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Resum�
A epilepsia é a predisposição de desenvolver crises epilépticas espontâneas e

recorrentes. Ela é �ma das doenças do sistema nervoso mais com�ns na pop�lação m�ndial e
cerca de 30% dos pacientes apresentam Epilepsia Refratária, por isso existe grande interesse
em desenvolver novas formas de tratamento e est�dar a fisiopatologia da doença em modelos
animais. Uma das principais epilepsias refratárias é a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), q�e
cost�ma apresentar lesão na região do hipocampo denominada de Esclerose Hipocampal (EH),
por isso o hipocampo é �m dos focos epilépticos mais est�dados. Tradicionalmente �m
a�mento da expressão de IL - 1 beta e da ativação microglial são característicos de processo
inflamatório no sistema nervoso. A resposta inflamatória é �ma forma de defesa contra
agressões no local, mas q�ando exagerada pode a�mentar o dano no tecido, incl�sive na
epilepsia. Neste trabalho para identificar e q�antificar a tendência de perda ne�ronal e
processo inflamatório no hipocampo, após Status epilepticus ind�zido por pilocarpina foram
�sados 11 animais sobreviventes divididos em 3 gr�pos: Gr�po controle (n=5), apenas sol�ção
salina sem ser ind�zido à crises epiléticas, com tempo de sobrevida de 7 dias; Gr�po
pilocarpina 1 dia (n=3), animais com sobrevida até 1 dia após a ind�ção das crises; Gr�po
pilocarpina 7 dias (n=3), animais com sobrevida de até 7 dia após a ind�ção das crises. Em
seg�ida, foi feita a extração dos encéfalos e teste im�nohistoq�ímico com anticorpo anti-Ne�N
e antI-IL-1beta, para contagem cel�lar no padrão de marcação. Todos os esforços foram
aplicados para evitar o estresse excessivos dos animais d�rante os procedimentos. A
morfologia do hipocampo e a marcação das cél�las com o anticorpo Anti-Ne�N foi observada
nos três gr�pos, o gr�po controle apresento� mais cél�las do q�e os demais, já a marcação
Anti-IL-1beta foi mais fraca nos gr�pos controle e red�zida no gr�po pilocarpina 7 dias, e com
maior intensidade e expressão no gr�po pilocarpina 1 dia, os gr�pos foram comparados com o
teste estatístico Kr�skal-Wallis e não apresentaram diferenças significativas, porém �m padrão



de acordo com o previsto em est�do anterior do nosso gr�po q�e pode ser investigado com
o�tras amostragens sobre o desenvolvimento do processo inflamatório e s�a migração para as
diferentes áreas hipocampais e reafirmamos a relevância da prevenção e tratamento precoce
das crises.

P�l�vr�s-ch�ves: epilepsia; modelo animal; ne�roinflamação; análise q�antitativa; citocinas.



Abstr�ct
Epilepsy is the predisposition to develop spontaneo�s and rec�rrent epileptic seiz�res. It

is one of the most common diseases of the nervo�s system in the world pop�lation and aro�nd
30% of patients have Refractory Epilepsy, which is why there is great interest in developing new
forms of treatment and st�dying the pathophysiology of the disease in animal models. One of
the main refractory epilepsies is Temporal Lobe Epilepsy (TLE), which �s�ally presents a lesion
in the hippocampal region called Hippocampal Sclerosis (HS), which is why the hippocamp�s is
one of the most st�died epileptic foci. Traditionally, an increase in IL-1 beta expression and
microglial activation are characteristic of an inflammatory process in the nervo�s system. The
inflammatory response is a form of defense against local aggression, b�t when exaggerated it
can increase tiss�e damage, incl�ding in epilepsy. In this st�dy, to identify and q�antify the
tendency of ne�ronal loss and inflammatory process in the hippocamp�s after Stat�s epileptic�s
ind�ced by pilocarpine, 11 s�rviving animals were divided into 3 gro�ps: Control gro�p (n=5),
only saline sol�tion witho�t being ind�ced to epileptic seiz�res, with a s�rvival time of 7 days;
Pilocarpine gro�p 1 day (n=3), animals s�rviving �p to 1 day after seiz�re ind�ction; Pilocarpine
7-day gro�p (n=3), animals s�rviving �p to 7 days after seiz�re ind�ction. Then, the brains were
extracted and imm�nohistochemical testing was performed with anti-Ne�N and anti-IL-1beta
antibodies to co�nt cells in the marking pattern. Every effort was made to avoid excessive stress
to the animals d�ring the proced�res. The morphology of the hippocamp�s and the labeling of
cells with the Anti-Ne�N antibody was observed in the three gro�ps, the control gro�p presented
more cells than the others, Anti-IL-1beta marking was weaker in the control gro�ps and red�ced
in the 7-day pilocarpine gro�p, and with greater intensity and expression in the 1-day pilocarpine
gro�p, the gro�ps were compared �sing the Kr�skal-Wallis statistical test and did not show
significant differences, b�t a pattern was observed in accordance with that predicted in a
previo�s st�dy that can be investigated with other samples abo�t the development of the



inflammatory process and its migration to the different hippocampal areas and we reaffirm the
relevance of prevention and early treatment of crises.

Keyw�rds: epilepsy, animal model, ne�roinflammation, q�antitative analysis, cytokines
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O termo "Epilepsia" identifica �m conj�nto de condições ne�rológicas crônicas

caracterizadas por crises conv�lsivas periódicas e imprevisíveis (Engel, 1995). Na epilepsia há
�m deseq�ilíbrio na excitabilidade ne�ronal, de forma q�e as cél�las estão constantemente
excitadas, despolarizando, o q�e provoca os sintomas das crises epilépticas. A terminologia
para a Epilepsia é constantemente at�alizada pela Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE).

