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Resumo

A epilepsia é a predisposicédo de desenvolver crises epilépticas espontaneas e
recorrentes. Ela € uma das doengas do sistema nervoso mais comuns na populagdo mundial e
cerca de 30% dos pacientes apresentam Epilepsia Refrataria, por isso existe grande interesse
em desenvolver novas formas de tratamento e estudar a fisiopatologia da doenga em modelos
animais. Uma das principais epilepsias refratarias é a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), que
costuma apresentar lesdo na regiao do hipocampo denominada de Esclerose Hipocampal (EH),
por isso o hipocampo é um dos focos epilépticos mais estudados. Tradicionalmente um
aumento da expressao de IL - 1 beta e da ativagdo microglial sdo caracteristicos de processo
inflamatério no sistema nervoso. A resposta inflamatéria € uma forma de defesa contra
agressoes no local, mas quando exagerada pode aumentar o dano no tecido, inclusive na
epilepsia. Neste trabalho para identificar e quantificar a tendéncia de perda neuronal e
processo inflamatério no hipocampo, apos Status epilepticus induzido por pilocarpina foram
usados 11 animais sobreviventes divididos em 3 grupos: Grupo controle (n=5), apenas solugéo
salina sem ser induzido a crises epiléticas, com tempo de sobrevida de 7 dias; Grupo
pilocarpina 1 dia (n=3), animais com sobrevida até 1 dia apds a inducao das crises; Grupo
pilocarpina 7 dias (n=3), animais com sobrevida de até 7 dia apds a indugao das crises. Em
seguida, foi feita a extracao dos encéfalos e teste imunohistoquimico com anticorpo anti-NeuN
e antl-IL-1beta, para contagem celular no padrdo de marcagao. Todos os esforgos foram
aplicados para evitar o estresse excessivos dos animais durante os procedimentos. A
morfologia do hipocampo e a marcagao das células com o anticorpo Anti-NeuN foi observada
nos trés grupos, o grupo controle apresentou mais células do que os demais, ja a marcacao
Anti-IL-1beta foi mais fraca nos grupos controle e reduzida no grupo pilocarpina 7 dias, e com
maior intensidade e expressao no grupo pilocarpina 1 dia, os grupos foram comparados com o

teste estatistico Kruskal-Wallis e ndo apresentaram diferencas significativas, porém um padrao



de acordo com o previsto em estudo anterior do nosso grupo que pode ser investigado com
outras amostragens sobre o desenvolvimento do processo inflamatério e sua migragao para as
diferentes areas hipocampais e reafirmamos a relevancia da prevencao e tratamento precoce

das crises.

Palavras-chaves: epilepsia; modelo animal; neuroinflamagéo; analise quantitativa; citocinas.



Abstract

Epilepsy is the predisposition to develop spontaneous and recurrent epileptic seizures. It
is one of the most common diseases of the nervous system in the world population and around
30% of patients have Refractory Epilepsy, which is why there is great interest in developing new
forms of treatment and studying the pathophysiology of the disease in animal models. One of
the main refractory epilepsies is Temporal Lobe Epilepsy (TLE), which usually presents a lesion
in the hippocampal region called Hippocampal Sclerosis (HS), which is why the hippocampus is
one of the most studied epileptic foci. Traditionally, an increase in IL-1 beta expression and
microglial activation are characteristic of an inflammatory process in the nervous system. The
inflammatory response is a form of defense against local aggression, but when exaggerated it
can increase tissue damage, including in epilepsy. In this study, to identify and quantify the
tendency of neuronal loss and inflammatory process in the hippocampus after Status epilepticus
induced by pilocarpine, 11 surviving animals were divided into 3 groups: Control group (n=5),
only saline solution without being induced to epileptic seizures, with a survival time of 7 days;
Pilocarpine group 1 day (n=3), animals surviving up to 1 day after seizure induction; Pilocarpine
7-day group (n=3), animals surviving up to 7 days after seizure induction. Then, the brains were
extracted and immunohistochemical testing was performed with anti-NeuN and anti-IL-1beta
antibodies to count cells in the marking pattern. Every effort was made to avoid excessive stress
to the animals during the procedures. The morphology of the hippocampus and the labeling of
cells with the Anti-NeuN antibody was observed in the three groups, the control group presented
more cells than the others, Anti-IL-1beta marking was weaker in the control groups and reduced
in the 7-day pilocarpine group, and with greater intensity and expression in the 1-day pilocarpine
group, the groups were compared using the Kruskal-Wallis statistical test and did not show
significant differences, but a pattern was observed in accordance with that predicted in a

previous study that can be investigated with other samples about 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.

Keywords: epilepsy, animal model, neuroinflammation, quantitative analysis, cytokines
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O termo "Epilepsia" identifica um conjunto de condi¢des neuroldgicas crénicas
caracterizadas por crises convulsivas periddicas e imprevisiveis (Engel, 1995). Na epilepsia ha
um desequilibrio na excitabilidade neuronal, de forma que as células estao constantemente
excitadas, despolarizando, o que provoca os sintomas das crises epilépticas. A terminologia
para a Epilepsia é constantemente atualizada pela Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE).

