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Resumo 

 

Este trabalho teve como objetivo examinar a ação de citocinas envolvidas no processo 

inflamatório e o padrão de perda neuronal em ratos adultos com epilepsia do lobo temporal 

mesial (ELTM) na região CA2 hipocampal, induzido através da utilização da droga pilocarpina. 

Foram utilizados 11 ratos adultos da raça Wistar, onde 6 deles receberam tratamento com 

Pilocarpina e foram sacrificados em 1 e 7 dia pós status epilepticusrespectivamente,5 deles 

receberam tratamento com solução salina. O modelo experimental de pilocarpina foi bem 

sucedido em reproduzir os efeitos prejudiciais da ELTM em ratos, causando status epilepticus, 

danos localizados nos subcampos hipocampais e morte neuronal, utilizando a escala de escala 

de Racine (1972) para avaliação do comportamento das crises. O anticorpo anti-PCP4 permitiu 

a localização precisa e análise das características oculares da região CA2 hipocampal. Não foi 

encontrada uma relação clara entre a citocina anti-inflamatória IL-10 e a proteção neurológica 

da região CA2, mas a presença da citocina inflamatória IL-1β em CA2 e CA3 no grupo de 1 

dia, bem como a diminuição dessa citocina na região CA2 do grupo 7 dias, sugere uma possível 

migração da inflamação ao longo do tempo, impulsada por fatores neuroprotetores, tais como 

a rede Perineuronal, receptor EP2 e outras citocinas anti-inflamatórias. 

 

Palavras Chave: CA2; Hipocampo; Epilepsia; Inflamação; Citocinas 
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Abstract 

 

The aim of this work was to examine the action of cytokines involved in the inflammatory 

process and the pattern of neuronal loss in adult rats with mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) 

induced by using the drug pilocarpine. 11 adult Wistar rats were used, where 6 of them received 

Pilocarpine treatment and were sacrificed at 1 and 7 days post status epilepticus, respectively, 

while 5 of them received saline solution treatment. The pilocarpine experimental model was 

successful in reproducing the harmful effects of MTLE in rats, causing status epilepticus, 

localized damage in the hippocampus subfields and neuronal death, using the Racine scale 

(1972) for evaluating the behavior of seizures. The anti-PCP4 antibody allowed precise 

localization and analysis of the ocular characteristics of the CA2 hippocampal region. No clear 

relationship between the anti-inflammatory cytokine IL-10 and neurological protection of the 

CA2 region was found, but the presence of the inflammatory cytokine IL-1β in CA2 and CA3 

in the 1 day group, as well as the decrease of this cytokine in the CA2 region of the 7 day group, 

suggests a possible migration of inflammation over time driven by neuroprotective factors such 

as the Perineuronal network, EP2 receptor, and other anti-inflammatory cytokines. 

 

Keywords: CA2; Hippocampus; Epilepsy; Inflammation; Cytokine 
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A Epilepsia é uma condição que tem como principais características um conjunto de 

sinais e sintomas que geralmente ocorrem juntos (crises, etiologia, severidade, cronicidade, 

prognóstico dentre outros) e padrão de excitabilidade neuronal aumentado, levando a repetidas 

crises. O aumento de excitabilidade neuronal foi demonstrado na região do Hipocampo (ILAE, 

Blümcke, I e at; 2013), excetuando-se a área CA2 (San Antonio,et Al, 2014; Carstens et AL, 

2016) o que nos levou a pesquisar, de maneira mais específica, como essa sub-área reage a 

epilepsia experimental induzida por pilocarpina. Para isso, utilizamos anticorpos para verificar 

como os neurônios são afetados assim como reagem a um processo inflamatório adjacente a 

lesão. 

Segundo Fisher et al., 2005, a Epilepsia é um distúrbio do cérebro caracterizado por uma 

predisposição duradoura para gerar crises epilépticas pelas consequências neurobiológicas, 

cognitivas, psicológicas e sociais dessa condição. A definição de epilepsia requer a ocorrência 

de pelo menos uma crise epiléptica. Uma crise epiléptica é uma ocorrência transitória de sinais 

e/ou sintomas devido à atividade neuronal excessiva ou síncrona anormal no cérebro. 

Para uma melhor compreensão, mais precisa e completa da condição, Fisher et al., 2014 

criaram a definição clínica prática da Epilepsia baseada em várias características distintas, 

incluindo a ocorrência de pelo menos dois episódios inesperados de convulsões não provocadas, 

a presença de anormalidades eletroencefalográficas (EEG) e fatores de risco específicos. Essa 

definição enfatiza a importância de avaliar cuidadosamente as características individuais de 

cada paciente para fornecer um diagnóstico preciso e específico, já que o tratamento para a 

epilepsia pode variar dependendo da causa subjacente da condição e da gravidade dos sintomas. 

Além disso, a definição clínica ajuda a garantir que as pessoas com epilepsia recebam o 

tratamento adequado e que sua condição seja monitorada regularmente, uma vez que a epilepsia 

pode ser uma condição debilitante e potencialmente fatal se não for tratada adequadamente.  
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Uma nova classificação das epilepsias foi criada segundo Scheffer et al., 2017, com 

múltiplos níveis de classificação para atender às necessidades de diferentes ambientes clínicos. 

Essa classificação reconhece que os recursos disponíveis para os profissionais de saúde que faz 

o diagnóstico variam amplamente em diferentes partes do mundo, e diferentes níveis de 

classificação podem ser possíveis, dependendo dos recursos disponíveis. Quando possível, é 

recomendado que seja procurado um diagnóstico em todos os três níveis, bem como a etiologia 

específica da epilepsia de cada indivíduo. 

O ponto de partida da classificação da epilepsia é o tipo de crise convulsiva. Essa 

classificação pressupõe que um diagnóstico definitivo de convulsão epiléptica já tenha sido 

feito. Os tipos de convulsões são classificados em focais, generalizadas e de início 

desconhecido. Em algumas situações, a classificação de acordo com o tipo de convulsão pode 

ser o máximo possível diagnóstico, pois pode não haver acesso ao EEG e exames de vídeo e 

imagem. Em outros casos, pode simplesmente haver pouca informação disponível para fazer 

um diagnóstico de nível mais alto, como quando um paciente teve apenas uma única crise 

convulsiva (Scheffer et al., 2017). 

Seguindo o diagnóstico da epilepsia de três níveis, o segundo nível é responsável por 

definir o tipo de epilepsia do paciente, seguindo a classificação de 2014. Nessa etapa, há a 

inclusão de uma nova categoria, a "Epilepsia Combinada Generalizada e Focal", além das já 

conhecidas epilepsias generalizadas e focais. Também há uma categoria para casos em que não 

é possível determinar o tipo de epilepsia, denominada "Desconhecido". Vale ressaltar que 

muitas epilepsias apresentam diferentes tipos de crises epilépticas (Scheffer et al., 2017). 

O diagnóstico de epilepsia generalizada é baseado na presença de atividade elétrica 

generalizada no EEG. Os pacientes com epilepsias generalizadas podem experimentar 

diferentes tipos de crises, incluindo crises de ausência, mioclônicas, atônicas, tônicas e tônico-
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clônicas. O diagnóstico de epilepsia generalizada é feito principalmente através de avaliação 

clínica, apoiada pela presença de descargas típicas no EEG ajuda a confirmar o diagnóstico. No 

entanto, é importante ter cautela com pacientes que apresentam crises tônico-clônicas 

generalizadas e EEG normal, pois pode ser necessário buscar evidências adicionais, como 

contrações mioclônicas ou histórico familiar, para confirmar o diagnóstico de epilepsia 

generalizada (Scheffer et al., 2017). 

As definições de epilepsias focais incluem desordens unifocais e multifocais, assim 

como crises que envolvem apenas um hemisfério cerebral. Diferentes tipos de crises podem 

ocorrer, incluindo crises focais conscientes, crises focais inconscientes, crises focais motoras, 

crises focais não motoras e crises focais que evoluem para crises tônico-clônicas bilaterais. O 

EEG tipicamente apresenta descargas epilépticas focais, mas o diagnóstico é baseado em 

achados clínicos, apoiados por achados no EEG (Scheffer et al., 2017). 

O grupo de Epilepsias Combinadas Generalizadas e Focais foi criado para pacientes que 

apresentam ambos os tipos de crises epilépticas. O diagnóstico é feito clinicamente com base 

em resultados de EEG. Embora o EEG possa mostrar descargas epilépticas tanto focais quanto 

generalizadas, a presença dessas atividades não é obrigatória para o diagnóstico. Algumas 

síndromes epilépticas comuns que se enquadram nessa categoria incluem a síndrome de Dravet 

e a síndrome de Lennox-Gastaut (Scheffer et al., 2017). 

O tipo de epilepsia pode ser o diagnóstico final quando o médico não consegue 

identificar uma síndrome epiléptica específica. Isso pode acontecer em casos como epilepsia 

temporal sem lesões em adultos ou crianças, crises tônico-clônicas generalizadas com atividade 

generalizada no EEG sem uma síndrome epiléptica definida. Em casos raros, uma pessoa pode 

apresentar uma combinação de crises focais e de ausências, com atividade focal e generalizada 

no EEG, sem anormalidades visíveis na ressonância magnética. Nesses casos, o diagnóstico 

seria Epilepsia Combinada Generalizada e Focal (Scheffer et al., 2017). 
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O termo "desconhecido" é utilizado para descrever pacientes com epilepsia cujo tipo 

não pode ser determinado devido à falta de informações disponíveis. Isso pode ocorrer devido 

a uma variedade de fatores, como acesso limitado ao EEG ou resultados inconclusivos. Se o 

tipo de crise é desconhecido, o tipo de epilepsia pode ser indeterminado, embora nem sempre 

estejam correlacionados. Por exemplo, um paciente pode apresentar várias crises tônico-

clônicas simétricas sem características focais e com EEG normal. Nesse caso, o início das crises 

é desconhecido e a pessoa é diagnosticada com epilepsia de tipo indeterminado (Scheffer et al., 

2017). 

O terceiro nível de diagnóstico é o Síndrome Epiléptica. Uma síndrome epiléptica se 

refere a um conjunto de características que envolvem tipos de convulsões, EEG e características 

de imagem que tendem a ocorrer juntas. A síndrome epiléptica costuma apresentar 

características que variam com a idade, como a idade de início e remissão (quando aplicável), 

gatilhos para convulsões, variação diurna e, às vezes, prognóstico. Além disso, ela pode estar 

associada a comorbidades distintas, como disfunção intelectual e psiquiátrica, bem como 

achados específicos em exames de EEG e imagem. As implicações etiológicas, prognósticas e 

de tratamento podem estar associadas à síndrome. É importante destacar que a síndrome 

epiléptica não está necessariamente relacionada a um diagnóstico etiológico específico e tem 

como objetivo orientar o tratamento da doença. Existem várias síndromes bem estabelecidas, 

como a epilepsia de ausência na infância, a síndrome de West e a síndrome de Dravet, embora 

a ILAE nunca tenha formalmente classificado as síndromes (Scheffer et al., 2017). 