Crises epilépticas são sinais e sintomas, motores o� não, q�e evidenciam �ma f�nção
anormal do encéfalo devido à atividade excitatória excessiva e síncrona dos ne�rônios.
Conv�lsão é �m termo mais �tilizado para crises epiléptica com envolvimento motor e o Status
epilepticus (SE) se refere às crises de longas d�rações (Bl�me et al., 2001; Fisher et al., 2014;
Fisher et al., 2017a; Fisher et al., 2017b). Neste último, as crises podem d�rar mais de trinta
min�tos, o q�e a�menta o risco de lesões no tecido nervoso. Por isso, orienta-se observar os
pacientes no local das crises até 5 min�tos, e após esse período, a recomendação é
encaminhar o paciente para o atendimento médico (Meldr�m & Brierley, 1973; T�rski et al.,
1983; Gla�ser, 2007; Alb�q�erq�e & Cendes, 2011).

A Epilepsia é a predisposição do paciente de manifestar crises epilépticas recorrentes e
espontâneas, então �m paciente q�e apresento� �ma única crise epiléptica o� crise decorrente
de �m Acidente Vasc�lar Cerebral (AVC), tra�ma o� infecção não será diagnosticado
necessariamente com epilepsia (Fisher et al., 2014). Por s�a vez, as Síndromes Epilépticas
poss�em características típicas q�e ocorrem j�ntas, como tipo de crise, res�ltado do
Eletroencefalograma (EEG) e comorbidades, como exemplo das Síndromes de Dravet e
Lennox-Gasta�t (Scheffer et al., 2017).

A epilepsia é �ma das doenças do sistema nervoso mais recorrentes na pop�lação
m�ndial, e motiva a com�nidade científica em b�sca de medicamentos para as crises (World
Health Organization [WHO], 2015; WHO, 2019). Ao longo do tempo, várias classes de
medicamentos antiepilépticos foram sendo desenvolvidos, entretanto cerca de 30% dos
pacientes com epilepsia apresentam resistência aos medicamentos disponíveis, caso
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conhecido como Epilepsia Refratária (Kwan et al., 2010). Por isso, existe grande interesse em
desenvolver novas formas de tratamento para a epilepsia, entre as q�ais estão: cir�rgias;
técnicas de ne�romod�lação, �so de dieta cetogênica, e participação do sistema
endocanabinoide (Sander, 1993; Kwan et al., 2010; Per�cca & Gilliam, 2012; Yac�bian et al.,
2014). Umas das epilepsias refratárias mais com�ns é a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)
(Fernandes, 2013; Nakahara, 2018) considerada focal, por acometer a região específica q�e
lhe nomeia, nesse tipo freq�entemente se encontra �ma lesão na forma de perda ne�ronal na
região do hipocampo conhecida como Esclerose Hipocampal (EH) (Babb et al., 1984; Blümcke,
2009) o�tros achados patológicos, também presentes, são ne�rodegeneração (perda de
cél�las nervosas), ne�rogênese (prod�ção de novos ne�rônios), assim como, gliose (a�mento
de cél�las gliais), brotamento axonal e alteração na matriz extracel�lar (Thom, 2014; Cristina
et al., 2020). Por isso, o hipocampo é �m dos principais focos epilépticos est�dados (Fig�ra 1).
Figur� 1
Representação do hipocampo

Nota. Corte coronal do encéfalo de rato Fonte: Bear et al.( 2017).
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O hipocampo é �ma estr�t�ra localizada no Lobo Temporal compondo o sistema

límbico, ele é conhecido por f�nção relacionada com memória e aprendizagem e ter �ma
constit�ição anatômica dividida em s�bcampos nomeados de Ca1, Ca2, Ca3, Ca4 (Giro
denteado) e Hilo (Andersen et al., 2007).
Figur� 2
Indicação dos Subcampos do Hipocampo

Nota. A: s�bcampos Ca1; Ca2; Ca3 e Giro Denteado. Fonte: Ishiz�ka et al. (1995); Andersen et al. (2007).B: s�bcampos Ca1; Ca3 e hilo em rato Wistar com epilepsia. Fonte Scorza et al. (2006).
Figur� 3
Perda celular nos Subcampos do Hipocampo

Nota. Áreas anteriormente conhecidas como H1 (Sommer), H2 e H3. A fig�ra mostra perda cel�larprincipalmente em H1 e H3, porém mais preservada em setor resistente H2. (Falconer, 1974)
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Na epilepsia com�mente encontra-se perda ne�ronal nas regiões hipocampais Ca1,

Ca3, Ca4, com menor dano na região Ca2, mais preservada por processos ainda não bem
conhecidos, mas q�e levo� a �m maior interesse dos pesq�isadores para essas áreas mais
lesionadas (Falconer, 1974; Margerison & Corsellis, 1966; Scorza et al., 2006), cont�do,
observa-se �m crescente interesse para a região Ca2, pelos pesq�isadores (Whitebirch et. al,
2022; D�dek et al., 2023).

