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Resumo 
A epilepsia é uma síndrome neurológica que atinge entre 1 a 1,5% da população 
brasileira. De maneira geral, a epilepsia é caracterizada principalmente pela 
hiperexcitabilidade e hipersincronismo de estruturas encefálicas correlacionadas com sua 
etiologia. As crises epilépticas são distúrbios crônicos caracterizados por disfunção 
cerebral, devido à descarga neural excessiva, com manifestações clínicas que podem variar 
desde anomalias complexas de comportamento, que incluem convulsões generalizadas ou 
focais, até crises momentâneas de distúrbio de consciência. Para que possamos 
compreender os mecanismos subjacentes às síndromes epilépticas que acometem o homem, 
utilizamos modelos experimentais, cada qual com suas peculiaridades, mimetizando os 
diferentes tipos de síndromes. Não há duvidas de que os modelos experimentais nos 
fornecem somente pistas de como a maquinaria biológica funciona, no entanto eles são as 
ferramentas mais usadas para a elucidação de mecanismos envolvidos na gênese, 
manutenção e evolução das diversas epilepsias. Um modelo clássico de indução de 
epilepsia experimental é o de Status Epilepticus (SE) induzido por injeção sistêmica de 
pilocarpina (PILO). Após esta injeção, o animal apresenta crises convulsivas repetidas e 
mantidas durante 60 minutos ou mais, o que leva a diminuição da densidade de células em 
varias regiões cerebrais principalmente no hipocampo e a crises recorrentes espontâneas 
(CRE). Recentemente tem-se estudado em nosso laboratório uma variação deste modelo: a 
injeção central (intrahipocampal) de PILO ao invés da sistêmica, o que permite ação local 
da droga e diminui assim os danos sistêmicos provocados pela PILO, e diminui também a 
mortalidade dos animais. Apesar do modelo de injeção central de PILO induzir o mesmo 
tipo de crise do modelo de injeção sistêmica, até o momento não há relatos detalhados 
sobre as alterações comportamentais do SE e das mudanças morfológicas no hipocampo 
após SE induzido pela injeção intrahipocampal de PILO em ratos. Os objetivos do presente 
trabalho são, então, quantificar a neurodegeneração no hipocampo de animais submetidos à 
injeção central de PILO, e tentar correlacionar esta variável com a severidade das crises 
apresentadas durante o SE. 
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Ratos Wistar receberam PILO por via intrahipocampal e foram analisados quanto à 
gravidade das crises convulsivas durante o SE, segundo a escala de Racine (1972) 
modificada por Pinel e Rovner (1978). Os animais foram divididos em grupos e 
sacrificados em diferentes tempos após o SE (12, 24, e 168 horas). Foi feita avaliação 
histológica das alterações teciduais decorrentes do SE, enfocando áreas límbicas. Para isso, 
foram utilizadas as histoquímicas de Nissl e Fluoro-Jade (FJ), para quantificar neurônios 
em degeneração. 
Os animais perfundidos 12 h após SE tiveram maior padrão de neurodegeneração no 
hilus do giro denteado. Os animais do grupo 24 h tiveram maior padrão de 
neurodegeneração em CA3 e finalmente o grupo 168 horas pos SE obteve maior padrão de 
neurodegeneração em CA1. Não houve correlação direta entre a gravidade das crises e a 
neurodegeneração. 
A microinjeção intrahipocampal de PILO induz SE comportamental e 
neurodegeneração detectada 12, 24 e 168 horas após SE no hilus do GD e nas células 
piramidais das regiões CA1 e CA3, com padrões seletivos de lesão para cada janela 
temporal. O uso do FJ neste modelo é importante para a caracterização da cinética da 
neurodegeneração, um dos fatores críticos na ELT. 
 
Palavras chaves: 1. Epilepsia. 2. Status Epilepticus. 3. Hipocampo. 4. Pilocarpina. 
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Abstract 
Epilepsy is a neurological syndrome that affects between 1 to 1.5% of the Brazilian 
population. It is mainly characterized by hyperexcitability and hypersynchronism of brain 
structures correlated with its etiology. Epileptic seizures are chronic alterations 
characterized by brain dysfunction due to extreme neuronal discharges. They have many 
clinical expressions that may include seizures with behavioral alterations, characterized by 
generalized or focal seizures, or complex seizures with awareness impairment.  Different 
experimental models have been used to understand the underlying mechanisms involved in 
human epileptic syndromes. Each one has its own peculiarities and mimics different types 
of syndromes. There is no doubt that experimental models answer only some of the 
questions about the epileptic seizures mechanisms. However, they are the most used tool to 
understand the mechanisms involved in the genesis, maintenance and evolution of 
epilepsies. A classic experimental epilepsy model is the Status Epilepticus (SE) induced by 
pilocarpine (PILO) systemic injection. After PILO injection, animals present convulsive 
seizures lasting 60 minutes or more, which lead to a decrease of cells density in many 
cerebral regions, especially in the hippocampus, and later evolve to spontaneous recurrent 
seizures (SRS). Recently, a variation of this model has been studied in our laboratory: the 
intrahippocampal PILO injection. This model allows local drug action, reduces the 
systemic damages induced by systemic PILO, and also reduces animals’ mortality. 
Although inducing the same type of seizures as the systemic model, there are no detailed 
reports about behavioral alterations or hipocampal morphological changes after SE induced 
by intrahippocampal PILO injection in rats. Therefore, the objectives of the present study 
are: to quantify the hipocampal neurodegeneration of animals submitted to the central PILO 
injection, and to correlate this variable with the seizure severity presented during SE. 
Wistar rats received intrahippocampal PILO injection and the seizure severity 
presented during SE was analyzed according with Racine’ scale (1972) modified by Pinel 
and Rovner (1978). Animals were sacrificed at different times after SE (12, 24, and 168 
hours). Histological evaluation of limbic areas was made using Nissl histochemistry, to 
analyze the tissue quality, and using Fluoro-Jade (FJ), to quantify the number of 
degenerated neurons. 
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Animals perfused 12 hours after SE presented neurodegeneration especially in the 
hilus of the dentate gyrus (DG). Animals of the 24 hours group exhibited 
neurodegeneration mainly in the CA3 area while the 168 hours group showed pronounced 
degeneration in the CA1 area. There was no direct correlation between seizure severity and 
degenerating neurons number. 
The intrahippocampal injection of PILO induced behavioral SE and 
neurodegeneration 12, 24 and 168 h after SE in the hilus of the DG and in the pyramidal 
cells of the CA1 and CA3 regions with selective patterns of degeneration for each temporal 
window. The FJ in this model is important to characterize neurodegeneration kinetics, one 
of the most critical factors in TLE. 
 