Dentro das Epilepsias Generalizadas, existe um conjunto de síndromes conhecido como 

Epilepsias Generalizadas Idiopáticas (EGIs), que incluem quatro síndromes bem definidas: 

Epilepsia de Ausência da Infância, Epilepsia de Ausência Juvenil, Epilepsia Mioclônica Juvenil 

e Convulsões Tônico-Clônicas Generalizadas Isoladas. No entanto, o termo "idiopático" tem 

sido questionado porque não reflete com precisão as descobertas atuais sobre as causas 
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genéticas dessas síndromes. Em vez disso, é mais adequado usar o termo Epilepsias 

Generalizadas Genéticas (GGEs) quando há evidências suficientes para justificar essa 

classificação. Essas evidências vêm de estudos clínicos cuidadosos da herança dessas 

síndromes em famílias e gêmeos, e não necessariamente da identificação de mutações genéticas 

específicas. Embora haja um desejo de manter o termo IGE, ele só deve ser usado para se referir 

aos quatro subtipos específicos de síndromes de epilepsia. Em casos individuais, o termo 

Epilepsia Generalizada Genética pode ser mais apropriado quando há suspeita de uma causa 

genética subjacente (Scheffer et al., 2017). 

A pessoa com Epilepsia, em função das alterações realizadas no cérebro, se torna 

permanentemente predisponente a gerar crises epilépticas espontâneas, recorrentes, adquirindo 

também consequências neurobiológicas, cognitivas e sociais. (Fisher et al., 2005a). 

 É importante salientar as diferenças entre Epilepsia e crises epilépticas. Uma crise 

epiléptica é um evento temporário de sintomas causados por uma atividade neuronal excessiva 

ou sincrônica anormal no cérebro. Epilepsia é um distúrbio do cérebro caracterizado por uma 

predisposição duradoura a gerar crises epilépticas e pelas consequências neurobiológicas, 

cognitivas, psicológicas e sociais dessa condição (Fisher et al., 2005a). Para definir epilepsia, é 

necessário que ocorra pelo menos uma crise epiléptica. As crises epiléticas são caracterizadas 

por apresentarem várias condições anormais do corpo, podendo afetar as funções autonômicas, 

sensitivas e motoras, ocasionando frequentemente alterações da consciência, sensações 

anormais, excessiva atividade muscular ou perda dela, eventos esses disparados devido as 

excessivas descargas neuronais excitatórias (Fisher et al., 2005a, 2017). 

As descargas neuronais podem acontecer em um pequeno local do cérebro, em função 

de uma lesão focal do tecido, que são chamadas de crises focais, ou podem surgir 

secundariamente a crise focal anterior, de uma pequena área e se espalhar pelo cérebro inteiro 

ou então surgir repentinamente por todo o encéfalo, chamadas de crises generalizadas. As crises 
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podem variar tanto de extensão da descarga excitatória no cérebro, gravidade da lesão focal, 

quanto pelos sintomas que podem ser apresentados (Fisher et al., 2005b).  

As crises geralmente são acompanhadas de diversos outros eventos que afetam o 

indivíduo, como por exemplo, alterações comportamentais. A pessoa com epilepsia pode 

apresentar, em um período de poucas horas até dias antes da crise mais atual, dores de cabeça, 

irritabilidade, insônia, depressão, mau humor e/ou hiperatividade. Em um período de segundos 

a poucos minutos antes da crise, o indivíduo apresenta sintomas bem característicos de quem 

apresenta Epilepsia, chamado de Auras (Dupont et al., 2015; Fernandes, 2013; Taylor & 

Lochery, 1987).  

Por acontecerem em um momento anterior e muito próximo às crises, essas Auras 

acabam se tornando para o indivíduo um sinal de que a crise epiléptica se aproxima. As Auras 

são sensações específicas dependentes da localização do foco epiléptico, e por essa 

característica, podem apresentar as mais variadas sensações, algumas vezes indescritíveis e 

vagas, por exemplo sentimentos de medo ou de prazer no indivíduo. Sensações epigástricas 

(fome, dor, ardor de estômago dentre outras), cheiros desagradáveis, experiências oníricas 

(alucinações, sonhar acordado) são algumas sensações que podem acontecer nas Auras (Dupont 

et al., 2015; Fernandes, 2013; Taylor & Lochery, 1987). 

O indivíduo que as tem, pode recordar-se ou não conseguir lembrar de como foi sua 

Aura, não conseguir descrevê-la, porém consegue recordar e relatar que teve. Após as Auras e 

as crises epilépticas, o indivíduo pode apresentar também, dentro de um período de tempo de 

horas, podendo durar dias, sono profundo, dores de cabeça, cansaço, irritabilidade, vômitos, 

confusão mental, dores musculares, paralisia de uma parte do corpo, afasias, comportamentos 

violentos, alterações emocionais (Dupont et al., 2015; Fernandes, 2013; Taylor & Lochery, 

1987). 
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Além das alterações neurobiológicas das crises e de todos os outros fatores que são 

encontrados em pessoas com epilepsia, outras consequências relacionadas são encontradas em 

comum. Uma delas são as consequências adquiridas pelas crises epilépticas persistentes ao 

longo do tempo, em alguns casos com o tratamento medicamentoso surtindo pouco efeito, tendo 

que sofrer com os efeitos secundários das medicações (Devinsky, 1993; Devinsky et al., 1995; 

Murillo-Rodriguez et al., 2019). Essa característica persistente da epilepsia faz com que os 

indivíduos adquiram sequelas psicossociais, como depressão e ansiedade, ocasionando 

consequentemente a queda da qualidade de vida desses indivíduos (J. A. Cramer et al., 2003; J. 

a Cramer et al., 2005; Devinsky, 1993; Devinsky et al., 1995; Murillo-Rodriguez et al., 2019). 

Voltando para as questões neurobiológicas, na epilepsia como foi dito anteriormente, o 

indivíduo pode apresentar diversas estruturas do encéfalo lesionadas, e em consequência disso, 

ter o funcionamento dessas regiões alteradas (Fisher et al., 2005b). Uma das principais 

estruturas que são acometidas na epilepsia de característica focal é o hipocampo. O hipocampo 

é uma estrutura que faz parte do sistema límbico, participando principalmente dos mecanismos 

de retenção de memória e aprendizagem. A formação hipocampal, uma estrutura que é 

encontrada no lobo temporal, é subdividida em três regiões distintas: Córtex Entorrinal, 

Complexo Subicular e a estrutura que é mais acometida na epilepsia como dita anteriormente: 

Hipocampo. Dentro do hipocampo são encontrados os subcampos CA1, CA2, CA3 e estruturas 

associadas (Hilo e Giro Denteado), ilustrado na figura 1 abaixo (The Hippocampus Book, 

2007). 
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Figura 1  

Representação esquemática da formação hipocampal, ilustrando as camadas CA1, 

CA2, CA3  e Giro Denteado. Fonte: The Hippocampus Book, 2007 

 

 

Já conhecendo a estrutura encefálica mais acometida em indivíduos com epilepsia, 

podemos falar sobre um dos tipos de epilepsia mais encontradas, apresentando grande 

incidência e gravidade de acordo com a localização do foco epiléptico: a Epilepsia do Lobo 

Temporal Mesial (ELTM)(Maizuliana et al., 2020). Podendo gerar crises focais e generalizadas, 

originadas de estruturas localizadas na região mesial do lobo temporal como o hipocampo e a 

amígdala (Fernandes, 2013; Maizuliana et al., 2020), representado na Figura 2.  
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Figura 2  

Ilustração das principais áreas cerebrais e a localização do hipocampo. Fonte: 

Andersen, Morris, Amaral, Bliss, & O’Keefe, 2007; Seeley, Stephens, Tate, Eckel, & Regan, 

2008  

.  

  

 

 

O achado patológico mais comum que é associado a indivíduos com ELTM é a 

Esclerose Hipocampal (EH), sendo reconhecido como um dentre os principais fatores que 

contribui para a progressão da epilepsia nos indivíduos (Babb et al., 1984; Blümcke, 2009). De 

acordo com a International League Against Epilepsy (ILAE), a EH é classificada de acordo 

com o padrão de perda neuronal encontrado no hipocampo, caracterizada por extensa lesão e 

perda neuronal em áreas do hipocampo denominadas de subcampos hipocampais CA1, CA2, 

CA3 e Hilo do Giro Denteado (Blümcke et al., 2013; Thom, 2014). Outros achados e alterações 

à nível celular na epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) que já foram relatados são 
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neurodegeneração, gliose, neurogênese, dispersão de células granulares, brotamento axonal e 

alteração na matriz extracelular (Thom, 2014). 

Uma das alterações encontradas na ELTM é a gliose hipocampal (Grote et al., 2023), 

que pode ser definida como alterações da micróglia no SNC, como por exemplo hipertrofia, 

crescimento anormal ou hiperplasia das células da glia. O hipocampo logo após sofrer dano 

tecidual pode ter como resultado grande número de astrócitos com aumento de tamanho, com 

prolongamentos maiores e mais grossos (Toscano et al., 2020). 

A ativação exacerbada astroglial e microglial acarreta grandes consequências danosas 

ao hipocampo, levando a um processo inflamatório carregado de citocinas inflamatórias, 

aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefálica e consequentemente aumento da 

excitabilidade neuronal (Devinsky et al., 2012; Rouach & Glenn, 2016; Walker & Sills, 2012). 

Alterações morfológicas de astrócitos e de micróglia como citadas anteriormente, levam 

também a alterações funcionais que prejudicam as interações entre células da glia e neurônios, 

influenciando o equilíbrio de neurotransmissores e plasticidade, levando à excitotoxicidade e 

por fim, morte neuronal (Pasti et al., 1997; Sajja et al., 2016).  

Um estudo foi realizado por Bernardino et al., (2005) utilizando cultura organotípica de 

cortes hipocampais de roedor. Citocinas microgliais, que são glicoproteínas reconhecidas em 

promover processo inflamatório no tecido, como a Interleucina 1 beta (IL-1β) e o Fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα) eram colocados no tecido hipocampal e posteriormente observado 

os efeitos das citocinas na função neuronal. Foi concluído que dependendo da quantidade e do 

tempo de exposição do tecido às citocinas, elas podem gerar tanto efeito excitotóxico quanto 

efeito protetor no neurônio. Os pesquisadores observaram que grandes concentrações de TNFα 

acarretam em efeitos neurotóxicos no hipocampo enquanto que quando reduziam a quantidade 

da citocina e o tempo de exposição do tecido, produzia efeito neuroprotetor nas células 
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neuronais do hipocampo, ou seja, a citocina TNFα se torna no SNC um agente que contribui 

para o aumento da resposta inflamatória e consequente lesão tecidual. 

Vários estudos utilizando ratos indicaram o aumento da produção de citocinas pró-

inflamatórias no hipocampo em processos inflamatórios (Feng et al., 2016; Maroso et al., 2011; 

Pan et al., 2021; Vezzani et al., 2002), levando a crer que isso pode influenciar na fisiopatologia 

e no início da epilepsia. A ativação microglial e astroglial no hipocampo aumenta a produção 

de citocinas pró inflamatórias,  que por sua vez estimula mais ativação microglial e de 

astrócitos, levando a mais alterações da homeostase tecidual como à deposição de mais 

citocinas e desequilíbrio de canais iônicos para sódio/potássio, levando ao aumento da resposta 

inflamatória, como em um ciclo (Ho et al., 2015; Wetherington et al., 2008). 

