas peculiaridades fisiológicas individuais. O uso de células  iPSC 

originadas de pacientes portadores de displasia cortical focal permitirá uma investigação, em 

todas as fases do neurodesenvolvimento, das evidências clínicas e moleculares encontradas no 

tecido afetado adulto, devido a oportunidade que a metodologia das iPSC oferece de obtenção 

de células em nível embrionário a partir de um tecido adulto afetado. 

O entendimento global do neurodesenvolvimento, das neuropatologias e do 

funcionamento normal do sistema cerebral, depende do conhecimento amplo da formação do 

cérebro, do padrão das conexões entre os neurônios, e entre as regiões cerebrais, bem como 

das comunicações sinápticas que constituem essas devidas conexões desde sua gênese até sua 

fase de maturação e manutenção.  

Estudos com iPSC constituem  uma exímia ferramenta para experimentos de alto 

rendimento, permitindo, além da investigação fisiológica e patológica, a construção de 

plataformas de triagem de novos medicamentos para diversas doenças humanas. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 MALFORMAÇÕES CORTICAIS 

 

Os avanços nos estudos neurobiológicos identificaram vários marcos na formação do 

neuroblasto, migração, organização cortical, diferenciação neuronal, formação de 

conectividade e morte celular (GREIG et al., 2013;  PARNAVELAS, 2000). Certas anomalias 

do neurodesenvolvimento podem ser atribuídas a um desses estágios de citogênese e 

histogênese no primeiro trimestre de gestação e para de crescimento e diferenciação que 

ocorrem no segundo e terceiro trimestres (WICHTERLE et al., 2001). Durante o primeiro 

trimestre, os neurônios pós-mitóticos que acabarão residindo no córtex, surgem na zona 

ventricular adjacente aos ventrículos. Eles migram ao longo das glias radiais para formar o as 

várias camadas do córtex cerebral.  Cerca de 1/3 dos neuônios não utilizam o arcabouço da 

glia radial e migram de forma tangencial na direção cortical (RAKIC, 1978). É necessário que 

os neurônios que estão migrando passem através de neurônios que já se encontram em 

posição no córtex, levando a uma laminação em que o neurônio recém-chegado a zona 

cortical resida na superfície mais externa do córtex formando (Figura 01). Esta organização 

final de apenas seis camadas histologicamente distintas reúne uma extraordinária diversidade 

de subtipos neuronais, que servem como blocos para um computacionalmente poderoso 

circuito neural. Nos últimos anos, um enorme progresso tem sido feito para a compreensão 

dos eventos moleculares que controlam o desenvolvimento do córtex cerebral bem como das 

patologias associadas a alterações nesse processo (GREIG et al., 2013). 
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Figura 1. Formação das diferentes camadas corticais durante a neurogênese embrionária. A glia radial 

(RG) presente na zona ventricular (VZ) começa a servir de arcabouço para neurônios de projeção em 

torno de 11.5 dias do período embrionário (E11.5). Ao mesmo tempo, são geradas geram células 

progenitoras intermediárias (IP) e outras células gliais (oRG), estabelecendo a zona subventricular 

(SVZ) atuando no aumento da produção neuronal. Depois de completada a neurogênese, as células 

progenitoras neurais passam ao papel gliogênico, gerando os astrócitos e oligodendrócitos. As células 

Cajal-Retzius migram principalmente da camada neocortical I. Outros neurônios são nascidos na zona 

ventricular (VZ) ou sub ventricular (SVZ) migram ao longo dos processos gliais para chegar ao seu 

destinos finais laminares. Figura retirada de Greig LC, et al. Molecular logic of neocortical projection 

neuron specification, development and diversity. Nature reviews Neuroscience (GREIG et al., 2013). 

 

As alterações do desenvolvimento do córtex cerebral apresentam-se como um grupo 

de malformações com uma distinção e patogênese ainda não bem definidas. Entre as 

malformações corticais, um subconjunto de patologias tem sido associado principalmente a 

alterações na migração celular e neurodiferenciação. Essa categoria de anormalidades do 

desenvolvimento cortical inclui as lisencefalias as polimicrogirias e as displasias corticais 

focais. Atualmente investiga-se que além das alterações na migração celular e 

neurodiferenciação, outros fatores são considerados na patogênese das malformações 

corticais, como a proliferação celular, morte celular, crescimento e desenvolvimento 

intracortical pós migração celular, formações dos axônios e dendritos (GOLDEN, 2001;  

RORKE, 1994).   

A incidência das malformações corticais na população ainda é desconhecida. Umas 

das grandes dificuldades de se obter dados sobre a incidência de malformações é em grande 

parte devido à heterogeneidade de alterações que compõem esse grupo de anomalias 

(GOLDEN, 2001). Nas cirurgias de epilepsia refratária ao tratamento medicamentoso, a 
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incidência de pacientes com displasia cortical focal (DCF) varia entre 12% e 40%, sendo 

considerada uma doença de frequência relativamente alta na cirurgia da epilepsia (ARAI et 

al., 2012;  BLUMCKE et al., 1999;  NORDBORG et al., 1999;  PRAYSON; SPREAFICO; 

VINTERS, 2002). As maiorias das patologias associadas à alteração na migração celular 

durante a corticogênese apresentam uma variedade de genes que podem estar associados ao 

fenótipo doente, porém em alguns casos os aparecimentos são esporádicos. Vários fatores 

ambientais já foram associados a malformações corticais. A exposição materna durante o 

período gestacional a agentes como etanol, alguns ácidos, mercúrio, radiação, exposição a 

agentes virais, entre outros, já foram associados como causadores de alterações no 

neurodesenvolvimento cortical (GOLDEN, 2001).  

 

3.2 DISPLASIA CORTICAL FOCAL 

 

A displasia cortical focal é uma das formas mais frequentes de malformações do 

desenvolvimento cortical, sendo a patologia subjacente a uma parcela significativa de 

epilepsias parciais refratárias ao tratamento medicamentoso (PALMINI et al., 2004). A 

displasia cortical focal engloba múltiplos tipos de alterações, divididas em dois principais 

grupos: O primeiro grupo está caracterizado por anormalidades de arquitetura cortical através 

da desorganização colunar dada pela formação de micro colunas orientadas verticalmente 

constituídas de pelo menos oito neurônios e uma interrupção laminar pela alteração da 

composição da sexta camada tangencial do córtex. O segundo grupo possui anormalidades 

citológicas com células neuronais hipertróficas, fora do local anatômico, encontradas na 

camada V, e/ou células abalonadas com membrana mal definida, com núcleo único ou 

múltiplos e citoplasma eosinofílico com características de células neuronais e linhagem glial, 

característica da displasia cortical focal tipo Taylor, descrita pela primeira vez em 1971 

(KABAT; KROL, 2012;  TAYLOR et al., 1971). 

Taylor descreveu em seu artigo original a DCF como uma patologia distinta 

caracterizada por uma desorganização laminar e neurônios displásicos. Com um 

comprometimento da organização do córtex em suas seis camadas histológicas 

tradicionalmente conhecidas. Descreveu achados histopatológicos semelhantes às 

anormalidades encontradas na esclerose tuberosa, entretanto, quando comparadas mais 



Referencial Teórico 

 

24 

detalhadamente, diferenças entre as imagens puderam ser notadas e classificadas (TAYLOR 

et al., 1971). 

Palmini e colaboradores em 2004 (PALMINI et al., 2004) classificaram as displasias 

corticais focais de acordo com observações na substância branca e na arquitetura da camada 

cortical. As classificações foram descritas da seguinte forma: Tipo I - Presença de neurônios 

heterotópicos na substância branca, alteração na arquitetura da camada cortical e presença de 

neurônios gigantes. Tipo IIa - Presença de neurônios heterotópicos na substância branca, 

alteração na arquitetura da camada cortical, presença de neurônios gigantes e presença de 

células dismórficas. Tipo IIb - Presença de neurônios heterotópicos na substância branca, 

alteração na arquitetura da camada cortical, presença de neurônios gigantes, presença de 

células dismórficas e presença de neurônios abalonados (Figura 2). 

 

Figura 2. Esquema ilustrativo da classificação de Palmini e colaboradores. Figura retirada de Palmini, A. et 

al. Terminology and classification of the cortical dysplasias. Neurology. 2004;62 (PALMINI et al., 

2004).  

 

No ano de 2011, Blümcke e colaboradores (BLUMCKE et al., 2011) modificaram a 

classificação de Palmini, distinguindo três tipos de displasia cortical focal como Tipo I 

(isolada), II (isolada) e III (associada com a lesão principal) e suas subdivisões.  DCF tipo Ia - 

Laminação radial anormal do córtex. Tipo Ib - Laminação tangencial anormal do córtex. Tipo 

Ic - Laminação radial e tangencial do córtex. DCF tipo IIa - Presença de neurônios 

dismórficos. Tipo IIb - Presença de células abalonadas DCF tipo IIIa - Laminação cortical do 

lobo temporal associada a esclerose hipocampal. Tipo IIIb - Adjacente a tumor glioneural. 
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Tipo IIIc - Adjacente a malformações vasculares. Tipo IIId - Adjacente a outras patologias 

associadas (traumas, hipóxia isquemia, encefalopatias, entre outras) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Esquema ilustrativo da classificação segundo Blümcke e colaboradores. Figura retirada de 

Blumcke I, et al. The clinicopathologic spectrum of focal cortical dysplasias: a consensus 

classification proposed by an ad hoc Task Force of the ILAE Diagnostic Methods Commission. 

Epilepsia. 2011;52(1):158-74  (BLUMCKE et al., 2011). 

 

O diagnóstico da DCF é inicialmente dado por técnicas de neuroimagem, através do 

exame de ressonância magnética (RM) do cérebro, e confirmada pelo diagnóstico 

anatomopatológico após análise de biópsia retirada na ressecção cortical para o tratamento da 

epilepsia refratária (TASSI et al., 2001;  URBACH et al., 2002). A análise histopatológica do 

tecido displásico permite a classificação das DCF’s através das suas características estruturais, 

da arquitetura das camadas corticais, da presença de neurônios heterotópicos na substância 

branca e presença de neurônios gigantes ou abalonados. 

Nos casos de DCF, as crises convulsivas geralmente iniciam na infância, sendo a 

refratariedade a medicação um achado comum entre os pacientes (TASSI et al., 2001). A 

remissão das crises costuma ocorrer após intervenção cirúrgica, entretanto, sugeriu-se que, 

com o avanço da idade as crises podem também diminuir (ANDERSON; HARDER; 

DUNCAN, 2011). Comumente, as regiões extra temporais são as mais afetadas na DCF, 

sendo a região do lobo frontal com maior descrição de alterações estruturais (COLOMBO et 

al., 2003;  WAGNER et al., 2011). As manifestações clínicas da DCF relacionam-se com 

extensão e localização das lesões displásicas. As crises convulsivas estão sempre presentes, 

porém, outros achados como afasias, déficits intelectuais, alterações de comportamento, 

atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e déficits de memória podem compor o quadro 

neurológico (PASCUAL-CASTROVIEJO et al., 2012).      
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Os mecanismos envolvidos na gênese da displasia cortical focal são pouco 

investigados, principalmente pelo número limitado de casos e a falta de modelos 

experimentais adequados (KABAT; KROL, 2012). As causas ainda desconhecidas da DCF 

provavelmente estão relacionadas a mutações somáticas clonais que afetam semelhantes vias 

de sinalização em determinados pacientes (KUZNIECKY, 2015). Entre algumas vias de 

sinalização estudadas, estudos apresentam resultados de um aumento na sinalização de mTOR 

em pacientes portadores de DCF com base nas moléculas forforiladas como as proteínas 

ribossomais S6. Esse achado é particularmente pertinente a DCF tipo IIb onde de 80% a 90% 

dos neurônios abalonados e neurônios gigantes presentes no córtex desses pacientes 

apresentam um aumento na fosforilação dessas proteínas (HSU, P. P. et al., 2011). Alguns 

casos de DCF apresentam ativação de moléculas relacionadas à fosforilação da via 

Fosfoinosidio-3-quinase (PI3K – do inglês phosphoinositide-3-dependent kinase) e da via 

Proteína quinase B (AKT ou PKB) nos tecidos displásicos (ZHOU et al., 2009). A 

fosforilação da via PI3K em resposta a algum estímulo, está relacionada a um conjunto 

coordenado de eventos que controlam o crescimento celular, início do ciclo celular, migração 

e sobrevivência celular (CANTLEY, 2002). 

 

3.3 CÉLULAS-TRONCO PLURIPOTENTES INDUZIDAS (iPSC) 

 

As duas conquistas consideradas mais relevantes para medicina regenerativa são: a 

reprogramação de células somáticas através da transferência nuclear para ovócitos anucleados 

e a posterior reprogramação de células somáticas através da ativação de fatores de transcrição 

pela transfecção de genes que conferem a pluripotência as células. 

A primeira destas conquistas foi relatada no ano de 1962 através dos experimentos de 

John Gurdon. Ele mostrou que ovócitos de anfíbios anucleados são capazes de restaurar a 

pluripotência ao material nuclear extraído de células adultas através da técnica chamada 

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

Transfer). A técnica SCNT foi demostrada com sucesso em diversas células, incluindo 

mamíferos como carneiros, ratos, coelhos e humanos (CAMPBELL et al., 1996;  CHESNE et 

al., 2002;  CHUNG, Y. G. et al., 2014;  NITYANANDAM; BALDWIN, 2015;  

TACHIBANA et al., 2013). 
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Em 2006, os pesquisadores japoneses Kazutoshi Takahashi e Shinya Yamanaka 

(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006), apresentaram a técnica de produção de células 

pluripotentes através da reprogramação de fibroblastos de camundongos e, em 2007, em 

células humanas (TAKAHASHI et al., 2007). Estas células foram reprogramadas pela adição 

de quatro diferentes genes: Oct4, KLF-4, SOX-2, e C-MYC, por meio de vetores virais. As 

células produzidas por esse método são chamadas de células-tronco pluripotentes induzidas 

(iPSC do inglês Induced Pluripotent Stem Cells) e são muito similares às células-tronco 

embrionárias, apresentando as mesmas características de auto renovação e potencial de 

diferenciação em linhagens dos três folhetos embrionários. (FRIES et al., 1994;  

TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). 

No ano de 2012, Gurdon e Yamanaka dividiram o Prêmio Nobel de Medicina e 

Fisiologia por apresentaram uma mudança no paradigma referente à compreensão da 

diferenciação celular e da plasticidade de células diferenciadas (NITYANANDAM; 

BALDWIN, 2015).  