Key words: 1. Epilepsy. 2. Status Epilepticus. 3 Hippocampus. 4 Pilocarpine. 
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1. Introdução 
O termo epilepsia foi utilizado pela primeira vez por Avicena (980-1037), no século 
XI, originado do verbo grego epilambanein, que significa “ser tomado, atacado ou 
dominado” (Yacubian 2000). Apesar da palavra epilepsia só ter sido utilizada no século XI, 
existem relatos bem mais antigos de suas manifestações. Segundo ossadas estudadas por 
Lucas Championnière, no período neolítico já eram feitas trepanações, ou para libertação de 
“maus espíritos” ou para fins cirúrgicos. Podem ser citadas também pedras babilônicas de 
pelo menos 2000 a.C., onde estão descritas crises convulsivas de vários tipos. No Egito os 
hieróglifos que simbolizavam as crises epilépticas eram figuras que representavam pessoas 
mortas ou o demônio no interior da vítima. Já para os Hebreus o pensamento sobre 
epilepsia foi narrado em um dos livros de Moisés, no qual a epilepsia era atribuída ao coito 
em condições bizarras. Neste livro também foi assinalado o caráter hereditário da síndrome 
o que levou à proibição do casamento entre pessoas que eram consideradas epilépticas. Em 
determinadas regiões na mesma época a epilepsia também era conhecida como doença 
impura e as pessoas cuspiam nos epilépticos como sinal de repúdio ao “mal” e ainda 
acreditava ser contagiosa (Yacubian, 2000). Na Grécia antiga a epilepsia era chamada de 
doença de Hércules. Segundo a mitologia grega, Hércules era um homem gentil e calmo, 
porém quando apresentava crises era tomado de cólera brutal, chegando certa vez a 
assassinar uma de suas mulheres e filhos.  Logo após esse evento ele dormiu e algumas 
horas depois, quando acordado por uma pedra que lhe atingiu a cabeça, atirada por uma 
deusa, estava curado. Quando questionado pelo assassinato cometido, ele não se lembrava 
do acontecido e chorou a perda da mulher e de seus filhos. Este episódio foi interpretado na 
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época, como se Hércules estivesse em momento de crise epiléptica, ou seja, possuído 
(Bulfinch, 1999). 
Cerca de 400 anos a.C., a epilepsia era conhecida como doença sagrada, sendo 
associada a ações demoníacas ou de deuses (Westbrook, 2000; Yacubian, 2000). Neste 
período, um manuscrito que faz parte da obra médica Corpus Hipocraticus, estabeleceu o 
conceito que mudou completamente o pensamento da época sobre epilepsia, que retratava a 
epilepsia não como uma doença sagrada, mais que teria causas próprias e seria uma doença 
fisiológica assim como qualquer outra (Yacubian 2000). Mesmo sendo gerados esforços 
entre os cientistas no sentido de esclarecer as bases neurofisiológicas das epilepsias, ainda 
hoje há quem faça associações a ações demoníacas, pecado e histeria (Westbrook, 2000; 
Yacubian, 2000). 
Atualmente epilepsia é definida como descargas paroxísticas anormais de neurônios 
cerebrais em processos que afetam a excitabilidade cortical (Morrell, 1993) e do encéfalo 
como um todo e se caracterizam pela ocorrência periódica de crises epilépticas, que podem 
ser convulsivas ou não (Lothman et al., 1991; McNamara, 1994; 1999; Delgado-Escueta et 
al., 1999). Embora haja características semelhantes nos diversos tipos de epilepsia, a 
etiologia pode ser diversa. Existem as epilepsias genéticas, as causadas por um trauma 
direto no sistema nervoso central, as causadas por insultos não mecânicos (febre, infecção, 
parasitose, hipóxia durante o nascimento), bem como aquelas causadas por intoxicação com 
compostos químicos, mas apenas pela presença de crises recorrentes e espontâneas pode-se 
classificar um individuo como epiléptico. No decorrer da história a classificação das 
epilepsias tem sido discutida e redefinida (Engel 2001), atualmente pode ser dividida em 
dois grandes grupos segundo a International League Against Epilepsy – ILAE; crises 
parciais ou generalizadas. Crises parciais podem ser do tipo motor, sensitivo/sensorial, 
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vegetativo (autonômico) ou psíquico (experiencial). O denominador comum entre todos os 
tipos é a preservação do comportamento do indivíduo durante a crise, estas crises muitas 
vezes envolvem o córtex temporal, amígdala, hipocampo, prejudicando, desta forma, a 
memória e a consciência do indivíduo. Nas crises generalizadas, acredita-se que todo o 
córtex participa do evento desde o início da crise sendo assim, o comportamento do 
indivíduo é totalmente modificado e a consciência perdida (McNamara, 1994; 1999). 
Ambos os tipos de epilepsias podem ser: assintomáticas ou sintomáticas (Delgado-Escueta 
et al., 1999; Engel, 2001). 
1.1.  Epilepsia do Lobo temporal (ELT) 
Cerca de 1 a 2% da população mundial tem epilepsia (Lothman et al., 1991; 
McNamara 1999). Aproximadamente 30% dos acometidos são resistentes ao tratamento 
com drogas antiepilépticas e destes, a maioria apresenta ELT (Lothmam et al. 1991). 
A ELT caracteriza-se pela ocorrência de crises epilépticas que se iniciam em 
estruturas do lobo temporal, como hipocampo, complexo amigdalóide e adjacências 
(Lothman et al., 1991; Hudson et al., 1993; Bertam, 1997; Sloviter, 1999; Schwabe et al 
2000). Este é o tipo mais comum de epilepsia e caracteriza-se por crises focais ocorrendo 
ou não generalização secundária (Shorvon, 1990) e por sinais psíquicos que acompanham 
os fenômenos motores dificultando a integração do individuo com a sociedade. A sua 
origem pode estar ligada a um processo cerebral ou a uma patologia atual ativa. O aumento 
da excitabilidade do tecido nervoso tem sido associado a anormalidades neuroquímicas, tais 
como aumento de neurotransmissores excitatórios ou da redução de neurotransmissores 
inibitórios, ou ainda a ambos mecanismos (Meldrum, 1984; 1991). 
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Na maioria dos pacientes com ELT, há evidente ocorrência de crises prolongadas ou 
SE, principalmente nos primeiros anos de vida (Lothman & Bertram, 1993). A definição de 
SE é controversa, segundo Sloviter (1999), o SE pode ser definido como estado onde crises 
contínuas ocorrem por pelo menos 5 minutos, ou então crises distintas ocorrem sem 
recuperação entre elas. Entretanto, estudos com animais (Lemos & Cavalheiro, 1995) e em 
humanos (De Lorenzo et al., 1999), indicam que nas crises convulsivas com duração de até 
30 minutos não há evidencia de seqüelas. Isto vem ao  encontro com a definição mais 
comumente aceita de que um SE teria duração de 30 minutos ou mais (Lowenstein, 1999). 
Há muito tempo tem sido descrito na literatura que o SE causa dano celular e  um dos 
trabalhos pioneiros que torna verdadeira essa afirmação é o de Meldrum et al (1973), que 
induziu SE em babuínos. Também foi mostrado por Meldrum, no mesmo ano, que quanto 
mais longo o SE maior é o dano cerebral. Outra característica importante, que deve ser 
levada em consideração é o fato de haver dois tipos de SE, o SE não convulsivo e o SE 
convulsivo. Embora ambos provoquem danos celulares, o SE convulsivo parece ser mais 
danoso quando comparado ao SE não convulsivo (Cole et al., 2002). O SE também pode se 
apresentar como a primeira manifestação da epilepsia ou pode também ser a última em 
alguns casos, além do SE poder mudar o tipo de crise do indivíduo. O SE é mais comum 
em pacientes com epilepsia sintomática do que os com epilepsias que não apresentam 
sintomas físicos e também mais comum em pacientes que tem prévia história familiar de 
epilepsia. As causas comuns do SE são trauma, encefalite, tumor, derrame cerebral e 
quando o SE é combinado com algumas dessas características, pode aumentar a incidência 
de morte (Cole et al., 2002). As crianças são mais propensas ao SE que os adultos, ainda 
que os danos apresentados possam ser menores (Fountain and Lothman, 1995), sendo este 
contraste pouco explorado pela literatura. Moshé et al (2005) mostram que SE induzido em 
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ratos neonatos com acido caínico ou fluorotil, pode facilitar a presença de insultos causados 
por isquemia focal na vida adulta. 
Após o SE ocorre um período latente (às vezes na literatura chamado de silencioso) 
que pode variar entre dias a meses (animais), chegando até a anos em humanos. Este 
período, por sua vez, é seguido por uma fase na qual crises epilépticas recorrentes 
espontâneas (CRE) aparecem (Leite et al., 1990; Lothman & Bertram, 1993; Delgado-
Escueta et al., 1999; Sloviter, 1999). Denomina-se epileptogênese ao conjunto de alterações 
estruturais, neuroquímicas e de conexão entre neurônios que ocorre desde o SE  até o 
surgimento das crises espontâneas (Leite et al., 1990). Vários modelos experimentais vêm 
sendo sugeridos para que se estude a ELT, o tipo mais freqüente de epilepsia em humanos. 
São exemplos deste modelo o abrasamento (kindling) (Goddard et al., 1967; 1969), o 
modelo obtido pela injeção sistêmica de ácido caínico (Ben-Ari et al., 1979) e o obtido pela 
injeção sistêmica de pilocarpina (Turski et al 1983; Cavalheiro et al, 1991; Mello et al, 
1993). Neste trabalho será usado o modelo de microinjeção de pilocarpina intrahipocampal 
que foi primeiramente descrito por Croised e De Weid (1992, 1997) para avaliação de 
receptores de vasopressina envolvidos em processos pró-convulsivos, e a  presença de 
alterações comportamentais, EEGráficas, CREs e brotamento das fibras musgosas descritos 
por Furtado et al (2002), em nosso laboratório. 
Principalmente nas ELT podem também ocorrer sensações sinalizadoras que são 
denominadas auras, que avisam o indivíduo da chegada da crise. As auras são 
manifestações sensitivo-sensoriais, vegetativas ou puramente subjetivas e que ocorrem em 
20% a 90% dos pacientes com ELT. Em geral as auras são de curta duração, não excedendo 
1 ou 2 minutos (Terra-Bustamante & Sakamoto; 1999). 
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1.2. Formação hipocampal 
O conjunto de estruturas prosencefálicas limítrofes com o tronco cerebral é 
chamado sistema límbico (de limbos: borda) (Broca, 1876). Um dos componentes mais 
proeminentes do sistema límbico é a região hipocampal. Com base no número de camadas 
corticais presentes em cortes histológicos e na conectividade dos núcleos, a região 
hipocampal pode ser subdividida em formação hipocampal e região parahipocampal (Gloor 
1997). A formação hipocampal compreende três regiões citoarquitetonicamente diferentes: 
o giro denteado (GD), o hipocampo próprio e o subículum. O hipocampo próprio 
(denominado doravante apenas por hipocampo) pode ser subdividido nas subregiões do 
Corno de Amon (CA: CA1, CA2, CA3). O hipocampo é conectado direta ou indiretamente 
com várias outras partes do encéfalo, seja através de aferências ou eferências e pode ser 
considerado um dos maiores centros do sistema límbico (Gloor 1997). Este padrão de 
conectividade, e muitas de suas propriedades eletrofisiológicas, fazem dessa estrutura um 
centro?? de aprendizagem e memória como foi demonstrado por estudos clínicos e 
experimentos com animais (Milner and Penfield, 1955; Scoville and Milner, 1957; Fisher et 
al, 1989). Quase todos os componentes do hipocampo humano estão localizados no lobo 
temporal mesial (exceto o hipocampo supra e precomissural) (Gloor 1997). A formação 
hipocampal é constituída pelo complexo subicular (subículo, pré-subículo e parasubículo), 
que é dividido em setores CA1, CA2 e CA3. Tanto o CA quanto o GD são arquicórtices e 
portanto formados por três camadas. O GD é constituído por (1) camada de células 
granulares, (2) camada molecular (3) camada polimorfa do GD, também chamada de hilus 
do GD, constituído por um grande número de interneurônios. Segundo Blackstad (1956) 
essa região é incorretamente chamada também de CA4. Este autor diz que algumas técnicas 
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indicam claramente que esta camada pertence à camada polimorfa do GD, pois essas não 
são células piramidais características típicas das células do CA. O GD é também formado 
por um grande número de neurônios, cujo principal tipo são as células granulares. O 
hipocampo também possui células em cesto com uma ou várias formas de neurônios 
GABAérgicos encontrados entre as células granulares e a camada polimorfa do GD. Ocorre 
também a presença de células estreladas e finalmente as células musgosas, glutamatérgicas, 
que são encontradas na camada polimorfa do giro denteado (Paxinos 1997). 
Devido à diferente organização de seus neurônios, o hipocampo é divido em 6 
lâminas segundo Lorente de Nó (1934). 
1)  Epêndima, forma o revestimento da superfície do hipocampo. 
2)  Alveus, formado por fibras aferentes e eferentes que se originam da fimbria e 
fórnix. 
3)  Stratum oriens, formado por axônios e dendritos de células piramidais, células 
em cesto, células em candelabro (chandelier), que fazem sinapses inibitórias. 
4)  Stratum piramidale, formado pelo agrupamento dos somas das células 
piramidais. 
5)  Stratum radiatum, formado por corpos celulares esparsos e células estreladas. 
6)  Stratum lacunosum-moleculare, formado pela camada molecular externa, média 
e interna do giro denteado. 
A maior parte das informações sensoriais: auditórias, olfatórias, visuais e de paladar 
são processadas por estruturas hipocampais e posteriormente trafegam de volta ao córtex de 
associação unimodal (Westbrook, 2000). Quando um estímulo é recebido pelos diferentes 
receptores que fazem uma ponte de interação entre o homem e o meio externo, este é 
conduzido ao hipocampo a partir dos córtices de associação. Essas informações são 
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processadas pelo hipocampo e “descarregadas” em seu córtex de origem, promovendo um 
reforço sináptico referente à determinada informação, onde é armazenada a memória de 
longo prazo. Essa reverberação no processamento de informações nos sugere que o 
hipocampo é uma estrutura de armazenamento temporário de memória de curto prazo e 
quanto mais a mesma informação é recebida, mais ela é processada pelo hipocampo e 
reforçada no córtex, fazendo com que essa informação se consolide definitivamente 
(Westbrook, 2000). O hipocampo possui duas vias de entrada para processamento das 
informações, uma delas é pela via perfurante proveniente do córtex entorrinal (via 
glutamatérgica) e a outra pela via septal (via colinérgica). A informação é conduzida pelo 
seu respectivo córtex de associação até os córtices parahipocampal e perirrinal, que estão 
interligados com o córtex entorrinal, o qual representa uma via de entrada e saída de sinais 
que destinam-se ao hipocampo (Westbrook, 2000). A partir do córtex entorrinal a 
informação trafega para o GD através da via perfurante, que por sua vez projeta-se para 
CA3 através das fibras musgosas (via das fibras musgosas), de CA3 a informação trafega 
para CA1 através dos colaterais de Schaffer, de CA1 a informação direciona-se ao subículo 
e finalmente volta aos córtices de associação, através do córtex entorrinal, para 
armazenamento de informações processadas no hipocampo, sendo todo esse percurso feito 
principalmente a partir de vias glutamatérgicas (Westbrook, 2000). Contudo, essa via até 
esse ponto foi descrita unidirecionalmente, mas existem algumas conexões intrínsecas que 
são importantes, como por exemplo, as células musgosas fazendo sinapse excitatória com 
as células em cesto que por sua vez fazem sinapse inibitória com as células granulares (uma 
única célula em cesto pode inibir varias células granulares do giro denteado). Uma das 
hipóteses é a que propõe que quando ocorre uma crise epiléptica a hiper-estimulação faz 
com que as células musgosas se degenerem (excitotoxicidade por acúmulo de cálcio 
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diminuindo assim a excitação para as células em cesto, com a conseqüente redução da 
inibição das células granulares. Esta é a teoria das células em cesto dormentes de Sloviter 
(1988) que são estimuladas e deixam de inibir as células granulares tornando o hipocampo 
hiperexcitável, o que pode ser um gerador de crises (McNamara 1994). Além disso, as 
fibras musgosas também fazem sinapses inibitórias em CA3 (Amaral 1995, apud Paxinos 
1997) e aferências de outras partes do sistema nervoso central tais como: locus coeruleus, 
determinados núcleos da rafe, região supramamilar do hipotálamo e vários núcleos da 
amígdala. 
A projeção da região septal foi primeiramente descrita por Morim (1950). Essa via 
se caracteriza pela projeção de fibras dos diversos núcleos septais para todo hipocampo, 
porém essas projeções são mais densas no GD (Yoshida & Oka, 1955). As fibras então 
projetam-se para CA3, CA1 e de volta para o septo, que por sua vez conduz esses sinais de 
volta para os córtices de associação, para armazenamento definitivo dessas informações. 
Lewis e Shute (1967), foram os primeiros a proporem que essa via era colinérgica, porém 
com determinada ação glutamatérgica. As aferências dessa via para o hipocampo são 
originárias na sua maioria no núcleo medial septal que possui segundo Shute (1967) quatro 
diferentes trajetos: (1) através da fimbria, (2) fórnix dorsal (3) estria supracalosal e (4) pelo 
complexo amigdalóide. 
Todas as características apresentadas acima nos sugerem que o hipocampo pode ser 
crucial para gênese e manutenção das crises, fator que foi considerado importante para 
trabalhar com essa estrutura. No presente trabalho, foi feita então a microinjeção de PILO 
intrahipocampal, segundo o protocolo de Furtado et al (2002), para gerarmos crises 
límbicas e uma série de mudanças comportamentais, metabólicas e moleculares???não 
avaliadas!!, que serão utilizadas como material de estudo no presente trabalho. 
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Figura 1. A Figura modificada de www.uni-leipzig.de/.../hippocampus-farbig.jpg, ilustra os tipos celulares 
básicos do hipocampo (células granulares e células piramidais) e um resumo de suas conexões.
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1.3. Modelos experimentais como ferramentas para estudo das 
epilepsias e o modelo de microinjeção de pilocarpina 
Os modelos experimentais de epilepsia têm contribuído principalmente para o 
entendimento aspectos comportamentais, eletrencefalográficos e moleculares associados às 
crises epilépticas. O uso de animais para mimetizar os diferentes tipos de epilepsias que 
ocorrem em humanos é questionável, segundo Cole et al (2002) existem vantagens e 
desvantagens no uso de modelos animais. A grande desvantagem dos modelos animais é 
que existem algumas limitações, como, por exemplo, associadas às funções corticais tais 
como linguagem e capacidade de abstração. Essas características representam limitações no 
estudo de epilepsia relacionada a transtornos psiquiátricos ou estudos que relacionam 
epilepsia e memória. Por outro lado existem vantagens já que os modelos nos fornecem 
informações anatômicas, bioquímicas e moleculares associadas com o desenvolvimento das 
