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RESUMO 

 

Introdução: A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é a forma mais frequente de 

epilepsia em adultos. O modelo experimental de epilepsia induzida por pilocarpina 

(PILO) induz mudanças patofisiológicas e comportamentais em roedores muito 

semelhantes às observadas em seres humanos com ELT. No entanto, este modelo 

está associado a uma elevada taxa de mortalidade dos animais. Embora poucos 

estudos demonstraram que a injeção intra-hipocampal de PILO em ratos é um 

modelo confiável de TLE, nenhum estudo foi realizado até o momento em 

camundongos.  A via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/ proteína quinase B (Akt)/ 

alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) tem sido associada a várias patologias 

sistema nervoso central. No entanto, o papel específico da PI3K na fisiopatologia da 

epilepsia é pouco conhecido. Portanto, no presente estudo, foi investigada a 

participação da enzima PI3K sobre crises convulsivas e sobre a produção de fatores 

neurotróficos e mediadores inflamatórios, bem como na expressão de células 

microgliais e de neurogênese hipocampal em camundongos submetidos à 

microinjecção intra-hipocampal de PILO. Metodologia: Os experimentos foram 

realizados em camundongos adultos machos C57Bl/6 (WT) e PI3kγ-/- (10-12 

semanas de idade). Cânulas-guia foram implantadas no hipocampo esquerdo e 

direito, através de cirurgia estereotáxica e, em seguida, foi aguardado 5 dias para a 

recuperação dos animais. O status epilepticus (SE) foi induzido pela microinjeção 

intra-hipocampal bilateral de PILO (20 µg por sítio/200nL) ou salina como controle 

nos animais WT e PI3kγ-/-. As crises convulsivas foram analisadas por 90 minutos e 

classificadas de acordo com a escala estabelecida de Racine (1972). Além disso, foi 

verificada alterações na memória dos animais WT e PI3kγ-/-, 72hs pós-SE. Vinte 
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quatro horas pós-SE, foram removidos hipocampo e córtex pré-frontal para 

determinação dos fatores neurotróficos, BDNF e NGF, bem como dos mediadores 

inflamatórios, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-17A. Para a avaliação da 

expressão de células microgliais (Iba-1) e de neurogênese (doblecortina - DCX), os 

encéfalos foram removidos pós-perfusão intracardíaca, 72 h pós-SE. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5 e expressos 

em média ± EPM (P <0,05). Resultados: Foram observadas alterações 

comportamentais nos animais pós-SE. Níveis de BDNF foram significativamente 

aumentados no hipocampo dos animais WT e PI3Kγ-/-. Já em relação ao córtex pré-

frontal, somente os animais PI3Kγ-/-apresentaram aumento significativo dos níveis de 

BDNF. Por outro lado, os níveis de NGF no hipocampo de animais WT e PI3Kγ-/- não 

foram alterados pela administração de PILO. Com relação aos níveis de mediadores 

inflamatórios, destaca-se o aumento dos níveis de IL-6 no hipocampo dos animais 

PI3Kγ-/- e, em ambos os grupos, no córtex pré-frontal; de IL-10 no hipocampo dos 

animais WT; de TNF- no hipocampo dos animais WT; e de IFN-γ, no hipocampo de 

ambos os grupos. Além disso, houve aumento na expressão de células microgliais 

no hipocampo de animais WT, bem como uma diminuição da neurogênese 

hipocampal nos animais PI3Kγ-/-, após a indução do SE. Conclusões: A 

microinjeção intra-hipocampal de PILO induziu crises convulsivas, bem como 

alterações de parâmetros bioquímicos observados no modelo de injeção 

intraperitonaeal de PILO, com a vantagem de apresentar baixíssimos índices de 

mortalidade. Além disso, foi possível observar diversas alterações relacionadas à via 

da PI3K. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Temporal Lobe Epilepsy (TLE) is the most common form of epilepsy in 

adults. The experimental model of epilepsy induced by pilocarpine (PILO) induces 

behavioral and pathophysiological changes in rodents very similar to those seen in 

humans with TLE. However, this model is associated with a high mortality of the 

animals. Although few studies have shown that intrahippocampal injection of PILO rat 

is a reliable model of TLE, no study has been conducted so far in mice. The 

phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) / protein kinase B (Akt) / mammalian target of 

rapamycin (mTOR) pathway has been associated with several pathologies in the 

Central Nervous System (CNS). However, the specific role of PI3K in the 

pathophysiology of epilepsy is poorly understood. Therefore, in the present study, we 