Sabe-se atualmente que as células somáticas podem ser reprogramadas através da 

transferência nuclear em ovócitos anucleados, pela fusão celular entre células somáticas e 

células embrionárias, indicando que ovócitos anucleados e células embrionárias podem 

conferir totipotência ou pluripotência às células somáticas ou então transfecção de material 

genético responsável por conferir pluripotência em nível embrionário (FRIES et al., 1994). 

 

3.4 iPSC E AS DOENÇAS NEUROLÓGICAS 

 

O estudo das alterações neurológicas e neuropsiquiátricas tem sido um grande desafio 

para os pesquisadores. Apesar de investimentos significativos na área, à falta de modelos pré-

clínicos preditivos que possam ser utilizados no estudo da fisiopatologia, estudo de 

mecanismos, identificação de alvos terapêuticos e testes de novas drogas, são bastante 

escassos (DOLMETSCH; GESCHWIND, 2011).  Apesar dos modelos animais serem 

valiosos na elucidação de doenças e no direcionamento a marcadores e genes relacionados a 

determinadas patologias, eles possuem um histórico enfraquecido quando se trata em traduzir 

a descoberta terapêutica para o uso humano (DRAGUNOW, 2008). A importância da 

utilização de células humanas para o estudo de doenças é evidente pelo número de drogas que 
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apresentam eficácia e segurança quando testadas e modelos animais, porém, 

subsequentemente falham em ensaios clínicos, sendo em parte atribuído as diferenças entre as 

espécies (ICHIDA; KISKINIS, 2015). Estudos utilizando tecido post mortem podem oferecer 

uma grande janela de alterações estruturais do cérebro em nível celular e molecular. Uma 

prova disso e que cerca de 90% das drogas aprovadas em modelos experimentais e testadas 

em ensaios clínicos, deixam de ser aprovadas por falhas na eficácia ou pela descoberta de 

toxicidade não esperada para o ensaio (WOOSLEY; COSSMAN, 2007;  ZHANG et al., 

2013). Modelos de doenças que fielmente representam as doenças humanas reais e suas 

peculiaridades fisiológicas são necessárias para melhorar a taxa de sucesso das descobertas e 

desenvolvimentos de novas drogas (ZHANG et al., 2013).  

Considerando esses levantamentos e limitações, surge a necessidade de estudar o 

desenvolvimento cerebral a partir de células originadas do próprio paciente (DOLMETSCH; 

GESCHWIND, 2011). A disponibilidade e a facilidade de obtenção são fundamentais na 

escolha das células para estudos in vitro. 

Os fibroblastos são encontrados no estroma de diferentes tecidos, eles desempenham 

um papel fundamental na manutenção da integridade e homeostase do tecido conjuntivo, 

sendo as principais células envolvidas no processo de reparo tecidual local (CLEARY; 

GIBSON, 1983). A reprogramação de células somáticas adultas, como fibroblastos, em nível 

embrionário, é uma abordagem atraente e promissora para a medicina regenerativa, 

possibilitando também o estudo in vitro de doenças genéticas complexas que ainda não são 

bem compreendidas.  

As células iPSC diferenciadas em tecidos específicos de difícil obtenção como 

cardiomíócitos, células hepáticas e neurônios, são utilizadas em estudos translacionais para 

testes de fármacos. A geração de células iPSC e diferenciação tecidual específica de células 

de pacientes acometidos por doenças neurodegenerativas (Figura 4) possui um valor 

inestimável para a realização de testes além de fornecerem uma capacidade adicional e única 

para estudar o desenvolvimento inicial e a progressão das patologias associadas ao SNC 

(ICHIDA; KISKINIS, 2015;  PARENT; ANDERSON, 2015). Modelos celulares apresentam 

alta relevância para o estudo de doenças em humanos (Figura 5), fornecendo excelentes 

condições para o entendimento de mecanismos e constituindo uma exímia ferramenta para 

experimentos de alto rendimento, permitindo inclusive a construção de plataformas para a 
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triagem de novos medicamentos em diversas doenças humanas (DOLMETSCH; 

GESCHWIND, 2011). 

 

Figura 4. Diferentes células neurais humanas relacionadas a patologias do sistema nervoso central que 

podem ser eficientemente geradas por diferenciação (DD) ou por conversão em linhagem (LC) a 

partir de células iPSC para estudo de mecanismos de doenças. Figura retirada de Ichida JK, et al.  

Probing disorders of the nervous system using reprogramming approaches. The EMBO journal. 

2015;34(11):1456-77.  (ICHIDA; KISKINIS, 2015). 

 

 

Figura 5. Esquema mostrando as vantagens do uso de células iPSC como modelos de doenças humanas. O 

uso deste tipo de modelo é de alta relevância em humanos, muito útil para o estudo de mecanismos 

fisiopatológicos e permite a realização de experimentos de alto rendimento, devido à facilidade de 

obtenção de um grande número de células. Figura retirada de Dolmetsch R, at al. The human brain in 

a dish: the promise of iPSCC-derived neurons. Cell. 2011;145(6):831-4  (DOLMETSCH; 

GESCHWIND, 2011). 
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A aplicação da tecnologia da geração de células iPSC está baseada em duas grandes 

áreas de atuação, a geração de células específicas para o uso em medicina regenerativa e/ou a 

modelagem de doenças e triagem de novos fármacos (Figura 6).  

 

 

 

Figura 6. Potenciais aplicações das iPSC para a terapia celular e modelagem de doença e testes de novas 

drogas. Células iPSC de pacientes saudáveis podem ser geradas e diferenciadas para vários tipos 

celulares saudáveis e utilizadas para terapia celular em pacientes específicos ou utilizadas como 

controle em testes de novas drogas. Células iPSC de pacientes acometidos por uma determinada 

doença podem ser geradas, corrigidas geneticamente para uso em terapia celular, utilizadas como 

modelo para estudos do desenvolvimento embrionário das doenças e ensaios de screening e 

desenvolvimento de novas drogas. Figura retirada de Zhang R, et. al. iPSCCs and small molecules: a 

reciprocal effort towards better approaches for drug discovery. Acta pharmacologica Sinica. 

2013;34(6):765-76  (ZHANG et al., 2013).  

 

Um aspecto bastante empolgante no uso de iPSC é a possibilidade de gerar células  

autólogas para o transplante em terapia celular. A origem somática e autóloga das células 

iPSC tem minimizado os problemas éticos e religiosos e também de rejeição imunológica 

relacionados principalmente ao uso de células embrionárias na medicina regenerativa 

(ZHANG et al., 2013).  Estratégias de substituição celular já foram relatadas para diferentes 

órgãos e diferentes patologias utilizando células iPSC. Hanna e colaboradores demostraram 

pela primeira vez que células iPSC derivadas de um modelo de rato com anemia falciforme 
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puderam ser geneticamente corrigidas e diferenciadas in vitro para precursores 

hematopoiéticos e transplantadas nos animais doentes. Essas células restabeleceram o 

funcionamento normal do sistema hematopoiético nos animais com anemia falciforme 

(HANNA et al., 2007). 

No ano de 2008, Wernig e colaboradores geraram neurônios dopaminérgicos 

funcionais a partir de células iPSC e transplantaram esses neurônios em um modelo de ratos 

portadores de Doença de Parkinson. Os animais restabeleceram a atividade normal de 

dopamina e reduziram os sintomas característicos da doença (WERNIG et al., 2008). 

Plataformas de descoberta e desenvolvimento de novas drogas utilizando modelos de 

doenças geradas a partir de iPSC de pacientes acometidos, é considerada agora uma 

ferramenta extremamente útil para tentar preencher a lacuna existente entre os modelos 

animais e os ensaios clínicos. Para isso, células iPSC devem ser geradas de pacientes 

portadores de uma determinada doença e posteriormente diferenciadas para o células adultas 

que expressem a doença. Com base nas doenças em que o fenótipo é expresso nas células 

adultas, pode-se realizar a edição e correção no genoma dessas células, rastrear compostos 

capazes de corrigir a patologia celular ou avaliar a possível toxicidade de algumas drogas 

(ZHANG et al., 2013). 

Neurônios ou células gliais humanas não estão prontamente disponíveis para a 

pesquisa experimental. Estudos de patologias associadas ao SNC têm sido tradicionalmente 

limitados a modelos animais ou linhagens celulares de menor relevância para o entendimento 

da fisiopatologia. O advento das células iPSC forneceu uma nova abordagem par o 

entendimento das desordens neurológicas principalmente no seu período de desenvolvimento 

embrionário (DOLMETSCH; GESCHWIND, 2011;  ICHIDA; KISKINIS, 2015;  ZHANG et 

al., 2013).  

Atualmente, as células-tronco pluripotentes induzidas vem sendo uma crescente nos 

estudos de doenças neurológicas, apresentando modelos celulares de diversas ordens como 

esclerose múltipla (SONG, B. et al., 2012), atrofia cerebelar (LUO et al., 2012), Alzheimer 

(DUAN et al., 2014;  HOSSINI et al., 2015;  ISRAEL et al., 2012;  YAGI et al., 2011), 

Síndrome de Rett (DJURIC et al., 2015;  LIVIDE et al., 2015;  MARCHETTO et al., 2010;  

WILLIAMS et al., 2014), esclerose lateral amiotrófica (DEVLIN et al., 2015;  KISKINIS et 

al., 2014;  SAREEN et al., 2013;  WAINGER et al., 2014), ataxia telangiectasia (LEE, P. et 

al., 2013), síndrome de Dravet (JIAO et al., 2013), disautonomia familiar (LEE, G. et al., 
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2009), síndrome do X frágil (DOERS et al., 2014), síndrome de Gaucher (TISCORNIA et al., 

2013), doença de Huntington (GUO et al., 2013;  YAO et al., 2015), síndrome de Lesch-

Nyhan (MEKHOUBAD et al., 2012), microencefalia (LANCASTER et al., 2013), doença de 

Parkinson (CHUNG, C. Y. et al., 2013;  REINHARDT et al., 2013;  SANDERS et al., 2014), 

esquizofrenia (PAULSEN BDA et al., 2012;  ROBICSEK et al., 2013;  YOON et al., 2014), 

entre outras. A tecnologia da reprogramação celular trouxe a realidade da heterogeneidade 

clínica observada em pacientes: é a observação clínica levada à pesquisa em laboratório.  

(ICHIDA; KISKINIS, 2015). 
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4 OBJETIVO 

 

 

Estabelecer um modelo celular para estudo da displasia cortical focal baseado na  

indução de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) a partir de fibroblastos de pacientes 

afetados. 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Investigar as possíveis diferenças na neurodiferenciação de células-tronco 

pluripotentes induzidas de pacientes com displasia cortical e pacientes controle; 

Avaliar o potencial de migração dos fibroblastos e das células-tronco pluripotentes 

induzidas; 

Investigar possíveis alterações na via AKT e na via mTOR nos tecidos displásicos; 

Quantificar a atividade de genes relacionados a neurogênese, migração celular e 

fosforilação da via PI3K/AKT durante diferentes períodos da neurodiferenciação de iPSC de 

pacientes afetados e pacientes controle e tecido cerebral displásico; 

Correlacionar as alterações histológicas e de vias de sinalização do tecido displásico e 

das células iPSC geradas. 
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5 METODOLOGIA 

 

 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS sob o número 

CAAE 17943213.9.0000.5336 com parecer número 485.927 de 10/12/2013.  

 

5.2 OBTENÇÃO DOS FIBROBLASTOS 

 

Os fibroblastos humanos foram obtidos de biópsias de pele de dois pacientes (45 anos, 

masculino e 12 anos, feminino), livres de doenças infecciosas atendidos no Programa de 

Cirurgia de Epilepsia do Hospital São Lucas da PUCRS por epilepsia refratária ao tratamento 

medicamentoso e sem outra doença neurológica após assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido e dois pacientes (41 anos, feminino e 50 anos, feminino), saudáveis, livres 

de doenças infecciosas e doença neurológica atendidos no Programa de Cirurgia de Plástica 

do Hospital São Lucas da PUCRS após assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido. A coleta foi realizada através de biópsia de fragmentos de pele residuais da 

cirurgia de epilepsia e cirurgia plástica. As biópsias de pele obtidas dos pacientes do programa 

de Cirurgia Plástica constituirão o grupo controle do estudo. As biópsias de pele dos controles 

foram conduzidas ao Centro de Terapia Celular do Instituto do Cérebro/Instituto de Pesquisas 

Biomédicas da PUCRS. Os fragmentos de pele foram seccionados em pedaços de 

aproximadamente 5 mm
2
. Foi realizada remoção manual do tecido adiposo. Os fragmentos de 

pele foram colocados em uma placa de Petri de 60 mm com a face da derme voltada para 

placa (Figura 07). Foi adicionado meio DMEM suplementado 20% de soro fetal bovino 

(Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco), 100 U/mL de estreptomicina (Gibco), 100 μg/mL 

de gentamicina (Gibco) e 20 ng/mL de fator de crescimento de fibroblastos (FGF - do inglês 

Fibroblast Growth Fator) (Life Technologies). Os fragmentos de pele foram mantidos em 
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estufa úmida a 37°C com 5% CO2. Após atingir confluência superior a 80%, foi realizado 

teste de contaminação para Mycoplasma e então cultivados até a sétima passagem. Foi 

realizada coleta do tecido cerebral displásico em consonância com o serviço de patologia 

clínica do Hospital São Lucas da PUCRS para análise histopatológica. 

 

 

Figura 7. Disposição dos fragmentos de pele em placa de Petri de 60 mm. A placa é inicialmente preparada 

com ranhuras para fixação do fragmento de pele. (Fonte: Ismael Plentz).  
 

5.3 TESTE DE CONTAMINAÇÃO PARA MYCOPLASMA 

 

 Antecedendo a primeira passagem das células, foi realizado teste para verificação de 

possível contaminação por Mycoplasma. Para isso, foi realizado o ensaio MycoAlert PLUS 

(Lonza) conforme orientação do fabricante. Foram coletados 2 mL de sobrenadante da cultura 

celular a ser testada e centrifugado a 200 g por 5 minutos. Após a centrifugação, foram 

coletados 100 µL do sobrenadante e adicionado a uma placa de cultura de 96 poços. A cada 

poço, foi adicionado 100 µL do reagente MycoAlert Reagent (Lonza) e as amostras foram 

incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Foi então realizada a primeira leitura em 

espectrofotômetro Spectra Max M2 (Molecular Devices) utilizando comprimento de onda de 

550/620 nm em modo luminescência. Após a leitura, foi adicionado do substrato MycoAlert 

Substrate (Lonza) e novamente as amostras foram incubadas a temperatura ambiente agora 

por 10 minutos. Foi então realizada a segunda leitura utilizando os mesmo parâmetros da 
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primeira. Para obtenção dos resultados, oi realizado cálculo da razão entre a segunda e a 

primeira leitura. O ensaio foi realizado utilizando controle positivo MycoAlert Control 

(Lonza).  