Modelos experimentais com animais são �sados para reprod�zir total o� parcialmente
características clínicas q�e podem ser comparadas com aq�elas vistas nos seres h�manos o�
o�tras espécies. Os modelos animais de epilepsia podem ser do tipo ag�do e do tipo crônico o
q�al necessita de maior c�idado, trabalho e c�sto econômico. Esses modelos reprod�zem
crises epilépticas recorrentes ao longo do tempo, a fim de observar aspectos fisiopatológicos
semelhantes aos de pacientes com epilepsia. (Garcia et al., 2009). Os modelos de epilepsia
podem ser classificados seg�ndo o tipo de crise q�e eles provocam: modelos de crises focais,
modelos de crises generalizadas e modelos de Status epilepticus (SE). Os modelos de crises
focais pelo �so de s�bstâncias conv�lsivas o� estim�lação elétrica promovem �ma agressão
inicial, para provocar �ma lesão com potencial de gerar crises, q�e podem ser �sados em
modelos de crises ag�das, após essa fase ocorre �m período de latência, a�sência de crises e
com alterações estr�t�rais e f�ncionais do tecido nervoso até a fase crônica, na q�al �m estado
de hiperexcitabilidade proporciona crises epilépticas recorrentes e espontâneas. (Garcia et al.,
2009)

Os modelos de crises generalizadas �tilizam animais geneticamente modificados, o�
espécies q�e tenham �ma predisposição para apresentar crises epilépticas, entre os tipos de
crises generalizadas pode-se elencar: crises de a�sências, crises reflexas e crises tônico-
clônica generalizada. Os modelos de Status epilepticus, principalmente pela administração
sistêmica de ácido caínico (KA) o� pilocarpina (PILO), tentam explicar mecanismos
fisiopatológicos relacionados ao Status epilepticus, os déficits ne�rológicos relacionados e
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a�xiliar na b�sca de tratamentos eficazes. Os modelos de SE permitem observar tanto as
m�danças anatômicas na fase tardia, como m�danças q�e ocorrem na fase inicial d�rante a
epileptogênese.(Garcia et al., 2009).

Um modelo animal ideal apresentaria tanto características clínicas das doenças, como
as s�as ca�sas, entretanto este modelo ainda não foi encontrado. Os modelos são
selecionados pelo se� desenho e objetivos da pesq�isa (Garcia et al., 2009). O modelo de
epilepsia por Pilocarpina é est�dado desde 1983 e �sado para promover alterações
comportamentais semelhantes a da epilepsia. T�rski e colaboradores já sabiam da importância
f�ncional da acetilcolina e se�s análogos, além dos inibidores da acetilcolinesterase (enzima
q�e catalisa a acetilcolina) como desencadeadores de epileptogênese no sistema nervoso, por
isso investigaram se a Pilocarpina (PILO), �m agonista colinérgico, já �sado como colírio para
gla�coma, seria capaz de desencadear crises. Um estado epiléptico ag�do, com crise tônico-
clônica generalizada como evento inicial, foi observado possível de ser aplicado em �m modelo
animal de epilepsia. (T�rski et al., 1983; T�rski et al., 1984)

T�rski et al. (1983) demonstraram q�e o modelo de pilocarpina era �m bom modelo de
Epilepsia do Lobo Temporal (freq�ente nos casos de epilepsia refratária), e q�e provocava
achados eletroencefalográficos e ne�ropatológicos semelhantes às lesões cerebrais de
pacientes com epilepsia, além de descreverem a evol�ção comportamental das crises a partir
de �ma escala já conhecida elaborada por Racine em 1972 e �sada em m�itos modelos de
epilepsia at�almente. Nessa escala os animais são observados ao longo das crises e são
identificadas 5 fases progressivas. A Tabela 1 apresenta o comportamento na escala de Racine
(Racine,1972).
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T�bel� 1
Comportamento na Escala de Racine

Fase Apresenta
1 Movimentos b�cais e faciais
2 Aceno de cabeça
3 Clôn�s do membro anterior
4 Elevação
5 Elevação e q�eda

Devido à po�ca informação da época sobre registro elétrico em ratos, Racine examino�
a correlação entre atividade epileptiforme de pós-descargas (After disch�rges - ADs) e crises
motoras nos animais. Considerando q�e a estim�lação elétrica dimin�iria o limiar para a
ocorrência de pós-descargas, gr�pos de animais foram implantados com eletrodos para
estim�lar eletricamente a amígdala e o hipocampo. No primeiro gr�po, �ma corrente s�blimiar
foi testada na amígdala e no hipocampo, no seg�ndo gr�po o�tra corrente de baixa intensidade
foi testada na amígdala e no hipocampo e no terceiro gr�po �ma corrente de alta intensidade
foi aplicada apenas na amígdala. Os animais foram observados com a escala de 5 pontos.
Racine observo� q�e as pós-descargas eram cr�ciais para o desenvolvimento de conv�lsões
motoras, porém �ma vez q�e o limiar era atingido não havia m�ita diferença entre �ma baixa
o� alta intensidade para o desenvolvimento das crises. (Racine,1972).

Pesq�isas com modelo de Pilocarpina para o est�dar o envolvimento do hipocampo na
epilepsia ainda são feitos em tempo mais recente. Em 2022 B�ckmaster e colaboradores
�tilizando modelo de pilocarpina prop�seram q�e a região ventral do hipocampo é �ma zona
primária para a ocorrência de crises epilépticas e ao inativar a região ventral os animais
apresentaram menos crises q�e ao inativar região dorsal hipocampal, e não viram diferença na
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inativação da amígdala. Em o�tro est�do, com modelo de pilocarpina, Mátyás observo� q�e
todos os animais com crises epilépticas apresentaram esclerose hipocampal, além disso, os
animais com crise tiveram piora na memória e aprendizagem e a�mento da ativação microglial.
E em 2023, Grote com s�a eq�ipe de pesq�isa identificaram q�e m�itos pacientes c�ja crises
persistiam mesmo após a cir�rgia de remoção do hipocampo q�e at�aria como foco epiléptico
não apresentavam esclerose hipocampal, mas apenas gliose reconhecendo este q�adro como
�ma nova síndrome q�e não se beneficiariam somente com a cir�rgia, mas necessita de novas
estratégias de tratamento (B�ckmaster et al., 2022; Mátyás et al., 2022; Grote et al., 2023).