crises. 
O modelo de estimulação química pode ser estabelecido por abrasamento (kindling), 
a partir de estimulação química repetida, tanto por via sistêmica, quanto por injeção 
intracerebral localizada de pentilenotetrazol, lidocaína, álcool, cocaína entre outras Pichard, 
1969; Mason, 1972). 
Durante a investigação dos efeitos eletrofisiológicos de determinados anti-
helmínticos, Shinozaki et al., (1970) descobriram potentes efeitos excitatórios do ácido 
caínico (Olney, 1974; 1975), um análogo do neutransmissor excitatório glutamato (Fisher, 
1989), no SNC de mamíferos. De posse dessas informações a indução sistêmica ou 
intracerebral de crises por ácido caínico se tornou um dos mais tradicionais métodos de 
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indução de crises (para revisão recente e comparação com o modelo de pilocarpina, veja 
Leite, Garcia-Cairasco e Cavalheiro, 2002). 
A relação entre o sistema colinérgico e a epilepsia tem sido também objeto de 
intenso estudo nas últimas décadas. Brenner e Merrit (1942), sugeriram que a acetilcolina 
(Ach), poderia estar envolvida nas crises epilépticas humanas. Entretanto maior ênfase foi 
dada quando Turski et al (1983) demonstraram que a ocorrência da atividade epiléptica 
após injeções sistêmicas ou intra-amigdalianas de altas doses de agonistas muscarínicos 
colinérgicos em ratos e camundongos, era acompanhada por lesões principalmente em todo 
o  prosencéfalo. Um desses agonistas, a pilocarpina (PILO), foi administrado 
sistemicamente em ratos, resultando em crises epilépticas (Turski, 1983; Turski e 
Cavalheiro 1986). A administração de altas doses de PILO (300-380 mg/kg) induz uma 
série de alterações comportamentais e eletrencefalográficas, indicativas do SE (Turski et al, 
1989). Imediatamente após a administração de PILO, os animais apresentam automatismos 
faciais associados à salivação moderada, acinesia e tremores generalizados. Cerca de 15-25 
minutos após, estes comportamentos progridem para crises motoras límbicas, os animais 
apresentam intensa salivação, clonias de patas dianteiras e finalmente queda. Segundo estes 
autores, esse estado pode durar até 18 horas e ao final desse período os animais não mais 
respondem aos estímulos externos, podendo retornar ao seu estado inicial, quando 
sobrevivem, dentro de 24 horas, (Leite et al, 1990). 
Apesar desse relato do SE, nossa experiência no laboratório nos mostra ser difícil 
manter o animal vivo após 90 minutos de SE, dependo da gravidade deste. Esses períodos 
de SE descritos caracterizam a fase aguda desse modelo experimental de epilepsia induzido 
por pilocarpina (Turski & Cavalheiro, 1986). Após período latente (na literatura às vezes 
chamado de silencioso), podem ocorrer CRE, mimetizando as crises parciais complexas, 
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patologia associada à esclerose hipocampal e modificação sináptica encontrada em 
humanos com crises intratáveis de origem no lobo temporal (Turski et al 1983, Leite et al, 
1990; Mello et al, 1993). Algumas CRE podem também ser associadas a crises de despertar 
(Leite et al, 1990) e possuem distribuição circadiana. A intensidade das modificações 
sinápticas, neurodegeneração e latência para a ocorrência das CRE são determinadas pela 
duração do SE (Leite et al, 1990). Tais modificações caracterizam-se por reorganização 
sináptica nos axônios das células granulares do hipocampo, fenômeno de brotamento, que é 
relacionado à plasticidade no hipocampo (Mello et al, 1993). 
Um mecanismo proposto para a propagação das crises induzidas por PILO é que 
inicialmente ocorre à ativação de vias colinérgicas muscarínicas cujos neurônios eferentes 
ativam vias glutamatérgicas. O que reforça a hipótese desse mecanismo é o fato de que é 
possível bloquear crises induzidas por PILO através de pré-tratamento (cerca de 30 minutos 
antes da indução das crises) com antagonistas colinérgicos. No entanto, o tratamento com 
esses mesmos antagonistas após a instalação do SE não bloqueia as crises (Turski et al, 
1984). Portanto a iniciação das crises é feita por um agonista colinérgico, mas a 
manutenção é glutamatérgica. Dados que reforçam essa hipótese indicam que as regiões 
lesadas pelo SE induzido por PILO não são necessariamente aquelas onde existe grande 
presença de receptores colinérgicos (Wasterlain e Shirasaka, 1994). Sendo assim, a 
excititoxicidade induzida pela excessiva liberação de glutamato e influxo de íons cálcio 
seria responsável pelas amplas lesões observadas (Sullivan, 2005). Esse modelo de 
epilepsia parcial oferece vantagens no estudo de epilepsia do lobo temporal por apresentar 
estabilidade (não remissão das crises) (Leite et al., 1990). Em nosso laboratório um dos 
modelos de indução de SE utilizado é aquele por microinjeção intrahipocampal de 
pilocarpina que tem sido utilizado como modelo seletivo para epilepsia do lobo temporal 
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mesial (Braga e Garcia-Cairasco, 1999; Furtado et al, 2002). Abordagens que utilizam 
microinjeção intracerebral ao invés de injeções sistêmicas são muito úteis, pelo seu efeito 
restrito a uma área alvo (Furtado et al, 2002). Também usamos modelos sistêmicos 
mimetizando o mesmo tipo de epilepsia (Garcia Cairasco et al., 2004). 
Diversos trabalhos avaliaram a  influência das crises de induzidas por injeção 
intracerebral de pilocarpina (Croised e De Weid, 1992 e 1997) estudando o hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH) e efeitos da vasopressina em crises evocadas por 
microinjeções de pilocarpina nos ventrículos cerebrais. Da mesma maneira, Millan e 
colaboradores (1993) caracterizaram, com sondas de microdiálise no hipocampo, a 
liberação de aminoácidos em animais anestesiados ou em movimento, tratados com 
pilocarpina intrahipocampal. Smolders e colaboradores (1997), e Lindekens e 
colaboradores (2000) observaram os níveis de amino ácidos e a efetividade de algumas 
drogas antiepilépticas (AEDs) nesse modelo. Recentemente, Khohane e colaboradores 
(2002) demonstraram que micropartículas biodegradavéis carregadas com muscimol 
liberadas no hipocampo são efetivas em diminuir a atividade de crise induzida por 
pilocarpina intrahipocampal, minimizando a perda neuronal em CA1, CA3 e o brotamento 
de fibras musgosas. Apesar desses achados, não foi realizado nesses trabalhos um estudo 
detalhado das alterações morfológicas ocorridas após a microinjeção intrahipocampal de 
pilocarpina, o que é tema do presente trabalho. Como mencionado anteriormente, o único 
trabalho que caracterizou neste modelo a presença de CRE e brotamento das fibras 
musgosas através da histoquímica de Timm, foi aquele de Furtado et al (2002). 
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1.4. Esclerose mesial temporal 
A lesão hipocampal é a neuropatologia encontrada com maior freqüência na 
esclerose mesial temporal, embora outras áreas também estejam envolvidas no processo 
esclerótico como a amígdala e córtex entorrinal (Gloor, 1991). A remoção cirúrgica do 
hipocampo esclerótico leva a um satisfatório controle das crises (Spencer et al., 1993), 
porém pode ocasionar déficit de memória e aprendizagem no indivíduo. A remoção 
cirúrgica do hipocampo é feita com relativa freqüência em casos clínicos em que as crises 
não respondem a medicamentos. O que explica isso é que o hipocampo pode estar 
relacionado com a gênese das crises, ou então, o hipocampo pode ser uma estrutura crítica 
na qual ocorrem descargas durante o processo de disseminação da crise. Existem duas 
hipóteses que tentam explicar o porquê o hipocampo estaria envolvido na gênese e na 
permanência das crises. Uma delas tem como fundamento a reorganização das fibras 
musgosas observadas no hipocampo de alguns modelos experimentais de epilepsia e na 
clínica. De acordo com essa hipótese um insulto inicial levaria à perda de neurônios hilares 
e piramidais, que constituiria um estímulo para o brotamento de fibras musgosas para a 
camada molecular interna do GD. Normalmente esses axônios se projetam para CA3, 
fazendo sinapse com as células piramidais, dendritos das células musgosas e dendritos das 
células em cesto localizadas na camada polimorfa do GD (Ribak et al., 1990). No caso de 
perda de neurônios hilares e piramidais, as fibras musgosas brotariam fazendo sinapses 
anormais nos dendritos das células granulares constituindo um circuito reverberante que 
levaria ao aumento da excitabilidade hipocampal (Nadler et al., 1978; Sutula et al., 1989; 
Babb et al., 1991). Contrariando essa hipótese trabalhos recentes têm demonstrado que 
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pode ser produzida atividade epiléptica na ausência de brotamento. Foram observadas CRE 
no modelo de SE induzido por PILO na ausência de brotamento, bloqueado por 
cicloheximida, um inibidor de síntese protéica (Longo & Mello, 1997). Igualmente em 
nosso laboratório foram detectadas crises espontâneas em ratos submetidos ao SE induzido 
por microinjeção de pilocarpina intrahipocampal na ausência de brotamento de fibras 
musgosas (Furtado et al., 2002). 
Na segunda hipótese, alega-se que a perda seletiva das células musgosas, de acordo 
com essa hipótese, a morte de interneurônios excitatórios que ativariam as células em cesto, 
que por sua vez inibiriam as células granulares hipocampais não mais existiriam, ou 
estariam em estado de degeneração e, desta maneira, ocorreria à perda da inibição 
hipocampal. As células GABAérgicas estariam preservadas, mas menos ativas, essas 
células são chamadas de “células em cesto dormente”. Uma revisão de Sloviter (1999) 
aponta para falhas na hipótese das fibras musgosas, dizendo que se fazem necessárias 
pesquisas adicionais para esclarecer qual é o papel desta reorganização na 
hiperexcitabilidade hipocampal pós SE. Porém, nesta revisão o autor não cita as eventuais 
falhas da hipótese das células em cesto dormente  (por sinal, “sua” hipótese).  Uma 
característica marcante da esclerose hipocampal é a acentuada perda de neurônios hilares e 
células piramidais de CA1 e CA3, com relativa conservação das células granulares e 
neurônios piramidais de CA2. O que poderia explicar essa diferença é o fato de que as 
regiões CA1 e CA3, possuem maior número de receptores do tipo N-metil-D-aspartato 
(NMDA). Quando esses receptores são ativados permitem grande influxo de íons cálcio 
para o meio intracelular, o que poderia alcançar concentrações lesivas à célula (McNamara, 
1994). Outra característica que também determina uma maior resistência de células de CA2 
é a grande quantidade de proteínas tamponantes de cálcio (Baimbridge & Miller, 1982; 
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Sloviter, 1989). Dessa maneira podemos interpretar essas duas ações combinadas, tanto o 
número reduzido de receptores de NMDA, quanto a grande quantidade de proteínas 
tamponantes de cálcio, como as principais características para que as células de CA2 
permaneçam relativamente preservadas durante o SE. Bloqueando-se receptores NMDA 
com MK-801 (antagonista não competitivo de NMDA, que instala-se no poro do canal), 
reduz-se a morte neuronal em CA1 e CA3, embora não ocorra efeito anticonvulsivo. Além 
de perdas celulares o hipocampo esclerótico pode apresentar atrofia em áreas seletivas. 
Alguns estudos realizados em animais com hipocampo atrofiado revelam que esses animais 
podem apresentar menor eficiência cognitiva e menor capacidade de memória espacial 
(Westbrook, 2000). Isto nos leva a inferir que humanos acometidos com epilepsia do lobo 
temporal mesial com atrofia hipocampal podem sofrer das mesmas disfuncionalidades, 
devido à perda de células associadas a determinadas funções. 
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1.5. Morte neuronal 
Existem dois tipos de morte neuronal, a necrose e a apoptose, que apresentam 
características específicas. Na apoptose, há a condensação da cromatina, preservação da 
integridade da membrana plasmática e fragmentação internucleosomal que contrasta com a 
lise celular, inflamação do tecido e digestão desorganizada do DNA observada na necrose. 
(Kerr, 1972; Wyllie, 1980; Searle et al., 1982; Arends et al., 1990; Kerr et al., 1994). O 
processo de necrose se caracteriza pela estimulação excessiva do terminal pré-sinaptico, 
isto faz com que maior número de receptores NMDA sejam ativados. Essa super ativação 
faz com que ocorra a entrada excessiva de cálcio na célula ocorrendo assim o processo 
necrótico (McNamara 1994). O aumento de cálcio citoplasmático provoca aumento de 
cálcio também na mitocôndria, o que por sua vez inibe a cadeia respiratória provocando a 
formação de radicais livres que se ligam a espécies oxigenadas, esse complexo pode causar 
dano a toda estrutura da célula incluindo lipídios, proteínas e DNA (Cock 2002). Além 
desses efeitos o aumento de cálcio no terminal pós-sináptico ativa certas proteases, como 
por exemplo, a CALPAINA 1 que proteolisa o citoesqueleto e outras proteínas. Ocorre 
também a ativação da sintase do óxido nítrico (NOS), enzima para a síntese do NO, este por 
sua vez gera radicais livres que danificam o DNA. O dano no DNA ativa uma enzima 
reparadora de DNA ADP-ribose polimerase I, que promove a diminuição do trifosfato de 
adenosina (ATP) gerando falha no sistema energético (Fujikawa 2005). A maioria das 
formas de morte celular fisiológica apresenta característica de apoptose e a necrose é 
associada a processos patológicos. No sistema nervoso observa-se apoptose durante o 
processo de desenvolvimento (Kerr and Harmon, 1991) e necrose em casos de lesões 
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excitotóxicas (Sinder et al, 1999; Olney, 1994). Em modelos animais de excitotoxidade tem 
sido demonstrado que pode existir no sistema nervoso um continuo entre apoptose e 
necrose (Portera-Cailliau et al., 1997). 
Sankar et al., (1998) estudaram padrões de morte neuronal em um modelo de SE 
induzido por lítio e PILO em ratos neonatos. Utilizaram vários marcadores de degeneração 
entre os quais estão a eosina fluorescente, brometo de etidio e terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated biotinylated UTP nick end labeling (TUNEL). Foram observados dois 
tipos de morte neuronal no hipocampo de ratos submetidos ao SE. Na área CA1 foi 
detectada marcação de TUNEL (utilizando como indicador de apoptose) nas mesmas áreas 
em que aparecem células detectadas por eosina fluorescente. Isto indicaria que as duas 
técnicas estariam detectando apoptose. No entanto, Kubova et al (2001), em um modelo de 
SE similar, utilizaram TUNEL, Fluoro-Jade (FJ), impregnação por prata (Gallyas et al., 
1993), análises morfológicas com microscopia eletrônica e Nissl. Eles observaram células 
em degeneração detectadas por FJ e impregnação por prata em núcleos do tálamo e no 
hipocampo. Estes dados sugerem que o principal mecanismo de morte neuronal gerado pelo 
SE no tálamo e hipocampo é a necrose. 
Recentemente Niquet et al (2005), descreveram o processo de necrose programada, 
mecanismo que possui características típicas de necrose (processo de toxicidade, lise 
celular, proteólise do citoesqueleto, etc.) e ao mesmo tempo exibe padrão característico de 
apoptose (fragmentação do DNA). Neste trabalho as lesões celulares foram feitas a partir de 
indução de SE por ácido caínico e lesões feitas a partir de hipóxia em slices. 
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1.6.  Fluoro-Jade um novo método para marcação de neurônios 
em degeneração 
A histoquímica de FJ primeiramente descrita por Schmued (1997), foi anunciada 
como um novo método para marcação de neurônios em degeneração. O mecanismo pelo 
qual o FJ atua, ainda é desconhecido, porém segundo o grupo de Schmued, quando ocorre 
necrose a célula libera substâncias que promovem uma acidose e o FJ por ter afinidade ao 
ácido liga-se a esse meio ácido. Essa é a única explicação divulgada pelo autor até o 
momento, porem existem alguns indícios. Segundo Nafhah-Mazzacorati (1995), quando os 
receptores de NMDA estão super ativados, como no caso de uma crise, ocorre grande 
produção de ácido araquidônico, talvez esse ácido seja um dos responsáveis  pela acidez do 
meio ou pelo menos contribua para tal. Além disso, ocorre à formação de compostos 
oxigenados devido ao aumento de cálcio mitocondrial (o que também pode provocar 
acidose; Cock 2002), processo esse que está intimamente ligado ao mecanismo de 
toxicidade. Outra questão interessante que também merece atenção em relação ao 
mecanismo de ação do FJ é que após nossos experimentos os cérebros dos animais são 
tratados com soluções tampões e pós-fixadoras. Isto teoricamente modificaria o pH do meio 
e mesmo assim a marcação FJ se faz presente (teoricamente as condições de acidose 
necessárias para marcação de FJ já não seriam mais as mesmas). Todos esses fatores não 
passam de especulação, pois o mecanismo exato de como o Fluoro-Jade atua não foi 
totalmente apresentado pelo seu descobridor. 
Segundo (Poirier, 2000), a histoquímica de FJ também pode marcar glia reativa, o 
que poderia ser fator limitante relacionado à eficiência da técnica, apesar disso podemos 
dizer com segurança que a grande maioria das células marcadas por FJ são neurônios, pois 
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a morfologia comparativa entre um neurônio e uma célula da glia, nesse caso específico 
astrócito (glia reativa)  a morfologia é bastante diferente, sendo possível distinguir 
claramente quando é neurônio ou glia pela morfologia. Astrócitos possuem ramificações 
em todas as direções enquanto os neurônios piramidais possuem um dendrito apical e 
poucos dendritos basais facilmente distinguíveis; interneurônios, por sua vez, podem ser 
diferenciados de astrócitos por suas pequenas dimensões. No trabalho de Poirier (2000), foi 
feita uma dupla marcação e posteriormente a sobreposição das imagens diferenciando 
claramente neurônios de glia, usando respectivamente FJ e glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) uma imunohistoquímica que marca  citoesqueleto de astrócito. Neste protocolo 
experimental foi constatado através das duas marcações duplas que a maioria “esmagadora” 
das células marcadas por FJ eram de fato neurônios. Inclusão de células GFAP-negativas 
como sendo neurônios. Neste trabalho não houve marcação com Neu-N. 
A partir desse relato da literatura é que estabelecemos nosso método experimental 
relacionando epilepsia e FJ, sabendo que, a partir do SE causado em nossos experimentos, 
provocaríamos todas as condições favoráveis à neurodegeneração. Porém todo o protocolo 
experimental foi também baseado em trabalhos prévios em nosso laboratório (Romcy-
Pereira et al, 2003; Galvis-Alonso et al, 2002; 2004), em que foi constatado que o FJ 
poderia ser usado com segurança em protocolos que mimetizam a neurodegeneração 
induzida por estímulo químico nas epilepsias experimentais. 
 