 

5.4 ANÁLISE HISTOLÓGICA DO TECIDO DISPLÁSICO 

 

Logo após a ressecção cirúrgica do tecido cerebral displásico, as amostras foram 

imediatamente fixadas com formaldeído tamponado a 10% por 24 horas. As peças foram 

embebidas em parafina e foram realizados cortes de 5 µM utilizando micrótomo (Leica 

Microsystems). As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina e submetidas à imuno-

histoquímica automatizada (Dako Autostainer Link 48 (Agilent Technologies) para anti-Neu-

N (A60, EMD Millipore, Merck) e anti-Vimentina (Dako). Todas as reações possuíram 

controle externo positivo e negativo. As lâminas foram observadas em microscópio Zeiss 

Axiokop 40 (Zeiss). Todas as imagens foram capturadas no formato utilizando câmera 

colorida Retiga 2000R (QImaging). 

 

5.5 ANÁLISE DA FOSFORILAÇÃO DA VIA AKT e mTOR 

 

A análise da fosforilação das vias AKT e mTOR foi realizada através de 

imunofluorescência. As lâminas do tecido displásico foram desparafinadas e incubadas com 

tampão específico à temperatura ambiente por uma hora. Foram adicionados separadamente 

os anticorpos primários anti-AKT (Cell Signaling), anti-AKT  fosforilada (Cell Signaling), 

anti-mTOR (Cell Signaling) e anti-mTOR fosforilada (Cell Signaling). As lâminas foram 

incubadas a 4°C por doze horas protegidas da luz. Após a incubação do anticorpo primário, 

foi adicionado o anticorpo secundário conjugado com isoticinato fluoresceína (FITC) e as 

lâminas formam incubadas a temperatura ambiente por duas horas. A seguir, as lâminas foram 

lavadas com DPBS (Gibco) e foi adicionado 4',6-diamidino-2-phenilindol (DAPI) (Sigma-

Aldrich) a 0,01% para marcação nuclear. Foi realizada análise utilizando microscópio 

confocal Zeiss LSM-5 exciter (Zeiss). Para análise quantitativa, foram selecionados, 

aleatoriamente, 10 campos visuais utilizando lentes objetivas de 20X, respeitando o número 

mínimo de 20 células analisadas a partir da marcação de DAPI.  
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5.6 GERAÇÃO DAS CÉLULAS iPSC 

 

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) foram geradas através da exposição 

dos fibroblastos a vetores virais contendo os genes OCT4, KLF4, SOX2, e C-MYC utilizando 

KIT CytoTune®-iPSC 2.0 Sendai Reprogramming (Life Technologies) conforme orientação 

do fabricante. Os fibroblastos foram cultivados em placas de cultura de seis poços e para 

transfecção foram selecionados os poços que apresentaram confluência de cerca de 70% de 

superfície de cultivo (Figura 08). A quantidade de partículas virais utilizada foi calculada 

através da equação de MOI. A quantidade determinada de vírus foi diluída em 1 mL de meio 

de cultura DMEM/F12 (Life Technologies) suplementado com 20% de Knockout™ Serum 

Replacement (KSR) (Life Technologies), Aminoácidos não Essenciais de DMEM (1X) (Life 

Technologies), Glutamax (1X) (Life Technologies) e antibióticos. Os fibroblastos foram 

expostos ao meio contendo os vírus e incubados a 37°C a 5% CO2 por 24 horas. As células 

foram lavadas com DPBS e cultivadas sob as mesmas condições por um período de seis dias. 

No sétimo dia após a transfecção, os cultivos foram tratados com Tripsina EDTA (Life 

Technologies) e transferidos a uma placa de cultura preparada com Matrigel (BD Corning). 

Após 24 horas, o meio de cultura foi aspirado e as células passaram a ser cultivadas em meio 

de cultura para células embrionárias mTeSR (Stem Cell Technologies). Após cerca de 20 dias, 

os clones foram retirados manualmente e cultivados em novas placas contendo preparo de 

Matrigel (Figuras 09 e 10).  Após esse período, os clones puderam ser visualizados 

naturalmente sem o auxílio de um microscópio (Figura 11). Após o terceiro repique, os clones 

foram caracterizados utilizando anticorpos anti-Nanog (Merck), anti-Sox2 (Merck), anti-Oct4 

(Merck), anti-TRA1-60 (Merck) e anti-TRA1-81 (Merck). Para isso, os clones foram 

cultivados em placas de 24 poços, o meio de cultura foi aspirado e as células fixadas com 

PFA 4% (Sigma-Aldrich). Foi adicionado tampão de bloqueio e após os anticorpos 

conjugados com fluoróforos diluídos (1:100) em tampão de diluição. As células foram 

incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Foi realizada duas lavagens com tampão 

DPBS (do inglês Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Life Technologies) e a marcação 

nuclear utilizando DAPI.  
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Figura 8. Cultura de fibroblasto com confluência adequada para transfecção viral. (Aumento 200X). 

 

 

Figura 9. Retirada manual/limpeza dos clones gerados. O microscópio é colocado no interior do fluxo 

laminar para esse procedimento. (Foto do autor). 
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Figura 10. Detalhe da retirada/limpeza manual dos clones gerados. (Foto do autor) 

 

Figura 11. Imagem da visualização macroscópica dos clones gerados cultivados em placa de 60 mm2 sobre 

Matrigel. As setas indicam os clones iPSC. (Foto do autor). 

 

Diariamente até o final dos experimentos, foi realizada manutenção do meio de cultura 

bem como a limpeza manual dos clones para evitar a proliferação de células diferenciadas 

presentes nas bordas ou áreas centrais dos clones (Figura 12). Ao atingirem o tempo limite de 

uso de uma placa contendo Matrigel (aproximadamente 15 dias), foram realizados repiques 

manuais cortando os clones com auxílio de uma pipeta Pasteur de vidro (Figura 13) para o 

recultivo ou congelamento.    
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Figura 12. Clone de iPSC apresentado áreas de diferenciação (setas) a serem retiradas manualmente pela 

manutenção diária dos cultivos (Aumento 200X). 

 

 

Figura 13. Captura de imagem de clone de iPSC no dia de repique. A: Clone sem áreas de diferenciação 

pronto para realização do repique. B: Repique manual do clone para cultivo em nova placa de 

cultura (Aumento 40X). 

 

5.7 ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR 

 

Para avaliação da migração celular, os fibroblastos e as células iPSC foram cultivadas 

em insertos celulares FluoroBlock 8.0 (BD Biosciences). Esses insertos possuem uma 

membrana com poros de 8 µm de diâmetro que permite a passagem das células para o sítio 

atrativo e um bloqueio de fluorescência. Os insertos são acoplados a placas de 24 poços, 

gerando um ambiente com duas diferentes câmaras que compartilham meio liquido (Figura 

14).  

A                                                                              B 
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Para avaliação da migração dos fibroblastos, foi adicionado na câmara inferior (placa 

de cultura), 600 µL de meio de cultura DMEM (Gibco) suplementado com 30% de soro fetal 

bovino (Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco), 100 U/mL de estreptomicina (Gibco), 100 

μg/mL de gentamicina (Gibco). A câmara superior (inserto) foi inserida no poço contendo o 

meio indutor e foram adicionados 200 µL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Gibco), 100 U/mL de penicilina (Gibco), 100 U/mL de estreptomicina 

(Gibco), 100 μg/mL de gentamicina (Gibco) contendo 5x10
4
 células para cada poço. O 

plaqueamento foi realizado em duplicata. 

Para avaliação da migração das iPSC, foi adicionado na câmara inferior (placa de 

cultura), 600 µL de meio E8 suplementado com 30% de soro Knockout™ (KSR – do inglês 

Serum Replacement) (Life Techologies). A câmara superior (inserto) foi inserida no poço 

contendo o meio indutor e foram adicionados 200 µL de meio de cultura E8 contendo 5x10
4
 

células para cada poço. O plaqueamento foi realizado em duplicata. 

 

 

Figura 14. Representação do inserto contendo a membrana porosa inserida no poço de uma placa de 

cultura de 24 poços. As células foram cultivadas na câmara superior e induzidas a migração para 

câmara inferior através do estímulo gerado pela concentração de soro. (Fonte: BD Biosciences 

Webinars:  www.bdbiosciences.com/webinars)  

 

Os fibroblastos foram avaliados após de 24 horas, 48 horas e 72 horas e as células 

iPSC após 3 dias e sete dias do início do ensaio. Em cada um dos períodos, os insertos foram 

retirados dos poços, lavados duas vezes com tampão DPBS e fixados com paraformladeído 

4% por 10 minutos. Após, foram novamente lavados com DPBS e então foi adicionado 

rodamina para coloração das células que migraram através da membrana porosa. Os insertos 

foram observados em microscópio confocal Zeiss LSM-5 exciter utilizando comprimento de 

onda de 543 nm. A membrana dos insertos possui um bloqueio de fluorescência permitindo 
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que somente as células que transpassaram pelos poros da membrana sejam excitadas pela 

fonte de laser com comprimento de onda de excitação entre 490 – 700 nm (Figura 15). Para 

cada tempo de avaliação, foram capturados aleatoriamente 20 campos visuais utilizando 

lentes objetivas de 20X.   As imagens foram quantificadas utilizando o parâmetro área de 

marcação através do software Image ProPlus 7. 

 

 

Figura 15. Ensaio de migração celular de fibroblastos utilizando inserto com porosidade de 8 µm. A: 

Células coradas com rodamina e visualizadas por excitação a laser em 543 nm. B: Imagem do 

inserto capturado em campo claro mostrando todas as células contidas no inserto. C: Colocalização 

das imagens mostrando células que migraram (marcação vermelha) e células que não migraram 

(campo claro). (Aumento 200X)  

 

5.8 NEURODIFERENCIAÇÃO DAS iPSC 

 

Para indução a neurodiferenciação, os clones de células iPSC foram cultivados de 

forma dissociada (monocamada). Os clones foram passados manualmente para as placas Petri 

de 60 mm e 48 horas após a passagem, foram cultivados por uma hora em meio E8 contendo 

10 µM de inibidor de Rock quinase (iROCK – Chemicon). O meio foi aspirado e foi 

adicionado 3 mL de Accutase (Chemicon) mantendo exposição por um minuto. A Accutase 

foi aspirada e os clones lavados duas vezes com tampão DPBS. Foram adicionados 3 mL de 

meio E8 contendo 10 µM de iROCK e então removidos com auxílio de espátula. Foi realizada 

dissociação manual dos clones através de pipeta e ponteira de 1000 µL.  Foram cultivadas 

placas de 24 poços contendo cerca de 5 a 7 clones dissociados por poço. 

O método de neurodiferenciação adotado foi adaptado a partir daquele descrito por 

Song e colaboradores em 2008 (SONG, S.; SANCHEZ-RAMOS, 2008). Os clones agora 

dissociados como monocamada, formam cultivados em meio Neurobasal Medium N5 (Gibco) 
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suplementado com 20 ng/mL de fator neurotrófico derivado de cérebro (BDNF – do inglês 

Brain Derived Neurotropic Factor) (Sigma-Aldrich), B27 1X (Gibco) e 10% de KSR. As 

culturas foram mantidas em estufa úmida a 37°C com 5% CO2 com troca diária de meio. As 

células foram cultivadas pelos períodos de 12 dias, 25 dias e 35 dias. Foram realizadas 

capturas de imagem em campo claro utilizando microscópio Axiovert 25 (Zeiss) em 

diferentes estágios do protocolo de neurodiferenciação. 

 

5.9 AVALIAÇÃO DA NEURODIFERENCIAÇÃO POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

A avaliação da neurodiferenciação e identificação das estruturas neuronais foi 

realizada através de ensaio de imunofluorescência. Após as diferentes etapas de avaliação da 

neurodiferenciação, o meio de cultura indutor foi aspirado e as células foram fixadas com 

paraformaldeído 4% por 15 minutos. As culturas foram então lavadas duas vezes com tampão 

DBPS e foi adicionado 1 mL por poço de solução de bloqueio (Soro Fetal Bovino e Albumina 

Sérica Bovina) (Life Technologies), incubado por uma hora a temperatura ambiente. Após a 

incubação, foi adicionado o anticorpo FluoroPan Neuronal Marker (Chemicon) conjugado 

com isoticinato fluoresceína isothicyanate (FITC) diluído em tampão de bloqueio (1:100). 

Esse anticorpo é composto de um conjunto de anticorpos formado por anti-núcleo neuronal 

(NeuN), anti-citoesqueleto neuronal (NFL), anti-microtubulo neuronal (MAP2) e anti 

microtubulo neuronal (β-tubulina III) para caracterização da citoarquitetura e polarização 

neuronal.  As culturas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. As amostras 

foram lavadas duas vezes com tampão DPBS e adicionado DAPI a 0,01% para marcação 

nuclear. Imagens das células foram capturadas através de microscópio confocal Zeiss LSM-5 

exciter utilizando comprimento de onda de excitação de 488 nm para a marcação do anticorpo 

e 405 nm para a marcação nuclear por DAPI.  
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5.10 ANÁLISE MOLECULAR ATRAVÉS DE qRT-PCR  

 

Foi realizada análise molecular de genes relacionados à fosforilação da via PI3K/AKT 

no tecido cerebral displásico, nos fibroblastos, nas células iPSC, durante diferentes períodos 

da neurodiferenciação e em células iPSC neurodiferenciadas. O RNA foi extraído utilizando 

kit RNA SV-Total (Promega). As amostras foram expostas a um tampão de lise, aquecidas a 

70° por 3 minutos e centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi 

coletado e adicionado e ele 200 µL de álcool 95%. O conteúdo foi transferido para uma 

coluna de sílica e centrifugado a 12000 g por 1 minuto. Foi adicionado 600 µL de tampão e 

novamente centrifugado a 12000 g por 1 minuto. Foi adicionado enzima DNAse diluída em 

tampão e cloreto de manganês (MgCl2) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. 