Para entender melhor o desequilíbrio que é gerado pelo aumento das citocinas pró-

inflamatórias, precisamos citar um tipo específico de célula, que quando ativadas, liberam as 

citocinas no tecido. Os monócitos e macrófagos são as principais células de defesa do nosso 

corpo humano, participando da homeostase tecidual e imunidade inata do organismo, 

desenvolvendo funções no nosso corpo como a fagocitose de partículas estranhas no 

hospedeiro, apresentação de antígenos, ação microbicida, capacidade de produzir mediadores 

que interferem na função imunológica e elevada capacidade biossintética, permitindo a 

promoção de uma grande quantidade de citocinas e podendo levar a citotoxicidade (De La Torre 

et al., 2008; Elomaa et al., 1998; Geissmann et al., 2010). 

Os monócitos, ou micróglia no SNC, são as células de defesa do sistema imunológico 

precursoras dos macrófagos, que circulam temporariamente na corrente sanguínea após 

processos inflamatórios, mediando a defesa do organismo contra patógenos, antígenos 

estranhos ou dano tecidual, migrando para os tecidos onde ocorre a diferenciação em 

macrófagos (Geissmann et al., 2010; Hume, 2015). 
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Foi possível identificar conjuntos de genes que são corregulados por fatores de 

transcrição, utilizando dados sobre a expressão gênica de diversos tipos celulares. Nos 

macrófagos, esses conjuntos de genes incluem genes específicos da linhagem, responsivos ao 

interferon, genes inflamatórios precoces e genes necessários para a endocitose e funcionamento 

do lisossomo (Hoeksema & De Winther, 2016; Hume, 2015). 

Os macrófagos, que são oriundos do sistema hematopoiético, são ativados e se 

diferenciam no tecido alvo, alterando sua função para lidar com uma grande quantidade de 

tarefas relacionadas à lesão tecidual, desenvolvimento, organogênese e malignidade. 

Recebendo estímulos provenientes de respostas inflamatórias estéreis ou patogênicas, 

desempenha um papel importante no controle dos processos inflamatórios, podendo aumentá-

los em sua função efetora ou diminuí-los, participando no desenvolvimento de tecidos e 

cicatrização.(De La Torre et al., 2008; Hume, 2015). Todas as funções desempenhadas pelos 

macrófagos são dependentes de sinais específicos, como por exemplos certos lipídeos e 

citocinas(Woods et al., 2000). Esses estímulos conseguem mudar a expressão gênica e fazer 

como que os macrófagos se tornem ativos, se tornando mais eficientes para desempenhar a 

função para que foram recrutados (Hume, 2015; Solinas et al., 2009). Muitas vezes macrófagos 

e monócitos são considerados erroneamente como mesmo tipo celular devido as suas muitas 

semelhanças. Na verdade são células diferentes, destacando a potência da atividade fagocítica 

e o tamanho, sendo o macrófago tendo uma atividade de fagocitose mais elevada e uma 

proporção maior (F. C. Pacheco & Cardoso, 2012). 

Atualmente, são conhecido dois estágios de ativação dos macrófagos, chamado de vias 

“clássica” e “alternativa”, ou M1 e M2 respectivamente(Solinas et al., 2009). Essas duas vias 

dão origem a macrófagos com diferentes finalidades, havendo a necessidade do equilíbrio entre 

as duas vias de ativação para que ocorra a homeostase do sistema imunológico e o seu correto 
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funcionamento. O estágio M1 ou clássico corresponde ao fenótipo pró inflamatório, tendo como 

característica a liberação de citocinas como fator de necrose tumoral α (TNF α), interleucina 1 

β (IL1- β), e radicais livres, que estimulam a inflamação tecidual. O segundo estágio de ativação 

chamado de alternativo ou M2 é atualmente relacionado à reparação tecidual, devido a liberação 

de citocinas consideradas anti-inflamatórias, como a interleucina 10 (IL-10), liberação de 

fatores de transcrição como o fator de transformação de crescimento β(TGF β), fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF) e aumento da expressão da arginase 1 (ARG1) (Geissmann 

et al., 2010; Mosser & Edwards, 2008). 

As micróglias, relembrando que são como os monócitos são chamados no Sistema 

Nervoso Central, como dito anteriormente também fazem parte da família de células que 

desempenham a função fagocítica, se diferenciando das demais células fagocíticas do 

organismo (Davalos et al., 2005). Em mamíferos na fase adulta, quando há ausência de 

situações patológicas do SNC, as micróglias permanecem no estado de repouso e apresentam 

corpo celular picnótico, citoplasma perinuclear reduzido e processos celulares finos e alongados 

(Nimmerjahn et al., 2005). Foram mostrados em estudos In Vivo que as micróglias em repouso 

realizam um monitoramento constante da saúde atual do Sistema Nervoso Central (Davalos et 

al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). 

  Quando há eventos no organismo que promovem mudanças, como por exemplo a 

aparição de algum elemento estranho que pode ser uma ameaça, as micróglias podem responder 

rapidamente. Essa resposta microglial tem como consequência alterações morfológicas de sua 

estrutura, mudando sua conformidade espacial, aparentando aspecto amebóide (Figura 1), 

tornando-se capaz de se proliferar intensamente e realizar fagocitose para neutralizar a ameaça 

encontrada. Esse processo é acompanhado de liberação de citocinas inflamatórias que sinalizam 

para outras células, como astrócitos e linfócitos T, sobre a ameaça estranha no organismo, 

acarretando em eventos inflamatórios posteriores (Aboud et al., 2014; Jeong et al., 2013). 
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 Figura 3. 

 

 Ilustração da micróglia em repouso e em processo de mudança para o estado ativado. Fonte: 

Blaylock, 2013. 

 

 

 

 

 De acordo com o seu estado de ativação, além do seu papel protetor contra agentes 

patológicos, a micróglia consegue desempenhar diversas funções importantes no SNC 

saudável. Interagindo fisicamente com neurônios próximos, a micróglia participa na modulação 

de neurotransmissores e consequentemente contribui na homeostase sináptica (Ji et al., 2013), 

participa na clearance neuronal, ou seja, na remoção de neurônios apoptóticos (Marín-Teva et 

al., 2004), participa na regulação da neurogênese e oligodendrogênese (Shigemoto-Mogami et 

al., 2014), participa no desenvolvimento de células precursoras neuronais (Arnò et al., 2014), e 

Repouso 

Ativada 
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é essencial na sobrevivência de neurônios que estão formando circuitos neurais no 

desenvolvimento pós natal (Ueno et al., 2013). Micróglias distróficas e a diminuição 

quantitativa das mesmas podem ser notadas em encéfalos senis ou que possuem alguma 

patologia neurodegenerativa, como por exemplo na doença de Alzheimer, também 

influenciando na saúde do SNC podendo contribuir para o início da degeneração neuronal 

(Monasor et al., 2020; Streit et al., 2009, 2020). Em resumo, as células microgliais podem 

desempenhar papéis tanto neuroprotetores quanto neurotóxicos no SNC, se diferenciando 

principalmente nos aspectos agudos da ativação microglial e aspectos neurodegenerativos 

tardios(Gomes-Leal, 2012). 

 Como dito em parágrafos anteriores, concomitantemente à ativação microglial temos a 

liberação de várias citocinas no meio extracelular, podendo influenciar tanto no aumento quanto 

na diminuição do processo inflamatório (Devinsky et al., 2012; Walker & Sills, 2012). As 

citocinas são um grupo de proteínas que desempenham diversas funções no organismo, como 

por exemplo ajudar a coordenar o sistema imune inato, sendo produzidas pelas células do 

sistema imune e por diversos outros tipos celulares. Inicialmente, citocinas específicas eram 

denominadas de acordo com a sua relação e comunicação com leucócitos, chamadas de 

interleucinas, seguidas de um numeral (por exemplo: interleucina 6 ou IL-6). Outras citocinas 

eram denominadas de acordo com a descoberta do seu papel desempenhado (por exemplo: fator 

de necrose tumoral ou TNF) (Abbas et al., 2015; de Oliveira et al., 2011). 

 Molecularmente, as citocinas são grupos de pequenos polipeptídeos que participam do 

processo inflamatório, imunológico e está ligado a diversas funções e disfunções no SNC. São 

classificadas de acordo com sua base molecular e ação fisiológica, divididas em interleucinas 

(IL), fator de necrose tumoral (TNF), interferons (IFN), fatores de crescimento e 

quimiocinas(Turner et al., 2014).Sua produção acontece por vários tipos celulares no local da 
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lesão e por células do sistema imunológico, como por exemplo das linfocinas (produzidas por 

linfócitos), monocinas (produzidas por monócitos), quimiocinas (com atividades quimiotáticas) 

e interleucinas (produzidas por leucócitos). Uma única citocina pode ser produzida e secretada 

por vários tipos de célula, e também uma única citocina pode conseguir agir em diferentes tipos 

celulares (Helmut et al., 2011). Pelas características semelhantes encontradas, ações em comum 

podem ser desencadeadas por diferentes citocinas. Elas atuam no local por mecanismos 

parácrinos (sinalização em células próximas) e autócrinos (auto-sinalização celular), 

geralmente funcionando em cascata, ou seja, várias citocinas podem ser secretadas pelo 

estímulo de uma célula alvo ativada por citocina anterior. Dessa maneira, as citocinas tem a 

capacidade de regular a produção e atividade de outas citocinas, podendo aumentar ou diminuir 

o processo inflamatório dependendo da produção e ativação de citocinas pró-inflamatórias e/ou 

anti-inflamatórias (Helmut et al., 2011; Lin et al., 2000; Zhang & An, 2009). 

 Como podemos ver, as citocinas participam e regulam diversos mecanismos celulares. 

Importantes papeis estão diretamente relacionados com a liberação de citocinas no nosso 

organismo, como no caso do nosso sistema imunológico. As citocinas influenciam  na atividade, 

proliferação, diferenciação e sobrevida das células imunológicas, regulando também a ativação 

e produção de outras citocinas que podem aumentar ou diminuir a resposta inflamatória face a 

situações patológicas (de Oliveira et al., 2011; Zhang & An, 2009). 

 Funcionalmente falando, as citocinas podem ser divididas em dois grupos: as que 

promovem reação inflamatória e anti-inflamatória, sendo os linfócitos T as principais células 

liberadoras destas citocinas. Os linfócitos T possuem receptores específicos na sua membrana 

celular que reconhece patógenos estranhos e também reconhecem a normalidade do tecido 

quando há alguma resposta autoimune. Existem dois principais subtipos de linfócitos T, se 

diferenciando pela presença de moléculas em sua superfície chamadas de CD4 e CD8. Os 
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linfócitos T que expressam em sua membrana celular as moléculas CD4 são também 

conhecidos como células “T helper”(Th), sendo estas consideradas as que mais produzem 

citocinas. Esse subtipo específico celular (células “T helper”) podem ser subdivididos em Th1 

e Th2, e as citocinas produzidas por essas células são conhecidas por citocinas Th tipo 1 e 

citocinas Th tipo 2 (Berger, 2000; Romagnani, 1999). 