investigated the involvement of PI3K enzyme on seizures and on the production of 

neurotrophic factors and inflammatory mediators as well as the expression of 

microglia and hippocampal neurogenesis in mice subjected to microinjection of 

intrahippocampal PILO. Methods: Experiments were performed in adult male mice 

C57Bl/6 (WT) and PI3kγ-/- (10-12 weeks of age). Guide cannulas were implanted in 

the left and right hippocampus, using stereotactic surgery and then was awaited 5 

days for recovery animals. The status epilepticus (SE) was induced by bilateral 

intrahippocampal microinjection of PILO (20µg per site/200nL) or saline as control 

animals and WT PI3kγ-/-. Seizures were analyzed for 90 minutes and classified 

according to the scale set of Racine (1972). There was also observed changes in 

memory of WT and PI3kγ-/- animals, 72h post-SE. 24 hours after induction of SE, 

hippocampus were removed and prefrontal cortex to determine the neurotrophic 

factors, BDNF and NGF, as well as of inflammatory mediators, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, 
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TNF-α , IFN-γ and IL-17A. To evaluate the expression of microglial cells (Iba-1) and 

neurogenesis (doublecortin - DCX), the brains were removed after intracardiac 

perfusion, 72 h after SE induction. Analyses Statistics were performed using 

GraphPad Prism 5 and expressed as mean ± SEM (P <0.05). Results: We observed 

behavioral changes post-SE. Levels of BDNF were significantly increased in the 

hippocampus of WT and PI3Kγ-/- mice after microinjection of PILO. In the prefrontal 

cortex, only animals PI3Kγ-/- showed significant increase in BDNF levels. Moreover, 

levels of NGF in the hippocampus of WT and PI3Kγ-/- animals not were altered by 

administration of PILO. In the levels of inflammatory mediators, there was an 

increase in IL-6 levels in the hippocampus of PI3Kγ-/- animals and, in the prefrontal 

cortex, in both groups; IL- 10 WT in the hippocampus of animals, TNF-α in the 

hippocampus of WT animals, and IFN-γ in the hippocampus of both groups. 

Moreover, there were increase in the expression of microglial cells in WT animals, as 

well as a decrease in the hippocampal neurogenesis in PI3Kγ-/- animals, after the 

induction of SE. Conclusions: The intrahippocampal microinjection of PILO induced 

seizures, as well as biochemical changes observed in the model intraperitonaeal 

injection of PILO, with the advantage of low rates of mortality. Moreover, we 

observed several changes related to the PI3K pathway. 
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1.  INTRODUÇÃO 

  

1.1  As epilepsias  

 Epilepsias são definidas como desordens da função cerebral caracterizadas por 

uma periódica e imprevisível ocorrência de crises epilépticas que causam, por sua 

vez, uma mudança temporária no comportamento, devido a um desordenado, 

sincrônico e rítmico disparo de populações de neurônios do Sistema Nervoso 

Central (SNC) (MCNAMARA, 1994). Trata-se de uma condição neurológica comum, 

que pode ocorrer em pessoas de diferentes idades, em diferentes graus 

(GUERREIRO et al., 2000), sem que haja um fator desencadeante  agudo  ou  

imediato,  tais  como  condições tóxico-metabólicas e febris (ROGAWSKI & 

PORTER, 1990). Esta condição está frequentemente associada a dificuldades 

psicossociais, gerando impacto na qualidade de vida não só do paciente como 

também de sua família (FERNANDES et al., 2007).   

 As crises epilépticas são, por sua vez, eventos clínicos que refletem disfunção 

temporária de um conjunto de neurônios de parte do encéfalo (crises parciais) ou de 

uma área mais extensa, envolvendo simultaneamente os dois hemisférios cerebrais 

(crises generalizadas). Os sintomas de uma crise dependem das partes do cérebro 

envolvidas na disfunção (GUERREIRO et al., 2000). As crises parciais podem evoluir 

para generalizadas, demonstrando o caráter dinâmico dessa patologia evidenciado 

pelo recrutamento de outras estruturas cerebrais. Essas crises podem ainda se 

manifestar através de períodos de ausência em que se observa suspensão da 

consciência, sem importante atividade motora (ausência simples), ou acompanhada 

de discretas atividades motoras (ENGEL, 1995).  
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 Para que o paciente seja diagnosticado como portador de epilepsia é necessário 

que ele apresente pelo menos uma crise convulsiva, acompanhada de alterações 

permanentes no cérebro que aumentem a susceptibilidade a outras crises. Além 

disso, é necessário que a esse quadro esteja associado um distúrbio neurobiológico, 

cognitivo, psicológico ou social (FISCHER et  al.,  2005). 