Foi adicionado tampão de bloqueio da enzima e as colunas foram novamente centrifugadas a 

12000 g por 1 minuto. As colunas foram lavadas com tampão de lavagem e o RNA retido na 

sílica foi eluído com 100 µL de água livre de RNAse através de centrifugação a 12000 g por 2 

minutos. O RNA extraído foi quantificado utilizando o fluorômetro Qubit 2.0 (Life 

Technologies) conforme orientação do fabricante. Alíquotas e 5 µL de cada amostra de RNA 

extraído foram adicionados a 195 µL de tampão contendo uma sonda RNA HS Assay (Life 

Technologies) e realizada a leitura para quantificação. 

 A síntese de cDNA foi realizada utilizando SuperScript VILO MasterMix (Life 

Technologies) conforme orientação do fabricante. Foi adicionado 16 µL de RNA em 4 µL da 

master mix SuperScript VILO e expostas aos  ciclos térmicos (25°C por 10 minutos, 42°C por 

60 minutos e 85°C por 5 minutos) utilizando termociclador Verit (Life Technologies). O 

DNA complementar ao RNA extraído foi quantificado utilizando o fluorômetro Qubit 2.0 

(Life Technologies) conforme orientação do fabricante. Alíquotas e 1 µL de cada amostra de 

cDNA foram adicionados a 199 µL de tampão contendo uma sonda ssDNA Assay (Life 

Technologies) e realizada a leitura para quantificação. 

Para análise da expressão gênica, foi realizada técnica da reação em cadeia de 

polimerase (PCR – do inglês Polymerase Chain Reaction) em tempo real utilizando 

equipamento SpetOne Plus (Life Techologies). Foram realizadas amplificações a partir de 20 

ng de cDNA para cada amostra. Os ensaios foram realizados em placas individuais para cada 

gene utilizando o gene GAPDH como controle endógeno de expressão. Para análise da 

fosforilação da via PI3K/AKT, foram utilizados primers complementares a sequencia dos 
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mRNAs dos seguintes genes: IGFBP-1, CIAP1, CIAP2, MCL -1, MDR1, βCatenina, 4EBP e 

PI3KCA. As sequencias de primers utilizadas estão descritas na tabela 01.  

 

Tabela 1. Sequencias de primers utilizadas na avaliação da expressão de genes relacionados a via PI3K/AKT. 

Primer Sequencia 

CIAP1 F: 5’-GCTCAGTAACTGGGAACCAAA-3’ R: 5’-ATCATTGCGACCCACATAATAA-3’ 

CIAP2 F: 5’-GATGTTTCAGATCTACCAGTGGA-3’ R: 5’-GAAATGTACGAACTGTACCCTTG-3’ 

MCL -1 F: 5’-CCAAGAAAGCTGCATCGAACCAT-3’ R: 5’-CAGCACATTCCTGATGCCACC-3’ 

MDR1 F: 5’-GGAGCCTACTTGGTGGCACATAA=3’ R: 5’-TGGCATAGTCAGGAGCAAATGAAC-3’ 

βCatenina F: 5’-AGGAAGCTTCCAGACACGC-3’ R: 5’-CGCACTGCCATTTTAGCTCC-3’ 

4EBP F: 5’-TGCAGCCAGACCCCAAG-3’ R: 5’-CCGCTTATCTTCTGGGCTATTG-3’ 

PI3KA F: 5’-TGCTAAAGAGGAACACTGTCCA-3’ R: 5’-GGTACTGGCCAAAGATTCAAAG-3’ 

GAPDH F: 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3’ R: 5’-AGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3’ 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 PACIENTES ENVOLVIDOS NO ESTUDO 

 

Foram incluídos no estudo dois pacientes portadores de DCF e dois participantes 

saudáveis compondo o grupo controle.  

Primeiro paciente portador de DCF: C.P.A., masculino, 45 anos (identificado como 

Pct 01). Apresenta crises epilépticas refratárias ao tratamento medicamentoso. Em 

monitorização de vídeo EEG prolongada (Figura 16), sob-redução de fármacos 

antiepilépticos, apresentou atividade de base normal, tanto em sono quanto em vigília e raras 

ondas agudas na região fronto-temporal direita. Durante o monitoramento, foram registradas 

cinco crises epilépticas sendo que em duas delas não foi possível ver a zona de início de crises 

e nas demais se observou atividade rítmica na região frontal direita, no início das crises. No 

período pós ictal registrou-se paroxismos epileptiformes na região fronto-temporal direita. O 

paciente foi submetido à cirurgia de Epilepsia com ressecção da zona epileptogênica. O 

exame de Ressonância magnética do cérebro evidenciou displasia cortical focal na região 

frontal à direita (Figura 17). 

A histopatologia e a imunocitoquímica foram consistentes com DCF do tipo IIb 

devido a presença de neurônios heterotópicos na substância branca, alteração na arquitetura da 

camada cortical, presença de neurônios gigantes e presença de células dismórficas, com 

presença de neurônios abalonados (Figura 18).  
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Figura 16. Eletroencefalograma do Pct 01. O EEG apresenta crises convulsivas nas áreas fronto temporal 

direita (destaque). 

 

 

Figura 17. Imagem de RM indicando area de displasia transmantica no lobo frontal direito, com 

indefinição e borramento da interface córtico-subcortical. 
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Figura 18. Histopatologia do Pct 01.: A: morfologia do córtex mostrando deslaminação das camadas. B. Área 

de desorganização cortical com neurônios dismórficos e células abalonadas (seta). C. Reação 

imunoistoquímica para Neu-N mostrando neurônios com deslaminação das camadas corticais. D. 

Reação imunoistoquímica para vimentina, marcando neurônios abalonados (seta).  

 

Segundo paciente: V.M.D., feminino, 12 anos (identificado como Pct 02) iniciou com 

crises epilépticas por volta dos cinco anos de idade, com episódios em que movia 

bruscamente o braço direito. Suas crises são caracterizadas por extensão súbita do braço 

direito concomitante à flexão da cabeça para baixo com leve rotação para esquerda. A 

frequência de crises é variável, embora tenha várias crises agrupadas em alguns dias. Já fez o 

uso de diversos medicamentos anti-epilépticos sem controle das crises. Como comorbidade 

apresenta diabetes mellitus tipo I com oscilações importantes da glicemia conforme a 

frequência das crises. Adicionalmente, tem uma lesão cística com bordas regulares na região 

parietal direita. Os registros de EEG mostravam alterações epileptiformes e ondas lentas com 

distribuição multifocal, envolvendo os quadrantes posterior direito e anterior esquerdo, sendo 

máximo na região frontal esquerda (Figura 19). Ao exame de ressonância magnética do 

cérebro (RM) evidenciou alteração de sinal pericisto e também uma inequívoca lesão 

displásica na região órbito-frontal esquerda (Figura 20). O vídeo-EEG pré-cirurgico capturou 

quatro crises típicas, todas iniciadas no quadrante anterior esquerdo. A paciente foi submetida 

à cirurgia de Epilepsia com ressecção da zona epileptogênica frontal esquerda sob 

monitorização eletrocorticográfica trans-operatória. 
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A histopatologia e a imunocitoquímica foram consistentes com DCF tipo IIb devido a 

presença de neurônios heterotrópicos na substância branca, alteração na arquitetura da camada 

cortical, presença de neurônios gigantes e presença de células dismórficas e neurônios 

abalonados (Figura 21).  

  

 

Figura 19. Eletroencefalograma do Pct 02. O EEG apresenta crises convulsivas iniciadas no quadrante anterior 

esquerdo, com máximo na região frontal esquerda (destaque). 

 

 

Figura 20. Imagem de RM indicando nódulos de heterotopia subcortical e periventricular no lobo 

frontal esquerdo, com indefinição e borramento da interface córtico-subcortical. 

 

 



Resultados 

 

50 

 

Figura 21. Histopatologia do Pct 02.: A: morfologia do córtex mostrando deslaminação das camadas. B. Área 

de desorganização cortical com neurônios dismórficos e células abalonadas (seta). C. Reação 

imunoistoquímica para Neu-N mostrando neurônios com deslaminação das camadas corticais. D. 

Reação imunoistoquímica para vimentina, marcando neurônios abalonados (seta). 

 

6.2 ANÁLISE VIA AKT/mTOR 

 

A quantificação da área de fluorescência das vias AKT, AKT fosforilada (Phospho-

AKT), mTOR e mTOR fosforilada (Phospo-mTOR) foi estimada pela positividade dos 

marcadores específicos em lâminas histológicas no tecido cerebral displásico (Figura 22). A 

análise da via AKT no tecido displásico apresentou diferença estatisticamente significativa 

entre os pacientes analisados. Na via AKT não fosforilada o Pct 01 teve uma área quantificada 

de 756 µm
2
 e o Pct 02 uma área de 291 µm

2
 (p=0,006). Na via AKT fosforilada, o Pct 01 teve 

área de 974 µm
2
 e o Pct 02 uma área de 408 µm

2
 (p=0,004). A análise da via mTOR também 

apresentou diferença estatisticamente significativa entre os pacientes. Na via mTOR não 

fosforilada, o Pct 01 apresentou resultado de área de 1210 µm
2
 e o Pct 02 341 µm

2 

(p=0,0003). Na via mTOR fosforilada, o Pct 01 teve área de 1004 µm
2 

e o Pct 02 uma área de 

507 µm
2 
(p=0,004) (Figura 23). 
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Figura 22. Imunofluorescência do tecido displásico. A: Pct 01. B: Pct 02. Marcação nuclear (DAPI) em azul. 

Vermelho: Akt, verde: Akt fosforilada, amarelo: mTOR, rosa: mTOR fosforilada. 

 

 

 

Figura 23. Análise da imunofluorescência das vias Akt e mTOR do tecido displásico. O Pct 01 apresneta 

maiores valores na área tanto na via não fosforilada quanto na via fosforilada quando comparado ao 

Pct 02. 

 

6.3 OBTENÇÃO DOS FIBROBLASTOS DE PELE 

 

Após cerca de 20 dias de cultivo após a preparação da placa contendo os fragmentos 

de pele, os fibroblastos puderam ser tripsinizados e transferidos a uma nova placa de cultura. 

Antecedendo a primeira passagem das células, foi realizado teste de contaminação para 

Mycoplasma como pré-requisito a sua liberação para o cultivo em escala e congelamento bem 
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como a reprogramação celular. As duas amostras estavam livres de contaminação por 

Mycoplasma. As células foram cultivadas até a sétima passagem sendo criopreservado 

cultivos na quarta, quinta, sexta e sétima passagem. Os fibroblastos foram caracterizados pela 

conforme sua morfologia (Figura 24). 

 

 

Figura 24. Cultura primária de fibroblasto de pele. A: Células cultivados sobre a placa de cultura contendo o 

fragmento de pele (seta) antes da primeira passagem. B: Fibroblastos após sexta passagem com 

confluência adequada para transfecção viral. 
 

6.4 REPROGRAMAÇÃO CELULAR 

 

Após a exposição aos vetores virais, foi observado o crescimento de clones com 

características morfológicas semelhantes a células embrionárias a partir do 13° dia de cultivo. 

Cerca de 25 dias após a exposição aos vetores virais, os clones puderam ser selecionados 

manualmente e cultivados sobre o Matrigel (Figura 25). Após o terceiro repique dos clones e 

cultivo sobre Matrigel, foi detectada marcação positiva para os marcadores Nanog, Sox2, 

Oct4, TRA1-60 e TRA1-81 através de imunofluorescência (Figura 26). A marcação positiva 

da caracterização das células evidencia o sucesso na geração de células-tronco pluripotentes 

induzidas dos dois cultivos de fibroblastos. 
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Figura 25. Captura de imagem de cultura das células após a exposição aos vetores virais. A: 13 dias após 

exposição, B: 20 dias após exposição, C: 25 dias após exposição e D: após a primeira passagem para 

Matrigel. (Aumento 200X). 
 

 

 

Figura 26. Captura de imagem da caracterização das iPSC através de microscopia confocal. Os clones 

apresentaram marcação positiva para os cinco marcadores de pluripotência testados. (Aumento 

200X). 
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6.5 NEURODIFERENCIAÇÃO DA iPSC 

 

Após 20 dias de indução a neurodiferenciação, as células iPSC começaram a 

apresentar características morfológicas de células nervosas (Figura 27). Cultivos de 35 dias de 

indução a neurodiferenciação apresentaram características morfológicas muito semelhantes a 

células nervosas, inclusive com possível formação de redes neurais (Figura 28). Em ensaio de 

imunofluorescência, as iPSC neurodiferenciadas por 35 dias apresentaram marcação positiva 

para o anticorpo FluoroPan Neuronal Marker (Figura 29). 

 

 

Figura 27. Captura de imagem das células iPSC após 20 dias de indução a neurodiferenciação. A e B: 

aumento de 40X. C e D: aumento de 200X. 
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Figura 28. Captura de imagens de células após 35 dias de indução a neurodiferenciação. Observa-se a 

formação de prolongamentos axonais e formação de redes. (Aumento 200X). 

 

 

 

Figura 29. Captura de imagem das células iPSC após protocolo de neurodiferenciação por 35 dias e 

marcação por imunofluorescência. A: Marcação nuclear (DAPI). B: Marcação do anticorpo 

FluoroPan Neuronal (FITC). C: Merge (DAPI+FITC). (Aumento 200X).  
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6.6 ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR 

 

Os fibroblastos expostos ao agente quimioatrator (SFB 30%) apresentaram diferença 

no potencial de migração celular nos dois primeiros períodos de avaliação (Figura 30). Após 

24 horas de indução à migração celular, a área de célula ao sítio foi de 33,2 mm
2
 (SEM 13,6) 

para o paciente do grupo controle, contra 154,2 mm
2
 (SEM 18,2) para o paciente com 

displasia (p<0,0001). Na avaliação de 48 horas de indução, a área das células que migraram 

no paciente controle foi de 65,5 mm
2
 (SEM 21,4) contra uma área de 160,2 mm

2
 (SEM 41,7) 

no paciente portador de displasia (P<0,001). Em 72 horas de indução a migração celular, à 

área marcada pelas células que migraram foi muito semelhante nos dois grupos, sendo 221,8 

mm
2
 (SEM 61,8) no paciente controle e 202, 1 mm

2
 (SEM 53,8) no paciente com DCF, e, 

portanto sem diferença significativa nesse período (Figura 31). 