1.7.  Análise comportamental em epilepsia 
A descrição comportamental de crises epilépticas vem sendo há muito tempo 
estudada  (Racine, 1972; Pinel & Rovner, 1978; Garcia Cairasco et al., 1992). Foram 
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criados índices baseados no comportamento que retratariam, de forma arbitrária, porém 
crescente, a gravidade de crises, inicialmente tipo abrasamento (Racine 1972 modificado 
por Pinel & Rovner, 1978). Estes índices foram paulatinamente adaptados para avaliação de 
SE (Leite, Garcia-Cairasco e Cavalheiro, 2002; Tilelli (2003); Tilelli et al, 2005). 
Tabela 1. Índice de Racine (1972), modificado por Pinel e Rovner (1978). 
Índice Comportamento(s) 
0 Imobilidade 
1 Automatismos faciais 
2  Mioclonias de cabeça e pescoço 
3  Clonias de patas anteriores 
4  Elevação sobre as patas posteriores 
5  Elevação e queda 
6  Várias classes 5 (>3) 
7 Comportamentos anteriores + corrida 
8  Comportamentos anteriores + corrida + convulsão tônico-clônica 
 
 
O trabalho de Pinel & Rovner (1978) adiciona ao índice de severidade de crises 
sugerido por Racine (1972), como mostrado na Tabela 1 alguns eventos que passam a 
descrever comportamentos tipicamente evocados pela ativação de estruturas do sistema 
límbico e mesencefálico. Nesse trabalho será utilizado esse índice estabelecido por Pinel e 
Rovner (1978) para analisar a gravidade do SE e assim classificar os animais, na tentativa 
de correlacionar a gravidade do SE com o padrão de neurodegeneração, mostrado em 
células FJ-positivas. 
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2. Definição do problema e hipótese 
A neurodegeneração é um importante mecanismo envolvido com a gênese e 
manutenção de crises epilépticas. Sabemos também que o SE provoca lesões neuronais e 
que a partir daí, o animal tem grandes possibilidades de se tornar epiléptico, isto em 
condição experimental. Porém em condições naturais com humanos ou com animais esses 
resultados podem ser reproduzidos, como por exemplo, no caso de uma convulsão febril, 
traumas, entre outros. Após um período latente que pode durar anos em humanos o 
indivíduo pode se tornar epiléptico. Dessa maneira, induzimos SE em ratos machos 
mimetizando epilepsia do lobo temporal (o tipo mais comum de epilepsia em humanos), 
através de microinjeção de pilocarpina intrahipocampal, na tentativa de compreender 
melhor esta síndrome e ainda de alguma forma contribuir com os estudos desenvolvidos 
nesta área. 
Considerando que não está descrita na literatura a correlação entre a gravidade do 
SE e a quantidade de células que se degeneram nesse processo, estabelecemos algumas 
perguntas. 
1) Quais comportamentos são os mais freqüentes, durante 90 minutos de SE 
segundo a escala de gravidade de Racine (1972) modificada por Pinel e Rovner (1978)? 
2) Existe uma melhor janela para detecção de neurodegeneração em diferentes 
tempos de perfusão (sacrifício), após 90 minutos de Status Epilepticus induzido por 
Pilocarpina intrahipocampal? 