Crises epilépticas sao sinais e sintomas, motores ou ndo, que evidenciam uma fungéo
anormal do encéfalo devido a atividade excitatéria excessiva e sincrona dos neurénios.
Convulsao é um termo mais utilizado para crises epiléptica com envolvimento motor e o Status
epilepticus (SE) se refere as crises de longas duragdes (Blume et al., 2001; Fisher et al., 2014;
Fisher et al., 2017a; Fisher et al., 2017b). Neste ultimo, as crises podem durar mais de trinta
minutos, o que aumenta o risco de lesdes no tecido nervoso. Por isso, orienta-se observar os
pacientes no local das crises até 5 minutos, e apds esse periodo, a recomendacgéao é
encaminhar o paciente para o atendimento médico (Meldrum & Brierley, 1973; Turski et al.,
1983; Glauser, 2007; Albuquerque & Cendes, 2011).

A Epilepsia é a predisposicao do paciente de manifestar crises epilépticas recorrentes e
espontaneas, entdo um paciente que apresentou uma unica crise epiléptica ou crise decorrente
de um Acidente Vascular Cerebral (AVC), trauma ou infecgdo n&o sera diagnosticado
necessariamente com epilepsia (Fisher et al., 2014). Por sua vez, as Sindromes Epilépticas
possuem caracteristicas tipicas que ocorrem juntas, como tipo de crise, resultado do
Eletroencefalograma (EEG) e comorbidades, como exemplo das Sindromes de Dravet e
Lennox-Gastaut (Scheffer et al., 2017).

A epilepsia é uma das doengas do sistema nervoso mais recorrentes na populagao
mundial, e motiva a comunidade cientifica em busca de medicamentos para as crises (World
Health Organization [WHO], 2015; WHO, 2019). Ao longo do tempo, varias classes de
medicamentos antiepilépticos foram sendo desenvolvidos, entretanto cerca de 30% dos

pacientes com epilepsia apresentam resisténcia aos medicamentos disponiveis, caso
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conhecido como Epilepsia Refrataria (Kwan et al., 2010). Por isso, existe grande interesse em
desenvolver novas formas de tratamento para a epilepsia, entre as quais estao: cirurgias;
técnicas de neuromodulacéo, uso de dieta cetogénica, e participacao do sistema
endocanabinoide (Sander, 1993; Kwan et al., 2010; Perucca & Gilliam, 2012; Yacubian et al.,
2014). Umas das epilepsias refratarias mais comuns é a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)
(Fernandes, 2013; Nakahara, 2018) considerada focal, por acometer a regido especifica que
Ihe nomeia, nesse tipo frequentemente se encontra uma lesdo na forma de perda neuronal na
regido do hipocampo conhecida como Esclerose Hipocampal (EH) (Babb et al., 1984; Blumcke,
2009) outros achados patoldgicos, também presentes, sdo neurodegeneracao (perda de
células nervosas), neurogénese (producao de novos neurdnios), assim como, gliose (aumento
de células gliais), brotamento axonal e alteragdo na matriz extracelular (Thom, 2014, Cristina
et al., 2020). Por isso, o hipocampo € um dos principais focos epilépticos estudados (Figura 1).
Figura 1

Representagéo do hipocampo
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Nota. Corte coronal do encéfalo de rato Fonte: Bear et al.( 2017).
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O hipocampo é uma estrutura localizada no Lobo Temporal compondo o sistema
limbico, ele é conhecido por fungao relacionada com meméria e aprendizagem e ter uma
constituicao anatémica dividida em subcampos nomeados de Ca1, Ca2, Ca3, Ca4 (Giro
denteado) e Hilo (Andersen et al., 2007).

Figura 2

Indicagao dos Subcampos do Hipocampo

Nota. A: subcampos Ca1; Ca2; Ca3 e Giro Denteado. Fonte: Ishizuka et al. (1995); Andersen et al. (2007).
B: subcampos Ca1; Ca3 e hilo em rato Wistar com epilepsia. Fonte Scorza et al. (2006).

Figura 3

Perda celular nos Subcampos do Hipocampo

Nota. Areas anteriormente conhecidas como H1 (Sommer), H2 e H3. A figura mostra perda celular
principalmente em H1 e H3, porém mais preservada em setor resistente H2. (Falconer, 1974)
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Na epilepsia comumente encontra-se perda neuronal nas regides hipocampais Ca1,
Ca3, Ca4, com menor dano na regiao Ca2, mais preservada por processos ainda nao bem
conhecidos, mas que levou a um maior interesse dos pesquisadores para essas areas mais
lesionadas (Falconer, 1974; Margerison & Corsellis, 1966; Scorza et al., 2006), contudo,
observa-se um crescente interesse para a regido Ca2, pelos pesquisadores (Whitebirch et. al,
2022; Dudek et al., 2023).