 As citocinas Th1 produzem repostas pró-inflamatórias no organismo, tendo a 

responsabilidade de exterminar agentes estranhos e perpetuar respostas autoimunes, tudo com 

o objetivo de restaurar a saúde tecidual. Porém, já é conhecido que respostas inflamatórias 

excessivas podem levar à incontroláveis danos teciduais, mesmo após o extermínio de agentes 

patológicos, havendo assim a necessidade de uma contraresposta que diminua o processo 

inflamatório instalado e devolva a homeostase tecidual. As citocinas Th2 quando são liberadas 

produzem uma resposta anti-inflamatória tecidual, diminuíndo assim a ativação das citocinas 

Th1 mediadas por ação microbiana e restaurando o equilíbrio no local e evitando danos. 

Portanto, o ideal para o organismo humano seria o equilíbrio entre as respostas das citocinas 

Th1 e Th2 mediante aos desafios imunológicos que podem surgir (Berger, 2000; Romagnani, 

1999). As citocinas que são consideradas pró-inflamatórias são as interleucinas IL-1β, IL-2, IL-

7 e TNF-α (fator de necrose tumoral alfa). As que são consideradas anti-inflamatórias são 

receptor antagonista da IL-1, IL-4, IL-10, IL-11 IL-13. Fator inibidor da leucemia, interferon 

alfa, IL-6 e TGF-β (fator transformador de crescimento beta) são considerados ambos como 

citocinas pró e anti-inflamatórias, sob circunstâncias específicas (Curfs et al., 1997; de Oliveira 

et al., 2011; Romagnani, 1999; Zhang & An, 2009). 

Figura 4.  

Estado M1 (pró-inflamatório) ou M2 (anti-inflamatório) microglial, dependendo da natureza 

do estímulo. A: Após reconhecer lesões ou agentes patológicos no organismo, a micróglia se 

torna ativa no estado M1, produzindo metabólitos oxidativos, citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas para induzir a infiltração de leucócitos periféricos que irão combater e eliminar 

o insulto ou lesão.B: No estado ativado M2, a micróglia se torna a contrarespostapara a 
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subpopulação M1 ao secretar citocinas anti-inflamatórias para evitar a exacerbação do 

processo inflamatório ao ponto de gerar danos ao tecido, facilitar a fagocitose dos restos 

celulares, promover a reconstrução da matriz extracelular  e o reparo tecidual. Fonte: R. 

Pacheco, Contreras, & Prado, 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 As citocinas desempenham outros papéis além da sua função no sistema imune. 

Participam da regulação da neurogênese, que é o surgimento de novos neurônios, sendo 

importante para a manutenção das funções do hipocampo como aprendizado e memória 

(Borsini et al., 2015). 

 Voltando para as estuturas encefálicas que sofrem dano na ELTM, o hipocampo é uma 

estrutura encefálica relacionada à várias funções vitais do organismo, como a aprendizagem e 

memória. Essa estrutura permite que o nosso cérebro consiga captar, identificar, classificar e 

processar diferentes tipos de estímulos (visuais, olfativos, proprioceptivos, dentre outros), tanto 
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externos quanto internos ao corpo.  E a epilepsia do lobo temporal mesial é uma das formas 

mais comuns de epilepsia, onde o hipocampo é a estrutura que é mais acometida neste tipo 

específico de epilepsia (Fernandes, 2013). 

Dados recentes da literatura sugerem que após o início do período chamado 

epileptogênese, sucede a primeira crise epiléptica, na qual ocorre morte neuronal e 

consequentemente redução da quantidade neuronal nas áreas hipocampais, alteração da 

circuitaria neuronal,  alterações na dinâmica fisiológica das sinapses, dispersão das células 

granulares, brotamento axonal, alterações da matriz extracelular e gliose (Thom, 2014). 

Acredita-se que o processo inflamatório ocorra no período da epileptogênese e contribua para 

o aparecimento e aumento das alterações hipocampais já citadas (Vezzani et al., 2013; Vinet et 

al., 2016). 

Inserido no mecanismo da inflamação, está a micróglia ativada. Estudos em ratos pós 

em crise epiléptica (Status Epilepticus) tem mostrado a relação entre a micróglia ativada e o 

aumento de citocinas inflamatórias, podendo essas serem uma das responsáveis pelo aumento 

da excitabilidade neuronal, excitotoxicidade e o desenvolvimento da epilepsia no indivíduo. 

Dados mostram que a degeneração neuronal pode ocorrer após a atividade microglial e 

liberação de citocinas inflamatórias, evidenciando que essas podem ter um papel importante no 

desenvolvimento da epilepsia (Devinsky et al., 2012; Vezzani et al., 2011, 2013; Vezzani & 

Granata, 2005; L. Wu et al., 2018). 

Dada a complexidade dos mecanismos presentes no processo inflamatório, inclusive 

pela quantidade de citocinas envolvidas, área atingida, ativação microglial e as muitas 

possibilidades de interações entre elas e outras células, há poucos dados na literatura que 

evidenciam a complexidade e totalidade dos mecanismos envolvidos no processo inflamatório 

que ocorre no encéfalo de indivíduos com epilepsia. Como por exemplo a área CA2 
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hipocampal, que sendo uma área de transição dentre áreas CA1 e CA3, tem por característica 

morfológica maior dificuldade para delimitação de seus limites e exata localização no 

hipocampo. Foi usado nesta pesquisa o anticorpo anti-PCP4, que evidencia neuronios maduros 

da área CA2 hipocampal, visando contribuir com novos dados dentre os já existentes sobre 

processos neuroinflamatórios no hipocampo. Uma demonstração de aumento de excitabilidade 

neuronal foi evidenciada no Hipocampo, com exceção da área CA2, levantando a hipótese do 

subcampo CA2 ser protegido por exemplo da alta excitabilidade neuronal e dano epiléptico 

(Kilias et al., 2023; Steve et al., 2014). Essa descoberta motivou uma investigação mais 

específica sobre a reação da subárea CA2 à epilepsia experimental induzida por pilocarpina. 

Nesse contexto, foram utilizados anticorpos para avaliar a forma como os neurônios são 

afetados e como respondem a um processo inflamatório próximo à lesão. Nessa dissertação, 

também foi investigados padrões gerais da esclerose hipocampal e influência de citocinas pró 

e anti-inflamatórias em ratos submetidos a Status Epilepticus pós indução por pilocarpina, com 

diferentes tempos de sobrevida. 

Objetivo Geral 

Analisar a expressão de citocinas inflamatórias em hipocampos de ratos adultos que 

sofreram Status Epilepticus,e apresentem padrões de esclerose hipocampal, submetidos ao 

modelo experimental de epilepsia induzido por pilocarpina. 

Objetivos específicos 

Induzir status epilepticus em ratos adultos da raça Wistar 

Identificar o padrão de marcação de Anti-NeuN em hipocampos de ratos adultos que 

sofreram Status Epilepticus,  

Identificar o padrão de marcação de Anti-IL-1b em hipocampos de ratos adultos que 

sofreram Status Epilepticus 
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Identificar o padrão de marcação de Anti-IL10 em hipocampos de ratos adultos que 

sofreram Status Epilepticus 

Identificar o padrão de marcação de Anti-PCP4 em hipocampos de ratos adultos que 

sofreram Status Epilepticus 

Analisar qualitativamente o padrão de perda neuronal hipocampal em ratos submetidos 

a Status Epilepticus 

Método 

Animais 

30 ratos foram disponibilizados para o nosso estudo, entretanto somente 11 ratos adultos 

machos da raça Wistar foram utilizados (VER RESULTADOS) com peso variando entre 250 e 

300 gramas. Todos proveniente do Biotério Central da Universidade Federal do Pará. Foram 

mantidos em gaiolas individualizadas em condições controladas (22- 25 ºC, ciclos 12/12 

claro/escuro, comida e água a disposição, controle de ectoparasitas). Todos os procedimentos 

experimentais foram realizados em obediência as normas sugeridas pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade Federal do Pará. CEUA 

Nº 3347221217 Os animais foram eutanasiados ao alcançarem as sobrevidas de 1 dia e 7 dias 

pós Status Epilepticus. Todos os esforços foram feitos para haver mínimo estresse e sofrimento 

dos animais. Durante a sobrevida, os animais foram mantidos no Biotério de Experimentação 

do Laboratório de Neuroproteção e Neuroregeneração Experimental o qual é credenciado pelo 

Conselho Nacional de Experimentação Animal. 

Indução ao Status Epilepticus 

Primeiramente, os animais foram tratados com Metil-escopolamina (30 minutos antes 

da administração da Pilocarpina, 1mg/kg, s.c.) com o objetivo diminuir os efeitos colinérgicos 

provocados pela pilocarpina e evitar morte prematura dos animais (Szyndler et al., 2005). 
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Após a administração intraperitoneal de metil-escopolamina, todos os animais dos 

grupos experimentais receberam pilocarpina por via intraperitoneal com doses de 100, 200 e 

360mg/kg diluída em salina estéril. Após 1h do animal alcançar o intervalo específico pré 

estabelecido da escala de Racine (1972), entre os estágios3 a 5, receberam Diazepam por via 

intraperitoneal (10mg/kg) para a interrupção do estado de mal epilético, evitando também morte 

prematura dos animais(Leite & Cavalheiro, 1995; Turski et al., 1983). 

Os animais que alcançaram em 1h o estágio 3 da escala de Racine (1972), onde foram 

evidenciados mioclonias de membros anteriores e considerados em Status Epilepticus e 

entraram no grupo experimental. (Mello et al, 1993)  

A análise da severidade das crises foi realizada utilizando a escala criada por  Racine, 

(1972), onde por uma análise comportamental é inferido as crises no Status Epilepticus.  

Ilustrado no quadro abaixo: 

Tabela 1.  

Escala criada por Racine (1972) para análise comportamental de modelo de Epilepsia. 
 

 

 

 

Pontuação                                                      Estágio comportamental 

0 Sem mudanças comportamentais. 

1 Movimentos súbitos de face e focinho. 

2 Balanceio com a cabeça. 

3 Clônus de membros dianteiros. 

4 Crises caracterizadas por elevação posterior. 

5 

 

Crise generalizada caracterizada por elevação posterior, perda de controle 

postural, pulos exacerbados incontroláveis e quedas. 

 

 

Para este estudo, serão elaborados dois grupos experimentais, com dois tempos de sobrevida 

diferentes e um grupo controle com um tempo de sobrevida. 

Os animais serão divididos em três grupos conforme descrito na tabela abaixo.  
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Tabela 2.  

Características do grupo controle e de cada grupo experimental. 

 

Grupos Nº animais Administração Tempo de Sobrevida 

Controle 5 Solução Salina 7 DIAS 

Experimental 1 3 Modelo Pilocarpina 1 DIA 

Experimental 2 

 

3 Modelo Pilocarpina 7 DIAS 

 

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratório de Neurobiologia localizado 

no Instituto de Ciências Biológicas da UFPa e na Seção de Patologia do Instituto Evandro 

Chagas. 