 
33
3) Existe relação entre a gravidade das crises epilépticas e o padrão de perda celular 
em CA1, CA3 e hilus do giro denteado? 
Hipótese: quanto mais grave se apresentam às crises, seguindo a escala de Racine 
(1972) modificada por Pinel e Rovner (1978), maior é o número de células que estariam em 
degeneração e são marcadas com FJ. A partir dessa hipótese inicial é que foram feitos todos 
nossos experimentos. As perguntas de número 1 e 2 não são baseadas em hipóteses, pois 
foram conseqüências do protocolo experimental. 
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3. Justificativa 
O modelo de indução de SE através da injeção de PILO intrahipocampal é de 
relevância, pois mimetiza aspectos comportamentais e morfológicos da epilepsia do lobo 
temporal mesial, além de possuir efeito local causando menores danos ao Sistema Nervoso 
Central e Periférico (Furtado et al, 2002). No caso das injeções intra peritoniais (i.p.) 
ocorrem efeitos periféricos e centrais indesejáveis, aumentando o índice de mortalidade, 
apesar de também mimetizar epilepsia do lobo temporal (Turski et al, 1986; Leite, et al, 
1990).  
Segundo Furtado et al (2002), podem-se destacar algumas vantagens, que justificam 
o uso do modelo de pilocarpina intrahipocampal. 
1.  A ação da PILO intrahipocampal é mais específica que no modelo de PILO 
intraperitonial (i.p) onde ocorre ampla ação da droga resultando em maiores danos 
no SNC. 
2.  77% dos animais evoluem para SE, contra 30% no modelo de PILO i.p. 
3.  100% dos animais sobrevivem ao SE, contra 50% no modelo de PILO i.p. 
4.  Poucas horas após o término do SE os animais estão totalmente recuperados, ao 
contrario do modelo de PILO i.p. onde são necessários 2 ou 3 dias para recuperação 
total dos animais. 
5.  71% desenvolvem CRE em período de até 30 dias. 
6.  100% dos animais submetidos ao SE apresentam brotamento de fibras musgosas na 
camada molecular interna do giro denteado. 
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4. Objetivos Gerais 
•  Avaliar alterações comportamentais presentes durante o SE induzido por 
microinjeção de pilocarpina no giro denteado do hipocampo, utilizando-se 
do índice de gravidade de crises epilépticas, de Racine (1972) modificado 
por Pinel e Rovner (1978). 
•  Validar o Fluoro-Jade como marcador de neurodegeneração 12, 24 e 168 
horas após SE, induzido por PILO intrahipocampal. 
•  Avaliar alterações morfológicas (histológicas), 12, 24 e 168 horas após SE 
induzido por PILO intrahipocampal. 
•  Verificar possível associação entre a freqüência de crises epilépticas e as 
alterações morfológicas encontradas. 
•  Fazer correlação entre a gravidade das crises no SE e o padrão de células em 
degeneração, marcadas com FJ, especificamente das regiões hipocampais: 
hilus, CA1 e CA3. 
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5. Materiais e Métodos 
5.1. Animais 
Em todos os experimentos foram usados ratos Wistar machos adultos provenientes 
do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirão Preto. No período dos experimentos os 
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, sob a 
temperatura controlada de 21 °C, em caixas contendo de 4 a 6 animais no período pré-
cirúrgico e 1 animal durante o pós-cirúrgico e experimental, com livre acesso a água e 
ração e com o ciclo claro/escuro de 12 horas (7 a 19 horas = claro). 
Todos esforços foram feitos para evitar sofrimento desnecessário aos animais e o 
protocolo experimental está de acordo com os princípios éticos de experimentação animal 
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação animal (COBEA) e foi aprovado pela 
Comissão de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da FMRP-USP, em reunião de 27 
de março de 2006. Processo número: 195/2005. 
5.2. Drogas 
1.  Pilocarpina (Sigma): Um agonista muscarínico, 24 mg de hidrocloreto de 
pilocarpina (Sigma) solubilizada em 10 µL de solução de NaCl 0,9% (doses 
adaptadas de Croiset e De Wied (1997) e já utilizada em Furtado et al (2002). 
2.  Diazepam (DZT – Roche): preparado na dose de 5 mg/kg. Aplicado a cada hora 
após o SE, até que o animal terminasse a atividade convulsiva (critério 
comportamental). 
3.  Tribromo etanol (Aldrich): preparado na dose de 250 mg/kg, diluído em salina a 
0,9% (10 mL/kg de rato). 
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4.  Pentabiótico veterinário (Fort Dodge): preparado na dose de 0,1 mL/100g. 
5.3.  Cirurgia estereotáxica para implante de cânula 
Os animais receberam 10 mL/kg de tribromo etanol (Aldrich) (2,5%). Além disso, 
receberam 0.1 mL/100g de pentabiótico veterinário (Fort Dodge) intramuscular antes do 
início da cirurgia e foram tricotomizados na cabeça. 
Após a fixação no estereotáxico, os animais receberam anestésico local (xilocaína 
com vasoconstrictor; Astra). 
A cânula, confeccionada a partir de uma agulha descartável de 0,35 mm de diâmetro 
interno e 0,6 mm de diâmetro externo, possui tamanho de 12 mm e foi estereotaxicamente 
implantada nas seguintes coordenadas (Paxinos e Watson, 1996): Hilo do giro denteado – 
6.30 mm AP (em relação ao bregma); 4.50 mm LL (em relação ao seio sagital) e 4.50 mm 
DV (em relação à duramater) de acordo com Furtado e colaboradores (2002). Foi também 
confeccionado um mandril de fio de aço para fechar a cânula evitando assim sua obstrução 
e isolando o encéfalo do animal do meio exterior com o objetivo de evitar infecções antes e 
depois do SE. 
Após a cirurgia estereotáxica os animais permaneceram no Biotério do 
Departamento de Fisiologia da FMRP-USP durante 3 – 7 dias para recuperação. Durante os 
últimos 3 dias de recuperação eles passaram por um processo da habituação, que consistia 
em imobilizar cada animal durante aproximadamente 1 minuto para evitar a quebra da 
agulha e ou possíveis ferimentos no momento da microinjeção. 
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5.4. Microinjeções 
Os animais foram imobilizados enquanto receberam injeção de PILO. Foi utilizada 
uma seringa de 5 μL (Hamilton –Sigma) acoplada a uma bomba de microinjeção (Harvard 
Apparatus, 2000) com velocidade de 0,5 μL/minuto. 
Foi utilizado um conjunto de gaiolas de acrílico, que permitem a observação 
simultânea de até 6 animais. A atividade comportamental dos animais foi registrada em 
fitas de vídeo (VHS; filmadora Camcorder Gradiente GCP – 180CR) num período de até 3 
horas após o início do SE. 
Após 90 minutos de SE, os animais receberam injeção i.p de diazepam (5 mg/kg). 
Estes permaneceram no Biotério do Departamento de Fisiologia para recuperação do SE 
durante 12 horas e receberam alimentação rica em glicose, leite em pó e eletrólitos, até total 
restabelecimento. 
5.5. Posicionamento das cânulas 
A Figura 2 ilustra os sítios das microinjeções, sendo que foram considerados todos 
os animais que apresentaram SE. Mesmo que existam diferenças no sítio de microinjeção 
85% dos animais tiveram o comportamento esperado: SE. Em alguns animais a cânula 
ficou fora da área de tolerância e não foram considerados na estatística. Essa área de 
tolerância foi estabelecida a partir de substratos neuroanatômicos, onde os sítios que 
ficaram entre as posições -5.60 mm e -6.30 mm em relação ao bregma foram considerados 
na contagem de células em neurodegeneração. 
A área de tolerância incluiu o giro denteado (alvo), o hilus do giro denteado e a 
região mais superior da fissura hipocampal. Desta maneira, para serem incluídos na análise 
estatística, os animais deveriam estar entre -5.60 mm e -6.30 mm no sentido antero-
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posterior, segundo o mapa extereotáxico de Paxinos e Watson (1996). Pode-se observar na 
Figura 2 também, que algumas cânulas ficaram fora dessa área de tolerância como, por 
exemplo, microinjeções no colículo inferior, esses animais mesmo quando apresentaram 
SE, ficaram fora das análises estatísticas, devido à preocupação em se fazer uma análise 
regional, neuroanatômica, consistente e segura. 
Alguns erros no acerto cirúrgico podem ser justificados pela variação de peso entre 
os animais.  Foi preestabelecida uma variação máxima de 100 g de animal para animal. 
Outra possibilidade de erro foi na execução das medidas estereotáxicas no momento das 
cirurgias. Apesar desses diferentes sítios de microinjeção, os animais que foram atingidos 
nas regiões de tolerância alcançaram um “n”, razoável para ser feita uma análise estatística 
segura. 
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Localização anatômica das pontas das cânulas 
Bregma -5.60 mm
Bregma -6.30 mm
Localização anatômica das pontas das cânulas 
Bregma -5.60 mm
Bregma -6.30 mm
 
 
Figura 2. Posicionamento de cânulas. Cada ponto azul representa a posição em que se encontrava à 
ponta da cânula e, portanto o sitio de microinjeção de pilocarpina, Paxinos (1986).  
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5.6.  Captura e visualização de imagens 
Foram observadas diferentes secções hipocampais, desde a mais dorsal até a mais 
ventral, como ilustrado  nas Figuras 3, 4 e 5. Essas  Figuras também ressaltam as  áreas 
selecionadas para contagem de neurônios em degeneração, sendo que o número de pontos 
varia de acordo com o tamanho de cada região. 
Todos os cortes histológicos foram analisados e sua imagens foram adquiridas por 2 
sistemas de visualização/aquisição/análise: (1) estereoscópio (Olympus SZX12) acoplado a 
uma câmera digital (Olympus DP11), que armazena as imagens num cartão de memória 
(Olympus M-64PIU), que pode ser lido num adaptador (Olympus MAUSB-1 – USP Smart 
Media Reader Write) ligado a um computador (PC Pentium IV). (2) microscópio Olympus 
BX-60 com charriot motorizado ligado a uma câmera 750L Cool-CCD (Optronics) que 
auxilia na visualização das imagens num computador (PC Pentium IV, 3.0 GHz). A captura 
de imagens foi realizada através da placa Flash Point 3D (Integral Technologies) utilizando 
o programa Image Pro Plus (Media Cybernetics). 
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Figura 3. Seqüência de imagens ilustrando a metodologia usada para estimar células marcadas com 
FJ. Na parte superior esquerda e no esquema maior à direita, há uma visão panorâmica dos hipocampos 
dorsais (-2.56 mm em relação ao Bregma segundo Paxinos e Watson (1996). Nas imagens à esquerda 
(superior e do meio), o tecido foi corado com violeta de cresila e na imagem inferior com FJ. Foram contadas 
até 10 janelas para cada secção no nível estereotáxico mencionado, em ambos hemisférios. Células 
piramidais: azul; hilus: vermelho. 




[image: alt] 
43
 
 
Figura 4. Seqüência de imagens ilustrando a metodologia usada para estimar células marcadas com FJ. Na 
parte superior esquerda e no esquema maior à direita, há uma visão panorâmica dos hipocampos dorsais (-
4.80 mm em relação ao Bregma segundo Paxinos e Watson (1996). Nas imagens à esquerda (superior e do 
meio), o tecido foi corado com violeta de cresila e na imagem inferior com FJ. Foram contadas até 10 janelas 
para cada secção no nível estereotáxico mencionado, em ambos hemisférios. Células piramidais: azul; hilus: 
vermelho. 
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Figura 5. Seqüência de imagens ilustrando a metodologia usada para estimar células marcadas com FJ. Na 
parte superior esquerda e no esquema maior à direita, há uma visão panorâmica dos hipocampos dorsais (-
6.30 mm em relação ao Bregma segundo Paxinos e Watson (1996). Nas imagens à esquerda (superior e do 
meio), o tecido foi corado com violeta de cresila e na imagem inferior com FJ. Foram contadas até 8 janelas 
para cada secção no nível estereotáxico mencionado, em ambos hemisférios. Células piramidais: azul; hilus: 
vermelho. 
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5.7.  Perfusão dos animais 
5.7.1. Protocolos 
Para a perfusão cada animal foi profundamente anestesiado com tribromo etanol 
(Aldrich) 10 mL/kg. Com o auxilio de uma bomba de perfusão Masterflex ® (Cole 
Parmer), com velocidade controlada. Foram usados 150 mL de tampão fosfato salina (PBS, 
100 mM, pH 7,4) e posteriormente 300 mL de paraformaldeido (PFA) 4% em PBS. 
Este tipo de perfusão permite a realização tanto de histoquímica de Nissl, 
Hematoxilina-eosina e FJ e de futuras imunohistoquímicas. 
 