Modelos experimentais com animais s&o usados para reproduzir total ou parcialmente
caracteristicas clinicas que podem ser comparadas com aquelas vistas nos seres humanos ou
outras espécies. Os modelos animais de epilepsia podem ser do tipo agudo e do tipo crénico o
qual necessita de maior cuidado, trabalho e custo econémico. Esses modelos reproduzem
crises epilépticas recorrentes ao longo do tempo, a fim de observar aspectos fisiopatolégicos
semelhantes aos de pacientes com epilepsia. (Garcia et al., 2009). Os modelos de epilepsia
podem ser classificados segundo o tipo de crise que eles provocam: modelos de crises focais,
modelos de crises generalizadas e modelos de Status epilepticus (SE). Os modelos de crises
focais pelo uso de substancias convulsivas ou estimulagao elétrica promovem uma agressao
inicial, para provocar uma lesdo com potencial de gerar crises, que podem ser usados em
modelos de crises agudas, apds essa fase ocorre um periodo de laténcia, auséncia de crises e
com alteragdes estruturais e funcionais do tecido nervoso até a fase cronica, na qual um estado
de hiperexcitabilidade proporciona crises epilépticas recorrentes e espontaneas. (Garcia et al.,
2009)

Os modelos de crises generalizadas utilizam animais geneticamente modificados, ou
espécies que tenham uma predisposigao para apresentar crises epilépticas, entre os tipos de
crises generalizadas pode-se elencar: crises de auséncias, crises reflexas e crises tonico-
clénica generalizada. Os modelos de Status epilepticus, principalmente pela administragcao
sistémica de acido cainico (KA) ou pilocarpina (PILO), tentam explicar mecanismos

fisiopatoldgicos relacionados ao Status epilepticus, os déficits neuroldgicos relacionados e
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auxiliar na busca de tratamentos eficazes. Os modelos de SE permitem observar tanto as
mudancas anatémicas na fase tardia, como mudangas que ocorrem na fase inicial durante a
epileptogénese.(Garcia et al., 2009).

Um modelo animal ideal apresentaria tanto caracteristicas clinicas das doengas, como
as suas causas, entretanto este modelo ainda ndo foi encontrado. Os modelos sdo
selecionados pelo seu desenho e objetivos da pesquisa (Garcia et al., 2009). O modelo de
epilepsia por Pilocarpina é estudado desde 1983 e usado para promover alteracdes
comportamentais semelhantes a da epilepsia. Turski e colaboradores ja sabiam da importancia
funcional da acetilcolina e seus analogos, além dos inibidores da acetilcolinesterase (enzima
que catalisa a acetilcolina) como desencadeadores de epileptogénese no sistema nervoso, por
isso investigaram se a Pilocarpina (PILO), um agonista colinérgico, ja usado como colirio para
glaucoma, seria capaz de desencadear crises. Um estado epiléptico agudo, com crise ténico-
clénica generalizada como evento inicial, foi observado possivel de ser aplicado em um modelo
animal de epilepsia. (Turski et al., 1983; Turski et al., 1984)

Turski et al. (1983) demonstraram que o modelo de pilocarpina era um bom modelo de
Epilepsia do Lobo Temporal (frequente nos casos de epilepsia refrataria), e que provocava
achados eletroencefalograficos e neuropatolégicos semelhantes as lesdes cerebrais de
pacientes com epilepsia, além de descreverem a evolugdo comportamental das crises a partir
de uma escala ja conhecida elaborada por Racine em 1972 e usada em muitos modelos de
epilepsia atualmente. Nessa escala os animais s&o observados ao longo das crises e sao
identificadas 5 fases progressivas. A Tabela 1 apresenta o comportamento na escala de Racine

(Racine,1972).
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Tabela 1

Comportamento na Escala de Racine

Fase Apresenta
1 Movimentos bucais e faciais
2 Aceno de cabeca
3 Clénus do membro anterior
4 Elevacao
5 Elevagao e queda

Devido a pouca informacao da época sobre registro elétrico em ratos, Racine examinou
a correlacao entre atividade epileptiforme de p6s-descargas (After discharges - ADs) e crises
motoras nos animais. Considerando que a estimulagao elétrica diminuiria o limiar para a
ocorréncia de pés-descargas, grupos de animais foram implantados com eletrodos para
estimular eletricamente a amigdala e o hipocampo. No primeiro grupo, uma corrente sublimiar
foi testada na amigdala e no hipocampo, no segundo grupo outra corrente de baixa intensidade
foi testada na amigdala e no hipocampo e no terceiro grupo uma corrente de alta intensidade
foi aplicada apenas na amigdala. Os animais foram observados com a escala de 5 pontos.
Racine observou que as pds-descargas eram cruciais para o desenvolvimento de convulsdes
motoras, porém uma vez que o limiar era atingido ndo havia muita diferenga entre uma baixa
ou alta intensidade para o desenvolvimento das crises. (Racine,1972).

Pesquisas com modelo de Pilocarpina para o estudar o envolvimento do hipocampo na
epilepsia ainda sao feitos em tempo mais recente. Em 2022 Buckmaster e colaboradores
utilizando modelo de pilocarpina propuseram que a regiao ventral do hipocampo é uma zona
primaria para a ocorréncia de crises epilépticas e ao inativar a regido ventral os animais

apresentaram menos crises que ao inativar regidao dorsal hipocampal, € nao viram diferenca na
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inativacdo da amigdala. Em outro estudo, com modelo de pilocarpina, Matyas observou que
todos os animais com crises epilépticas apresentaram esclerose hipocampal, além disso, os
animais com crise tiveram piora na memoéria e aprendizagem e aumento da ativagao microglial.
E em 2023, Grote com sua equipe de pesquisa identificaram que muitos pacientes cuja crises
persistiam mesmo apds a cirurgia de remogao do hipocampo que atuaria como foco epiléptico
nao apresentavam esclerose hipocampal, mas apenas gliose reconhecendo este quadro como
uma nova sindrome que nao se beneficiariam somente com a cirurgia, mas necessita de novas
estratégias de tratamento (Buckmaster et al., 2022; Matyas et al., 2022; Grote et al., 2023).