A pesq�isa ne�robiológica é desenvolvida por várias técnicas laboratoriais entre elas a
im�nohistoq�ímica, técnica q�e tem a f�nção de permitir a vis�alização de estr�t�ras tecid�ais
e cel�lares, q�ando é aplicada para cél�las isoladas o� agr�padas sem matriz extracel�lar
chama-se im�nocitoq�ímica, com alg�mas similaridades procedimentares, mas diferente da
im�nohistoq�ímica na forma de obtenção do material e esta ser aplicada a �m tecido com s�as
diferentes estr�t�ras. A base da im�nohistoq�ímica é constit�ída por �m marcador acoplado a
�m anticorpo q�e se associa a �m antígeno no tecido, por ca�sa da marcação visível do
marcador conseg�e-se vis�alizar as estr�t�ras a serem analisadas (Ferro, 2014). Essa técnica
é com�mente �tilizada para est�dos ne�ropatológicos incl�indo para epilepsia.

Além de observar a perda ne�ronal no tecido nervoso a im�nohistoq�ímica, também
pode a�xiliar no est�do do processo inflamatório. A inflamação ocorre em tecidos
vasc�larizados, como �ma resposta im�nológica contra o ca�sador de �ma lesão inicial e
tentativa de resta�rar o estado normal do local lesionado (K�mar et al., 2018; De Pa�lo et al.,
2010). O processo inflamatório é composto por três elementos: a�mento do fl�xo sang�íneo,
pela dilatação dos vasos; a�mento da permeabilidade vasc�lar q�e favorece a saída de cél�las
e o�tras s�bstâncias até o local da lesão; e ac�m�lo de cél�las e mediadores inflamatórios na
região lesionada, para combater o agente agressor (físico, q�ímico o� biológico) (K�mar et al.,
2018; Armaganijan et al., 2006; Camargo et al., 2004).
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Figur� 4
Componentes das respostas inflamatórias

Nota. Fonte: K�mar et al., 2013. Destaq�e em vermelho para o vaso sang�íneo, do q�al os componentes
do processo inflamatório chegam a vários tecidos.

São sinais com�ns na inflamação: vermelhidão (r�bor), a�mento da temperat�ra (calor),
edema (t�mor, “inchaço”), dor e a perda de f�nção da região, q�ando mais grave (Davies &
Hagen, 1997; Santos Júnior, 2003).

As citocinas são polipeptídeos prod�zidos por diferentes cél�las q�e agem como
mediadores inflamatórios na resposta im�ne inata o� específica; os mediadores inflamatórios
são s�bstâncias q�e iniciam o� reg�lam a inflamação, como exemplo, a família da interle�cina
1, da q�al a interle�cina - 1 beta (IL- 1β) é �ma das principais (K�mar et al., 2018). A IL- 1beta
é �ma proteína prod�zida por várias cél�las, como le�cócitos, cél�las endoteliais, epiteliais e
no sistema nervoso, por micróglias e astrócitos; f�ncionalmente envolvida na resposta da
im�nidade inata e mais recentemente foi atrib�ído a ela �m valor de mediador ne�rofisiológico,
para além do inflamatório, e essencial para a homeostasia dos sistemas orgânicos (Gi�lian et
al., 1986; Davies et al., 1999; Lima, 2023). Já o receptor ao q�al a IL1- beta se liga, o receptor
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de IL-1 tipo I (IL-1R1), estaria presente em cél�las endoteliais, ependimárias, cél�las do plexo
coroide, ne�rônios do giro denteado, e também expresso em nível menor por astrócitos, mas
não por micróglias (Li� et al., 2019).
T�bel� 2
Papel atribuído a interleucina - 1 beta

Interleucin� - 1 bet�Infl�m�tóri� Neur�fisi�lógic�Expressão de citocinas e q�imiocinasinflamatórias Sobrevivência ne�ronal
Infiltração de le�cócitos Crescimento de ne�ritosFagocitose Poda sinápticaAtividade Bactericida Transmissão sinápticaAtividade do sistema complemento Ne�roplasticidadeAtivação da im�nidade adaptativa F�nções ne�roendócrinasAntine�rogênicoNota. Lima, 2023

Tradicionalmente �m a�mento da expressão de IL - 1 beta e da ativação microglial são
característicos de processo inflamatório no sistema nervoso (Gi�lian et al., 1986; Dinarello,
1997; Davies et al., 1999) e a resposta inflamatória pode agravar doenças ag�das e crônicas
nesse sistema (Li� et al., 2007; Mendiola & Cardona et al., 2018). As cél�las gliais em torno
dos ne�rônios também desencadeiam respostas im�nes, além de fornecerem s�porte, barreira
protetora e n�trição para os ne�rônios (Ransohoff & Perry, 2009; B�ffo et al., 2010)

A micróglia é �ma linhagem macrofágica no sistema nervoso central, ela se apresenta-
em estado de repo�so, q�ando não há indícios patológicos e exec�ta varred�ras no tecido,
como “vigilantes” (Nimmerjahn et al., 2005). Ela também apresenta-se em estado ativo, q�ando
ocorre alteração morfológica na cél�la microglial, expressão de receptores na s�perfície cel�lar
(Kre�tzberg 1999) e liberação de citocinas e q�imiocinas, como a IL- 1 beta (Gi�lian et al.,
1986). Doenças ne�rodegenerativas, tra�mas, t�mores, acidentes vasc�lares, s�bstâncias
excitotóxicas, a exemplo do gl�tamato, ATP, ADP podem ind�zir alterações na micróglia
(Kre�tzberg 1999).
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Então, a resposta inflamatória é claramente �ma forma de defesa contra a ca�sa inicial

de agressão, mas esta resposta q�ando exagerada pode a�mentar o dano no tecido incl�sive
na epilepsia (De Pa�lo, 2010). Devido à alta prevalência na sociedade, pela necessidade de
novos tratamentos e pelas conseq�ências nas vidas dos pacientes e familiares, assim como, os
danos nos s�bcampos hipocampais, faz-se necessário est�dar crises epilépticas, com modelos
animais de epilepsia.