 A classificação das crises epilépticas pode ser feita de várias formas, sendo a 

mais utilizada a proposta pela International League Against Epilepsy (ILAE), 

baseada nas manifestações clínicas e eletroencefalográficas das crises (ILAE,  

1981). A classificação das epilepsias ou síndromes epilépticas proposta pela ILAE 

em 1989 (ILAE, 1989), baseia-se nas semelhanças de tipo de crise, idade de início, 

sinais clínicos e neurológicos, história familiar, achados de exames  complementares 

(eletroencefalograma e exames de imagem) e prognóstico.  

 A maioria das síndromes epilépticas não tem uma causa comum, porém é 

importante o conhecimento de três tipos de epilepsias quanto à causa: idiopática 

(epilepsias transmitidas geneticamente), sintomática (epilepsias cujas causas são 

identificáveis) e criptogênica (epilepsias de possível base orgânica, sem causa 

definida)  (ILAE,  1989). Ainda, são considerados quatro grupos de epilepsias: 1- 

síndromes e epilepsias localizadas (parciais ou focais); 2- síndromes e epilepsias 

generalizadas; 3- síndromes e epilepsias não classificáveis, em que as informações 

não permitem determinar se são focais ou generalizadas e 4- síndromes especiais 

(ILAE, 1981; 1989).  

 Estima-se que haja no globo entre 60 e 100 milhões de pessoas portadoras de 

epilepsia (SANDER, 2003; SANDER & SHORVON, 1996). Há uma grande 

dificuldade em se realizar estudos epidemiológicos sobre epilepsia em comunidades, 
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devido a problemas metodológicos e à heterogeneidade na definição de tal patologia 

(SANDER, 1996).   

 A prevalência mundial da epilepsia é ao redor de 10 a 15/1.000 pessoas 

(SANDER, 2003), ou seja, cerca de 100 milhões de pessoas no planeta têm, já 

tiveram ou terão epilepsia em algum momento de suas vidas (GUERREIRO & 

GUERREIRO, 1999). A incidência varia muito de país a país, sendo que nos países 

em desenvolvimento há uma maior incidência de epilepsia, quando comparados com 

os países desenvolvidos (SANDER & SHORVON, 1996). Nos primeiros, a incidência 

pode chegar a 120 casos novos/100.000 pessoas a cada ano e nos últimos, cerca 

de 50 casos (SANDER, 2003).  

 Essas altas taxas nos países em desenvolvimento são, na maioria dos casos, 

atribuíveis a doenças parasitárias (principalmente neurocisticercose), infecções 

intracranianas virais ou bacterianas, tocotraumatismo, traumatismo crânio encefálico 

e doenças cerebrovasculares (GOMES, 2000; SCOTT et al., 2001; SENANAYAKE et  

al.,  1993). A incidência da epilepsia é diferente entre as faixas etárias, sendo mais 

elevada em crianças e idosos (GOMES, 2000; HAUSER, 1995).  

 No Brasil, poucos são os dados de prevalência a respeito dessa condição em 

áreas urbanas e não existe estudo de incidência. Os trabalhos de Marino e cols. 

(1986) e de Fernandes e cols. (1992) encontraram as prevalências de 11,9/1.000 e 

16,5 e 20,3/1.000 nas cidades de São Paulo e de Porto Alegre, respectivamente. 

Posteriormente, Borges e cols. (2004) observaram que os valores de prevalência 

encontrados na cidade de São José do Rio Preto (18,6/1.000 pessoas) são próximos 

aos do Rio de Janeiro (GOMES, 2002), Equador (PLACENCIA et al., 1992) e 

Senegal (NDOYE et al., 2005), 16,3/1.000, 12,2/1.000 e 14,2/1.000 pessoas, 

respectivamente. 
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1.2 Epilepsia do Lobo Temporal  

 A forma mais comum de síndrome epiléptica é a epilepsia do lobo temporal (ELT), 

que atinge cerca de 40% de todos os casos de epilepsia (HAUSER & KURLAND, 

1975). A ELT vem sendo reconhecida como uma síndrome específica, devido à sua 

alta prevalência e à frequente refratariedade ao tratamento farmacológico (ENGEL, 

1989). Na maioria dos pacientes, as lesões e alterações funcionais da ELT iniciam-

se na infância após um insulto precipitante inicial como convulsão febril, status 

epilepticus (SE), encefalite ou trauma (ENGEL, 1995). É sabido que na ELT a 

formação hipocampal é a estrutura mais danificada, exibindo uma perda neuronal 

seletiva e gliose, resultando na chamada esclerose hipocampal (MCNAMARA, 

1994).  