A pesquisa neurobioldgica € desenvolvida por varias técnicas laboratoriais entre elas a
imunohistoquimica, técnica que tem a funcao de permitir a visualizacao de estruturas teciduais
e celulares, quando € aplicada para células isoladas ou agrupadas sem matriz extracelular
chama-se imunocitoquimica, com algumas similaridades procedimentares, mas diferente da
imunohistoquimica na forma de obtengédo do material e esta ser aplicada a um tecido com suas
diferentes estruturas. A base da imunohistoquimica é constituida por um marcador acoplado a
um anticorpo que se associa a um antigeno no tecido, por causa da marcagao visivel do
marcador consegue-se visualizar as estruturas a serem analisadas (Ferro, 2014). Essa técnica
€ comumente utilizada para estudos neuropatolégicos incluindo para epilepsia.

Além de observar a perda neuronal no tecido nervoso a imunohistoquimica, também
pode auxiliar no estudo do processo inflamatério. A inflamagao ocorre em tecidos
vascularizados, como uma resposta imunolégica contra o causador de uma lesdo inicial e
tentativa de restaurar o estado normal do local lesionado (Kumar et al., 2018; De Paulo et al.,
2010). O processo inflamatério € composto por trés elementos: aumento do fluxo sanguineo,
pela dilatagdo dos vasos; aumento da permeabilidade vascular que favorece a saida de células
e outras substancias até o local da lesao; e acumulo de células e mediadores inflamatérios na
regido lesionada, para combater o agente agressor (fisico, quimico ou biolégico) (Kumar et al.,

2018; Armaganijan et al., 2006; Camargo et al., 2004).
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Figura 4

Componentes das respostas inflamatérias
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Nota. Fonte: Kumar et al., 2013. Destaque em vermelho para o vaso sanguineo, do qual os componentes

do processo inflamatério chegam a varios tecidos.

S&o sinais comuns na inflamagao: vermelhidao (rubor), aumento da temperatura (calor),
edema (tumor, “inchacgo”), dor e a perda de fungao da regido, quando mais grave (Davies &
Hagen, 1997; Santos Junior, 2003).

As citocinas sao polipeptideos produzidos por diferentes células que agem como
mediadores inflamatorios na resposta imune inata ou especifica; os mediadores inflamatérios
sdo substancias que iniciam ou regulam a inflamagéo, como exemplo, a familia da interleucina
1, da qual a interleucina - 1 beta (IL- 1B) € uma das principais (Kumar et al., 2018). A IL- 1beta
€ uma proteina produzida por varias células, como leucécitos, células endoteliais, epiteliais e
no sistema nervoso, por microglias e astrécitos; funcionalmente envolvida na resposta da
imunidade inata e mais recentemente foi atribuido a ela um valor de mediador neurofisioldgico,
para além do inflamatério, e essencial para a homeostasia dos sistemas organicos (Giulian et

al., 1986; Davies et al., 1999; Lima, 2023). Ja o receptor ao qual a IL1- beta se liga, o receptor
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de IL-1 tipo | (IL-1R1), estaria presente em células endoteliais, ependimarias, células do plexo
coroide, neurdnios do giro denteado, e também expresso em nivel menor por astrécitos, mas
nao por microglias (Liu et al., 2019).

Tabela 2

Papel atribuido a interleucina - 1 beta

Interleucina - 1 beta

Inflamatério Neurofisiolégico
Expressao de citocinas e quimiocinas Sobrevivéncia neuronal
inflamatdrias
Infiltracdo de leucdcitos Crescimento de neuritos
Fagocitose Poda sinaptica
Atividade Bactericida Transmissao sinaptica
Atividade do sistema complemento Neuroplasticidade
Ativacdo da imunidade adaptativa Fungdes neuroenddcrinas

Antineurogénico

Nota. Lima, 2023

Tradicionalmente um aumento da expressao de IL - 1 beta e da ativagdo microglial sdo
caracteristicos de processo inflamatério no sistema nervoso (Giulian et al., 1986; Dinarello,
1997; Davies et al., 1999) e a resposta inflamatéria pode agravar doengas agudas e cronicas
nesse sistema (Liu et al., 2007; Mendiola & Cardona et al., 2018). As células gliais em torno
dos neurdnios também desencadeiam respostas imunes, além de fornecerem suporte, barreira
protetora e nutricdo para os neurdnios (Ransohoff & Perry, 2009; Buffo et al., 2010)

A micréglia € uma linhagem macrofagica no sistema nervoso central, ela se apresenta-
em estado de repouso, quando n&o ha indicios patolégicos e executa varreduras no tecido,
como “vigilantes” (Nimmerjahn et al., 2005). Ela também apresenta-se em estado ativo, quando
ocorre alteracdo morfolégica na célula microglial, expresséo de receptores na superficie celular
(Kreutzberg 1999) e liberagao de citocinas e quimiocinas, como a IL- 1 beta (Giulian et al.,
1986). Doengas neurodegenerativas, traumas, tumores, acidentes vasculares, substancias
excitotoxicas, a exemplo do glutamato, ATP, ADP podem induzir alteragdes na micrdoglia

(Kreutzberg 1999).
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Entao, a resposta inflamatdria é claramente uma forma de defesa contra a causa inicial
de agressdo, mas esta resposta quando exagerada pode aumentar o dano no tecido inclusive
na epilepsia (De Paulo, 2010). Devido a alta prevaléncia na sociedade, pela necessidade de
novos tratamentos e pelas consequéncias nas vidas dos pacientes e familiares, assim como, os
danos nos subcampos hipocampais, faz-se necessario estudar crises epilépticas, com modelos

animais de epilepsia.