 

 

Figura 30. Ensaio de migração celular de fibroblastos marcados com Rodamina. A: 24 horas de indução. B: 

48 horas de indução. C: 72 horas de indução. (Aumento 200X). 
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Figura 31. Ensaio de migração celular dos fibroblastos dos pacientes portadores de DCF e pacientes 

controles. 

 

Foi realizado teste de migração celular nas células iPSC após três e sete dias de 

indução (Figura 32). As células iPSC dos pacientes portadores de DCF e pacientes controles 

não apresentaram diferença estatisticamente significativa em ambos os tempos de indução a 

migração celular. A avaliação no sétimo dia apresentou uma redução na área de células 

migratórias nos pacientes com DCF quando comparado ao mesmo período dos pacientes 

controles, porém essa diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 33).  

 

 

Figura 32. Ensaio de migração celular de células iPSC marcadas com Rodamina. A: Três dias de indução. 

B: Sete dias de indução. (Aumento 200X). 
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Figura 33. Gráfico representando ensaio de migração celular das iPSC após três e sete dias de indução a 

migração. No sétimo dia as células iPSC dos pacientes com DCF apresentaram valores menores que 

os pacientes controles na área de migração celular porém sem diferença estatisticamente 

significativa. 

 

6.7 ANÁLISE MOLECULAR 

 

A análise do gene 4EBP-1 apresentou valores menores de expressão relativa nos 

fibroblastos dos pacientes com DCF em comparação aos fibroblastos controles (19,9 vezes 

menos expresso) (Figura 34). Durante o protocolo de neurodiferenciação, as células iPSC do 

grupo controle aumentaram em 6,2 vezes a expressão do gene 4EBP-1 no 22° dia de indução 

a neurodiferenciação. Nos dias 14 e 35, a expressão relativa manteve-se semelhante à 

expressão das células iPSC não diferenciadas. No grupo displasia, as células 

neurodiferenciadas por 14 dias apresentaram 14 vezes menos a expressão de 4EBP-1 e 17 

vezes menos no 35° dia de diferenciação (Figura 35).   

Durante o protocolo de neurodiferenciação das células iPSC do grupo controle, 

observou-se um aumento de cerca de 5 vezes a expressão do gene β-Catenina (β-Cat) nas 

análises de 14 dias, 22 dias e 35 dias em comparação a iPSC não diferenciada (Figura 34). 

Nos pacientes portadores de DCF, observou-se também um aumento na expressão de β-

Catenina com o início do protocolo neurodiferenciação, porém a análise em 14 dias de 

indução apresentou um aumento de apenas 1,48 vezes a expressão de do gene quando 

comparado com células iPSC não diferenciadas. No 22° dia de indução a neurodiferenciação 

dos pacientes com DCF, houve um aumento de 3,3 vezes a expressão do gene e uma posterior 

redução de 2,5 vezes na análise em 35 dias de neurodiferenciação (Figura 36). Os tecidos 
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cerebrais tanto dos pacientes portadores de DCF quanto controles, apresentaram níveis muito 

próximos de expressão de β-Catenina (Figura 34). 

Os valores de expressão relativa de CIAP-1 no cérebro controle e iPSC dos pacientes 

controle foram 17,5 e 18,2 vezes menos expressos respectivamente, utilizando fibroblasto 

como calibrador da reação (Figura 34). O tecido cerebral displásico e as iPSC com DCF 

apresentaram valores de expressão relativa bastante semelhantes ao fibroblasto controle 

(Figura 34). Durante o protocolo de neurodiferenciação das iPSC controle, houve um aumento 

na expressão do gene CIAP-1 de 17,7 vezes em 14 dias de indução, 25,9 vezes em 22 dias e 

16,8 vezes em 35 dias de neurodiferenciação quando comparado células iPSC não 

diferenciada. Nas células iPSC dos pacientes portadores de DCF foram observados pequenos 

aumentos na expressão do gene CIAP-1 durante todo o protocolo de neurodiferenciação, 

assim como no tecido cerebral displásico (Figura 37). 

Em relação aos fibroblastos controle, as iPSC geradas tanto das células dos pacientes 

com DCF quanto nas células do grupo controle foi observado um aumento na expressão do 

gene CIAP-2, sendo 8,9 vezes mais expresso para os controles e 28,4 vezes mais expresso na 

DCF (Figura 34). Durante o protocolo de neurodiferenciação, ocorreu uma redução na 

expressão do gene CIAP-2 em todos os períodos analisados quando comparada com as células 

iPSC não diferenciadas de cada grupo. A redução na expressão do gene CIAP-2 nos pacientes 

com DCF é maior (23,1 vezes) do que a redução da expressão nos pacientes controles (4,8 

vezes) analisando o 14° de indução a neurodiferenciação. Ambos os grupos apresentaram um 

pequeno aumento na expressão de CIAP-2 no 22° dia e posterior redução na última etapa de 

análise (Figura 38). 

A expressão do gene MCL 1 é aumentada nas células iPSC de pacientes do grupo 

controle e reduzida na nas iPSC dos pacientes com DCF em comparação aos fibroblastos 

(Figura 34). Durante o protocolo de neurodiferenciação do grupo controle, ocorreu uma 

pequena redução na expressão do gene MCL 1, mantendo-se estável nas três etapas 

analisadas. Essa mesma redução é vista para as células dos pacientes portadores de DCF, 

porém no 22° dia de neurodiferenciação ocorreu um aumento de 10,7 vezes na expressão do 

gene MCL 1 em comparação a iPSC não diferenciada (Figura 39). 

O tecido cerebral displásico apresenta um aumento de 202 vezes a expressão do gene 

MDR1 quando comparado ao tecido cerebral controle (Figura 34). Durante a 

neurodiferenciação, ocorre um aumento de seis vezes na expressão de MDR1 nas iPSC do 
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grupo controle em comparação aos fibroblastos. Nas iPSC dos pacientes com DCF, a 

expressão de MDR1 mantem-se estável e em níveis muito próximos aos fibroblastos, porém 

cerca de seis vezes menos expressa aos 35 dias de neurodiferenciação quando comparado ao 

mesmo período das iPSC controle (Figura 34). 

Em comparação aos fibroblastos, ocorreu uma pequena redução na expressão do gene 

PI3K nas células iPSC controle e iPSC DCF (Figura 34). O tecido cerebral de pacientes com 

DCF apresenta um aumento de 3,5 vezes à expressão do gene PI3K em comparação ao tecido 

cerebral controle (Figura 34). Os níveis de expressão de PI3K se mantém semelhantes às 

células iPSC durante a neurodiferenciação dos pacientes controle. Nos pacientes com DCF, 

pode-se observar uma redução de 3,7 vezes, 2 vezes e 3,5 vezes nos períodos de 14, 22 e 35 

dias de indução, respectivamente (Figura 40).  
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Figura 34. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR de todos os genes analisados e todos 

os grupos do estudo. Os resultados estão apresentados utilizado como calibrador fibroblastos do 

grupo controle. 
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Figura 35. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR do gene 4EBP-1 durante a 

neurodiferenciação das iPSC. 

 

 

 

Figura 36. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR do gene β-Catenina durante a 

neurodiferenciação das iPSC. 
 

 

Figura 37. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR do gene CIAP-1 durante a 

neurodiferenciação das iPSC. 
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Figura 38. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR do gene CIAP-2 durante a 

neurodiferenciação das iPSC. 
 

 

 

Figura 39. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR do gene MCL 1 durante a 

neurodiferenciação das iPSC. 
 

 

 

Figura 40. Resultado da quantificação relativa através de qRT-PCR do gene PI3K durante a 

neurodiferenciação das iPSC. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

As doenças do sistema nervoso central em geral determinam importantes repercussões 

físico e psicossociais e custo elevado para o indivíduo e para a sociedade. Enquanto avanços 

significativos têm sido alcançados nas últimas décadas em termos de investigação por 

neuroimagem e genética e no tratamento clínico e/ou cirúrgico em algumas patologias 

infelizmente os tratamentos clínicos curativos ainda são escassos (ICHIDA; KISKINIS, 

2015).  

O indiscutível avanço do uso da iPSC e a possibilidade posterior de diferenciação 

específica para o desenvolvimento de modelos celulares de doenças que acometem o sistema 

nervoso central, está permitindo uma nova abordagem para o estudo dos mecanismos nos 

contextos de neurodesenvolvimento embrionário e investigação patológica individualizada 

para cada paciente, considerando sua personalidade genética única (ICHIDA; KISKINIS, 

2015).  

Neste trabalho, nós desenvolvemos um modelo celular para o estudo da neurogênese 

embrionária de pacientes com epilepsia refratária ao tratamento medicamentoso e portadores 

de displasia cortical focal. Recentemente, alguns estudos têm mostrado relações entre 

alterações genéticas e diversos tipos de malformações corticais, relacionando de forma 

individualizada, os principais estágios do desenvolvimento do sistema nervoso central 

(KUZNIECKY, 2015). Mais de 100 genes já foram associados com diferentes tipos de 

malformações corticais (GUERRINI; DOBYNS, 2014). Os principais genes e 

consequentemente algumas vias de sinalização, relacionadas à malformação do córtex 

cerebral estão envolvidos no controle de apoptose, proliferação celular, estrutura de 

citoesqueleto, migração celular e neurodiferenciação. Essas alterações podem apresentar um 

impacto variável não só sob o padrão da malformação cortical como o local onde o córtex 

pode ser afetado (KUZNIECKY, 2015). 

O diagnóstico de algumas malformações corticais, como por exemplo, megaencefalia, 

polimicrogiria, hemimegaencefalia e displasia cortical, são clinicamente gerados através de 
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características típicas em exame de imagem. Alterações patológicas nessas patologias incluem 

uma vasta gama de anomalias, incluindo aquelas tipicamente relacionadas à DCF.  

O presente estudo mostrou a geração de células tronco pluripotentes induzidas de dois 

pacientes portadores de displasia cortical focal do Tipo IIb. Além da diferença de gênero, 

existe uma grande diferença entre a idade dos pacientes participantes desse trabalho. O Pct 01, 

sexo masculino tinha 45 anos de idade e o Pct 01, sexo feminino, 12 anos de idade na ocasião 

da participação no estudo. Ambos os pacientes foram submetidos à ressecção de tecido 

cerebral displásico. 

As crises convulsivas (principal manifestação clínica) na DCF, geralmente iniciam-se 

na infância, mais especificamente na primeira década de vida (TASSI et al., 2001). A 

remissão das crises costuma ocorrer somente após o procedimento cirúrgico, porém sugere-se 

que com o avanço da idade, as crises podem vir a diminuir, uma vez que há perda de tecido 

epileptogênico, assim como diminuição do número de transportadores relacionados ao 

desenvolvimento de resistência às drogas (ANDERSON et al., 2011). 

Ambos pacientes participantes do estudo apresentavam crises epiléticas refratárias ao 

tratamento medicamentoso. O sistema de monitoramento de crises por vídeo EEG mostrou 

alterações epileptiformes em ambos os pacientes, sendo atividade rítmica na região frontal 

direita, no início das crises para o Pct 01 e alterações epileptiformes e ondas lentas com 

distribuição multifocal, envolvendo o quadrante posterior direito, mas também o quadrante 

anterior esquerdo, com máximo na região frontal esquerda para o Pct 02.  

Crianças com DCF tipo I são mais propensos a ser retardado mental e apresentam 

comportamentos desajustados mais frequentemente em comparação a crianças com DCF tipo 

II (KRSEK; PIEPER; et al., 2009). Além disso, o resultado cirúrgico é significativamente pior 

em pacientes com DCF tipo I (KRSEK; PIEPER; et al., 2009;  LAWSON et al., 2005), 

provavelmente porque é mais difícil para delimitar a lesão e alcançar uma ressecção cirúrgica 

completa (HEMB et al., 2010;  KRSEK; MATON; et al., 2009;  LERNER et al., 2009). 

Pacientes com DCF tipo II manifestam sintomas mais cedo do que aqueles com o tipo de DCF 

tipo I. Além disso, aqueles com lesões maiores tendem a apresentar sintomas mais cedo do 

que pacientes com lesões menores (ABDIJADID et al., 2015).  

Em pacientes pediátricos com DCF observa-se um aumento do número de neurônios 

nas camadas superiores do córtex, especificamente na camada molecular, bem como na 

substância branca (ANDRES et al., 2005). Em contraste, estudos estereológicos em paciente 
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adultos com DCF indicam uma redução na densidade neuronal global em comparação a um 

córtex normal (THOM et al., 2005). O presente estudo incluiu um paciente adulto e um 

paciente pediátrico com diagnóstico de DCF através de exames de imagem e EEG e 

confirmação de homogeneidade e do tipo de DCF através da análise histopatológica, 

classificando ambos os pacientes com displasia cortical focal do tipo IIb, permitindo o 

pareamento dos envolvidos. 

Um crescente número de alterações gênicas tem sido relacionadas a polimicrogiria e 

hemimegaencefalia especialmente os casos com fenótipos mais graves. megaencelafias com 

polimicroginia presentam mutação em PI3K-CA e PI3K-R2. As hemimegaencelafia isoladas 

estão associadas a mutações em mosaico das vias PI3K, AKT e mTOR. Diferentemente 

dessas malformações, as causas da DCF ainda são desconhecidas. Especula-se que mutações 

somáticas clonais podem ser compartilhadas entre pacientes afetados. Estudos mostraram um 

aumento na sinalização de mTOR em DCF do tipo IIb com base em moléculas fosforiladas 

com proteínas ribossomais S6 (JANSEN et al., 2015). 

Cerca de 80% a 90% das células abalonadas presentes no córtex dos pacientes 

portadores de DCF do tipo IIb, apresentam aumento na fosforilação na via mTOR. Alguns 

casos de DCF tipo IIb também exibem aumento da atividade de PI3K e AKT (HSU, P. P. et 

al., 2011;  KUZNIECKY, 2015;  ZHOU et al., 2009). Um aumento na sinalização da via 

PI3K/AKT/mTOR foi evidenciado nas DCF tipo IIa e IIb com ausência de mutação genética, 

sendo atribuído outras causas associando mecanismos comuns a outras patologias (JANSEN 

et al., 2015).  

O Pct 01 apresentou maior contagem de área de marcada por imunofluorescência com 

diferenças estatisticamente significativas nas vias AKT e mTOR, tanto fosforilada quanto não 

fosforilada.  A fosforilação da via PI3K/ATK/mTOR em resposta a algum estímulo, está 

relacionada a um conjunto coordenado de eventos que controlam o crescimento celular, início 

do ciclo celular, migração e sobrevivência celular (CANTLEY, 2002). 