5.8.  Pós-fixação e congelamento dos cérebros 
Após a perfusão, os cérebros foram colocados em fixador (PFA 4% em PBS) por 2 
a 4 horas e em seguida transferidos à solução de sacarose 20% em PBS, para crioproteção. 
Após pelo menos 24 horas, os cérebros foram congelados em isopentano 99% (Vetec) e 
gelo seco, posteriormente armazenados em freezer a -70 ◦C até 24 horas antes de serem 
cortados , quando eram passados para o freezer -20 ◦C. 
5.9.  Cortes dos cérebros 
Os cérebros foram cortados em secções de 30 µm em criostato (Microm HM-505-E) 
com temperatura variando de -18 a -22 ◦C. Os cortes foram colocados em lâminas 
gelatinizadas (solução para gelatinização: gelatina 0,5% e sulfato de cromo-alumínio 
0,05%) ou em placas de cultura de células com o meio anti-congelante (50% de tampão 
fosfato 50 mM, 30% de etilenoglicol e 20% de glicerina), cada qual com seis áreas 
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cerebrais espaçadas de 1 mm, em 24 jogos consecutivos adjacentes. Todas as placas foram 
armazenadas em freezer a -20 ◦C. 
As secções coronais foram feitas nos níveis relacionados na Figura 6, tendo como 
referência o Bregma segundo Paxinos e Watson (1996). Os seis cortes por nível 
representam a extensão antero-posterior do hipocampo. 
 
 
Figura 6. Diferentes secções do hipocampo. Extensão antero-posterior do hipocampo (A-F; área em azul) 
representada como seqüência de lâminas do atlas de Paxinos e Watson (1996). Veja as referências com 
relação ao bregma (em mm) na Tabela 2. 
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5.10.  Ensaios histoquímicos 
Para a realização dos ensaios histoquímicos, as secções que estavam em sistema 
“free floating” foram montadas em lâminas gelatinizadas (como descrito acima) e 
colocadas para secar a temperatura ambiente com antecedência de 24 horas. 
5.10.1. Nissl 
As lâminas foram hidratadas, colocadas por 1 minuto em banho de acetato de 
violeta de cresila 0,25% e depois lavadas em água corrente por 10 minutos. Em seguida as 
lâminas desidratadas foram montadas com lamínulas usando Entellan (Mikroskopie) como 
meio de montagem. 
5.10.2. Fluoro-Jade 
De acordo com o protocolo de (Schmued et al, 1997), as lâminas foram submetidas 
a banhos sucessivos de etanol absoluto 3 minutos, etanol 70% 1 minuto, água destilada 
(dH
2
0) por 1 minuto, permanganato de potássio por 15 minutos agitação branda, 3 lavagens 
em dH
2
0 por 1 minuto. FJ (preparado e utilizado no mesmo dia) 30 minutos com agitação 
branda, 3 lavagens em dH
2
0 por 1 minuto, secagem das lâminas, posteriormente as lâminas 
foram submersas em xilol e feita a montagem. 
•  FJ (solução estoque 0,01%): 10 mg de FJ em 100 ml de dH
2
0, estável por até 
2 meses se conservado em geladeira. 
•  Permanganato de potássio 0,06%: pode ser utilizado por uma semana se 
guardado em recipiente de vidro bem fechado. 
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5.10.2.1.1.   Contagem de células 
Foram contadas células das regiões CA1, CA3 e hilus do giro denteado do 
hipocampo, essas áreas foram escolhidas de acordo com suas propriedades fisiológicas 
discutidas anteriormente. Nessas áreas foram avaliados até 10 campos diferentes e também 
foram três diferentes secções do hipocampo, desde hipocampo ventral até hipocampo dorsal 
(AP -2.56 mm; AP -3.30 mm e AP -6.30 mm), de acordo com as coordenadas 
extereotáxicas de Paxinos (1986). Para realizar tal contagem foi utilizado o Image J (NIH, 
freeware), também foi usado o plugin cell counter que permite contar automática ou 
manualmente células em um determinado campo. Neste caso específico foi utilizado o 
método manual de contagem. 
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6. Resultados 
6.1.  Análise comportamental 
A fim de estudar os substratos neurofisiológicos (que justificam as alterações 
comportamentais) da epilepsia do lobo temporal, foi realizada a análise comportamental no 
momento em que os animais estavam em SE. Esta condição se mantinha por período de 90 
minutos, tempo suficiente para observar neurodegeneração (Meldrum 1973). Esses 90 
minutos de observação foram divididos em períodos de 5 minutos e avaliado a crise mais 
grave do animal em cada quadro de 5 minutos até o término dos 90 minutos, ou seja, 
tínhamos uma Tabela com 18 janelas de 5 minutos. Em um período relativamente pequeno 
de analise (90 minutos), os animais oscilavam entre um comportamento e outro de acordo 
com a escala modificada de Pinel e Rovner (1978), sendo assim foi estabelecido o seguinte 
critério para classificar o comportamento dos animais. 
Os animais que oscilaram entre os índices 1-2 foram classificados como tendo 
comportamento (A), 2-3 comportamento (B), 3-4 comportamento (C), 4-5 comportamento 
(D), e finalmente 5-6 comportamento (E). Muitas vezes os animais oscilavam entre as 
classes 1 à classe 5. Sendo assim, estes animais foram classificados de acordo com o 
comportamento que se manteve por mais tempo. Tiveram SE 28 animais, divididos nos 
grupos de 12, 24 e 168 horas. Dentre os 28 animais, 21% exibiram o comportamento (A), 
18% comportamento (B), 34% comportamento (C), 24% comportamento (D), 3% 
comportamento (E). Os resultados correspondentes aos diferentes comportamentos estão 
expressos na Figura abaixo. 
 




[image: alt] 
50
 
 
 
Figura 7. Distribuição dos comportamentos (A,B,C,D e E) segundo o índice de gravidade de Pinel e Rovner 
(1978). 
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6.2.   Validação da histoquímica de Fluoro-Jade, uma análise 
preliminar 
Dezessete dos 23 animais utilizados nesta validação apresentaram SE e foram 
sacrificados 12 (n=9) e 24 (n=8) horas após o evento, tempo suficiente para se observar 
neurodegeneração (Poirier et al, 2000). O uso de FJ numa concentração dez vezes menor 
que a usual permitiu uma grande redução do background. Os animais controles que 
receberam salina não apresentaram SE, portanto não tiveram qualquer marcação (Figura 8). 
Constatou-se ampla marcação de neurônios FJ-positivos no hilo do giro denteado e nas 
regiões CA1 e CA3 (Figura 9), nos grupos 12 e 24 horas após SE por PILO. 
Todas as lâminas coradas com FJ tiveram previamente cortes adjacentes corados 
com Nissl. Este é um procedimento padrão utilizado no laboratório para determinar a 
qualidade da fixação histológica, ou seja, ausência de espaços anormais pericelulares. 
Ainda pode-se fazer uma análise das condições do tecido através da morfologia das células 
hipocampais, que devem se apresentar integras para que possamos tomar o tecido como 
sendo de boa qualidade (veja Figuras 3, 4 e 5). 
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Figura 8. Grupo controle, 24 horas. (A) Histoquímica de Nissl para determinação da qualidade do tecido. (B) 
Ausência de marcação com FJ nas regiões indicadas do controle em (A). (H) hilus; (CG) células granulares do 
giro denteado. Barra de calibração = 25μm.
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Figura 9. Validação do FJ. Histoquímicas de Nissl e Fluoro-Jade. Animais perfundidos 12 e 24 horas após 
término do SE (A-F ). As pranchas coradas com Nissl (A,C,E,G,I e L) correspondem a cortes adjacentes às 
pranchas com Fluoro-Jade (B,D,F,H,J e M). Observar a presença de marcação positiva para Fluoro Jade, que 
é indicativa de neurodegeneração em áreas hipocampais como: hilus (B,H), CA1 (D,J), CA3 (F,M). Barra de 
calibração = 25 μm. 
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6.3.  Gravidade do SE e padrão de neurodegeneração 
A nossa hipótese inicial era que quanto mais graves fossem as crises presentes 
durante o SE maior seria o número de células que seriam marcadas com FJ, ou seja, maior 
seria o número de neurônios em degeneração. Esta hipótese não foi confirmada pela nossa 
estatística uma vez que não houve correlação positiva entre crises mais severas e 
neurodegeneração. Estes dados podem ser observados nas Figuras 10, 11 e 12. 
Especificamente, para a análise estatística foi utilizado o teste de correlação de PEARSON 
(P > 0,050) e não foi encontrada nenhuma correlação gravidade-neurodegeneração, tanto no 
grupo 12 horas, quanto nos grupos 24 e 168 horas (7 dias). 
A marcação de FJ mostrou-se evidente nos setores CA1, CA3 do Corno de Ammon 
e no hilus do giro denteado, nos três grupos experimentais. A marcação em CA1 e no hilus 
parece ser mais evidente que em CA3, resultado este que corrobora dados anteriores de 
uma análise qualitativa em nosso Laboratório no mesmo modelo (não publicados). No 
presente trabalho foi executada análise quantitativa dos dados e encontramos marcações de 
FJ em CA3, altamente significativas, principalmente no grupo 24 horas após o SE. Porém, 
essas células quando comparadas às outras regiões de evidente marcação como CA1 e hilus 
do giro denteado, apresentaram-se em menor quantidade (menos marcação) e também a 
fluorescência ficou com menor intensidade. Observando as Figuras 10, 11 e 12, podemos 
notar que a marcação de FJ possui grande especificidade em marcar neurônios em 
degeneração, pois está nítida a morfologia de células piramidais em CA1, CA3 e hilus.  
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Em algumas imagens aparecem estruturas, que definimos como vasos sanguíneos 
(Fig. 10A hilus e Fig. 10C CA1), dado a sua morfologia e a comparação em cortes 
adjacentes com a histoquímica de Nissl. 
É também importante ressaltar que todas as imagens foram analisadas em condições 
naturais, sem alteração de background.  As imagens foram capturadas nas mesmas 
condições de luz para todos os cortes, sendo assim nas imagens aparecem diferenças de 
background, característica esta que se dá pela variação que existe de secção para secção e 
as variações histológicas entre os animais. 
As Figuras apresentam-se dispostas, onde cada coluna representa uma estrutura 
cerebral de interesse e que evidentemente esta ligada ao mecanismo de neurodegeneração. 
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Grupo 12 horas 
 
Figura 10. Neurodegeneração no grupo de 12 horas. A, B, C e D são as gravidades das crises de acordo com 
índice de gravidade de crises de Pinel e Rovner (1978), as colunas da esquerda para direta representam: 
coluna (1) hilus do giro denteado, coluna (2) CA1, coluna (3) CA3, áreas diretamente envolvidas no processo 
de neurodegeneração. As setas indicam os vasos sanguíneos. Barra de calibração = 25 μm. 
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 Grupo 24 horas 
 
Figura 11. Neurodegeneração no grupo de 24 horas. A, B, C e D são as gravidades das crises de acordo com 
índice de severidade modificado por Pinel e Rovner (1978), as colunas da esquerda para direta representam: 
coluna (1) hilus do giro denteado, coluna (2) CA1, coluna (3) CA3,. áreas diretamente envolvidas no processo 
de neurodegeneração. Barra de calibração = 25 μm.
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Grupo 168 horas 
 