Objetivos
Objetivo Geral:

Identificar e quantificar a tendéncia de perda neuronal e processo inflamatério nas areas
hipocampais Ca1/Ca2 em direcdo Ca3, em modelo animal agudo de epilepsia induzida por
pilocarpina.

Objetivos especificos:
° Selecionar para contagem de células os animais que apresentarem crises a

partir da fase 3 da escala de Racine;

° Quantificar a marcagao Anti-NeuN e Anti-IL-1b entre hipocampos de ratos

adultos que sofreram e nao sofreram Status Epilepticus;

° Quantificar a marcagéao Anti-NeuN e Anti-IL-1b em hipocampos de ratos adultos

que sofreram Status Epilepticus, com tempos de sobrevida de 1 e 7 dias;

Métodos
Deu-se seguimento ao trabalho do nosso grupo de pesquisa (Da Silva, 2023), no qual
foram induzidas crises epilépticas nos animais através do modelo de pilocarpina. Em seguida,

os animais foram observados quanto a intensidade e frequéncia das crises a partir da Escala
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de 5 pontos de Racine. Terminada a observacao cada animal foi levado para perfusao (de
acordo com o grupo), a fim de fixar os tecidos para estudo neuropatoldgico, e feita a analise
dos tecidos montados nas laminas. Os procedimentos foram realizados no Laboratério de
Neurobiologia localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFPA e na Sec¢ao de Patologia
Clinica e Experimental do Instituto Evandro Chagas.
Animais

Rattus norvegicus (raga Wistar) de 250-300g foram mantidos em gaiolas em
temperatura ambiente de 25°C, com disponibilidade de agua e comida e respeitando o ciclo
claro-escuro de 12h. Os experimentos ocorreram entre 8h30 e 16h. Trinta ratos foram
manuseados para a pesquisa e somente aqueles sobreviventes ao tempo determinado foram
empregados para a andlise, um total de 11 animais divididos em 3 grupos: grupo controle
(n=5), administrada apenas solugao salina sem ser induzido a crises epiléticas, com tempo de
sobrevida de 7 dias; grupo 1 dia (n=3), animais com sobrevida até 1 dia apds a inducéo das
crises; grupo 7 dias (n=3), animais com sobrevida até 7 dia apds a indug¢ao das crises. Todos
os esforcos foram aplicados para evitar o estresse excessivos dos animais durante os
procedimentos. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA (CEUA/UFPA) - CEUA N° 3347221217. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as normas sugeridas pelo Conselho Nacional

de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA).

Procedimentos de Inducgao das crises por modelo de pilocarpina de Status Epilepticus
(SE).

Os animais foram transferidos para gaiolas individuais 30 min antes de cada
procedimento para habituagéo, apds esse periodo foi administrado 1 mg/kg s.c (via
subcutanea) de Metil-escopolamina 30 min antes da pilocarpina para atenuar os efeitos

colinérgicos periféricos da pilocarpina. Passados os minutos os animais receberam 325 mg/kg
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i.p (via intraperitoneal) de pilocarpina diluida em 10 mL de solugéo salina. E os estagios das
crises foram avaliados de acordo com a Escala de Racine por 1h, apds essa hora cada grupo
recebeu o tratamento de 10mg/kg de Diazepam para interrupgéo das crises. Baseado em
(Turski et al., 1983; Turski et al., 1984; Racine,1972).

As crises motoras foram avaliadas segundo Escala de 5 pontos: 1) Movimentos bucais e
faciais; 2) Balangar a cabeca; 3) Clénus do membro anterior; 4) Elevacao 5) Elevacao e queda.

Compuseram os grupos 0s animais que alcancarem entre 3 e 5 da escala (Racine,1972).

Perfusao e craniotomia

Cada animal de acordo com o grupo foi levado para perfusao, craniotomia,
criopreservacao e secgao tecidual 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, apds a auséncia de respostas é feita a perfusao.

Na perfuséo é feito um corte na regido ventral do animal para expor a caixa toracica e
ter acesso ao coragdo. O coragao (no ventriculo esquerdo) é conectado a um sistema hidrico
para a passagem de solug&o salina 0,9% com heparina (1mL/L) a fim de lavar o sangue dos
6rgaos do animal, além disso, para que a solugao circule e ndo acumule liquido com risco de
romper os tecidos é feito um pequeno corte no atrio direito do coracao. Apds a salina, é
passado pelo coracao solucao de paraformaldeido de 4% para fixar os tecidos do animal
durante 3h.

O procedimento de craniotomia consiste na decapitagdo do animal e retirada do
encéfalo armazenado em tampao fosfato 0,1 M. O encéfalo é criopreservado com solucao de
sacarose em tampao fosfato 0,1M, apds a crioprotegao, os tecidos sdo imersos no meio de
inclusédo Tissue-TeK OCT 4583 (SAKURA), congelados e cortados coronalmente em criostato
Leica CM3050 a 30 um. As seccdes sao acondicionados em solugao anti-congelante na

geladeira.
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Imunohistoquimica

Apos a fixacdo e extracdo do encéfalo foi utilizado o material armazenado seccionado,
para técnica de imunohistoquimica.