Todos os componentes da via PI3K/AKT/mTOR incluindo a ativação de IGF1-R e IR 

são expressos em níveis bastante elevados no cérebro. O contexto de função desta via no 

sistema nervoso central difere entre o cérebro adulto onde as células são pós- mitóticas e o 

neurodesenvolvimento embrionário, onde as células estão em fase de divisão, proliferação, 

migração e morte celular. Durante o desenvolvimento embrionário, a sinalização da via 

PI3K/Akt/mTOR serve como um potente controlador neuronal de sobrevivência e divisão 
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celular, respondendo a fatores de crescimento e pistas de orientação. Isto contribui para o 

equilíbrio, sobrevivência e morte celular, formação do arcabouço radial para a migração dos 

neurônios, estímulo de migração, mielinização e estabelecimento de polaridade neuronal (C, 

2013).  

O funcionamento normal da via PI3K/AKT integra as respostas fisiológicas 

fundamentais para o envelhecimento saudável e para longevidade. Alguns estudos mostram 

que a redução na sinalização da via PI3K/AKT pode estar relacionado à extensão do tempo de 

vida útil de algumas espécies (JOHNSON, 2008;  KENYON, 2010).  Alterações nas vias de 

sinalização de PI3K/AKT/mTOR estão envolvidas em todas as principais doenças 

relacionadas ao envelhecimento, como doenças cardíacas e neurológicas. Por exemplo, o 

aumento da ativação dessa via de sinalização pode ser considerado uma característica precoce 

do aparecimento da doença de Alzheimer, mas também se relaciona com o envelhecimento 

normal dos indivíduos (C, 2013). 

O aumento significativo da área das vias fosforiladas e não fosforiladas de AKT e 

mTOR do Pct 01 em relação ao Pct 02, pode estar relacionada com a diferença de idade entre 

os pacientes (Pct 01: 45 anos; Pct 02: 12 anos). Células gigantes e células abalonadas 

presentes no tecido cerebral de pacientes com DCF expressam marcadores de células 

neuronais adultas, células neuronais indiferenciadas e células gliais.  

Uma comparação valorosa dessas vias analisadas seriam tecidos cerebrais de pacientes 

pareados pela idade, a fim de estabelecer uma correlação ou não do aumento da atividade de 

AKT e mTOR com o aumento da idade.  A ausência deste grupo controle para essa etapa do 

experimento está ancorada na dificuldade de obtenção de tecido cerebral saudável passível de 

análise molecular e bioquímica, uma vez que deveriam ser considerados o tempo entre coleta 

e processamento da amostra e não poderiam ser originadas de tecido post mortem.  

Apresentamos aqui uma ferramenta única para o estudo do neurodesenvolvimento na 

DCF, uma patologia com causas desconhecidas que compartilha um fenótipo e uma possível 

origem com outras malformações corticais, porém sem nenhum biomarcador molecular ou 

celular ainda conhecido. 

Existem diferentes técnicas e maneiras de gerar células iPSC a partir de células 

somáticas, como por exemplo, indução química ou transfecção genética. Utilizando como 

premissa a técnica desenvolvida por Takahasi e Yamanaka em ofertar as células os quatro 

genes capazes de conferir pluripotência, faz-se necessário uma ferramenta para promover o 
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influxo desses genes ao interior das células. Os vetores retrovirais requerem a integração dos 

genes transfectados no genoma do hospedeiro para que possam passar a ser expressos 

juntamente com os demais genes da célula. Vetores adenovirais, adeno-associados e 

plasmidiais, não requerem integração, mas podem integrar o genoma hospedeiro de forma não 

programada causando algum tipo de transtorno. Os vetores virais presentes no CytoTune®-

iPSC 2.0 Sendai Reprogramming são não integrativos, não apresentando nenhuma influência 

sobre o genoma da célula hospedeira (FUSAKI et al., 2009;  LI et al., 2000). Este método de 

reprogramação usa vetores baseados em uma forma modificada, não transmissível do vírus 

respiratório Sendai (SeV - do inglês Sendai Virus) para oferecer as células hospedeiras os 

genes que conferem a pluripotência com segurança e eficácia e expressar esses fatores 

genéticos essenciais necessários à reprogramação de células somáticas em células iPSC. 

Utilizando o CytoTune®-iPSC 2.0 Sendai Reprogramming, foi obtido sucesso nas quatro 

reprogramações realizadas durante o curso desse trabalho, gerando clones com morfologia e 

tamanho adequados dentro dos períodos esperados e posteriormente caracterizados com 

marcadores específicos de pluripotência celular. 

Após a geração das células-tronco pluripotentes induzidas, a confirmação do seu êxito 

foi dada pela caracterização dos clones através da marcação positiva para os marcadores 

Nanog, Sox2, Oct4, TRA1-60 e TRA1-81. Não existem critérios mínimos de exigência para 

caracterização de células iPSC, assim como são tratadas as células-tronco mesenquimais, por 

exemplo (DOMINICI et al., 2006).  Entretanto, alguns marcadores são essenciais para que se 

possa confirmar a pluripotência das células geradas ou então o sucesso na manutenção das 

culturas em manter os clones de forma indiferenciada (ASPRER; LAKSHMIPATHY, 2015).   

A Inciativa Internacional de Células-tronco (ISCI - do inglês International Stem Cell 

Initiative) sugeriu um conjunto de marcadores para células pluripotentes baseados no que já 

tenha sido verificado como característica de pluripotência em 59 linhagens de células 

embrionárias humanas, são eles: NANOG, TDGF, Oct4, GABRB3, GDF3, DNMT3B, TRA-

1-60, TRA-1-81, SSEA3 e SSEA4 (ADEWUMI et al., 2007). Além desses marcadores, 

células embrionárias também podem ser caracterizadas através da detecção de SOX2, Rex1, 

expressão da hTERT, bem como a atividade da fosfatase alcalina (ASPRER; 

LAKSHMIPATHY, 2015).  

As células indiferenciadas devem ser analisadas quanto à morfologia e expressão de 

marcadores de pluripotência e auto renovação, através de análise por imuno-histoquímica ou 
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por análise molecular (ADEWUMI et al., 2007). As células iPSC também devem diferenciar-

se espontaneamente, e quando induzidas, devem gerar células e tecidos dos três folhetos 

embrionários in vitro e teratoma in vivo (ITSKOVITZ-ELDOR et al., 2000;  MULLER et al., 

2010). 

O consenso utilizado atualmente para caracterizar células pluripotentes parte 

incialmente da observação da morfologia dos clones gerados após a transfecção viral. Clones 

de iPSC gerados a partir de células humanas apresentam uma morfologia bastante distinta, 

com núcleos grandes em relação ao citoplasma e formas bem organizadas em colônias com 

bordas evidentemente definidas (Consensus guidance for banking and supply of human 

embryonic stem cell lines for research purposes, 2009;  TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). 

Os clones podem também ser avaliados pela sua morfologia a ponto de serem distinguidos em 

bons ou maus clones, com base em áreas de diferenciação, organização e afrouxamento das 

células. A manutenção dos cultivos dos clones foi baseada na observação da morfologia, 

mantendo os clones livres de áreas de diferenciação e realizando as devidas passagens quando 

necessário. Todos os clones que de forma espontânea diferenciaram-se ou apresentaram 

alguma alteração na sua morfologia capaz de sugerir perda de potencial de pluripotência 

foram descartados ao logo do trabalho.  

As células iPSC geradas durante o presente trabalho, foram mantidas de forma 

controlada em relação a sua morfologia e zonas de diferenciação espontâneas comumente 

encontradas durante as fases de expansão e manutenção dos cultivos. Todos os clones foram 

caracterizados por imuno-histoquímica antes da expansão utilizando um perfil relacionado à 

pluripotência e auto renovação celular. 

O protocolo de neurodiferenciação adotado no presente trabalho, não vislumbrou um 

tipo específico de neurônio (dopaminérgico, GABAérgico, por exemplo) ou células da glia a 

ser gerado a partir de células pluripotentes. A indução a neurodiferenciação foi conduzida 

principalmente pelo estímulo do fator BDNF em cultivo com meio basal para células 

nervosas.  

Após 22 dias de cultivo sob indução da neurodiferenciação, foram observadas 

alterações morfológicas nas células. Nesse período de tempo analisado, as células 

apresentaram-se de forma muito semelhante a células nervosas, exibindo prolongamentos que 

evocavam estruturas como axônios e dendritos neuronais. O acompanhamento desses cultivos 

até o 35° dia de diferenciação com indução neural, permitiu a geração de células com a 
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morfologia ainda mais próxima a um cultivo de neurônios, com prolongamentos ainda mais 

extensos e apresentando uma tendência a interligarem-se, gerando uma espécie de rede 

intercomunicada das células em cultura.  

Durante o protocolo de neurodiferenciação, não foi observada nenhuma diferença no 

comportamento e na morfologia das células iPSC dos pacientes portadores de DCF em 

comparação as células iPSC dos pacientes controle. A formação estrutural das células geradas 

pelo protocolo de neurodiferenciação perece não sofrer nenhuma influência pela presença da 

patologia no indivíduo adulto. O ensaio in vitro mostrou que a capacidade de gerar células 

neuronais em relação a sua estrutura, polarização e presença de marcadores específicos de 

neurônios, não é afetada pela DCF, sendo possível pressupor que a DCF não interfere no 

estado morfológico de um neurônio gerado pois células geradas de pacientes portadores de 

DCF assemelham-se a células de pacientes não afetados em seu estado morfológico e de 

polarização. 

Existem algumas limitações frente à diferenciação de células, principalmente para 

linhagens neurais.  Os protocolos de diferenciação neural exigem longos períodos de cultivo 

para obtenção de neurônios ou glias maduros (EIRAKU et al., 2008;  NITYANANDAM; 

BALDWIN, 2015). O longo período de cultura pode promover o aumento da heterogeneidade 

das células no ambiente de cultivo, aumentando assim a possibilidade obter-se células em 

diferentes estágios de diferenciação ou de diferentes subclassificações formando um ambiente 

do tipo mosaico (SANDOE; EGGAN, 2013). Diferenças sutis na proporção dos subtipos 

distintos de células precursoras nervosas que surgem em diferentes etapas da 

neurodiferenciação podem se expandir e diferenciarem-se em precursoras com destinos finais 

restritos ou neurônios pós-mitóticos. Além disso, devido a natureza assíncrona dos ambientes 

de cultura, células precursoras neurais de diversas etapas e células já comprometidas com a 

diferenciação coexistem com neurônios já diferenciados e também em diferentes fases de 

maturação neuronal. Esse tipo de heterogeneidade é um problema, pois aumenta a 

variabilidade entre repetições técnicas e potencialmente podem mascarar um fenótipo 

específico para apenas um subconjunto de células em cultura (KIM et al., 2014;  SANDOE; 

EGGAN, 2013).  

Nosso protocolo de neurodiferenciação iniciou-se pela dissociação dos clones de iPSC 

para o cultivo sob indução a diferenciação neural por 35 dias. Não foi realizado nenhum 

protocolo para a identificação de possíveis subtipos de neurônios ou neurônios em diferentes 
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fases de neurodiferenciação nos períodos avaliados (14 dias, 22 dias e 35 dias).  Nessas 

diferentes fases, foram realizadas análises moleculares de genes relacionados a vias de 

sinalização encontradas comumente alteradas nos tecidos cerebrais de pacientes portadores de 

DCF.  

Ao final da neurodiferenciação, foi realizada análise qualitativa e amostral através de 

imunofluorescência para marcadores específicos de células nervosas. O marcador FluoroPan 

Neuronal Marker alcança uma completa marcação morfológica das células, reagindo contra 

proteínas específicas nucleares, dendríticas e axonais distribuídas em toda cito-arquitetura nos 

neurônios.  

A maioria dos protocolos de neurodiferenciação de iPSC tem sido caracterizado por 

marcadores genéricos, que marcam diferentes subtipos neuronais como por exemplo 

neurônios dopaminérgicos e GABAérgico. Durante a neurodiferenciação in vitro, a expressão 

de um ou dois marcadores neuronais pode não ser suficiente para estabelecer a verdadeira 

identidade de um neurônio, uma vez que esses marcadores podem ser expressos por neurônios 

de diferentes regiões do cérebro ou durante outras fases do neurodesenvolvimento. Protocolos 

projetados para a conversão de células iPSC em subtipos de neurônios específicos de interesse 

a determinada doença, também produzem outros tipos de neurônios com frequência variável, 

dificultando a análise fenotípica e a geração de um modelo celular adequado (HANSEN; 

RUBENSTEIN; KRIEGSTEIN, 2011). 

Uma das principais especulações frente das displasias corticais está relacionada, de 

uma forma ainda não bem esclarecida, a possíveis alterações no processo de migração celular 

durante o neurodesenvolvimento embrionário.  

Podemos considerar que o neurodesenvolvimento está firmado em três principais 

etapas, proliferação de células precursoras, migração celular para a um local específico e 

diferenciação neuronal local. A fase de proliferação das células precursoras neurais acontece 

na zona ventricular. Nesse período ocorre a chamada coreografia da proliferação celular, onde 

o ainda neuroblasto estende um prolongamento em direção à zona cortical, chamada nessa 

fase de superfície da pia, para que seu núcleo alcance tal região e ocorra a duplicação do seu 

DNA. Após, esse núcleo retorna a superfície ventricular onde passa por uma divisão mitótica 

podendo gerar uma célula precursora idêntica ou então uma nova célula com potencial de 

migração. O que confere essa diferença entre permanecer uma célula precursora ou então 

tornar-se uma célula migratória está relacionado com divisões chamadas simétricas ou 
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assimétricas ou também chamadas de clivagem vertical ou horizontal, alterando assim as 

concentrações de NOTCH e NUMB no interior da célula, estimulando-a a tornar-se madura 

para migração ou então manter-se como uma célula precursora. A migração ocorrerá 

principalmente ao logo das finas fibras das glias radiais que irradiam da zona ventricular para 

zona cortical. O destino das células migratória dependerá de fatores como a idade da célula 

precursora, a posição dessa célula na zona ventricular e o ambiente que está emergido 

(BEAR, 2008).  

A migração de células pluripotentes de pacientes portadores de DCF e pacientes não 

afetados após três e sete dias de indução, não apresentou diferença na área quantificada de 

células que migraram através da membrana porosa para o sítio de atração.  