 

Perfusão e Processamento Histológico 

 Após alcançar o tempo de sobrevida pré estabelecido, foi realizado a Perfusão e Fixação 

do tecido para preservação da integridade celular neuronal. Os encéfalos foram recolhidos no 

centro cirúrgico e imersos em solução fixadora constituída de paraformaldeído 4% em Tampão 

Fosfato 0,1 M. O procedimento foi finalizado nos laboratórios de Neurobiologia da 

Universidade Federal do Pará. 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram feitos em condições assépticas. Os animais 

foram anestesiados com cloridrato de cetamina (Ketalar, König) na dose de 72mg/kg e com 

cloridrato de xilazina (Kenzol, König), na dose de 9 mg/kg de peso corporal, ambos por via 

intraperitoneal. Antes do procedimento, foram testados os reflexos corneanos e o de resposta a 

estímulos motores. Os animais foram manipulados após a abolição completa destes reflexos.  

 Abolidos os reflexos corneanos e de retirada da pata, os animais foram perfundidos 

através do ventrículo esquerdo com 500ml de solução salina 0,9% heparinizada, seguido de 

500ml de paraformaldeído a 4% em tampão fostato (PB 0,1M; pH 7,2 – 7,4).  Após a obtenção 
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do encéfalo, foi armazenado e pós-fixado no mesmo fixador utilizado na perfusão, durante um 

período de 24 horas. Em seguida, o tecido foi transferido para soluções com concentrações 

crescentes de sacarose, diluída em uma mistura de glicerina com tampão fosfato 0,05M, pH 7,2 

– 7,4 para crioproteção tecidual. 

Após a crioproteção, os tecidos foram imersos no meio de inclusão Tissue-TeK OCT 

4583 (SAKURA), congelado e cortado coronalmente em criostato Leica CM3050 à espessura 

de 30 µm. Os cortes de 30 µm foram acondicionados em solução anti-congelante na geladeira. 

Coloração de Nissl 

A análise histopatológica foi realizada utilizando o método de Nissil, onde detecta os 

corpúsculos de Nissil que estão depositados dentro do citoplasma neuronal. Esse método pode 

ser usado como indicador de viabilidade neuronal, pois quando há dano, esses corpúsculos 

podem desaparecer, fenômeno chamado de cromatólise (Scorza et al., 2005). Foi utilizado esse 

método para avaliar os achados patológicos nos hipocampos retirados de ratos submetidos a 

Status Epilepticus. 

Análise Imunohistoquímica 

Análise imunohistocitoquímica teve como objetivo detectar neurônios hipocampais e as 

citocinas encontradas quando há a probabilidade de processo inflamatório no tecido. Nessa 

técnica, poderemos avaliar tanto a presença quando característica dos neurônios hipocampais 

em estado normal e alterado, assim como supor a presença ou ausência de processo inflamatório 

tecidual. A coloração foi realizada conforme o protocolo descrito abaixo. 

Foram selecionados os cortes dos tecidos de ratos dos grupos experimentais de 1 dia, 7 

dias e grupo controle. Esses cortes foram montados em lâminas gelatinizadas e submetidos a 

uma bateria de coloração (álcool 100%, 70%, 50%, 20%, Água destilada, solução de tionina 
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0,1%, xilol). As lâminas foram imersas nas soluções de álcool na sequência de solução com 

maior concentração para menor concentração (álcool 100%, 70%, 50%, 20%) com tempo de 

incubação de 1 minuto em cada solução.  

Em seguida os cortes foram imersos em água destilada por 1 minuto seguido pela 

imersão na solução de tionina 0,1% durante 8 segundos. Após a tionina 0,1%, as lâminas foram 

novamente imersas em água destilada por 45 segundos seguido da imersão sequencial nas 

soluções de álcool, desta vez, na sequência da solução com menor concentração para maior 

concentração (Álcool 20%, 50%, 70%, 90% 100%) com tempo de incubação de 45 segundos 

em cada. As lâminas foram imersas em xilol durante 30 minutos e, na sequência, será realizada 

a montagem com Permount (Fisher Scientific) e lamínula, para proteção tecidual. 

Para o procedimento imunohistoquímico, as secções foram previamente lavadas com 

água destilada (5 minutos) + PBS (Solução Tampão Fosfato – PH 7,4) por 5 minutos. Após essa 

etapa, foi realizada a recuperação antigênica com solução de acido cítrico em banho Maria a 

90º C por 20 minutos. Em seguida, as secções foram novamente lavadas com água destilada + 

PBS por 5 minutos. Em sequência, foi realizada a permeabilização do material com solução de 

Saponina durante 10 minutos. Será efetuada uma terceira bateria de lavagem com PBS (2x) 

durante 5 minutos cada. Posteriormente, foi realizado o bloqueio das proteínas inespecíficas 

com BSA (Bovine Serum Albumin) 10%  por 30 minutos e a incubação com os respectivos 

anticorpos primários (Tabela 3) por toda a noite (overnight). 

No dia seguinte, foi realizada duas lavagens em PBS por 5 minutos cada para remoção 

do excesso de anticorpo primário. Em seguida, as amostras foram incubadas em um ligante 

biotinilado contendo IgG anti-camundongo e anti-coelho (fabricante Dako REF K0675) por 30 

minutos a 37º C. Foram efetuadas outras duas lavagens em PBS por 5 minutos e a incubação 

em Streptavidina conjugada a peroxidade de rábano (HRP) por 30 minutos a 37º C (fabricante 

Dako REF K0675). Este método (LSAB-Labelled Streptavidin Biotin) consiste em usar a 
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biotina que se liga ao anticorpo primário e em seguida, a Streptavidina conjugada a enzima que 

se liga a biotina, a qual é revelada com DAB (Diaminobenzidine), como descrito abaixo. 

Na etapa final, foram efetuadas mais duas lavagens em PBS com 5 minutos cada, 

seguida pela revelação com a solução de DAB (Diaminobenzidine), na qual o tempo de 

revelação variou entre 30 segundos e 2 minutos. A reação foi interrompida com a lavagem das 

amostras em PBS. Algumas secções foram contracoradas com Hematoxilina (1 min) para 

melhor visualização da formação hipocampal. A montagem final das laminas foi precedida de 

desidratação e diafanização do material usando a seguinte bateria: álcool 70%, 80%, 90%, 

100%, 100%, xilol 1 e xilol 2 (2 minutos em cada solução). Após essa fase, foi realizada a 

montagem com Permount (Fisher Scientific) e lamínulas para proteção tecidual. Todos os 

passos apresentados nessa seção seguiram o protocolo padrão do laboratório de 

Imunohistoquímica da Seção de Patologia (SAPAT) do Instituto Evandro Chagas (IEC). Os 

anticorpos que foram utilizados e sua marcação específica se encontram no quadro 3. 

 

Anticorpos Utilizados 

Corpos neuronais do hipocampo foram marcados utilizando o anticorpo anti-NeuN 

(1:50, LSBio), que reconhece um epítopo específico encontrado no núcleo de neurônios 

maduros (Mullen et al, 1992), com objetivo de avaliar os efeitos do Status Epilepticus no 

hipocampo, diretamente ligada à quantidade de neurônios, dano tecidual e celular. 

Com objetivo de identificar as citocinas que estão envolvidas no processo inflamatório 

hipocampal, foram utilizados os anticorpos anti-IL-1b(1:100; Abcam) e anti-IL-10(1:400 

Abcam), que são sinais de ativação microglial no local do tecido danificado (Li et al, 2010; Ho 

et al, 2015). O anticorpo anti-IL10 marca uma citocina anti-inflamatória que atua na inibição 

da produção de citocinas pró-inflamatórias, como o IL1 beta. A presença desta proteína pode 
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indicar um papel importante na regulação da inflamação e na proteção contra doenças 

neurodegenerativas. 

Já o anticorpo anti-IL1 beta avalia a presença de uma citocina pró-inflamatória, que 

pode desencadear a produção de radicais livres e danificar as células nervosas. A presença 

elevada desta proteína pode ser indicativa de inflamação crônica e danos neurológicos. 

O marcador neuronal anti-NeuN é um anticorpo que reconhece uma proteína específica 

presente nas células nervosas, incluindo neurônios. A presença desta proteína é usada como um 

indicador da presença de células nervosas saudáveis maduras na amostra de tecido. 

Para distinguir as bordas da região CA2, foi utilizado o anticorpo para proteína da célula 

de Purkinje 4 (anti-PCP4). O gene PCP4 é responsável pela produção da proteína PCP4, 

também conhecida como Pep19, que influencia a interação do cálcio com a calmodulina ao 

aumentar a atividade da calmodulina. O cérebro tem a maior concentração de expressão de 

PCP4 nas células de Purkinje do cerebelo. Estudos de expressão gênica do gene PCP4 usando 

hibridização in situ em camundongos mostram forte expressão na área CA2 hipocampal(San 

Antonio et al., 2014).  

Os anticorpos utilizados e suas marcações específicas estão sumarizados no quadro 3. 

Tabela 3 

Dados relativos aos anticorpos primários que serão usados neste estudo 

 

Anticorpos 
Diluiçã

o 
Fabricante Objetivo 

Anticorpo policlonal anti-

IL-10 feito em coelho 

1:400 Abcam 

(ab34843) 

Marcar a expressão da citocina anti-

inflamatória IL-10 

Anticorpo policlonal anti-

IL-1β feito em coelho 

1:100 Abcam 

(ab9722) 

Marcar a expressão da citocina pró-

inflamatória IL-1β 

Anticorpo monoclonal 

anti-NeuN de 

camundongo  

1:50 LSBio 

(LS-

C312122) 

Marcar Neurônios maduros 
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Anticorpo PCP4 1:500 Sigma 

(AMAB913

59) 

Marcar a proteína PCP4 (proteína da 

célula de Purkinje 4) – um peptídeo 

antiapoptótico de ligação à 

calmodulina 

 

Análise Qualitativa 

A análise e documentação fotográfica das lâminas foi realizada em um microscópio 

óptico e binocular (Carl Zeiss, modelo Imager.Z1) acoplado ao sistema de captura de imagem 

AxioCam Hrc e Axio Vision. As fotomicrografias foram analisadas qualitativamente em 

comparação aos dados descritos na literatura acerca da ELT. 