Objetiv�s
Objetiv� Ger�l:

Identificar e q�antificar a tendência de perda ne�ronal e processo inflamatório nas áreas
hipocampais Ca1/Ca2 em direção Ca3, em modelo animal ag�do de epilepsia ind�zida por
pilocarpina.
Objetivos específicos:

· Selecionar para contagem de cél�las os animais q�e apresentarem crises a
partir da fase 3 da escala de Racine;

· Q�antificar a marcação Anti-Ne�N e Anti-IL-1b entre hipocampos de ratos
ad�ltos q�e sofreram e não sofreram Status Epilepticus;

· Q�antificar a marcação Anti-Ne�N e Anti-IL-1b em hipocampos de ratos ad�ltos
q�e sofreram Status Epilepticus, com tempos de sobrevida de 1 e 7 dias;

Mét�d�s
De�-se seg�imento ao trabalho do nosso gr�po de pesq�isa (Da Silva, 2023), no q�al

foram ind�zidas crises epilépticas nos animais através do modelo de pilocarpina. Em seg�ida,
os animais foram observados q�anto a intensidade e freq�ência das crises a partir da Escala
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de 5 pontos de Racine. Terminada a observação cada animal foi levado para perf�são (de
acordo com o gr�po), a fim de fixar os tecidos para est�do ne�ropatológico, e feita a análise
dos tecidos montados nas lâminas. Os procedimentos foram realizados no Laboratório de
Ne�robiologia localizado no Instit�to de Ciências Biológicas da UFPA e na Seção de Patologia
Clínica e Experimental do Instit�to Evandro Chagas.
Anim�is

Rattus norvegicus (raça Wistar) de 250-300g foram mantidos em gaiolas em
temperat�ra ambiente de 25ºC, com disponibilidade de ág�a e comida e respeitando o ciclo
claro-esc�ro de 12h. Os experimentos ocorreram entre 8h30 e 16h. Trinta ratos foram
man�seados para a pesq�isa e somente aq�eles sobreviventes ao tempo determinado foram
empregados para a análise, �m total de 11 animais divididos em 3 gr�pos: gr�po controle
(n=5), administrada apenas sol�ção salina sem ser ind�zido à crises epiléticas, com tempo de
sobrevida de 7 dias; gr�po 1 dia (n=3), animais com sobrevida até 1 dia após a ind�ção das
crises; gr�po 7 dias (n=3), animais com sobrevida até 7 dia após a ind�ção das crises. Todos
os esforços foram aplicados para evitar o estresse excessivos dos animais d�rante os
procedimentos. O projeto foi s�bmetido ao Comitê de Ética em Pesq�isa com Animais de
Experimentação da UFPA (CEUA/UFPA) - CEUA Nº 3347221217. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as normas s�geridas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentação Animal (CONCEA).

Pr�cediment�s de Induçã� d�s crises p�r m�del� de pil�c�rpin� de Status Epilepticus(SE).
Os animais foram transferidos para gaiolas individ�ais 30 min antes de cada

procedimento para habit�ação, após esse período foi administrado 1 mg/kg s.c (via
s�bc�tânea) de Metil-escopolamina 30 min antes da pilocarpina para aten�ar os efeitos
colinérgicos periféricos da pilocarpina. Passados os min�tos os animais receberam 325 mg/kg
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i.p (via intraperitoneal) de pilocarpina dil�ída em 10 mL de sol�ção salina. E os estágios das
crises foram avaliados de acordo com a Escala de Racine por 1h, após essa hora cada gr�po
recebe� o tratamento de 10mg/kg de Diazepam para interr�pção das crises. Baseado em
(T�rski et al., 1983; T�rski et al., 1984; Racine,1972).

As crises motoras foram avaliadas seg�ndo Escala de 5 pontos: 1) Movimentos b�cais e
faciais; 2) Balançar a cabeça; 3) Clôn�s do membro anterior; 4) Elevação 5) Elevação e q�eda.
Comp�seram os gr�pos os animais q�e alcançarem entre 3 e 5 da escala (Racine,1972).

Perfusão e craniotomia
Cada animal de acordo com o gr�po foi levado para perf�são, craniotomia,

criopreservação e secção tecid�al dos encéfalos.
Os animais foram anestesiados com 10 mg/kg i.p de xilazina e 80 mg/kg i.p de cetamina

e os reflexos dos animais testados, após a a�sência de respostas é feita a perf�são.
Na perf�são é feito �m corte na região ventral do animal para expor a caixa torácica e

ter acesso ao coração. O coração (no ventríc�lo esq�erdo) é conectado a �m sistema hídrico
para a passagem de sol�ção salina 0,9% com heparina (1mL/L) a fim de lavar o sang�e dos
órgãos do animal, além disso, para q�e a sol�ção circ�le e não ac�m�le líq�ido com risco de
romper os tecidos é feito �m peq�eno corte no átrio direito do coração. Após a salina, é
passado pelo coração sol�ção de paraformaldeído de 4% para fixar os tecidos do animal
d�rante 3h.