 A grande perda neuronal (50% ou mais) presente na esclerose hipocampal 

acomete pelo menos quatro das seis regiões hipocampais: Corno de amon (CA)1, 3 

e neurônios da região polimórfica do giro denteado, sendo acompanhada de 

alterações também nas estruturas adjacentes envolvendo a amígdala, giro 

parahipocampal e córtex entorrinal. As células piramidais da região CA2 e 

granulares do giro denteado são mais resistentes (MELDRUM, 1992). 

 Os principais fatores responsáveis pela vulnerabilidade diferente entre os 

neurônios hipocampais estão relacionados à variação na expressão de receptores e 

proteínas. A região  do hilo do giro denteado, CA1 e CA3 são regiões ricas em 

neurônios com  receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), 

mais concentrados na região CA1, e do tipo cainato, no caso do hilo e região CA3 

(GEDDES et al., 1986; TREMBLAY et al., 1985). Uma vez ativados, tais receptores   

permitem um influxo de cálcio, que em altas concentrações pode levar à morte 

celular (BABB et al., 1991). 
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 Segundo McNamara (1994), existem pelo menos duas teorias que tentam explicar 

o envolvimento do hipocampo na iniciação das crises recorrentes espontâneas 

(CRE). A teoria das células em cesto dormentes (SLOVITER, 1992; 1994) postula 

que a perda de células musgosas presentes no hilo do giro denteado induz uma 

perda da excitação das células em cesto, que por sua vez deixam de inibir as células 

granulares. Consequentemente, tais células passam a apresentar maior saída 

excitatória. Já a teoria do brotamento das fibras musgosas das células granulares 

(TAUCK & NADLER, 1985), postula que a perda do alvo das células granulares, 

provocada pela morte das células musgosas, induz um brotamento axonal nas 

células granulares em direção à camada granular, criando um circuito recorrente 

excitatório. É importante ressaltar que uma teoria não exclui a outra, sendo que o 

aumento da saída excitatória das células granulares pode ocorrer pela ação 

sinérgica da perda da inibição das células granulares e pelo brotamento recorrente 

excitatório de seus axônios.  

 O brotamento das fibras musgosas das células granulares está presente tanto na 

esclerose mesial temporal (EMT) em humanos (SLOVITER, 1994) como em vários 

modelos animais de ELT (MELLO et al., 1993). Tal fenômeno envolve a formação 

de um novo e assimétrico contato sináptico entre o terminal das fibras musgosas e 

dendritos das células granulares piramidais e interneurônios inibitórios da camada 

molecular interna. No entanto, o mecanismo e consequências funcionais do 

brotamento das fibras musgosas evoluindo para CRE permanecem por ser 

definidos. Estudos eletrofisiológicos sobre brotamento das fibras musgosas na 

camada molecular interna indicam que esta reorganização sináptica resulta em um 

circuito recorrente excitatório e subsequente hiperexcitabilidade hipocampal (TAUCK 

& NADLER, 1985).  Por outro lado, estudos indicam que a perda das células no hilo 
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do giro denteado, mais do que outras consequências plásticas provocadas pelo SE, 

como o brotamento das fibras musgosas, é responsável pela hiperexcitabilidade do 

hipocampo (ZAPPONE & SLOVITER, 2004).  

 A partir de alguns modelos experimentais de ELT, tais como kindling das 

estruturas límbicas (como amígdala e hipocampo) e indução de SE por pilocarpina, 

formulou-se o conceito de que um dano neuronal inicial desencadeia uma cascata 

de eventos neurobiológicos que levam à ocorrência de CREs (MORIMOTO et al., 

2004). Muitos dos mecanismos associados com a patofisiologia da epilepsia, tais 

como crescimento neural, sinaptogênese ou modulação da transmissão excitatória 

ou inibitória, são regulados pelo fator neurotrófico derivado do endotélio (BDNF) 

(BINDER et al., 2001). Insultos no cérebro ou crises convulsivas por si só, estimulam 

fortemente a expressão de BDNF, especialmente no hipocampo, sugerindo que a 

superexpressão desta neurotrofina poderia participar do estabelecimento e 

persistência da hiperexcitabilidade no hipocampo durante a fase latente, 

promovendo então a epileptogênese (BINDER et al., 2001; JANKOWSKY & 

PATTERSON, 2001). 