Resultados 

 

Dados comportamentais encontrados no Modelo Experimental de Pilocarpina e análise 

qualitativa 

 

Para nossa pesquisa, foram disponibilizados 30 ratos adultos da raça Wistar com peso 

variando entre 250 e 300 gramas. Destes, 5 foram destinados ao grupo controle (administrado 

solução salina) e 25 foram destinados aos grupos que passaram pelo modelo experimental de 

pilocarpina, e então induzidos ao status epilepticus. Dentre os ratos do grupo experimental, 19 

não conseguiram sobreviver no determinado tempo proposto no protocolo utilizado, que é de 

uma hora (1h) após alcançarem o estágio 3 da escala de Racine (1972). Seis ratos conseguiram 

sobreviver a todos os estágios do modelo experimental de pilocarpina (Metil escopolamina – 

Pilocarpina – Diazepam), se mantendo em status epilepticus por uma hora (1h) e após, 

separados em dois grupos com sobrevidas diferentes, 1 dia e 7 dias. Os 19 ratos que não 

conseguiram sobreviver a todos os estágios do modelo experimental vieram a óbito em 

diferentes momentos da execução. O tempo total de execução do modelo experimental foi 

aproximadamente duas horas. 
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A avaliação do status epilepticus envolveu a análise qualitativa das mudanças no 

comportamento de convulsão dos ratos e comparação com as mudanças comportamentais 

descritas na a Escala de Racine (1972), que demandou observar o animal durante todo o período 

em que estivesse apresentando convulsão e atribuir um estágio com base no comportamento 

observável. Os ratos que apresentaram sinais comportamentais equivalentes a crise descrita no 

estágio 3 – 5 da escala de Racine foram incluídos nos grupos experimentais (Mello et al., 1993). 

A análise qualitativa das imagens de tecido hipocampal foi realizada para avaliar a 

presença e a quantidade de proteínas e células específicas nas amostras do hipocampo, sendo 

fundamental para compreender a expressão proteica em doenças neurodegenerativas e 

neuroinflamatórias. 

A análise foi realizada a partir de imunomarcações com diferentes anticorpos utilizados 

(Tabela 3), tanto no grupo controle quanto no grupo experimental: anti-IL10, anti-IL1 beta, 

anti-NeuN e anti-PCP4. Cada um destes anticorpos foi selecionado com o objetivo de avaliar a 

expressão de proteínas relevantes na regulação da inflamação e na homeostase neuronal. 

 

Padrão geral de identificação do hipocampo 

 

Figura 5 

Fotomicrografia de hipocampos do grupo experimental de 1 dia, com marcação de anti-NeuN 

para visualização da estrutura e integridade hipocampal. As setas indicam corpos celulares de 

neurônios maduros marcados por anti-NeuN nas regiões CA1, CA3, Giro denteado (GD) e 

Hilo. (Figura 5A: lado esquerdo, Figura 5B: lado direito do mesmo hipocampo). 
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. 

 

 A Figura 5 exibe, em baixo aumento (5x), a região hipocampal do grupo controle 

marcado com Anti-NeuN. É possível constatar a integridade tecidual do hipocampo, com todas 

as estruturas e características anatômicas intactas. 

Conseguimos observar as principais características estruturais que identificam o 

hipocampo: Sua estrutura curva e alongada em formato em C e os subcampos hipocampais, 

evidenciando CA1 e CA3. Também é possível notar as camadas de neurônios maduros 

marcados pelo anticorpo utilizado em todas as regiões hipocampais (setas).  

 

Padrão de morte neuronal hipocampal 

 A primeira abordagem experimental teve o objetivo de avaliar nos tecidos o padrão de 

imunomarcação de anti-NeuN no grupo controle e experimental. A figura 6 mostra que o padrão 

de marcação foi semelhante ao encontrado na literatura (T. Wu et al., 2017) com as células 

marcadas sendo evidenciadas nos campos CA1, CA2, CA3, giro denteado e Hilo nos animais 

controle (Figura 6.A,B) e animais experimentais (Figura 6.C). No entanto, na figura 6.C, 

evidencia-se qualitativamente menor imunorreatividade no padrão de anti-NeuN em CA3, o 

que pode estar correlacionando a morte celular ocasionada pela epilepsia induzida por 

pilocarpina. 

 

5.A 5.B 

FIGURA 5 

5.A 5.B 
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Figura 6  

Fotomicrografia com marcação de anti-NeuN para visualização da estrutura e integridade 

hipocampal. As setas indicam corpos celulares de neurônios maduros marcados por anti-NeuN 

nas regiões CA1, CA3, Giro denteado (GD) e Hilo.(Figura 5A: lado esquerdo, Figura 5B: lado 

direito do mesmo hipocampo). 

 

 

 

 No grupo experimental de 7 dias, o padrão de imunoreatividade se mostrou alterado 

com uma intensa redução de padrão de marcação para NeuN nas áreas CA1, CA2, CA3 e Hilo 

do Giro denteado (Figura 7.C e 7.D), quando comparado ao grupo controle (Figura 7.A e 7.B). 

 

 

Figura 7.  

Fotomicrografia com marcação de anti-NeuN para visualização de morte neuronal. As figuras 

7.A e 7.B indicam hipocampo do grupo controle, sem evidências de perda neuronal nos 

subcampos, Giro denteado e Hilo. A figuras 7.C e 7.D indicam hipocampo do grupo 

experimental por pilocarpina com sobrevida de 7 dias após status epilepticus. As setas na 

FIGURA 6 

6.A

A 
6.B 

6.C 

CONTROLE 
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imagem 7.C e 7.D apontam que houve extensa redução da imunorreatividade para o anticorpo 

NeuN no subcampo CA1, CA2, CA3 e Hilo, indicando ampla morte neuronal naquelas regiões. 

(Figura 7A: lado esquerdo, Figura 7B: lado direito do mesmo hipocampo do grupo controle. 

Figura 7C: lado esquerdo, Figura 7D: lado direito do mesmo hipocampo do grupo 

experimental). 

 

 

 

As Figuras 6 e 7 dos grupos experimentais inferem que o tempo pode ser determinante 

na progressão de morte neuronal, e consequentemente esclerose hipocampal, principalmente os 

subcampos CA1, CA2, CA3 e Hilo. 

 

 

Identificação do subcampo CA2 hipocampal 

FIGURA 7 

7.A 

CONTROLE 

7.C 7.D 

7.B 
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As figuras 8 e 9 representam dados sobre a exata localização da região CA2 hipocampal. 

Na imagem 8.A conseguimos observar a estrutura do hipocampo e suas sub-regiões CA2, CA3, 

Giro denteado e Hilo, exibindo marcação do anticorpo anti-PCP4 na região CA2, o limite 

inferior de sua área (barra nas Figuras 8.A e 8.B) próximo ao subcampo CA3 e a disposição 

longitudinal da camada neuronal. 

As figuras 8.B e 8.C sinalizam os limites horizontal, vertical e longitudinal da camada 

de neurônios excitatórios piramidais da região CA2. A seta na figura 8.C indica corpos celulares 

de neurônios piramidais, sendo possível observar seu formato e aspecto. 

 

Figura 8.  

Fotomicrografia de ratos do grupo controle com marcação do anticorpo anti-PCP4 para 

visualização de neurônios piramidais da região de CA2. A figura 8.A corresponde ao 

hipocampo inteiro, exibindo sua estrutura anatômica e áreas hipocampais. A figura 8.B (barra) 

indica a área limítrofe entre CA2/CA3, mostrando o início da região CA2. A figura 8.C aponta 

para a mesma região, porém em maior aumento. A seta sinaliza a camada de corpos celulares 

de neurônios piramidais de CA2 hipocampal, (Objetivas - Figura 8A: 5x Figura 8B: 10x. 

Figura 8.C: 20x). 
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. 

As figuras 9.A e 9.B representam dados encontrados na literatura que corroboram com 

os dados encontrados na nossa pesquisa. As imagens indicam a mesma disposição da camada 

de neurônios piramidais encontrados em CA2 e seus corpos celulares neuronais. Conseguimos 

observar na figura 9.B o limite superior (barra) e inferior da região CA2, assim como a sua 

disposição longitudinal no hipocampo. 
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Figura 9.  

Dados da literatura indicando que Imunomarcação de PCP4 efetivamente delineia a região 

CA2 no hipocampo de camundongos adultos. (Fig 9.A: Marcação com DAPI, Fig: 9.B: 

Marcação com PCP4),(San Antonio et al., 2014). 

 

 

 

 

Padrão anti-inflamatório utilizando Interleucina 10 (IL-10) 

A figura 10 mostra o padrão anti-inflamatório da citocina IL-10 em hipocampos pós 

status epilepticus. Podemos observar que no grupo controle (Figura 10.A e 10.B) há marcação 

de IL-10 em grande concentração, agindo em todo o hipocampo, indicando que esta citocina 

anti-inflamatória participa da homeostase neuronal em hipocampos sadios, desempenhando a 

neuroproteção basal no tecido. As figuras 10.C, D, E,F indicam que ao longo do tempo de 1 e 

7 dias respectivamente, há redução da imunomarcação de IL-10 no tecido, e provável redução 

da proteção anti-inflamatória neuronal desempenhada por esta citocina. 

FIGURA 9 

9.A 9.B 
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Figura 10.  

Fotomicrografias com marcação do anticorpo anti-IL10 pra visualização de citocinas anti-

inflamatórias no hipocampo. As figuras 10.A e 10.B representam ratos do grupo controle e 

exibe todos os subcampos CA, Giro denteado e Hilo marcados pelo anticorpo. A barra indica 

a fronteira da região CA2/CA3. As figuras 10.C e 10.D representam ratos que foram 

sacrificados após 1 dia de status epilepticus. As setas indicam uma pequena imunorreatividade 

para anti-IL-10 somente em CA3 e Giro denteado. As figuras 10.E e 10.F representam ratos 

que foram sacrificados 7 dias pós status epilepticus. Neste grupo não foi observado marcação 

de anti-IL10 no hipocampo. 

 

.  

 

FIGURA 10 
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Padrão pró-inflamatório utilizando Interleucina 1 beta (IL-1β) 

A figura 11 mostra o padrão pró-inflamatório desempenhado pela citocina IL-1β em 

hipocampos pós status epilepticus. Podemos notar na figura 11.A que após uma agressão inicial 

ao hipocampo, a citocina inflamatória executa seu papel nos subcampos hipocampais CA2 e 

CA3, indicando que há um mecanismo de processo inflamatório no local.  

Figura 11. 

 Fotomicrografias com marcação do anticorpo anti-IL1β pra visualização de citocinas pró-

inflamatórias no hipocampo. As figuras 11.A e 11.B representam ratos do grupo experimental 

tratados com pilocarpina e submetidos ao status epilepticus. A figura 11.A exibe o hipocampo 

de ratos que foram sacrificados após 1 dia seguido de status epilepticus. É possível observar 

imunorreatividade de IL-1β nas regiões CA2 e CA3. A figura 11.B exibe o hipocampo de ratos 

que foram sacrificados após 7 dia seguido de status epilepticus. Houve redução da expressão 

da citocina IL1β na região CA2 e manutenção em CA3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 11 

11.A 
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.  

A figura 11.B aponta que, ao longo do tempo, há redução da imunorreatividade para o 

anticorpo anti-IL-1β na região de CA2 e manutenção da marcação em CA3. Estes dados 

sugerem que o mecanismo inflamatório desempenhado pela citocina diminui na região CA2 

após 7 dias, se movimentando e agindo somente na região CA3.  

 

Discussão 

 

Modelo experimental de Pilocarpina, preservação do tecido hipocampal e qualidade da 

imunohistoquímica 

Este trabalho demonstrou que a indução da epilepsia do lobo temporal mesial em ratos 

adultos foi realizada através da utilização de pilocarpina, com o objetivo de examinar a 

tendência de perda neuronal e a ação de citocinas envolvidas no processo inflamatório que leva 

a danos no tecido hipocampal por um período pré estabelecido. 