O procedimento de craniotomia consiste na decapitação do animal e retirada do
encéfalo armazenado em tampão fosfato 0,1 M. O encéfalo é criopreservado com sol�ção de
sacarose em tampão fosfato 0,1M, após a crioproteção, os tecidos são imersos no meio de
incl�são Tiss�e-TeK OCT 4583 (SAKURA), congelados e cortados coronalmente em criostato
Leica CM3050 a 30 μm. As secções são acondicionados em sol�ção anti-congelante na
geladeira.
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Imunohistoquímica
Após a fixação e extração do encéfalo foi �tilizado o material armazenado seccionado,

para técnica de im�nohistoq�ímica.
Primeiro as secções encefálicas foram lavadas com ág�a destilada (5 min�tos) + PBS

(Sol�ção Tampão Fosfato). Logo em seg�ida, foi feita a rec�peração antigênica por alta
temperat�ra, para reverter possíveis alterações no tecido provenientes da fixação, com sol�ção
de ácido cítrico em banho Maria a 90º C por 20 min�tos, e então, foi feita �ma seg�nda
lavagem com ág�a destilada + PBS por 5 min�tos.

Em seg�ida, foi realizada a permeabilização do material com sol�ção de Saponina
d�rante 10 min�tos. E então o�tras d�as lavagens de PBS, por 5 min�tos cada.

Foi feito o bloq�eio de proteínas inespecíficas com BSA (Bovine Ser�m Alb�min) 10%
por 30 min�tos.

E finalmente a inc�bação com os respectivos anticorpos primário (aq�eles q�e se ligam
ao antígeno de interesse) por toda a noite (overnight). A Tabela 2 contém os anticorpos
primários �tilizados.

No dia seg�inte foram feitas d�as lavagens para remoção do excesso de anticorpo
primário, em PBS por 5 min�tos cada. A Tabela 2 contém os anticorpos primários �tilizados.
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T�bel� 3
Anticorpos Primários Utilizados
Anticorpo Primário Diluição Fabricante Função
Anticorpo monoclonal anti-
Ne�N de cam�ndongo

1:50 LSBio
(LS-C312122)

Marcar Ne�rônios mad�ros

Anticorpo policlonal anti-IL-
1β feito em coelho

1:100 Abcam
(ab9722)

Marcar a expressão da
citocina pró-inflamatória IL-
1β

Em seg�ida, foi aplicado a técnica Labelled Streptavidin Biotin (LSAB): primeiro as
amostras, já expostas ao anticorpo primário na etapa anterior, foram inc�badas em �m ligante
biotinilado contendo IgG anti-cam�ndongo e anti-coelho (fabricante Dako REF K0675) por 30
min�tos a 37º C, como anticorpo sec�ndário.

Mais d�as lavagens em PBS, por 5 min�tos cada, e �ma inc�bação em Streptavidina
conj�gada a enzima Horseradish Peroxidase (HRP), por 30 min�tos a 37ºC (fabricante Dako
REF K0675), para marcação q�e foi revelado com DAB (Diaminobenzidine), cromógeno incolor
q�e ao ser oxidado pela HRP adq�ire cor castanha.

Então, após a inc�bação com a Streptavidina conj�gada a HRP foram feitas d�as
lavagens com PBS por 5 min�tos cada, e feita a revelação com a sol�ção de DAB, na q�al o
tempo de revelação varia entre 30 seg�ndos e 2 min�tos e a reação foi interrompida com a
lavagem das amostras em PBS.

As secções marcadas foram montadas em lâminas, para isso elas passaram pelos
processos de desidratação e diafanização, com �ma bateria de: álcool 70%, 80%, 90%, 100%,
100%, xilol 1 e xilol 2 (2 min�tos em cada sol�ção).

Para finalmente realizar a montagem com Permo�nt (Fisher Scientific) e lamín�las para
proteção tecid�al.
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Todas as etapas seg�iram o protocolo padrão do laboratório de Im�nohistoq�ímica, da

Seção de Patologia Clínica e Experimental (SAPEX), do Instit�to Evandro Chagas (IEC).
Figur� 5
Representação das etapas da Metodologia

Nota. (Pilo= Pilocarpina).

Análise qu�ntit�tiv�
Após a identificação de cada área hipocampal de interesse foi feita a análise. As

análises foram realizadas em �m microscópio óptico binoc�lar (Motic, modelo BA310E)
acoplado a �m sistema de capt�ra de imagem do próprio modelo (Moticam 5+5.0 MP/ USB 3.0)
no software Motic Imagem Pl�s 3.0

Foram contados em cada hipocampo da secção encefálica: 8 campos adjacentes na
região de transição de Ca1/Ca2 em direção Ca3, para ser feita a contagem man�al das cél�las
marcadas pelo processo de im�nohistoq�ímica, a partir de �m retíc�lo de contagem q�adrado
(10x10, de área 254μmx254μm ) sobre a imagem vis�alizada na objetiva de 40x do
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microscópio. Ao todo foram contados 528 campos para a marcação Ne�N e 513 campos para a
marcação IL-1b.

Figur� 6
Representação do retíc�lo de contagem

Nota. As cél�las foram contadas dentro de 8 campos adjacentes na região hipocampal indicada pelo
retâng�lo vermelho na fig�ra.