  Ao longo dos anos, esses experimentos também auxiliaram na quebra do 

conceito de que células neuronais adultas não poderiam se regenerar. No entanto, 

sabe-se hoje que, a despeito do que se acreditou por décadas, novos neurônios 

podem ser integrados a determinadas regiões do encéfalo adulto, a partir de células 

progenitoras neurais ou células-tronco adultas neurais, em um processo chamado 

neurogênese (GROSS et al., 2000). 

 Na maioria dos mamíferos, a neurogênese ocorre ao longo de toda a vida na zona 

subventricular do ventrículo lateral e na zona subgranular do giro denteado no 

hipocampo (MING et al., 2005). A neurogênese induzida por crises epiléticas e 
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também por outros insultos como isquemia cerebral já foi amplamente demonstrada 

(PARENT et al., 2003). 

 As mudanças que ocorrem no hipocampo após um insulto epileptogênico levam à 

hiperexcitabilidade de neurônios do giro denteado, bem como da região CA1. Logo 

após o SE, a neurogênese hipocampal é caracterizada por aumentos dramáticos na 

produção de novos neurônios e migração aberrante de uma fração substancial de 

neurônios progenitores para o hilo e camada molecular (PARENT, 2007; 

SCHARFMAN & GRAY, 2007). No entanto, esse aumento inicial da neurogênese 

retorna a níveis basais em cerca de 2 meses após o SE em ratos (JESSBERGER et 

al., 2007) e atinge baixos níveis 5 meses após SE em modelos animais de TLE, bem 

como  em humanos portadores de tal patologia (HATTIANGADY et al., 2004).  

 

1.3 Tratamento das epilepsias 

 Há duas principais formas de tratamento das epilepsias em uso corrente na 

clínica médica: intervenção medicamentosa e cirurgia de ablação. O tratamento 

farmacológico é o principal tratamento das epilepsias, controlando as crises em 

torno de 70 a 80% dos casos. A escolha das drogas antiepilépticas se baseia no tipo 

de crise epiléptica ou preferencialmente, no tipo de epilepsia ou síndrome epiléptica 

que o paciente apresenta (Tabela 1) (ELKIS, 1998). Além disso, devem ser 

valorizados dados do paciente como idade, sexo, condições físicas  e situação 

socioeconômica. Uma vez determinada a medicação a ser utilizada, deve-se buscar 

a concentração capaz de determinar o controle das crises epilépticas com o menor 

número possível de efeitos colaterais (GLAUSER et al., 2006). A principal ação 

desses fármacos é diminuir a excitabilidade do tecido neural, aumentando o tônus 

inibitório. Tendo em vista as diferentes causas das epilepsias, o tratamento 
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farmacológico é variado, sendo que cada droga tem efeito diferenciado em cada 

caso.   

 

Tabela 1. Drogas anticonvulsivantes por tipo de crise*. 

*Modificado de Elkis (1998). 

 

 Outra forma de tratamento consiste em submeter o paciente a um procedimento 

cirúrgico para a ressecção do foco epileptogênico.  A técnica tem indicação precisa 

direcionada às epilepsias parciais de origem unifocal, sendo que na cirurgia de 

pacientes portadores de ELT é o procedimento mais eficaz. Cerca de 70% dos 

Drogas 
antiepilépticas 

Tipos de crise 

Carbamazepina Parciais e secundariamente 
generalizadas 

Etossuximida Ausências típicas e atípicas 

Fenitoína Parciais e tônico-clônicas, febris, 
status 

Primidona Parciais e generalizadas, febris 

Valproato Primeiramente generalizadas, 
ausências, mioclônicas, parciais 

Vigabatrina Parciais, síndrome de West, esclerose 
tuberosa 

Felbamato Parciais, generalizadas, síndrome de 
Lennox-Gastaut 

Oxcarbamazepina Parciais e secundariamente 
generalizadas 

Diazepam Status, tratamento intermitente de 
crises febris e surtos de crises 

Gapapentina Adjunto nas epilepsias refratárias, 
reflexas e surtos de crises 

Clonazepan Mioclônicas, generalizadas tônico-
clônica, febril (intermitente) 

Lamotrigina Crises parciais secundariamente 
generalizadas 

Topiramato Crises parciais, tratamento adjuvante 
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pacientes ficam livres de todas as crises. Embora haja um consenso de que a lesão 

estrutural deva ser ressecada, ainda não há total concordância sobre até que ponto 

as estruturas temporais mesiais devam ser incluídas na ressecção (PALMINI et al., 

1998). A ablação de um hipocampo só é bem tolerada se o hipocampo contralateral 

é normalmente funcional. Assim, além de se assegurar de que as estruturas 

contralaterais ao foco epilético são capazes de assumir a maior parte das funções 

mnésicas, é importante também determinar o grau de funcionamento da região a ser 

retirada para que não ocorram perdas cognitivas (NETO & CENDES, 2000). 