O modelo experimental de pilocarpina é amplamente utilizado para estudar o 

desenvolvimento e progressão de convulsões e a epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM). A 

droga pilocarpina é um agonista colinérgico e, quando administrada a animais, leva à ativação 

de receptores muscarínicos de acetilcolina no cérebro, que resulta em uma cascata de eventos 

que em última análise, levam a convulsões que se originam no hipocampo(Cavalheiro et al., 

2006). No entanto, uma das principais preocupações associadas a esse modelo é a alta 

porcentagem de morte de roedores.  

Vários fatores podem contribuir para a alta taxa de mortalidade no modelo da 

pilocarpina. Um dos principais são as convulsões intensas e prolongadas que ocorrem, mesmo 

após a utilização de fármacos depressores do sistema nervoso central administrados pós status 
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epilepticus. Essas convulsões podem levar a danos cerebrais e morte neuronal, o que pode 

resultar na morte do animal.  

Um modelo animal experimental precisa mimetizar os sintomas observados em 

humanos com suas principais características (Ex: convulsões, espasmos musculares, confusão 

mental). Também precisa estar apto para replicar os danos cerebrais encontrados em 

humanos(Ahmed Juvale & Che Has, 2020; Cavalheiro et al., 2006).  

Em nossa pesquisa, o modelo utilizado para mimetizar os efeitos deletérios da epilepsia 

do lobo temporal mesial de humanos em roedores teve como objetivo promover o dano 

encefálico, mais especificamente no hipocampo, porém sendo capaz de manter o animal vivo 

na até o período de sobrevida escolhida, junto com a integridade tecidual do hipocampo.  

As Figuras 6 e 7 demonstraram que o objetivo foi alcançado. Foi possível observar a  

integridade tecidual do hipocampo, as conformidades estruturais, sua forma em C e subcampos. 

A imunorreatividade positiva do anticorpo anti-NeuN nos hipocampos do grupo controle e a 

diminuição da marcação nos hipocampos com sobrevida de 1 e 7 dias em subcampos 

específicos também evidenciam que o modelo experimental foi executado corretamente, 

ocorrendo danos localizados, mais especificamente morte neuronal, nos subcampos 

hipocampais CA1, CA2 e CA3 e no Hilo do Giro denteado. Tais achados se assemelham com 

dados na literatura de pesquisas onde foram utilizados hipocampos íntegros estruturalmente 

(Botcher et al., 2014; Carstens et al., 2016; T. Wu et al., 2017). 

Outro fator contribuinte para a obtenção do tecido hipocampal íntegro e preservado é a 

utilização de técnicas de fixação e preservação tecidual. A preservação envolve a imersão do 

tecido em uma solução que retarda os processos metabólicos e evita danos aos tecidos. Isso 

geralmente é feito usando uma solução de armazenamento a frio, como solução salina ou um 

crioprotetor como glicerol. A fixação, por outro lado, é o processo de reticulação química das 

proteínas do tecido, o que estabiliza a estrutura do tecido e evita que ele se modifique. A fixação 
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geralmente é feita usando um reagente químico, como paraformaldeído ou glutaraldeído, 

aplicado ao tecido como líquido ou gás. O tecido é deixado de molho no fixador por um período 

de tempo especificado, geralmente de várias horas até a noite (overnight), para permitir a 

penetração total e a reticulação. As Figuras 6 e 7 ratificam que o processamento histológico, 

preservação e fixação tecidual do encéfalo em nosso estudo foi executado com sucesso. 

O processamento imunohistoquímico mostrou que conseguimos obter material 

histológico encefálico de qualidade. Este método de estudo do tecido oferece várias vantagens 

importantes que o tornam uma ferramenta valiosa na análise de amostras biológicas. Isso inclui 

a capacidade de visualizar e localizar proteínas e células específicas em tecidos, resultados 

confiáveis e reprodutíveis, oferecendo informações importantes sobre os mecanismos 

subjacentes da doença, como por exemplo no caso da ativação ou inibição de vias específicas 

(Magaki et al., 2019). 

Outra vantagem de um bom processo de imunohistoquímico é sua alta sensibilidade e 

especificidade. Com o uso de anticorpos específicos que se ligam à proteína alvo, permite a 

detecção da mesma no tecido alvo. Essa alta sensibilidade permite detectar precocemente 

alterações de proteínas-alvo, o que pode fornecer informações importantes sobre a progressão 

de doenças ou a eficácia de tratamentos (Magaki et al., 2019). 

Em nosso estudo, foi possível detectar com exatidão as células alvo estudadas no tecido 

hipocampal e alcançar os objetivos específicos propostos. As Figuras 5 - 8, 10 e 11 mostram a 

qualidade do processamento imunohistoquímico realizado pela clara possibilidade 

evidenciando a integridade das células neuronais marcadas, estrutura hipocampal e proteínas 

alvo. 

 

 

Padrão de morte neuronal e aspectos da neuroinflamação 
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 Para verificação de morte neuronal, usamos em nossa pesquisa o anticorpo NeuN 

(Neuronal Nuclear Antibody: LSBio(LS-C312122)), que é amplamente utilizado para 

identificar neurônios maduros no sistema nervoso central (SNC). O anticorpo é direcionado 

contra uma proteína expressa especificamente nos núcleos dos neurônios, tornando-o um 

marcador confiável para populações de células neuronais. Quando usado em procedimentos de 

coloração imunohistoquímica, o anticorpo NeuN se liga à proteína alvo, permitindo a 

visualização de células neuronais maduras. A especificidade do anticorpo permite a 

diferenciação de neurônios de outros tipos de células no SNC, como células gliais 

(Gusel’nikova & Korzhevskiy, 2015; Sarnat, 2015). 

 Na Figura 6 e Figura 7 foi possível observar os aspectos gerais do hipocampo marcado 

com anti-NeuN. A Figura 6.A-B, 7.A-B representa o hipocampo de ratos que não foram 

submetidos ao modelo experimental de pilocarpina e não apresentaram dano encefálico. Na 

figura 6.C, que por outro lado representam hipocampos de ratos que foram sacrificados 1 dia 

pós status epilepticus, conseguimos observar diminuição da marcação imunocitoquímica 

somente na região de CA3, sinalizando que provavelmente naquele subcampo houve redução 

da população de neurônios por conta da morte neuronal. Nas Figuras 7.C e Figura 7.D, 

representativas do hipocampo de ratos que foram sacrificados 7 dias pós status epilepticus, 

conseguimos observar densa redução da marcação do anticorpo anti-NeuN nas regiões CA1, 

CA2, CA3 e Hilo, que pode refletir uma provável morte neuronal naqueles subcampos 

específicos. 

A morte neuronal é um resultado comum pós status epilepticus, e sua progressão ao 

longo do tempo pode ter um impacto significativo no resultado geral da lesão (Thom, 2014; 

Vezzani et al., 2013).  

O foco da nossa pesquisa não permitiu quantificar o número de neurônios mortos no 

tecido hipocampal, porém permitiu analisar o padrão geral de imunomarcação com o passar do 
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tempo após a agressão inicial, quando analisamos qualitativamente a redução da densidade 

neuronal. Acreditamos que isso ocorra devido a uma combinação de fatores, incluindo os 

efeitos diretos da própria lesão e efeitos secundários do processo inflamatório instalado no 

hipocampo. Entretanto, será necessário que essa análise quantitativa seja feita em nossos dados 

para confirmação das afirmações explanadas. 

Nosso estudo qualitativo corrobora com a pesquisa realizada por Dingledine em 2011, 

onde mostrou que após o período da agressão inicial encefálica pós status epilepticus, também 

chamada de epileptogênese, houve o aumento expressivo da citocina pró-inflamatória IL-1β no 

hipocampo, em comparação com hipocampos de ratos sadios, relacionando este evento com o 

aumento das crises (Friedman & Dingledine, 2011). 

Outro estudo realizado por Rojas, Gueorguieva, et al., em 2014 demonstrou o 

envolvimento de um receptor específico (EP1) que contribui para o aumento das crises em ratos 

induzidos a epilepsia quando ativado pela neuroinflamação, sendo interleucina-1 beta (IL-1β), 

a ciclooxigenase 2 (COX-2), a prostaglandina E2 (PGE2) e os receptores EP1 peças-chave na 

cascata de eventos. 

A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória produzida por células imunes, como micróglia 

e astrócitos, em resposta a uma lesão ou infecção. Uma vez produzida, a IL-1β atua em células 

imunes e neurônios para promover uma resposta imune. Isso resulta em liberação de outras 

citocinas pró-inflamatórias e na ativação da via da ciclooxigenase. A COX-2 é uma enzima que 

converte o ácido araquidônico em prostaglandinas, incluindo a PGE2. A expressão de COX-2 

se torna aumentada em resposta a lesão, e sua super expressão tem sido associada à 

neuroinflamação crônica (Friedman & Dingledine, 2011; Rojas, Jiang, et al., 2014). 

O estudo realizado por Rojas, em 2014 demonstrou que a PGE2-EP1participa 

diretamente na inflamação hipocampal. A PGE2 é um potente mediador pró-inflamatório que 

atua em vários tipos de células, incluindo células imunes, neurônios e células gliais e está 
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relacionado com a ativação de receptores EP1, levando ao impulsionamento de vias de 

sinalização intracelular que promovem a inflamação. Os receptores EP1 são um subtipo de 

receptores de prostaglandina que medeiam muitas das ações da PGE2 e atualmente está sendo 

relacionado como um dos principais elementos que induzem a neurodegeneração (Rojas, 

Gueorguieva, et al., 2014). 

 

Especificidade da região CA2 hipocampal 

 O hipocampo é uma estrutura complexa e altamente diferenciada dentro do cérebro, 

desempenhando um papel crítico em várias funções, incluindo a formação da memória e a 

navegação espacial, sendo dividido em vários subcampos, cada um com uma citoarquitetura, 

conectividade e função únicas.  

Neste contexto, o subcampo CA2 é de particular interesse devido às suas propriedades 

exclusivas. A região CA2 do hipocampo é uma estrutura complexa e diferenciada que 

desempenha um papel crítico em várias funções cerebrais. Possui citoarquitetura e função 

distintas das outas áreas hipocampais (San Antonio et al., 2014). Usamos neste estudo o 

anticorpo anti-PCP4 que indica a localização de neurônios piramidais da região de CA2, 

demonstrando de fato que este subcampo está localizado entre os subcampos CA1 e CA3. 

A fotomicrografia em menor aumento mostrado na Figura 8.A indica a exata a 

localização do subcampo CA2, sendo possível comparar com as outras regiões, levando-se em 

consideração o hipocampo inteiro, sua disposição e diferenciação com as outras regiões. Na 

imagem em maior aumento (figura 8.B-C) conseguimos analisar as características morfológicas 

dos neurônios piramidais e características estruturais do subcampo CA2. 