Se existe alguma alteração referente à migração celular durante o 

neurodesenvolvimento embrionário dos pacientes portadores de DCF, essa alteração 

possivelmente não afeta as células embrionárias e sim ocorre em outras etapas durante o 

início da corticogênese. A possível alteração do potencial de migração celular na DCF parece 

não ser inerente as células uma vez que nas células embrionárias geradas não há diferença na 

capacidade de migração em comparação ao controle. 

A comparação do potencial de migração das células iPSC pode atribuir que as células 

embrionárias provindas dos pacientes portadores de DCF não apresentam diferença na 

capacidade migratória através da barreira, mas também podem não apresentarem diferença na 

percepção do estímulo dado para que as células possam migrar. O fato de haver atribuição na 

falha do processo de migração celular durante a corticogênese de pacientes afetados com 

DCF, não necessariamente está associado alterações nos mecanismos migratórios, como por 

exemplo, falta de proteínas de adesão a glia radial, e sim pode ser relacionado a uma 

dificuldade ou até mesmo uma hipersensibilidade aos estímulos migratórios o que poderia 

ocasionar um retardo no início do processo de migração ou então uma antecipação do 

processo de migração das células afetadas permitindo com que a migração ocorra antes da 

formação completa dos arcabouços radias alterando assim a chegada dessas células na região 

cortical correta. Outra hipótese seria uma falha na percepção da sinalização para o destino da 

célula migratória, fazendo com que a mesma não encontre seu destino final, ficando retida em 

regiões inespecíficas e alterando assim a formação do córtex cerebral. 
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Em contrapartida, o ensaio de migração celular dos fibroblastos mostrou uma 

capacidade de migração celular mais elevada nos pacientes portadores de DCF nas duas 

primeiras etapas (24 horas e 48 horas) em comparação ao controle. 

Os fibroblastos são encontrados no estroma de diferentes tecidos, eles desempenham 

um papel fundamental na manutenção da integridade e homeostase do tecido conjuntivo, 

sendo as principais células envolvidas no processo de reparo tecidual (CLEARY; GIBSON, 

1983). Características de células indiferenciadas já foram atribuídas aos fibroblastos maduros, 

como por exemplo, em resposta a ferimentos, mecanismos de estresse tecidual, inflamações, 

alguns fibroblastos atuam no local de ferimentos através de migração, proliferando para 

restabelecer a homeostasia dos tecidos reduzindo a inflamação local (ARIEL; SERHAN, 

2007;  SERHAN et al., 2007). Observamos aqui que as células adultas (fibroblastos) dos 

pacientes portadores de DCF apresentam maior potencial de migração celular, o que não 

ocorre nas células pluripotentes. Essa observação pode indicar que uma possível alteração no 

processo de migração celular realmente ocorra após a diferenciação dos tecidos, mantendo-se 

alterada mesmo após a maturação final a uma determinada linha tecidual. Interessante 

salientar o aumento da potencialidade de migração das células dos pacientes portadores de 

DCF uma vez que conceitualmente, a presença de células dismórficas e fora da posição final 

correta no córtex cerebral adulto dos pacientes com DCF tende a pactuar com um retardo 

durante a fase de migração das células no desenvolvimento cortical. Esse achado um tanto 

paradoxal, pode apontar que, durante a neurogênese cortical os neuroblastos de portadores de 

DCF iniciam sua fase de migração antes do período fisiologicamente típico, podendo essas 

células não estar aptas à migração ou ainda a estrutura do arcabouço radial ainda não esteja 

plenamente formada para o processo, dificultando a chegada dessas células ao seu preciso 

destino.  

Existe um subconjunto de anomalias classicamente consideradas como alteração na 

migração celular durante o desenvolvimento cortical, são as chamadas anomalias migratórias.  

Essa categoria inclui as lisencefalias, polimicrogiria e DCF. Dados recentes confirmam a 

hipótese de alterações na migração celular para algumas malformações, mas indicam que 

pode haver patogêneses distintas envolvidas (RORKE, 1994). 

O crescimento e a proliferação celular requerem uma orquestrada coordenação entre 

sinais estimuladores decorrentes de nutrientes e fatores de crescimento e inibidores de 

derivam de respostas e estresse intracelular e extracelular (LIU et al., 2007). A via de 
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sinalização PI3K/AKT/mTOR, pode ser considerada a principal via relacionada a sinalização 

de fatores de crescimento e proliferação, promovendo o controle da resistência a apoptose, 

proliferação celular, sobrevivência e migração (KEITH; SCHREIBER, 1995). 

4EBP-1 é um alvo celular da atividade de mTOR quinase e conhecido por mediar a 

função de mTOR no controle de tradução de células de mamíferos. O preciso mecanismo 

molecular de mTOR associado a 4EBP-1 ainda não é completamente conhecido (LIU et al., 

2007). É considerado um dos mais importantes controladores dos níveis de tradução das 

células, e sua atividade é controlada por mTOR. O papel biológico de 4EBP-1 não está claro 

até o momento em organismos em desenvolvimento. Desde que mTOR demostrou influência 

no crescimento dos tecidos durante o desenvolvimento, também foi atribuído a 4EBP-1 o 

papel de regulador de crescimento celular principalmente durante o desenvolvimento dos 

tecidos (TELEMAN; CHEN; COHEN, 2005). 

Quando 4EBP-1 está ativada, os níveis de tradução de forma geral nas células estão 

diminuídos. Sua atividade é regulada através da fosforilação de mTOR (HAY; 

SONENBERG, 2004).  Como se trata de um fator de inibição de síntese proteica, seu declínio 

simboliza um incremento geral na síntese proteica celular (LIU et al., 2007). 

Os fibroblastos dos pacientes portadores de DCF apresentaram níveis de expressão de 

4EBP-1 bastante menores quando comparado com pacientes controle. O declínio da expressão 

de 4EBP-1 nos fibroblastos indica um aumento global na síntese proteica desses fibroblastos 

analisados. Possivelmente as os fibroblastos dos pacientes com DCF possuem uma taxa 

metabólica mais elevada ou estavam biologicamente mais ativos visto que todos os 

fibroblastos estavam no mesmo estágio fisiológico e no mesmo número de passagem.  

O protocolo de neurodiferenciação alterou de os níveis de expressão de 4EBP-1 de 

forma diferente para as células iPSC dos pacientes com DCF e para as células iPSC do grupo 

controle. Novamente as células dos pacientes portadores de DCF reduziram a expressão 

gênica principalmente nos dias 14 e 35 do protocolo de neurodiferenciação, indicando um 

aumento na síntese proteica dessas células durante a indução a neurodiferenciação, o que não 

ocorreu com os pacientes controles. Os fibroblastos e as células iPSC neurodiferenciadas dos 

pacientes portadores de DCF parecem ter níveis de síntese proteica mais elevados do que os 

controles analisados devido a redução da expressão de 4EBP-1. Esse achado pode ser 

relacionado com um possível aumento metabólico das células tanto os fibroblastos de 
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pacientes com DCF quanto as células iPSC dos pacientes ao serem conduzidas a diferenciação 

neuronal. 

Uma possível correlação entre a malformação cortical de pacientes portadores de DCF 

pode estar atinente a um aumento excessivo nos níveis de divisão celular, aumentando 

excessivamente a população de neuroblasto no início da neurodiferenciação embrionária e 

impedindo o curso normal de migração e diferenciação. Pode-se até mesmo relacionar a um 

possível mecanismo de potencial de migração acentuado, como visto no ensaio de migração 

dos fibroblastos, que poderia desencadear uma migração mais rápida ou então antes do tempo 

exato de maturação da célula migratória ou da formação radial fundamental ao sucesso da 

migração. 

A β-Catenina é uma proteína com função na regulação da adesão célula a célula.  Ela é 

uma subunidade da proteína Caderina que atua também no sinal intracelular em uma via 

bastante conhecida no neurodesenvolvimento, a via WNT. As proteínas WNT são de uma 

família de moléculas de sinalização que participam de vários eventos de desenvolvimento 

durante a embriogênese e homeostase dos tecidos (LOGAN; NUSSE, 2004). Quando seus 

níveis são desregulados, podem levar a diversas doenças e malformações.  Em nível celular, a 

via WNT regula mecanismos de apoptose, autorrenovação e motilidade das células-tronco 

residentes nos diferentes tecidos (WILLERT; NUSSE, 2012).  

A adesão célula a célula é essencial para a formação de tecidos complexos e 

organizados. A β-Catenina é uma das proteínas do complexo que formam as junções 

aderentes das células. A β-Catenina pode além de regular a adesão das células, o crescimento 

celular. Ela também pode ser responsável pela transmissão de sinal de indução de contato que 

faz com que as células parem de se dividir uma vez formado um tecido (BREMBECK; 

ROSARIO; BIRCHMEIER, 2006).  

A expressão de β-Catenina desempenha um papel crítico durante o desenvolvimento 

embrionário, pois atua no direcionamento da formação dos diferentes tecidos para formação 

do embrião. Hofsteen e colaboradores em 2015 descreveram que a inibição da sinalização de 

WNT/β-Catenina pelo regulador do desenvolvimento cardíaco (DAB2) é essencial para 

estabelecer o correto número de cardiomiócitos do tecido cardíaco em desenvolvimento 

(HOFSTEEN et al., 2016). Embriões de camundongos knock-out para β-Catenina 

apresentaram falha no desenvolvimento mesodérmico e falha no início do processo de 
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grastulação e também o desenvolvimento ectodérmico, o qual foi afetado a partir do sétimo 

dia da embriogênese (HAEGEL et al., 1995).  

Durante o protocolo de neurodiferenciação, houve um aumento na expressão de β-

Catenina e mantiveram-se estáveis durante todo o intervalo analisado para os pacientes não 

afetados. Nos pacientes com DCF, também ocorreu um aumento na expressão de β-Catenina 

nos dois primeiros intervalos de tempo (14 e 22 dias) porém muito menos expressivo se 

comparado ao aumento que ocorreu no grupo controle. Além disso, para os pacientes com 

DCF, no 35° dia de indução a diferenciação houve uma redução de 2,5 vezes a expressão de 

β-Catenina com comparação a células iPSC com DCF não diferenciadas. Durante o 

desenvolvimento embrionário, níveis adequados de β-Catenina são essenciais para a formação 

de todo o embrião, em especial o desenvolvimento do sistema nervoso central. Quando 

comparado ao grupo controle, os níveis de β-Catenina expressos durante a neurodiferenciação 

das iPSC de portadores de DCF são bastante inferiores aos níveis detectados nos pacientes 

controle, podendo ser relacionado com possíveis quantidades insuficientes de β-Catenina 

durante a corticogênese. Essas quantidades insuficientes de β-Catenina nas diferentes fases do 

neurodesenvolvimento do cérebro dos pacientes podem estar relacionadas com o 

comprometimento de mecanismos fundamentais para o neurodesenvolvimento normal. Os 

neuroblastos dos pacientes com DCF podem assim não realizarem a migração via arcabouço 

radial de forma apropriada devido à dificuldade de adesão dos neurônios migratórios as glias 

radias, alterando o curso migratório ou dificultando a chegada à placa cortical ou gerando 

neurônios retardatários que não alcançam seu local de destino formando o córtex aberrante 

com presença de células gigantes ou abalonadas na substância branca.  

A falta de laminação presente nas DCF’s do tipo II pode ser também atribuída pela 

deficiência de β-Catenina durante a formação do sistema nervoso central. Os neurônios que 

chegam ao córtex para formar as diferentes camadas corticais necessitam de contato célula a 

célula, pois a formação dessas camadas depende da disposição temporal dos neurônios 

migratórios, que formam as laminações nos sentido ventrículo-cortical, sendo que as células 

que chegam para formação das camadas mais corticais necessitam transpassar os neurônios já 

presentes nas camadas mais ventriculares. 

Além disso, pela interação de β-Catenina com a via WNT, níveis alterados de β-

Catenina podem comprometer de forma global da o desenvolvimento dos três folhetos 

embrionários, podendo resultar em distintas malformações, inclusive as displasias corticais. 
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As famílias dos inibidores de apoptose (IAP do inglês -  Inhibitor of Apoptosis), são 

reguladores chave da morte celular programada.  A família IAP é composta por oito membros 

distintos que participam em diversos processos celulares incluindo o ciclo celular 

(ECKELMAN; SALVESEN; SCOTT, 2006). 

CIAP-1 e CIAP-2 foram identificados através de uma interação com o receptor de 

TNF, complexo de proteínas TRAF1 e TRAF2 e com a regulação do NF-kB. Apesar de 

CIAP1 e CIAP2 desempenharem funções semelhantes dentro a célula, a sua expressão é 

regulada de forma diferente. A expressão de CIAP2 é principalmente controlada ao nível da 

transcrição de forma a NF-kB-dependente (WANG, C. Y. et al., 1998).  Em contraste, os 

níveis de CIAP-1 são controlados ao nível de síntese de proteínas. Essa rede complexa de 

regulação reflete dos diferentes estados temporais e espaciais para proteínas CIAP-1 e CIAP-2 

em resposta a várias condições fisiológicas (ZHAO et al., 2009).  

O preciso papel biológico de CIAP-1 e CIAP-2 ainda não são bem esclarecidos.  

Alguns dados bioquímicos indicam que agem como inibidores de caspases, podendo ligar-se 

as caspases fazendo a inibição, porém podem também podem não as inibir (CHU et al., 1997;  

SAMUEL et al., 2006).  

Durante o protocolo de neurodiferenciação, houve um aumento de cerca de 20 vezes 

na expressão do gene CIAP-1, sendo que no período de 22 dias de diferenciação o aumento da 

expressão alcançou os valores mais altos de toda a análise. Isso ocorreu apenas no grupo de 

pacientes controle. Na diferenciação das iPSC dos pacientes portadores de DCF os níveis de 

expressão relativas de CIAP -1 mantiveram-se estáveis muito semelhantes aos níveis 

encontrados nas células iPSC de DCF não diferenciadas, não esboçando nenhum aumento.  O 

resultado sugere que durante a neurodiferenciação das iPSC controles, foi promovido efeito 

anti-apoptótico pelo aumento da expressão de CIAP-1 e consequentemente uma inibição das 

caspases nas células do grupo controle. Durante a neurodiferenciação, os níveis de CIAP-2 no 

grupo controle mantiveram-se muito próximos aos níveis expressos pelas células iPSC não 

diferenciadas e 23 vezes menos expressa nas no 14° dia de indução a neurodiferenciação das 

células iPSC dos pacientes com DCF.  A inibição da morte celular programada durante a 

neurodiferenciação pode ter um papel na regulação da quantidade de células precursoras 

durante a fase de proliferação celular assim como nas demais etapas da formação do cérebro.  