Primeiro as seccgbes encefalicas foram lavadas com agua destilada (5 minutos) + PBS
(Solugdo Tampao Fosfato). Logo em seguida, foi feita a recuperagao antigénica por alta
temperatura, para reverter possiveis alteragées no tecido provenientes da fixagdo, com solugao
de acido citrico em banho Maria a 90° C por 20 minutos, e entéo, foi feita uma segunda
lavagem com agua destilada + PBS por 5 minutos.

Em seguida, foi realizada a permeabilizacdo do material com solugédo de Saponina
durante 10 minutos. E entdo outras duas lavagens de PBS, por 5 minutos cada.

Foi feito o bloqueio de proteinas inespecificas com BSA (Bovine Serum Albumin) 10%
por 30 minutos.

E finalmente a incubagao com os respectivos anticorpos primario (aqueles que se ligam
ao antigeno de interesse) por toda a noite (overnight). A Tabela 2 contém os anticorpos
primarios utilizados.

No dia seguinte foram feitas duas lavagens para remocao do excesso de anticorpo

primario, em PBS por 5 minutos cada. A Tabela 2 contém os anticorpos primarios utilizados.
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Tabela 3

Anticorpos Primarios Utilizados

Anticorpo Primario Diluicdo Fabricante Funcao

Anticorpo monoclonal anti- 1:50 LSBio Marcar Neurénios maduros

NeuN de camundongo (LS-C312122)

Anticorpo policlonal anti-IL- 1:100 Abcam Marcar a expressao da

1P feito em coelho (ab9722) citocina proé-inflamatéria IL-
1B

Em seguida, foi aplicado a técnica Labelled Streptavidin Biotin (LSAB): primeiro as
amostras, ja expostas ao anticorpo primario na etapa anterior, foram incubadas em um ligante
biotinilado contendo IgG anti-camundongo e anti-coelho (fabricante Dako REF K0675) por 30
minutos a 37° C, como anticorpo secundario.

Mais duas lavagens em PBS, por 5 minutos cada, e uma incubagdo em Streptavidina
conjugada a enzima Horseradish Peroxidase (HRP), por 30 minutos a 37°C (fabricante Dako
REF K0675), para marcacao que foi revelado com DAB (Diaminobenzidine), cromoégeno incolor
que ao ser oxidado pela HRP adquire cor castanha.

Entao, apds a incubagdo com a Streptavidina conjugada a HRP foram feitas duas
lavagens com PBS por 5 minutos cada, e feita a revelagdo com a solugdo de DAB, na qual o
tempo de revelagao varia entre 30 segundos e 2 minutos e a reacao foi interrompida com a
lavagem das amostras em PBS.

As secgbes marcadas foram montadas em laminas, para isso elas passaram pelos
processos de desidratagao e diafanizacdo, com uma bateria de: alcool 70%, 80%, 90%, 100%,
100%, xilol 1 e xilol 2 (2 minutos em cada solugao).

Para finalmente realizar a montagem com Permount (Fisher Scientific) e laminulas para

protecao tecidual.
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Todas as etapas seguiram o protocolo padrao do laboratério de Imunohistoquimica, da
Secao de Patologia Clinica e Experimental (SAPEX), do Instituto Evandro Chagas (IEC).
Figura 5

Representacao das etapas da Metodologia

Grupos de Ratos Wistar Machos

Escopolamina
~ — 1mg/1kg s.c
Ind;%:gsdas SL. Salina i.p. 30 min antes da Pilo
Pilocarpina
Perfusao e Perfuséo e Perfusédo e
Tempo de G Craniotomia Craniotomia
sobrevida —_—> S B 1 dias depois 7 dias depois
Preparacao e
analise do Identificacdo anatémica hipocampal e contagem no tecido
tecido

Nota. (Pilo= Pilocarpina).

Analise quantitativa

Apos a identificacao de cada area hipocampal de interesse foi feita a andlise. As
analises foram realizadas em um microscépio 6ptico binocular (Motic, modelo BA310E)
acoplado a um sistema de captura de imagem do proprio modelo (Moticam 5+5.0 MP/ USB 3.0)
no software Motic Imagem Plus 3.0

Foram contados em cada hipocampo da sec¢ao encefalica: 8 campos adjacentes na
regido de transi¢cao de Ca1/Ca2 em diregéo Ca3, para ser feita a contagem manual das células
marcadas pelo processo de imunohistoquimica, a partir de um reticulo de contagem quadrado

(10x10, de area 254umx254um ) sobre a imagem visualizada na objetiva de 40x do
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microscopio. Ao todo foram contados 528 campos para a marcagao NeuN e 513 campos para a

marcacao IL-1b.

Figura 6

Representacao do reticulo de contagem

Nota. As células foram contadas dentro de 8 campos adjacentes na regido hipocampal indicada pelo

retangulo vermelho na figura.