 

1.4 Modelos experimentais de ELT  

  Os modelos experimentais de epilepsia têm contribuído para um melhor 

entendimento da fisiopatologia desta síndrome, principalmente aqueles que 

reproduzem a ELT humana. Os principais modelos de ELT têm em comum a 

indução química do chamado status epilepticus (SE), situação na qual as crises 

epiléticas perduram por várias horas (LEITE et al.,  2002). As crises prolongadas 

promovem um desequilíbrio metabólico acompanhado de uma liberação maciça  de  

substâncias excitatórias,  resultando  na  lesão  de estruturas cerebrais sensíveis,  

como  por  exemplo,  o  hipocampo.  Essa lesão é caracterizada pela morte celular, 

rearranjo das conexões sinápticas e alterações nas propriedades intrínsecas das 

células nervosas. Após um período variável de recuperação, chamado “fase latente”, 

as redes neuronais tornam-se epileptogênicas, isto é, capazes de gerar crises.  Essa 

evolução (insulto inicial - fase latente - aparecimento das crises) também é 

observada na ELT humana. Muitos pacientes relatam um “evento inicial” - crises 

prolongadas ou traumatismo craniano - nos primeiros anos de vida, seguindo-se um 
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período assintomático até a adolescência, quando as crises geralmente têm início 

(SILVA & CAVALHEIRO, 2004).  

 Esses modelos experimentais “crônicos” têm possibilitado o conhecimento da 

sucessão de eventos celulares que culmina com o aparecimento das crises 

espontâneas. Durante o insulto inicial (SE), inicia-se a ativação de canais iônicos e 

receptores de membrana, resultando em acúmulo de glutamato e elevação dos 

níveis de cálcio intracelular (SILVA & CABRAL, 2008). O cálcio intracelular age como 

um segundo mensageiro, promovendo a ativação de enzimas presentes no 

citoplasma e modificando a expressão gênica e a síntese protéica. A partir de horas 

e estendendo-se por dias ou semanas, ocorre a morte neuronal seletiva por necrose 

e apoptose, paralelamente à ativação de processo inflamatório, neurogênese e 

reorganização sináptica. Depois de um período latente variável, surgem as CREs 

que caracterizam a epilepsia crônica (SILVA & CAVALHEIRO, 2004).  

 Alguns dos modelos experimentais de ELT mais utilizados são o de indução de 

abrasamento (kindling), injeção de ácido caínico e de pilocarpina.  Dentre eles, o 

modelo da pilocarpina tem sido amplamente utilizado em função de sua facilidade 

técnica e, principalmente, pelas semelhanças fisiopatológicas encontradas com a 

ELT humana (CAVALHEIRO, 1995).  

 A pilocarpina, um alcalóide de origem vegetal extraído das folhas do Pilocarpus 

pennatifolius e do Pilocarpus jaborandi, atua como agonista dos receptores 

muscarínicos colinérgicos e é um potente agente convulsivante. A injeção sistêmica 

de altas doses de pilocarpina (300 a 380  mg/kg)  produz alterações 

comportamentais  e  eletrográficas,  indicativas de  atividade epiléptica  duradoura,  

tanto  em ratos (LEITE et al., 1990; TURSKI et al., 1983) quanto em camundongos 

(CAVALHEIRO et al., 1996; TURSKI et al., 1984). Além disso, a injeção intra-
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amigdaliana ou sistêmica, em altas doses, provoca lesões por todo o prosencéfalo 

(TURSKI et al., 1983). 

 Poucos minutos após sua administração, os animais começam a apresentar 

automatismos faciais associados à salivação moderada, acinesia e tremores 

generalizados. Esses sinais são seguidos de crises motoras límbicas, em que os 

animais apresentam salivação intensa, clonia das patas dianteiras e, finalmente, 

queda, podendo em alguns casos chegar a crises tônicas. Estas crises límbicas 

culminam em SE. Ao final deste período, os animais tornam-se irresponsivos aos 

estímulos ambientais. Estes episódios caracterizam a fase aguda do modelo 

(TURSKI et al., 1983).  