 
Figura 12. Neurodegeneração no grupo de 168 horas
. A, B, C e D são as gravidades das crises de acordo com 
índice de gravidade de crises de Pinel e Rovner (1978), as colunas da esquerda para direta representam: 
coluna (1) hilus do giro denteado, coluna (2) CA1, coluna (3) CA3,. áreas diretamente envolvidas no processo 
de neurodegeneração. Barra de calibração = 25 μm. 
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6.4. Perdas seletivas hipocampais associadas com o tempo de 
perfusão pós SE 
Embora nossa análise estatística nos tenha mostrado que não poderíamos aceitar a 
hipótese inicial de que a gravidade das crises durante o SE se correlacionaria com o grau de 
neurodegeneração (células FJ-positivas), outros resultados interessantes foram detectados 
em relação ao tempo de eutanásia pós-SE e a quantidade de células em degeneração. 
Como observado na Figura 13, os animais do grupo 12 horas tiveram maior 
quantidade de neurodegeneração no hilus do giro denteado em relação ao grupo de 168 
horas. Os animais do grupo 24 horas tiveram maior padrão de perda celular em CA3 
quando comparado com o grupo 12 horas e finalmente o grupo 168 horas possui maior 
padrão de perda celular em CA1, quando comparado aos outros dois grupos. Para analise 
estatística desses resultados foi usado o teste ANOVA não paramétrico Kruskal-Wallis One 
Way com teste pos-hoc de Dunn; **p<0,01. 
Todos esses resultados são inéditos na literatura, pois eles nos mostram quais sãos 
as melhores janelas para encontrar neurodegeneração em áreas seletivas do hipocampo 
sensíveis ao SE induzido por PILO. Até então resultado semelhante foi relatado por Furtado 
et al, (2002), mostrando que a janela de 24 horas pós SE é uma boa opção para encontrar 
neurodegeneração, principalmente no hilus do giro denteado, CA1 e mais discretamente em 
CA3. Os dados encontrados em nosso trabalho vêm a reforçar a relevância fisiológica que 
possui esse modelo, estabelecendo um melhor padrão de neurodegeneração em diferentes 
tempos de perfusão. 
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Figura 13. Perdas celulares seletivas em diferentes áreas hipocampais. Como mostrado no histograma CA1 
apresenta maior padrão de neurodegeneração na janela de 168 horas, CA3 apresenta maior padrão de 
neurodegeneração na janela de 24 horas, Hilus apresenta maior padrão de neurodegeneração na janela de 168 
horas. 
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6.5. Perdas seletivas em CA1 associadas com o tempo de 
perfusão após SE em diferentes secções hipocampais. 
Além de comparar a neurodegeneração após diversas janelas de tempo subseqüentes 
ao SE e em diferentes áreas também foi feita a comparação entre as diferentes secções 
hipocampais, desde o nível mais anterior do hipocampo até o nível mais posterior (trato da 
cânula) como mostrado na Figura 14. Fizemos essa comparação nas três áreas de interesse, 
CA1, CA3 e hilus do giro denteado e obtivemos os seguintes resultados. Em CA1 ocorre 
maior quantidade de neurodegeneração na terceira secção (AP= -6,30 mm) do grupo 24 
horas em relação à primeira secção ( AP = -2,56 mm) do mesmo grupo. Ocorre também 
maior neurodegeneração na terceira secção (AP= -6,30 mm) do grupo de 168 horas quando 
comparado com a terceira secção (AP= -6,30 mm) do grupo de animais perfundidos 12 
horas após SE. Finalizando essa região também ocorreu diferença na primeira secção, 
sendo que o grupo 168 horas teve maior padrão de neurodegeneração na primeira secção 
(AP= -2,56 mm) quando comparado ao grupo 24 horas na mesma secção. Para todas essas 
comparações foram usados testes ANOVA não paramétricos Kruskal-Wallis One Way com 
teste pos-hoc de Dunn; *p<0,05; **p<0,01. todos esses dados estão ilustrados na Figura 13. 
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Figura 14. Perda celular em CA1. Ilustram-se padrões de neurodegeneração diferentes de acordo com o 
tempo de perfusão após SE e ainda em diferentes níveis A-P. 
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6.6. Perdas seletivas em CA3 associadas com o tempo de 
perfusão após SE e em diferentes secções hipocampais 
Nesta região ocorreu maior quantidade de neurodegeneração no grupo 24 horas 
tanto na primeira secção (AP= 2,56 mm), quanto na terceira secção (AP= -6,30 mm). Essas 
duas regiões foram as que mais apresentaram perda celular. Porem quando comparadas à 
terceira secção (AP= -6, 30 mm), entre os grupos 12, 24 e 168 horas, foi obtida uma perda 
celular maior no grupo 24 horas quando comparado ao grupo 12 horas. Novamente esses 
resultados indicam que neste modelo o melhor tempo para encontrar neurodegeneração em 
CA3 é no período de 24 horas após SE tanto na primeira secção quanto na terceira secção. 
Todos esses dados foram analisados pelo teste ANOVA não paramétrico Kruskal-Wallis 
One Way com teste post-hoc de Dunn; **p<0,01. 
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Figura 15 Perda celular em CA3. Maior padrão de neurodegeneração em CA3 no grupo perfundido 24 
horas após SE tanto na primeira quanto na terceira secção. 
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6.7.  Perdas seletivas no hilus do giro denteado associadas com 
o tempo de perfusão após SE e em diferentes secções 
hipocampais 
Como mostrado anteriormente no hilus do giro denteado, a janela de tempo de 
perfusão após SE na qual ocorre maior quantidade de neurodegeneração é a do grupo 12 
horas, porém não há diferença estatística entre as diferentes secções, como ilustrado na 
Figura 16. Todos os dados foram analisados pelo teste ANOVA não paramétrico Kruskal-
Wallis One Way com teste post-hoc de Dunn, (p<0.05). 
 
Figura 16. Perda celular no hilus. Não há diferença estatística quando comparadas às várias secções. 
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6.8.  Perda celular em regiões “atípicas” 
Neste trabalho foram estabelecidos critérios para se analisar qualitativamente e 
quantitativamente perdas celulares em CA1, CA3 e hilus do giro denteado, pois na 
literatura essas áreas são bastante citadas nesse tipo de experimento, devido à grande 
sensibilidade a microinjeção de PILO (Turski, 1983; Turski e Cavalheiro 1986) e outros 
agentes convulsivantes (Pichard, 1969; Mason, 1972). Esta característica lhe confere um 
baixo limiar em resposta às crises neste modelo. Porém encontramos em alguns animais 
que tiveram crises (3%), perda celular em áreas que denominamos atípicas ou resistentes 
(Gloor 1991), é o caso de CA2 e do giro denteado. Sendo assim utilizamos uma dupla 
marcação de FJ e DAPI (marca núcleo de células) para destacarmos os neurônios em estado 
de degeneração, facilitando dessa maneira a interpretação para definir quais eram os 
determinados tipos celulares (células piramidais e granulares) em questão; as células 
piramidais de CA2 e as células granulares do giro dentado. A co-localização de FJ e DAPI, 
nos permitiu distinguir com maior facilidade o que era background, fragmentos e 
principalmente as células que são de interesse para nossa análise. Esses resultados estão 
ilustrados na Figura 17, notar que os pontos que estão com maior brilho são os neurônios 
co-localizados e os esquemas ao lado esquerdo das imagens são as localizações exatas de 
cada estrutura. 




[image: alt] 
68
 
Figura 17. Degeneração em regiões atípicas. A imagem ilustra células marcadas com Fluoro-Jade e DAPI no 
GD A/B e em CA2 C/D. Barra de calibração = 25 μm. 
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7. Discussão 
7.1. Considerações gerais 
Os resultados deste trabalho indicam alterações comportamentais e estruturais 
induzidas pela microinjeção de pilocarpina intrahipocampal, evidenciadas pelo 
aparecimento do SE, típico da ativação de circuitos límbicos. O SE não foi homogêneo para 
todos os grupos, ocorrendo diferença na gravidade e essas diferenças foram classificadas de 
acordo com a escala de Racine (1972) modificada por Pinel e Rovner (1978). Na tentativa 
de entender os aparatos neurofisiológicos que justificassem essas diferenças de 
comportamento, fizemos a indução do SE e foi encontrada perda celular em CA1, CA3 e 
hilus  do giro denteado, apoiando outros trabalhos descritos na literatura (Poirier, 2000; 
Kubova et al, 2002). Segundo Meldrum (1973); em um modelo de indução de crises por 
bicuculina, quanto mais longa a duração do SE maior é a quantidade de células que se 
degeneram nessas três regiões, sem levar em consideração a gravidade comportamental do 
SE. Dessa maneira, avaliamos se a gravidade do SE segundo a escala de Pinel e Rovner 
(1978), também influenciaria o padrão de neurodegeneração. Embora nossos dados não 
corroboraram nossa hipótese no curso dos experimentos tivemos alguns resultados de 
relevância fisiológica. 
7.2. Evolução do Comportamento 
A administração de pilocarpina intrahipocampal induz uma série de alterações 
eletrográficas e comportamentais indicativas de SE (Furtado et al, 2002). Imediatamente 
após a microinjeção deste agonista colinérgico os animais que (85%) entraram em SE, 
apresentam automatismos orofaciais associados à salivação moderada, piloereção e 
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tremores generalizados. Cerca de 15-30 minutos após, este comportamento progride para 
crises motoras límbicas, hipersalivação, clonia de patas anteriores, elevação e queda. Essa 
seqüência de comportamentos não é sempre linear, podendo o animal ficar apenas tendo 
hipersalivação e crises motoras límbicas. O tempo de latência para o início das crises em 
nossos grupos teve uma média ± EPM, 28 ±9. Isto pode ser explicado devido ao fato dos 
receptores muscarínicos da pilocarpina serem metabotrópicos e dependerem de uma cascata 
bioquímica para o inicio de sua ativação. As crises motoras límbicas recorrem a cada 2-10 
minutos culminando em SE. Este estado chega a durar até 18 horas e ao final deste período 
o animal torna-se irresponsivo a estímulos ambientais, retornando gradativamente ao seu 
comportamento normal dentro de 24 horas (Leite, 1990; Turski et al 1986). Apesar desses 
dados da literatura, nossa experiência com este modelo experimental nos indica que um 
animal em SE por 18 horas ou até por muito menos que isso, possui uma grande 
possibilidade de morrer. Em nossos experimentos, tentou-se abortar o SE com diazepam 
i.p,  porém se em um espaço de tempo de aproximadamente 40 minutos se, a crise não 
terminasse, era injetado mais meia dose desta benzodiazepina. Este protocolo poderia ser 
mantido enquanto as crises não cessassem. Em alguns animais foram usadas sucessivas 
doses de diazepam, pois elas não influenciam agudamente no processo de morte celular. 
Segundo Pitkanen et al, (2005) este método não poderia ser usado em um protocolo de 
quantificação de CRE, pois no longo prazo essa droga pode funcionar como neuroprotetor, 
diminuindo a intensidade das CRE 
A duração de 90 minutos de SE é tempo suficiente para ter lesão (Meldrum 1973; 
Poirier, 2000; Kubova et al, 2002) e também evita sofrimento e morte aos animais. 
Como neste trabalho comparamos a gravidade do SE com a quantidade de células 
em degeneração tivemos que estabelecer critérios para classificar os diferentes estágios do 
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SE. Desta maneira, foi usado o índice de gravidade de Racine (1972), modificado por Pinel 
e Rovner (1978) e então classificamos as gravidades das crises dentro do período de 90 
minutos. Como mostrado nos resultados os animais oscilaram entre valores de gravidade 
maiores ou menores, o que poderia ser explicado pela variabilidade individual dos animais. 
Naturalmente existem animais mais resistentes e animais eventualmente mais sensíveis ao 
SE induzido por PILO dependendo de suas características genéticas e fisiológicas. 
Poderíamos imaginar, numa análise inicial, que animais que exibem crises mais 
severas apresentam maior padrão de injuria celular. Esta suposição foi contrária à nossa 
analise estatística, pois não houve tal associação. Shorvon (2002) faz uma comparação 
entre SE sintomático e SE assintomático, relatando que o SE assintomático apesar de não 
possuir manifestações comportamentais pode causar tanto danos quanto o SE sintomático, 
porem a mortalidade no SE sintomático é maior que no SE assintomático. Em nosso 
protocolo experimental alguns animais morreram sem mesmo ter entrado em SE. Baseados 
no trabalho de Shorvon (2002) podemos inferir que esses animais estariam em SE não 
convulsivo, mas, como neste trabalho não usamos registro de atividade EEGráfica, não 
poderíamos afirmar com certeza se a causa da morte desses animais tem algo haver com SE 
assintomático. Também os cérebros dos animais que não tiveram SE sintomático (ainda não 
fica claro se alguns animais fizeram SE e outros não) serão analisados em outra fase 
posterior deste trabalho, para  verificação do fenômeno de neurodegeneração nestas 
condições. 
7.3.  Validação da histoquímica de Fluoro-Jade 
Utilizou-se FJ para determinar o padrão de neurodegeneração, 12 e 24 horas após a 
microinjeção intrahipocampal de PILO. Não encontramos morte neuronal em nenhum dos 
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animais controles, indicando que os implantes de cânula e a microinjeção de salina, só 
causam pequenas lesões mecânicas. Embora as janelas de 12 e 24 horas pós-SE utilizadas 
no presente trabalho sejam as melhores para se detectar morte neuronal, é possível ainda 
encontrar neurônios em degeneração 15 dias após o insulto inicial (Poirier, 2000). Além do 
mais, Kubova e colaboradores (2002), encontraram neurodegeneração três meses após o SE 
induzido por litio-PILO, na presença de CRE e seus efeitos. 
Vale ressaltar que as áreas onde a degeneração é maior fazem parte de circuitos 
límbicos que apresentam atividade eletrencefalográfica epileptiforme durante o SE (Furtado 
et al, 2002). Especialmente, a hiperexcitabilidade dos neurônios pertencentes ao circuito 
GD-CA3-CA1 levaria à neurodegeneração observada. Ainda existem indícios de que 
descargas epileptiformes que ocorrem após a injeção de diazepam e após SE poderiam 
contribuir para neurodegeneração. Baimbridge & Miller (1982) demonstraram que em CA1 
existe menor quantidade de proteínas ligantes do cálcio, o que poderia implicar em maior 
sensibilidade dessa área, já que se sabe que a ativação excessiva de receptores NMDA 
poderia levar a um aumento no influxo de cálcio levando a uma cascata de eventos 
moleculares que tem como resultado a morte neuronal. Romcy Pereira e Garcia-Cairasco 
(2003) e Galvis-Alonso et al (2004) demonstraram que não ocorre marcação de FJ em 
animais submetidos a abrasamento audiogênico, modelo experimental em que as crises são 
induzidas repetidamente através de estimulações acústicas. Nesse caso as crises são curtas, 
espaçadas e não seriam potencialmente capazes de induzir neurodegeneração. 
Segundo Gorter et al (2003), o número de neurônios em degeneração no hilus é 
proporcional à duração do SE, o que ressalta a importância de bloquear o SE o mais rápido 
possível para prevenir a perda neuronal e a progressão da epilepsia. Wong et al (2003) 
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demonstraram que no modelo de indução de SE não convulsivo, através de injeções de 
baixas doses de PTZ e não há neurodegeneração. 
7.4. Perdas seletivas hipocampais associadas com o tempo de 
perfusão após SE 
No decorrer de nossos experimentos, relacionamos a gravidade do SE com o padrão 
de neurodegeneração e encontramos dados interessantes em relação à janela de 
neurodegeneração. Segundo Poirier., et al (2000), o melhor tempo para encontrar marcação 
de FJ é 24 horas após SE. Como descrito anteriormente foram usados 3 grupos 
experimentais; o primeiro grupo foi perfundido 12 horas após a indução do SE, o segundo 
24 horas e o terceiro 168 horas. Em todos os grupos foram feitas contagens de células nas 
três áreas hipocampais de interesse: CA1, CA3 e hilus do giro denteado, tanto ipsilateral 
quanto contralateral. Ao término desta contagem chegamos à conclusão de que a melhor 
janela para marcação de FJ, ou seja, o melhor intervalo de tempo para ocorrer a 
neurodegeneração em CA1 foi do grupo 168 horas após a indução do SE, em CA3, 24 
horas após a indução do SE e no hilus o tempo de maior marcação de FJ foi no grupo 12 
horas após a indução do SE. O que explicaria essa diferença de degeneração celular em 
diferentes tempos de perfusão após SE? 
No hilus do giro denteado, o melhor tempo para marcação de FJ foi no grupo de 12 
horas. Isso significa que contamos um número menor de células nos outros dois grupos e 
para tal diferença temos duas hipóteses: 
1)  As células do hilus no grupo 168 horas podem ter de alguma forma voltado a sua 
forma inicial, sendo assim, não foi possível localizar células com FJ, levando em 
consideração que FJ só marca células em processo de degeneração. 