Analise estatistica

Foi realizado um somatdrio da quantidade de células contadas em cada campo, para
cada individuo, e foi realizada uma analise de comparacao entre os grupos com grau de
significancia a= 0,05 utilizando o teste estatistico Kruskal-Wallis, com o auxilio do programa

IBM® SPSS® Statistics.
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Resultados

Figura 7

Fotomicrografias do Hipocampo

Nota. O retangulo branco na imagem representa a regido hipocampal, na qual foi realizada a contagem
nos grupos controle (C), pilocarpina 1 dia (Pilo 1) e pilocarpina 7 dias (Pilo 7), da marcag¢ao neuronal
(NeuN) e expressao de citocinas (IL-1b). Indicagao da escala em 1000um (linha horizontal branca), em
aumento de 4x em A e escala de 500um (linha horizontal preta),em aumento de 40x em B.
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As crises epilépticas foram induzidas nos animais e a frequéncia e intensidade das
crises observadas de acordo com a escala de Racine, 11 animais sobreviveram ao tempo
estabelecido, com os quais quantificou-se a marcagédo Anti-NeuN e Anti-IL-1b nos tecidos
hipocampais dos animais de acordo com os grupo controle, pilocarpina 1 dia e pilocarpina 7
dias.

A morfologia do hipocampo e a coloragéo das células marcadas com o anticorpo Anti-
NeuN foi observada presente nos trés grupos (figura 7), ja a marcacao Anti-IL-1b foi mais fraca
nos grupos controle, sem crises, e também no grupo pilocarpina 7 dias, e com maior
intensidade no grupo pilocarpina 1 dia.

Tabela 4

Quantidade de células marcadas por individuo/rato.

Grupo Rato NeuN IL-1b
Controle 1 2299 485
Controle 2 2593 285
Controle 3 2462 86
Controle 4 1480 478
Controle 5 1811 867
Pilo 1 dia 1 2631 212
Pilo 1 dia 2 2680 1735
Pilo 1 dia 3 2033 1038

Pilo 7 dias 1 2622 731
Pilo 7 dias 2 1443 250
Pilo 7 dias 3 1981 86

Nota. Quantificagado de neurdnios e expressao de interleucinas -1b. Pilo = pilocarpina.

Tabela 5

Quantidade de células marcadas por grupo.

Marcacgao Grupo Grupo Grupo Total
controle pilocarpina 1 dia pilocarpina 7 dias
NeuN 10645 7344 6046 24.035
IL-1b 2201 2985 1067 6.253

Nota. Quantificagado de neurdnios e expressao de interleucinas - 1b. Pilo= pilocarpina.



Tabela 6

Estatistica Descritiva NeuN

Descritivos Grupo Grupo Grupo
NeuN controle pilocarpina 1 dia pilocarpina 7 dias
Média 2129,00 2448,00 2015,33
Mediana 2299,00 2631,00 1981,00
Desvio Padrao 468,351 360,235 590,249
Variancia 219352,500 129769,000 348394,333
Percentil (25) 1811,0000 2332,0000 1712,0000
Percentil (75) 2462,0000 2655,5000 2301,5000
Nota. Percentil de Turkey’s Hinger..
Tabela 7
Estatistica Descritiva IL-1b
Descritivos Grupo Grupo Grupo
IL-1b controle pilocarpina 1 dia pilocarpina 7 dias
Média 440,20 995,00 355,67
Mediana 478,00 1038,00 250,00
Desvio Padrao 289,456 762,410 335,232
Variancia 83784,700 581269,000 112380,333
Percentil (25) 285,0000 625,0000 168,0000
Percentil (75) 485,0000 1386,5000 490,5000

Nota. Percentil de Turkey’s Hinger.
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Tomando como referéncia os valores das medianas encontradas, o grupo pilocarpina 1

dia apresentou maior valor do que o grupo controle e grupo pilocarpina 7 dias, nessa ordem,

tanto para a marcacdo NeuN como para a expressao de IL-1b (ver tabelas 6 e 7). Apesar disso,

nao se observou diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e pilocarpina 1 dia e

7 dias para NeuN (figura 8A), nem para os grupos controle, pilocarpina 1 dia e 7 dias para IL-1b

(figura 8B) ao realizarmos o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.



Figura 8

Quantificagdo de neurbnios e expressao de interleucinas-1b
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Nota. A: Representagao da quantificagdo neuronal com a marcacgao do anticorpo anti-NeuN. B:
Representacédo da quantificagdo das citocinas expressas com a marcagao do anticorpo anti-IL-1b.
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Marcagdo NeuN em A: Grupo controle (mediana = 2299;) Grupo pilocarpina 1 dia (mediana = 2631);
Grupo pilocarpina 7 dias (mediana = 1981); Kruskal-Wallis sig =0,257. Marcagéao IL-1b em B: Grupo
controle (mediana = 478;) Grupo pilocarpina 1 dia (mediana = 1038); Grupo pilocarpina 7 dias (mediana
= 250); Kruskal-Wallis sig =0,416.

Discussao

Atualmente € bem estabelecida a importancia das estruturas limbicas, como o
hipocampo, para a ocorréncia de crises epilépticas em pacientes com Epilepsia do Lobo
Temporal Mesial (ELTM), nesses pacientes frequentemente se encontra uma lesdo no
hipocampo, a Esclerose Hipocampal, por esse motivo um dos tratamentos mais indicados para
lidar com a refratariedade dessa epilepsia € a remogao cirurgica do hipocampo que atua como
foco epiléptico no individuo (Boling, 2018).

Nossos dados no levam a pensar sobre a acao inflamatéria neuronal em resposta a
agressao inicial das crises, e como esta de acorde com trabalhos classicos de pilocarpina
(Turski et al., 1984; Curia et al., 2008), em que a perda neuronal € mais evidente em periodo
maior de observacao dos animais, modelos crbnicos de epilepsia, diferente desta proposta que
analisou um modelo agudo de Status epilepticus, para observar possiveis alteragdes iniciais no
tecido nervoso.