A apoptose ocorre extensivamente durante o desenvolvimento normal do sistema 

nervoso de mamíferos, e tem sido observada em distintas populações, como por exemplo 
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células precursoras neurais, neurônios diferenciados pós mitóticos e também células da glia 

(BUSS; SUN; OPPENHEIM, 2006;  JACOBSON; WEIL; RAFF, 1997;  OPPENHEIM, 

1991).  Essas mortes celulares programadas são importantes para o estabelecimento de 

populações neuronais e glias com proporções corretas. Durante o desenvolvimento normal 

dos mamíferos, cerca de um terço das células normalmente morrem por apoptose durante as 

duas primeiras semanas após o nascimento (KRISTIANSEN; HAM, 2014). 

MCL 1 é uma proteína anti-apoptótica relacionada com a Bcl-2 e foi originalmente 

isolado a partir de células de leucemia mielóide humana. MCL 1 é amplamente expresso em 

neurônios e sua transcrição é rapidamente induzida (MORI et al., 2004).  

O papel do gene MCL 1 é promover a sobrevivência das células sob condições que 

possam promover a morte celular programada (HSU, S. Y.; HSUEH, 2000;  KOZOPAS et al., 

1993).  No ano de 2004, Mori e colaboradores identificaram inesperadamente uma expressão 

fortemente aumentada de MCL 1 em hipocampos de ratos após períodos de crises convulsivas 

(MORI et al., 2004). 

Diversos trabalhos apresentaram evidências que sugerem que o gene MCL 1 contribui 

diretamente na neuroproteção. Até o presente momento, observou-se apenas uma forma de 

splice chamada de longa sendo expressa no tecido cerebral. A proteína humana MCL 1 possui 

formas de splices longos e curtos, com contraste entre anti-apoptose e pró-apoptose, 

respectivamente (BAE et al., 2000;  BINGLE et al., 2000). 

No grupo controle, os níveis de expressão de MCL 1 durante a neurodiferenciação 

mantiveram-se muito semelhantes ao calibrador (iPSC não diferenciada).  Em contraste, no 

22° dia de diferenciação das iPSC dos pacientes com DCF houve um aumento de 10,7 vezes a 

expressão do gene.  

Em análise temporal, a ativação de MCL 1 inicia em um intervalo precedente ao 

aparecimento de apoptose (MORI et al., 2004). Insultos como hipóxia ou crises convulsivas 

podem gerar ambientes propensos a apoptose das células afetadas, porém não mortas pelo 

insulto, com o objetivo de eliminar possíveis células com algum tipo de dano. O aumento na 

expressão de MCL 1 no 22° dia do protocolo de neurodiferenciação pode ser associado a uma 

antecipação ao processo de apoptose desencadeado por um insulto durante o cultivo celular. 

Pode ainda nesse período ser essencial para o neurodesenvolvimento normal, uma quantidade 

programada de células a serem eliminadas pelo processo de morte celular programada. Foi 

identificado que a ativação de MCL 1 como mediador da apoptose relaciona-se com insultos 
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citotóxicos no tecido cerebral (MORI et al., 2004). Portanto pode-se presumir que as células 

iPSC do grupo displasia cortical foram sensíveis e possivelmente responderam a uma ação 

citotóxica antes do 22° dia de neurodiferenciação, ou que as células do grupo controle não 

bloqueiam uma possível apoptose fisiológica necessária para o curso normal das demais 

etapas da corticogênese. Devido ao compartilhamento do mesmo ambiente de cultura, pode se 

pressupor que as células iPSC dos pacientes com DCF possuem maior suscetibilidade a um 

possível insulto causado por algum mecanismo durante a indução a neurodiferenciação, 

podendo aludir a uma fragilidade durante a neurogênese embrionária capaz de comprometer a 

formação normal do córtex cerebral ou a permanência de células que deveriam ser eliminadas 

por apoptose durante uma determinada fase da neurogênese. 

A resistência a múltiplos fármacos para uma grande categoria de agentes foi 

encontrado a partir da verificação da diminuição do acúmulo de drogas no ambiente 

intracelular e o aumento da expressão de um gene altamente conservado chamado de gene de 

resistência a múltiplos fármacos (MDR - do inglês: Multidrug Resistance) (BECK, 1987).  

MDR1 é uma proteína que confere a resistência a múltiplas drogas. Está bastante 

presente nas células do intestino e em diversos tecidos tumorais.  Os níveis de expressão de 

MDR1 é uma preocupação para a efetividade de tratamentos quimioterápicos (MATSUDA et 

al., 2013). 

A multirresistência dos cânceres, apresentam níveis de super expressão do gene 

MDR1.  Dados recentes indicam a possibilidade do envolvimento do gene MDR1 na 

resistência a fármacos para o tratamento de epilepsia. Foi demostrado expressão de MDR1 

nas células endoteliais da barreira sangue-cérebro e também do tecido cerebral de pacientes 

com epilepsia refratária a medicação (WANG, L. et al., 2014).  

O tecido cerebral dos pacientes portadores de DCF (também refratários a medicação) 

apresentaram nível extremamente elevados de expressão de MDR1 quando comparado a 

fibroblastos e cerca de 200 vezes mais elevados quando comparado ao tecido cerebral 

saudável. Esses níveis elevados de expressão de MDR1 podem estar relacionados ao um 

mecanismo de resistência ao tratamento medicamentoso desses pacientes. Por outro lado, 

células iPSC de pacientes controle e pacientes com DCF possuem níveis de expressão 

bastante semelhantes aos fibroblastos, o que parece indicar que o desenvolvimento da possível 

refratariedade mediada pelo aumento da expressão de MDR1 não ocorre nos primeiros 

estágios do desenvolvimento embrionário ou não está constantemente sendo expresso por 
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outros tipos celulares dos pacientes com DCF a não ser o tecido cerebral adulto.  Durante a 

neurodiferenciação das células iPSC, os níveis de expressão de MDR1 mantiveram-se 

estáveis em muito próximos aos níveis expressos pelos fibroblastos, apenas com um aumento 

na expressão de MDR1 na última etapa da neurodiferenciação das iPSC dos pacientes 

controles.  

Esses resultados podem apontar que o possível mecanismo de resistência ao 

tratamento medicamentoso associado a MDR1 não ocorre durante o neurodesenvolvimento do 

córtex dos pacientes portadores de DCF e sim, possivelmente venha a ocorrer de forma 

gradual ao longo do desenvolvimento do individuo e seu cérebro já formado. Os altos níveis 

de expressão de MDR1 no cérebro dos pacientes com DCF podem também ser associados a 

um mecanismo de contato a diferentes fármacos e a então resistência adquirida, não sendo 

alterado nas células embrionárias e também durante a neurodiferenciação. 

A sinalização através de PI3K possui diferentes papéis nas diversificadas atribuições 

do corpo humano, regulando funções essenciais como crescimento celular, migração celular, 

diferenciação e sobrevivência (GROSS; BASSELL, 2014). Além de ser relacionada com 

essas funções vitais de sobrevivência celular, a atividade da via PI3K é também a chave de 

regulação das funções neuronais. A via PI3K transmite sinais de receptores de superfície 

celular a via AKT/mTOR, sendo essencial para a sinapse, para o desenvolvimento de espinhas 

dendríticas e para forma durável de plasticidade sináptica subjacente a memória e aprendizado 

(CUESTO et al., 2011;  JAWORSKI et al., 2005;  LEE, C. C.; HUANG; HSU, 2011). 

Portanto, no que se diz respeito ao desenvolvimento do cérebro, a via de sinalização 

PI3K/AKT/mTOR tem se mostrado centralmente importante para a edificação normal do 

cérebro, bem como alterações nessa via podem desencadear diversas doenças neurológicas em 

seres humanos (JANSEN et al., 2015).  

Os distúrbios de crescimento e desenvolvimento do cérebro são as causas mais 

significantes da epilepsia, comprometimento cognitivo, autismo e outros complexos 

problemas de ordem neurológica, sendo responsável por cerca de 100 diferentes descritas 

(HEVNER, 2015;  OLNEY, 2007). PI3K/AKT/mTOR é um grupo de proteínas 

multifuncionais que controlam diversas atividades celulares, incluindo a apoptose, a migração 

celular, a transformação, o trafego, a transcrição gênica e o metabolismo (CHAN; YE, 2012;  

RONG et al., 2003;  SHIBA et al., 2010;  TANG et al., 2008). No sistema nervoso central 

estas proteínas participam de uma grande variedade de funções, incluindo a sobrevivência 
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celular, o controle de apoptose, a migração neuronal, o desenvolvimento morfológico dos 

neurônios e o processo de neurotransmissão (KATSO et al., 2001;  WAITE; EICKHOLT, 

2010;  YAMAZAKI; ZAWALICH; ZAWALICH, 2010). 

Uma isoforma de PI3K por splicing alternativo, chamada de PIKE é um componente 

importante na sinalização de Netrina-1, que é responsável pela quimioatração das células 

migratórias e para formação dos prolongamentos axonais durante a neurogênese. A Netrina-1 

também controle a arborização do axônio e a formação das sinapses durante o 

desenvolvimento neural (CHAN; YE, 2012;  TANG et al., 2008). 

O protocolo de neurodiferenciação das células iPSC mostrou uma notável redução na 

expressão do gene PI3K nas células dos pacientes afetados em relação a células iPSC não 

diferenciadas. Nos pacientes do grupo controle, os níveis de expressão de PI3K durante as 

diferentes fases da neurodiferenciação foram muito semelhantes aqueles das células iPSC não 

diferenciadas.  Deficiências na expressão de PI3K podem promover alterações de diversas 

ordens durante a formação dos tecidos embrionários. Particularmente no SNC, funções 

substanciais para o acurado processo de desenvolvimento do cérebro podem ser afetadas pelas 

consequências desencadeadas por alterações na via PI3K, sendo englobados todos os 

processos essenciais para a formação cortical e as especuladas disfunções de cada um desses 

processos que podem estar envolvidos do desenvolvimento de diversas doenças cerebrais, 

especialmente as displasias corticais.  

A deficiência nos níveis de PI3K nas células iPSC dos pacientes portadores de DCF 

pode ser responsável em promover alterações na formação do cérebro através de modificação 

qualquer uma das etapas cruciais do neurodesenvolvimento, podendo influenciar na fase de 

proliferação das células precursoras, na fase de migração dos neuroblastos, implementação 

dos neuroblastos no córtex em formação, na diferenciação em neurônios específicos, no 

crescimento de prolongamentos axonais e formação de dendritos e no controle de morte 

celular programada. 

Os alicerces da displasia cortical focal então de certa forma baseados no 

funcionamento da via PI3K/AKT/mTOR.  Possíveis alterações nessa via certamente 

influenciam etapas da neurogênese e principalmente da corticogênese.  

As etapas desse complexo processo de formação do cérebro humano são regidas por 

uma infinidade de rotas e sinalizações celulares, sendo cada etapa de extrema importância 

para a que a procede.  
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O entendimento global do neurodesenvolvimento e do funcionamento normal do 

sistema cerebral, depende do conhecimento amplo da formação do cérebro, do padrão das 

conexões entre os neurônios, e entre as regiões cerebrais, bem como das comunicações 

sinápticas que constituem essas devidas conexões. 

Estudos com células iPSC de pacientes portadores de DCF permitirá uma 

investigação, em todas as fases do neurodesenvolvimento, das evidências clínicas e 

moleculares encontradas no tecido afetado adulto, devido a oportunidade que a metodologia 

das iPSC oferece.  

Além disso, as iPSC geradas permitirão simular in vitro os processos envolvidos na 

neurogênese embrionária e possíveis alterações que podem estar relacionadas com o 

desenvolvimento anormal do córtex cerebral que os pacientes com DCF apresentam. 

Alterações no potencial de migração celular, nos estímulos e nos potenciais de 

neurodiferenciação, nas vias de sinalização específicas são os alguns dos principais 

candidatos para as alterações encontradas no córtex de pacientes com DCF. Poderemos agora 

elucidar questões relacionadas a essas lacunas, gerando resultados únicos sobre a neurogênese 

embrionária e todos os processos envolvidos durante a formação cortical de indivíduos com 

DCF e relacionar as novas descobertas a fisiopatologia dessa doença esperando contribuir no 

futuro para aprimoramento do tratamento clínico deste distúrbio do desenvolvimento cortical.  
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Apresentamos aqui talvez o início da solução de uma grande especulação em relação 

ao entendimento do neurodesenvolvimento embrionário relacionado à displasia cortical focal, 

uma doença com gênese ainda não bem definida. A geração de células iPSC a partir de 

fibroblastos de pele foi estabelecida com êxito, possibilitando o direcionamento de novos 

estudos utilizando as células geradas, bem como a viabilidade de reprogramação de células de 

interesse de pacientes acometidos por outras doenças do sistema nervoso central.  

Nossos resultados apresentam diferenças no potencial de migração de células adultas e 

na expressão de genes relacionados a processos fundamentais do desenvolvimento normal do 

cérebro em de células iPSC e durante o processo de neurodiferenciação.  

Esses resultados sugerem que durante a neurogênese embrionária, neuroblastos de 

portadores de DCF podem ser mais sensíveis a estímulos migratórios, iniciando sua fase de 

migração antes do período fisiologicamente típico. Alterações em processos como de 

proliferação celular acentuada, deficiência de proteína de adesão celular, alteração na 

expressão de genes responsáveis pelo controle de apoptose e alteração na via PI3K 

responsável no sistema nervoso central pela sobrevivência celular, controle de apoptose, 

migração neuronal, desenvolvimento morfológico dos neurônios e processo de 

neurotransmissão sináptica puderam ser evidenciadas nas células dos pacientes com DCF em 

relação aos pacientes controle e podem estar relacionadas com a formação do cérebro com 

displasia. 

Baseado nesses resultados, a investigação isolada de cada um dos possíveis  

mecanismos envolvidos na formação do cérebro e potencialmente alterados nos pacientes com 

displasia cortical focal permitirá contribuir de forma relevante e considerável para o 

entendimento da neuroembriologia das displasias, especialmente da displasia cortical focal do 

tipo IIb. 
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