Análise est�tístic�
Foi realizado �m somatório da q�antidade de cél�las contadas em cada campo, para

cada indivíd�o, e foi realizada �ma análise de comparação entre os gr�pos com gra� de
significância α= 0,05 �tilizando o teste estatístico Kr�skal-Wallis, com o a�xílio do programa
IBM® SPSS® Statistics.
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Result�d�s

Figur� 7
Fotomicrografias do Hipocampo

Nota. O retâng�lo branco na imagem representa a região hipocampal, na q�al foi realizada a contagemnos gr�pos controle (C), pilocarpina 1 dia (Pilo 1) e pilocarpina 7 dias (Pilo 7), da marcação ne�ronal(Ne�N) e expressão de citocinas (IL-1b). Indicação da escala em 1000μm (linha horizontal branca), em
a�mento de 4x em A e escala de 500μm (linha horizontal preta),em a�mento de 40x em B.
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As crises epilépticas foram ind�zidas nos animais e a freq�ência e intensidade das

crises observadas de acordo com a escala de Racine, 11 animais sobreviveram ao tempo
estabelecido, com os q�ais q�antifico�-se a marcação Anti-Ne�N e Anti-IL-1b nos tecidos
hipocampais dos animais de acordo com os gr�po controle, pilocarpina 1 dia e pilocarpina 7
dias.

A morfologia do hipocampo e a coloração das cél�las marcadas com o anticorpo Anti-
Ne�N foi observada presente nos três gr�pos (fig�ra 7), já a marcação Anti-IL-1b foi mais fraca
nos gr�pos controle, sem crises, e também no gr�po pilocarpina 7 dias, e com maior
intensidade no gr�po pilocarpina 1 dia.
T�bel� 4
Quantidade de células marcadas por indivíduo/rato.

Grup� R�t� NeuN IL-1bControle 1 2299 485Controle 2 2593 285Controle 3 2462 86Controle 4 1480 478Controle 5 1811 867Pilo 1 dia 1 2631 212Pilo 1 dia 2 2680 1735Pilo 1 dia 3 2033 1038Pilo 7 dias 1 2622 731Pilo 7 dias 2 1443 250Pilo 7 dias 3 1981 86
Nota. Q�antificação de ne�rônios e expressão de interle�cinas -1b. Pilo = pilocarpina.
T�bel� 5
Quantidade de células marcadas por grupo.

M�rc�çã� Grup�c�ntr�le Grup�pil�c�rpin� 1 di� Grup�pil�c�rpin� 7 di�s T�t�l
NeuN 10645 7344 6046 24.035IL-1b 2201 2985 1067 6.253

Nota. Q�antificação de ne�rônios e expressão de interle�cinas - 1b. Pilo= pilocarpina.
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T�bel� 6
Estatística Descritiva NeuN

Descritiv�sNeuN Grup�c�ntr�le Grup�pil�c�rpin� 1 di� Grup�pil�c�rpin� 7 di�sMédi� 2129,00 2448,00 2015,33Medi�n� 2299,00 2631,00 1981,00Desvi� P�drã� 468,351 360,235 590,249V�riânci� 219352,500 129769,000 348394,333Percentil (25) 1811,0000 2332,0000 1712,0000Percentil (75) 2462,0000 2655,5000 2301,5000
Nota. Percentil de T�rkey’s Hinger..

T�bel� 7
Estatística Descritiva IL-1b

Descritiv�sIL-1b Grup�c�ntr�le Grup�pil�c�rpin� 1 di� Grup�pil�c�rpin� 7 di�sMédi� 440,20 995,00 355,67Medi�n� 478,00 1038,00 250,00Desvi� P�drã� 289,456 762,410 335,232V�riânci� 83784,700 581269,000 112380,333Percentil (25) 285,0000 625,0000 168,0000Percentil (75) 485,0000 1386,5000 490,5000
Nota. Percentil de T�rkey’s Hinger.

Tomando como referência os valores das medianas encontradas, o gr�po pilocarpina 1
dia apresento� maior valor do q�e o gr�po controle e gr�po pilocarpina 7 dias, nessa ordem,
tanto para a marcação Ne�N como para a expressão de IL-1b (ver tabelas 6 e 7). Apesar disso,
não se observo� diferença estatística significativa entre os gr�pos controle e pilocarpina 1 dia e
7 dias para Ne�N (fig�ra 8A), nem para os gr�pos controle, pilocarpina 1 dia e 7 dias para IL-1b
(fig�ra 8B) ao realizarmos o teste não paramétrico Kr�skal-Wallis.
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Figur� 8
Quantificação de neurônios e expressão de interleucinas-1b

Nota. A: Representação da q�antificação ne�ronal com a marcação do anticorpo anti-Ne�N. B:Representação da q�antificação das citocinas expressas com a marcação do anticorpo anti-IL-1b.

A

B
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Marcação Ne�N em A: Gr�po controle (mediana = 2299;) Gr�po pilocarpina 1 dia (mediana = 2631);Gr�po pilocarpina 7 dias (mediana = 1981); Kr�skal-Wallis sig =0,257. Marcação IL-1b em B: Gr�pocontrole (mediana = 478;) Gr�po pilocarpina 1 dia (mediana = 1038); Gr�po pilocarpina 7 dias (mediana= 250); Kr�skal-Wallis sig =0,416.

Discussã�
At�almente é bem estabelecida a importância das estr�t�ras límbicas, como o

hipocampo, para a ocorrência de crises epilépticas em pacientes com Epilepsia do Lobo
Temporal Mesial (ELTM), nesses pacientes freq�entemente se encontra �ma lesão no
hipocampo, a Esclerose Hipocampal, por esse motivo �m dos tratamentos mais indicados para
lidar com a refratariedade dessa epilepsia é a remoção cirúrgica do hipocampo q�e at�a como
foco epiléptico no indivíd�o (Boling, 2018).

Nossos dados no levam a pensar sobre a ação inflamatória ne�ronal em resposta à
agressão inicial das crises, e como está de acorde com trabalhos clássicos de pilocarpina
(T�rski et al., 1984; C�ria et al., 2008), em q�e a perda ne�ronal é mais evidente em período
maior de observação dos animais, modelos crônicos de epilepsia, diferente desta proposta q�e
analiso� �m modelo ag�do de Status epilepticus, para observar possíveis alterações iniciais no
tecido nervoso.