 De forma geral, os animais que apresentam SE após o tratamento com 

pilocarpina exibem um padrão de lesão cerebral difusa, provocado pelas crises.  

Tais lesões resultam em alterações neuropatológicas permanentes, detectáveis no 

córtex olfatório, complexo amigdalóide, tálamo, substância negra, formação 

hipocampal e neocórtex (SCORZA et al., 2005; TURSKI  et  al.,  1983).  O 

hipocampo é a região cerebral mais sensível aos efeitos neuropatológicos, 

desencadeados pela ação epileptiforme, resultante da ativação colinérgica (MELLO 

et al., 1993).   

 Após um período latente, que ocorre após a recuperação dos animais e é 

caracterizado pela ausência de alterações comportamentais e eletrográficas, 

ocorrem as CREs, mimetizando as crises parciais complexas e a patologia 

associada à esclerose hipocampal e modificação sináptica encontrada em humanos 

com crises intratáveis de lobo temporal (LEITE et al., 1990; TURSKI et al., 1983). A 

intensidade das modificações sinápticas, a freqüência e a latência para a ocorrência 

das CREs são determinadas pela duração do SE (LEMOS & CAVALHEIRO, 1995).   
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 Um mecanismo proposto para a propagação das crises induzidas por pilocarpina 

consiste na ativação inicial das vias colinérgicas muscarínicas, cujos eferentes 

ativam vias glutamatérgicas.  O que reforça a hipótese desse mecanismo é o fato de 

que é possível bloquear crises induzidas por pilocarpina por meio do pré-tratamento 

com antagonistas colinérgicos (TURSKI et al., 1984). Ainda, animais deficientes de 

receptores muscarínicos do subtipo M1 são resistentes aos efeitos convulsivantes 

de altas doses de PILO (BYMASTER et al., 2003; HAMILTON et al.,1997). No 

entanto, o tratamento com esses mesmos antagonistas após a instalação do SE não 

bloqueia as crises Portanto, a iniciação das crises é realizada por um agonista 

colinérgico, mas a manutenção por via glutamatérgica (TURSKI et al., 1984). 

 Tal hipótese é reforçada através de estudos que demonstram que regiões lesadas 

pelo SE induzido por pilocarpina não são necessariamente aquelas onde existe 

grande presença de receptores colinérgicos (WASTERLAIN & SHIRASAKA, 1994). 

Sendo assim, a excitotoxicidade induzida pela excessiva liberação de glutamato 

seria responsável pelas amplas lesões observadas, culminando, na maioria das 

vezes, em uma alta mortalidade dos animais. Furtado e cols. (2002) desenvolveram 

o modelo de indução de SE em ratos pela microinjeção intra-hipocampal de PILO. 

Tal modelo mimetiza características comportamentais agudas e crônicas, 

eletroencefalográficas e morfológicas observadas no modelo de administração 

sistêmica, porém com uma baixa taxa de mortalidade dos animais. Até o momento, 

não há estudos sobre a padronização do modelo de microinjeção intra-hipocampal 

de PILO em camundongos. 
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1.5 Papel da inflamação na epilepsia   

  Diferentes trabalhos têm demonstrado que fatores pró-inflamatórios, como 

citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, fatores do complemento e moléculas de 

adesão celular, são rapidamente induzidos no cérebro de roedores durante crises 

epiléticas. Tal fato demonstra que os mecanismos imunes podem ser 

desencadeados no SNC por convulsões, tornando-se necessária uma investigação 

mais detalhada dos mecanismos subjacentes a esta ativação e suas consequências 

funcionais (VEZZANI, 2005).   

 Em camundongos e ratos adultos, a produção de interleucina (IL)-1β ocorre nos 

primeiros 60 minutos após a indução de crise nas áreas cerebrais onde a atividade 

epiléptica origina e se espalha. O aumento da produção desta citocina tanto por 

astrócitos quanto pela micróglia tem sido pré-associado à perda neuronal decorrente 

de crises epilépticas (VEZZANI et  al.,  2009). Observa-se também um aumento da 

liberação de fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e IL-6 em fatias de hipocampo de 

ratos submetidos a crises epilépticas (VEZZANI et  al.,  2002). Além disso, alguns 

estudos farmacológicos também demonstraram que a inibição da produção de IL-1β, 

moléculas de adesão ou de prostaglandina E2, diminuem o número de crises e 

podem retardar a epileptogênese (FABENE et al., 2008; RAVIZZA et al., 2008; 

VEZZANI & GRANATA, 2005).    

 A inflamação cerebral induzida pelo SE pode se tornar crônica e ser um 

importante fator para a epileptogênese, fase que precede o início das CREs. 