Nossos dados sobre a localização dos neurônios e especificações estruturais da região 

CA2 se assemelham com a Figura 9.A e Figura 9.B, retirado de um estudo realizado por San 

Antonio et al., 2014 onde também foi utilizado o anticorpo anti-PCP4 para localização da região 
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CA2 hipocampal. Neste estudo foi apresentado dados qualitativos mostrando que a região CA2 

possui características fisiológicas distintas das outras regiões hipocampais. Os autores 

descobriram que o subcampo CA2 exibiu uma plasticidade sináptica mais robusta em resposta 

a estímulos de alta frequência em comparação com os outros subcampos. Isso sugere que as 

sinapses do subcampo CA2 são mais facilmente modificáveis do que em outras regiões do 

hipocampo. Além disso, os resultados sugerem que a plasticidade sináptica no subcampo CA2 

é regulada por diferentes mecanismos moleculares do que nos outros subcampos. Isso sugere 

que o subcampo CA2 pode ter um papel único no processamento de informações no hipocampo. 

O interesse pela investigação do subcampo CA2 surgiu em decorrência de existirem 

poucos dados na literatura sobre o papel dessa subregião e os neurônios envolvidos na fisiologia 

basal. Nossa hipótese é que esta região possa ter fatores de neuroproteção intrínsecos, que 

impedem o avanço da degradação tecidual na inflamação em encéfalos epilépticos.  

 

Padrão anti-inflamatório (IL-10) hipocampal 

 A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina com efeitos anti-inflamatórios no sistema 

imunológico. É produzido por vários tipos de células, incluindo células T, células B e 

monócitos, e também atuando como uma molécula imunorreguladora. Tem um impacto versátil 

na imunorregulação e inflamação em todo o corpo em resposta à neuroinflamação. Além dessas 

funções, a IL-10 também tem a capacidade de controlar a transmissão sináptica e facilitar a 

plasticidade neuronal. Durante a maioria das doenças que afetam o sistema nervoso central, a 

expressão de IL-10 é aumentada, o que leva ao controle benéfico da neuroinflamação e promove 

a sobrevivência de neurônios e células gliais no cérebro, contrariando os efeitos nocivos das 

citocinas inflamatórias(Moore et al., 2001; Nenov et al., 2019). 

Nosso estudo propôs verificar o papel da IL-10 no hipocampo de ratos após sofrerem 

status epilepticus com sobrevida de 1 e 7 dias. Na Figura 10.A e Figura 10.B é possível observar 
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que todos os subcampos hipocampais de ratos do grupo controle foram marcados com IL-10, 

demonstrando que a IL-10 desempenha o papel anti-inflamatório sob condições fisiológicas 

normais.  

Os dados apresentados corroboram com os estudos realizados por Levin & Godukhin, 

2017, demonstrando que citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β1 têm ação 

neuroprotetora rápida contra distúrbios da atividade funcional basal do encéfalo. 

As Figuras 10.C-10.F representam hipocampos lesionados de ratos com 1 dia e 7 dias, 

respectivamente, de sobrevida pós status epilepticus. As imagens demonstraram que a 

imunorreatividade da interleucina 10 está reduzida em todo o hipocampo, indicando que esta 

citocina provavelmente não é a principal atuante neuroprotetora anti-inflamatória do 

hipocampo que apresentava lesão neuronal e tecidual em ratos tratados com Pilocarpina.  

Estes dados obtidos se assemelham ao estudo realizado por Kamaltdinova, Pershina, 

Mikheeva, Bugaev-Makarovskiy, & Arkhipov em 2021, onde foi realizado um modelo 

neurotóxico baseado na administração de cloreto de trimetil-estanho (TMT). Uma das causas 

da morte neuronal neste modelo após a intoxicação por TMT é neuroinflamação excessiva, 

indicado pela regulação positiva do gene da ciclooxigenase-2 (COX-2). Os resultados 

apresentados demonstraram que as principais estruturas encefálicas atingidas foram o córtex 

pré-frontal e hipocampo, sendo observado também aumento significativo na quantidade de IL-

10 no córtex pré-frontal e a falta de síntese proteica de IL-10 no hipocampo. Os autores relatam 

que a baixa expressão de IL-10 no hipocampo é uma das razões para o aumento de morte 

neuronal hipocampal após o tratamento com TMT. 

Um ponto importante a ser comentado é que outras citocinas atuam no sistema 

imunológico no corpo humano e participam na regulação da anti-inflamação tecidual, como no 

caso das IL-4, IL-11, IL-13. Novos estudos necessitam ser realizados pois há a probabilidade 

das citocinas citadas estarem atuando no hipocampo como agente neuroprotetor. 
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Padrão inflamatório (IL-1β) diferenciado em CA2 hipocampal 

 Nas Figuras 11.A e Figura 11.B podemos notar o comportamento da citocina IL-1β no 

tecido hipocampal. É possível também observar desigualdades encontradas nas camadas 

neuronais de CA2 e CA3 que ajudaram a diferenciá-los. A Figura 11.A mostra hipocampo de 

ratos que foram sacrificados pós status epilepticus em 1 dia. Foi possível observar que a elevada 

expressão de IL-1β nos subcampos CA2 e CA3 refletiu ao processo inflamatório que estava 

ocorrendo naquele local, no primeiro dia em que o cérebro foi exposto a uma agressão inicial 

causada pela Pilocarpina.  

 A Figura 11.B nos mostrou que ao longo do tempo, a expressão do anticorpo anti-IL-1β 

diminuiu na região de CA2 e se manteve na região de CA3. Nossos dados sugerem que por um 

período de 7 dias, ocorreu de forma contínua o desenvolvimento dos mecanismos 

epileptogênicos e reorganização neuronal na região CA3 de hipocampos de ratos tratados com 

Pilocarpina. Por outro lado, esses mesmos mecanismos inflamatórios podem estar tendo seu 

desenvolvimento reduzido no subcampo CA2 por fatores ainda desconhecidos. Na literatura 

atual não existem dados que esclarecem o fator que interfere na redução da atividade pró-

inflamatória da interleucina 1 beta na região CA2 hipocampal.  

Ao que parece, existem fatores neuroprotetores intrínsecos no hipocampo que impedem 

a ação da IL-1β determinada pelo tempo. Algumas hipóteses podem ser levantadas como 

mecanismos neuroprotetores de CA2. 

Um estudo realizado por Jiang et al., 2012 analisou a família de receptores EPs, que são 

amplamente expressos em neurônios e células da glia e são ativados na cascata inflamatória 

mediada pela IL-1β - COX-2 – PGE2. Os pesquisadores perceberam que o receptor EP2 ativado 

promove inflamação no tecido neural, e então desenvolveram uma molécula antagonista ao 
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receptor, que ao se ligar após SE induzido por pilocarpina, promoveu redução da 

neurodegeneração no hipocampo. 

Outro estudo realizado pelos mesmos pesquisadores em 2013 utilizou o mesmo 

delineamento de estudo porém desenvolvendo um novo antagonista mais seletivo para o 

receptor EP2. Os pesquisadores conseguiram demonstrar que a administração sistêmica do 

novo antagonista e a inibição do receptor EP2 em camundongos submetidos ao SE pelo modelo 

experimental de pilocarpina promoveu redução da mortalidade tardia, recuperação da perda de 

peso, redução da inflamação encefálica e neuroproteção hipocampal, sem modificar o padrão 

das convulsões agudas(Jiang et al., 2013).  

A hipótese levantada de mecanismos intrínsecos neuroprotetores atuantes na região 

CA2 hipocampal é sobre uma estrutura existente no hipocampo, que consiste em um tipo 

específico de matriz extracelular e está intimamente ligada a superfície de neurônios maduros, 

dendritos e axônios do SNC chamada de Rede Perineuronal (RPN) (Bitanihirwe & Woo, 2015; 

Brückner et al., 1993).  

Ainda não está claro todas as funções que a RPN desempenha no sistema nervoso 

central. Os principais papéis relacionados a RPN é de estabilização e depressão sináptica, 

participando na homeostase iônica em volta de neurônios com alta atividade neuronal. Em 

função dessas características, a RPN tem sido relacionada a uma verdadeira barreira contra a 

plasticidade excitabilidade neuronal excessiva, características que são desenvolvidas em 

hipocampos expostos a epileptogênese (Alpár et al., 2006; Carstens et al., 2016). 

E outra possibilidade a ser investigada é de que outras citocinas anti-inflamatórias além 

da IL-10 podem estar agindo na região CA2 hipocampal proporcionando efeito neuroprotetor. 

A capacidade das citocinas anti-inflamatórias de regular a resposta imune no SNC é crucial para 

manter a função adequada e prevenir inflamação excessiva e dano tecidual. As citocinas anti-

inflamatórias ajudam a atenuar essa resposta, controlando a intensidade e a duração da resposta 
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inflamatória. Podem atuar nessa neuroproteção hipocampal as interleucinas IL-4, IL-11 e IL-

13, por exemplo. 

 

Próximos Passos 

O estudo recente realizado sobre as interleucinas e a neuroproteção hipocampal foi 

importante para identificar possíveis mecanismos envolvidos nesse processo. Entretanto, é 

importante destacar que o estudo foi realizado apenas com análise qualitativa por dificuldades 

encontradas na jornada, como por exemplo a interrupção desta pesquisa em decorrência da 

pandemia do Covid-19. Isso significa que foram observados padrões e comportamentos, mas 

sem medições precisas ou estatísticas. 

Para que possamos entender melhor a relação entre as interleucinas e a neuroproteção 

hipocampal, é necessário realizar uma análise quantitativa desse estudo. Dessa forma, será 

possível medir e quantificar o efeito das interleucinas na neuroproteção hipocampal de forma 

mais precisa. 

Além disso, é importante destacar que outras citocinas também podem estar envolvidas 

no processo de neuroproteção hipocampal. Portanto, é fundamental investigar outras citocinas, 

além das interleucinas já identificadas no estudo, para obter uma compreensão mais completa 

dos mecanismos envolvidos nesse processo. 

 

Considerações finais 

 Em resumo, o modelo experimental de pilocarpina utilizado foi eficaz em mimetizar os 

efeitos deletérios da ELTM em ratos, promovendo a indução do status epilepticus, dano 

localizado em subcampos hipocampais e morte neuronal.  

A análise comportamental dos padrões encontrados no momento das crises por meio 

observacional foi realizada com sucesso utilizando a escala de Racine (1972). 
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Utilizando o anticorpo anti-PCP4, esta pesquisa conseguiu localizar com exatidão e 

analisar as características oculares da região CA2 hipocampal 

A citocinas anti-inflamatória IL-10 não parece ser a principal citocina neuroprotetora da 

região de CA2, pois observamos um padrão discreto de imunorreatividade em CA1, CA3 e GD 

no grupo de 1 dia e ausência de imunorreatividade em todas as áreas do CA, Giro denteado e 

Hilo para o grupo 7 dias. 

A citocina inflamatória IL-1β observada em CA2 e CA3 no grupo de 1 dia, bem como 

a menor expressão dessa citocina na região CA2 do grupo com sobrevida 7 dias, pode estar 

relacionada a uma possível migração da inflamação ao longo do tempo impulsionada por fatores 

neuroprotetores, como rede Perineuronal, receptor EP2 e outras citocinas anti-inflamatórias 

envolvidas no processo.  
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