B�scamos observar o efeito inicial de crises epilépticas ao delimitar �ma área de
transição Ca1/Ca2 em direção Ca3 para a contagem, a partir de comparações com a literat�ra,
�ma vez q�e a região Ca2 é de difícil identificação sem técnicas de marcação mais específicas
como as im�nofl�orescências associadas a marcações enzimáticas, a exemplo PCP4 (D�dek
et al., 2022), o q�e nos interessa investigar f�t�ramente, entretanto im�nofl�orescências tem
s�a visibilidade comprometida com o passar do tempo o q�e dific�lta a contagem.

Além disso, a área Ca2 hipocampal é tradicionalmente vista como mais preservada da
degeneração ne�ronal, do q�e s�as vizinhas Ca1 e Ca3 (Falconer, 1974; Whitebirch et. al.,
2022), principalmente em seres h�manos e modelos animais observados por �m tempo maior.
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T�do isso nos indica sobre a importância de se prevenir e administrar o tratamento mais
adeq�ado para as crises de forma precoce, já q�e a recorrência das crises é �m fator relevante
na degeneração ne�ronal.

Ao considerar os papeis inflamatórios e mais recentemente o ne�rofisiológico da
interle�cina - 1 beta, é compreensível a s�a presença no gr�po controle e nos gr�pos ind�zidos
a terem crises epilépticas.

Não identificamos perda ne�ronal, nem diferença significativa no processo inflamatório
na análise q�antificativa realizada. Embora, diferença significativa entre os gr�pos controle,
pilocarpina 1 dia e 7 dias para IL-1b (fig�ra 8B) não tenha sido observada, chamo� atenção o
fato do gr�po pilocarpina 1 dia expressar mais cél�las marcadas pelo anticorpo Anti-IL-1b, do
q�e o gr�po controle e gr�po pilocarpina 7 dias (tabela 7 e fig�ra 8B), por isso, retiramos dados
discrepantes do gr�po pilocarpina 1 dia e 7 dias apenas para verificar a q�antificação entre os
gr�pos (fig�ra 9).
Figur� 9
Expressão de interleucinas-1b

Nota. Representação da q�antificação das citocinas expressas com a marcação do anticorpo anti-IL-1b.
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Na fig�ra 9, o gr�po pilocarpina 1 dia não se sobrepõe aos demais, como na fig�ra 8B.
Embora não apresentado diferença significativa, o padrão de cél�las marcadas em q�e ho�ve
�m a�mento no gr�po pilocarpina 1 dia e red�ção no gr�po pilocarpina 7 dias permanece�,
apesar da retirada dos dados discrepantes, porém devido ao número de animais sobreviventes
não podemos abrir mão dos dados. Cont�do, esse padrão foi previsto em trabalho q�alitativo
anterior do nosso gr�po de pesq�isa (Da Silva, 2023), o q�e pode ser indicativo de �ma
tendência de variação a ser confirmada, q�ando mais animais forem colocados na amostra. A
letalidade do modelo de pilocarpina, também observada em o�tros trabalhos (Whitebirch et al.,
2023), red�zi� a q�antidade de indivíd�os em cada gr�po o q�e pode ter implicado nos
res�ltados estatísticos.

Pensando nessa red�ção do gr�po 7 dias é possível q�e �m dano no encéfalo não
afete todas as estr�t�ra sim�ltaneamente (Bragin et al., 2009). Em 2022 e 2023 Alexander
Whitebirch e colaboradores resgataram os trabalhos de Williamson e Spencer (1994) e Wittner
et al. (2009) sobre o envolvimento de Ca2 na geração e propagação das crises para o�tras
áreas, por isso Whitebirch et al. (2022), também com o modelo de pilocarpina, fizeram o
registro eletrofisiológico de fatias hipocampais e silenciamento de cél�las da área Ca2, onde
encontraram q�e a região Ca2 apresento� maior excitabilidade e red�ção da inibição, o q�e é
coerente com com o desbalanço excitatório das crises epilépticas, também observaram
a�mento da propagação excitatória no principal alvo de Ca2, a área Ca1, a q�al é �ma das
mais afetadas com a perda ne�ronal, além disso os animais silenciados em Ca2 apresentaram
menos crises, com isso eles propõe o envolvimento de Ca2 na geração e propagação das
crises, e nos faz pensar q�e o processo inflamatório migre para o�tras regiões hipocampais em
seg�ida, assim como, s�gerem Ca2 para �m possível alvo terapê�tico contra as crises
epiléticas (Whitebirch et al., 2022, 2023).
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C�nsider�ções fin�is
O modelo de pilocarpina foi eficaz para a ind�ção do Status epilepticus nos animais, a

investigação feita neste trabalho propõe q�e pesq�isas f�t�ras sejam realizadas sobre a ação
das citocinas no cérebro em crise, com �m número maior de animais em cada gr�po, o� a
escolha (o� adaptação) de �m modelo q�e vise menor letalidade dos animais, em q�e a dose
de pilocarpina precisa ser eficaz para gerar crises epilépticas, acometer o tecido nervoso
especificamente na região est�da sem danificar sobremaneira o�tras estr�t�ras e ainda
possibilitar a sobrevivência dos animais para est�dos prolongados. Esta pesq�isa é �m passo
q�e deve ser contin�ada na b�sca de compreender a inflamação no processo de
epileptogênese, o� seja, como se dá o processo inflamatório inicial no cérebro q�e desenvolve
crise epiléptica, em especial o papel da interle�cina - 1 beta no sistema nervoso, e origem da
Esclerose hipocampal, por fim reafirmar a importância da prevenção e do tratamento precoce
das crises.
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