Buscamos observar o efeito inicial de crises epilépticas ao delimitar uma area de
transicao Ca1/Ca2 em diregéo Ca3 para a contagem, a partir de comparagdes com a literatura,
uma vez que a regiao Caz2 é de dificil identificacdo sem técnicas de marcagao mais especificas
como as imunofluorescéncias associadas a marcacgdes enzimaticas, a exemplo PCP4 (Dudek
et al., 2022), o que nos interessa investigar futuramente, entretanto imunofluorescéncias tem
sua visibilidade comprometida com o passar do tempo o que dificulta a contagem.

Além disso, a area Ca2 hipocampal é tradicionalmente vista como mais preservada da
degeneragao neuronal, do que suas vizinhas Ca1 e Ca3 (Falconer, 1974; Whitebirch et. al.,

2022), principalmente em seres humanos e modelos animais observados por um tempo maior.
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Tudo isso nos indica sobre a importancia de se prevenir e administrar o tratamento mais
adequado para as crises de forma precoce, ja que a recorréncia das crises € um fator relevante
na degenerag¢ao neuronal.

Ao considerar os papeis inflamatoérios e mais recentemente o neurofisiolégico da
interleucina - 1 beta, é compreensivel a sua presenga no grupo controle € nos grupos induzidos
a terem crises epilépticas.

Nao identificamos perda neuronal, nem diferenca significativa no processo inflamatério
na analise quantificativa realizada. Embora, diferencga significativa entre os grupos controle,
pilocarpina 1 dia e 7 dias para IL-1b (figura 8B) ndo tenha sido observada, chamou atengao o
fato do grupo pilocarpina 1 dia expressar mais células marcadas pelo anticorpo Anti-IL-1b, do
que o grupo controle e grupo pilocarpina 7 dias (tabela 7 e figura 8B), por isso, retiramos dados
discrepantes do grupo pilocarpina 1 dia e 7 dias apenas para verificar a quantificacdo entre os
grupos (figura 9).

Figura 9

Expresséo de interleucinas-1b
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Nota. Representagado da quantificacdo das citocinas expressas com a marcagéo do anticorpo anti-IL-1b.
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Na figura 9, o grupo pilocarpina 1 dia ndo se sobrepde aos demais, como na figura 8B.
Embora nao apresentado diferenca significativa, o padrao de células marcadas em que houve
um aumento no grupo pilocarpina 1 dia e redug¢ao no grupo pilocarpina 7 dias permaneceu,
apesar da retirada dos dados discrepantes, porém devido ao numero de animais sobreviventes
nao podemos abrir mao dos dados. Contudo, esse padréao foi previsto em trabalho qualitativo
anterior do nosso grupo de pesquisa (Da Silva, 2023), o que pode ser indicativo de uma
tendéncia de variacao a ser confirmada, quando mais animais forem colocados na amostra. A
letalidade do modelo de pilocarpina, também observada em outros trabalhos (Whitebirch et al.,
2023), reduziu a quantidade de individuos em cada grupo o que pode ter implicado nos
resultados estatisticos.

Pensando nessa redugao do grupo 7 dias € possivel que um dano no encéfalo nao
afete todas as estrutura simultaneamente (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 geragao e propagacgao das crises para outras
areas, por isso Whitebirch et al. (2022), também com o modelo de pilocarpina, fizeram o
registro eletrofisiolégico de fatias hipocampais e silenciamento de células da area Ca2, onde
encontraram que a regido Ca2 apresentou maior excitabilidade e redugao da inibicao, o que é
coerente com com o desbalancgo excitatério das crises epilépticas, também observaram
aumento da propagacao excitatoria no principal alvo de Ca2, a area Ca1, a qual é uma das
mais afetadas com a perda neuronal, além disso os animais silenciados em Ca2 apresentaram
menos crises, com isso eles propde o envolvimento de Ca2 na geragao e propagacgao das
crises, e nos faz pensar que o processo inflamatoério migre para outras regides hipocampais em
seguida, assim como, sugerem Ca2 para um possivel alvo terapéutico contra as crises

epiléticas (Whitebirch et al., 2022, 2023).
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Consideragoes finais

O modelo de pilocarpina foi eficaz para a inducao do Status epilepticus nos animais, a
investigacao feita neste trabalho propde que pesquisas futuras sejam realizadas sobre a agao
das citocinas no cérebro em crise, com um numero maior de animais em cada grupo, ou a
escolha (ou adaptagédo) de um modelo que vise menor letalidade dos animais, em que a dose
de pilocarpina precisa ser eficaz para gerar crises epilépticas, acometer o tecido nervoso
especificamente na regido estuda sem danificar sobremaneira outras estruturas e ainda
possibilitar a sobrevivéncia dos animais para estudos prolongados. Esta pesquisa é um passo
que deve ser continuada na busca de compreender a inflamagéo no processo de
epileptogénese, ou seja, como se da o processo inflamatario inicial no cérebro que desenvolve
crise epiléptica, em especial o papel da interleucina - 1 beta no sistema nervoso, e origem da
Esclerose hipocampal, por fim reafirmar a importancia da prevencao e do tratamento precoce

das crises.
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