 
74
2)  As células do hilus nos grupos 24 e 168 horas podem ter sofrido processo de morte 
(dados de outros autores, exemplo: Poirier, 2000; 15 dias após SE, células FJ- 
positivas). Além do mais, Kubova e colaboradores (2002; 3 meses após SE por Lítio 
PILO) e desta maneira a histoquímica de FJ não marcaria essas células. 
A melhor janela para neurodegeneração em CA3 foi a do grupo de 24 horas, assim 
como descrito por Poirier et al, (2000). Outro resultado interessante e que merece destaque 
foi o fato de que em CA1, a melhor janela para marcação com FJ é a do grupo 168 horas 
após perfusão. Como já descrito segundo Poirier et al, (2000), ainda é possível encontrar 
neurodegeneração após 15 dias de SE, porém nossos dados são contrastantes com estes 
autores, pois essa janela de marcação de FJ foi mais eficiente em CA1 do que nos outros 2 
grupos. O que poderia explicar esse fato é que as células permaneceram em estado de 
neurodegeneração por vários dias sem evoluir para recuperação ou morte e assim ser 
detectada no FJ. Isto é conflitante com a literatura, pois os outros grupos teriam o mesmo 
padrão de neurodegeneração já que foram submetidos ao mesmo protocolo experimental. 
Desta maneira, segundo esse modelo, para induzir maior padrão de neurodegeneração no 
hilus, por exemplo, poderia ser usado o grupo perfundido 12 horas após SE. Como as 
células do hilus do giro denteado estão relacionadas a processos cognitivos, poderiam ser 
feitos testes de aprendizagem em modelos de epilepsia usando esta janela de tempo. Por 
outro lado às células de CA1 e CA3 estão relacionadas à memória espacial e aprendizagem 
(Westbrook, 2000), assim pode ser feito um teste relacionando epilepsia e memória, usando 
as melhores janelas de tempos: em CA1, grupo 168 horas e CA3, grupo 24 horas, o que 
permitiria testar se o efeito neuroanatômico (FJ) tem correlato comportamental. 




 
75
Depois de estudada a melhor janela temporal e suas respectivas estruturas para 
neurodegeneração após SE, também foi estabelecido em que nível hipocampal específico 
ocorreria maior número de células em degeneração. 
7.4.1. Hilus grupo 12 horas 
Chegamos à conclusão que no hilus do giro denteado todas as secções, desde aquela 
do hipocampo dorsal até o mais ventral (que representa o trato da cânula), são as de maior 
padrão de neurodegeneração. O que poderia explicar o padrão de degeneração tão alto no 
hilus do giro denteado quando comparado com CA1 e CA3, seria o fato de que essa 
estrutura esteja recebendo diretamente a ação da PILO, pois o GD é o nosso alvo para o 
implante de cânula. Veja Figura 2. 
7.4.2. CA3 grupo 24 horas 
Como já descrito anteriormente essa região (CA3) tem maior padrão de perda 
celular no grupo perfundido 24 horas após o SE, porém se analisadas as diferentes secções 
do hipocampo, as secções 1 e 3 (que correspondem respectivamente a -2.12mm e -6.30mm 
AP) são as que representam maior padrão de neurodegeneração. Esse resultado pode ser 
explicado pela alta sensibilidade dessas células, apesar de esta região estar relativamente 
afastada da ponta da cânula, região onde é microinjetada a PILO. 
7.4.3. CA1 grupo 168 horas 
Essa região (CA1) teve a maior quantidade de células em degeneração no grupo 168 
horas após SE, porém todas as secções tiveram uma marcação razoavelmente parecida de 
FJ, com um número discretamente maior de neurodegeneração na primeira secção. Todos 
esses diferentes padrões de neurodegeneração em diferentes secções não podem ser 
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explicados com clareza, porém também não se pode esquecer que essa região possui 
inúmeras conexões intrínsecas e desta forma a ativação de uma área, ativa 
subseqüentemente outras, causando as lesões observadas no presente estudo. 
Especificamente as células que estão interconectadas (Paxinos 1986) devem possuir os 
requisitos básicos para que haja o excessivo influxo de cálcio ocasionando desta maneira o 
processo de necrose e assim essas células serem detectadas na histoquímica de FJ. 
7.5.  Marcação de FJ em regiões atípicas: CA2 e GD 
Alguns animais que reagiram com extrema gravidade à injeção de PILO e ao 
subseqüente SE (classes 5-6 na escala modificada de Pinel e Rovner, 1978), apresentaram 
células FJ-positivas em CA2 e GD. Por essas células serem pouco descritas na literatura 
quanto à detecção por FJ, nós as denominamos de “regiões atípicas”. No trabalho de 
Nairismagi et al, (2006), relata-se um experimento em que os animais ficavam 8 horas em 
SE após o qual, foi feita a histoquímica de FJ para detectar a neurodegeneração. Foram 
encontrados somente neurônios degenerados em regiões tipicamente descritas pela 
literatura (CA1, CA3 e do giro denteado entre outras), além da redução de volume do local 
onde se encontravam as células degeneradas, registradas usando-se técnicas de ressonância 
magnética. Nesses experimentos os critérios de gravidade estão relacionados ao tempo de 
SE. Em nosso protocolo experimental, no entanto, todos os animais ficaram em um mesmo 
tempo de SE (90 minutos), porem levamos em consideração a gravidade comportamental 
do SE, onde os animais que se comportaram com índices de gravidade mais severa na 
escala modificada de Pinel e Rovner (1978), tiveram perdas celulares em CA2 e GD. 
As células de CA2 contêm grande quantidade de calbindina (proteína tamponante de 
cálcio), quando comparadas com CA1 e CA3 (Baimbridge and Miller, 1982; Sloviter, 
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1989; Sloviter, 1991). Essa maior quantidade de calbindina dificulta o processo de necrose 
pelo influxo excessivo de cálcio, causado durante o SE. Outra característica que determina 
a resistência dessa região a neurodegeneração é o fato dessa região ter menor número de 
receptores de NMDA (Geddes e Cotman, 1986), característica esta que faz com que essas 
células respondam com menor intensidade à ação da PILO. 
A nossa hipótese para a explicação da perda celular nas estruturas consideradas 
atípicas GD e CA2 é que como as crises tiveram um alto índice de gravidade, a quantidade 
de cálcio foi alta o suficiente a ponto de ser lesiva a célula, mesmo com o número reduzido 
de receptores de NMDA e a grande quantidade de proteínas tamponantes de cálcio. Todas 
essas características nos fazem interpretar esses dados, como se as células de CA2 e do GD, 
tivessem um alto limiar de resposta às crises, pois é necessário um estímulo de extrema 
intensidade para gerar o processo de neurodegeneração,  identificado neste trabalho.  As 
evidências comportamentais (gravidade do SE), foram observadas no momento dos 
experimentos e documentadas em fitas cassete, deixando clara a alta gravidade do SE. As 
evidências histológicas podem ser observadas na Figura 17, onde pode ser vista 
neurodegeneração em CA2 e no GD. 
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8. Conclusões 
1) Na escala de gravidade de crises límbicas, segundo Pinel e Rovner (1978), a 
prevalência dos comportamentos oscilavade acordo com o tempo de perfusão: 
•  Grupo 12 horas 34% dos animais ficaram oscilando entre as classes 1 e 2 (A). 
•  Grupo 24 horas 43% dos animais ficaram oscilando entre as classes 3 e 4 (C). 
•  Grupo 168 horas 31% dos animais ficaram oscilando entre as classes 4-5 (D). 
2) Também obtivemos diferenças de perda neuronal em diferentes áreas 
hipocampais: 
• CA1= Nesta região ocorre uma maior marcação de FJ 168 horas após SE. 
•  CA3= Nesta região ocorre maior marcação de FJ 24 horas após SE. 
•  Hilus= Nesta região ocorre maior marcação de FJ 12 horas após SE. 
• 3) Quando comparados às mesmas secções com os diferentes tempos temos: 
•  Perda neuronal em CA1 24 horas (nível 3 AP= -6,30 mm). 
•  Perda neuronal em CA3 24 horas (nível 1 AP 2,56 mm e nível 3 AP= -6,30 
mm). 
• 4) Não ocorre correlação entre gravidade do SE, com padrão de perda 
neuronal em CA1, CA3 e hilus do giro denteado. 
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