Estudos farmacológicos, bioquímicos e eletrofisiológicos têm demonstrado que a 

inflamação cerebral contribui para o aumento da excitabilidade da rede neural, 

aumentando ativação de receptores NMDA, níveis extracelulares de glutamato e, 

diminuindo a liberação de GABA (VEZZANI et al., 2002; VEZZANI et al., 2009). 
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1.6 Papel da via PI3K/Akt/mTOR sobre as epilepsias  

 A fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é uma enzima que tem sido extensamente 

estudada pelo seu importante papel em processos de proliferação, crescimento e 

sobrevivência celular além de eventos ligados a síntese proteica e metabolismo de 

glicose (CIDADO & PARK, 2012). A PI3K pode ser ativada por diferentes estímulos 

e sua ativação leva a subsequente ativação da proteína quinase B, também 

conhecida como Akt (LAINE et al., 2002). A ativação da Akt por sua vez, leva ao 

estímulo de novos substratos e enzimas tais como a glicogênio sintase quinase-3 

(GSK-3) e a proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) (CANTLEY, 2002; 

FUKAO & KOYASU, 2003).  

 Apesar dessa via estar associada ao processo inflamatório, ela também participa 

de outros mecanismos fisiopatológicos. Portanto, é possível que a ativação dessa 

cascata de sinalização medeie disparos neuronais não sincronizados em 

determinadas regiões do SNC (WONG, 2010).  

 De fato, diferentes estudos têm demonstrado que inibidores de mTOR  

apresentam  efeitos  protetores  sobre  diferentes modelos animais de epilepsia 

(WONG, 2010). Em modelo animal de ELT, a administração de ácido caínico induz a 

ativação de mTOR de forma bifásica. O início da primeira fase de ativação de mTOR 

ocorre no hipocampo e neocórtex 1 h depois da injeção da droga  e  termina  24  h  

após o  SE.  A segunda fase de ativação ocorre apenas no hipocampo e se inicia 72 

h depois do SE, apresenta um pico de ativação entre 5  e  10  dias  e  se  mantém  

por  várias  semanas  (ZENG  et  al.,  2009).  A administração de rapamicina, um 

inibidor de mTOR, prévia ao ácido caínico reduz várias alterações patológicas  

induzidas  por  cainato, tais como morte neuronal,  neurogênese e brotamento de 

fibras  musgosas no hipocampo, além  de  reduzir  o desenvolvimento de crises 
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epiléticas espontâneas. Entretanto, a administração de rapamicina posterior ao SE 

reduz o brotamento das fibras musgosas e as crises espontâneas, mas não a 

neurogênese e a morte de neurônios hipocampais (ZENG et al., 2009).  

 O tratamento com rapamicina reduz o número de crises espontâneas recorrentes 

e a duração dessas crises induzidas por pilocarpina. Entretanto, com a interrupção 

do tratamento com rapamicina, o número de crises aumenta gradualmente, não 

diferindo dos animais controle após três semanas, indicando um efeito transiente de 

rapamicina sobre as crises epiléticas crônicas (HUANG  et  al.,  2010).  

 Em outro estudo, Huang e cols. (2012), demonstraram que a inibição de mTOR 

pela rapamicina em ratos imaturos (3-4 semanas) promoveu um aumento da 

gravidade das crises induzidas por pilocarpina, reduzindo também a dose mínima do 

agente pró-convulsivante pentilenotetrazol (PTZ) necessária para induzir crises 

clônicas. Já em ratos adultos, a rapamicina não promoveu alteração significativa na 

sensibilidade das crises induzidas por pilocarpina e PTZ.  

  Camundongos com deleção seletiva do gene para “phosphatase and tensin 

homolog” (PTEN), uma fosfatase que regula a atividade de PI3K, em neurônios 

granulares do giro denteado do hipocampo e no cerebelo induz o aparecimento de 

macroencefalia e convulsões. Esses neurônios têm um aumento na ativação de Akt, 

de  mTOR  e  no  tamanho  de  seu  corpo  celular  (BACKMAN et  al.,  2001;  KWON  

et  al.,  2001; ZHOU et al., 2009). De forma interessante, o tratamento crônico 

desses animais knockout (KO) condicionais com CCI-779 ou rapamicina, ambos 

inibidores de mTOR, reduz  a  freqüência  de  crises  convulsivas,  a  hipertrofia  de  

neurônios  granulares  no  giro  denteado e a mortalidade (KWON et al., 2001; 

ZHOU et al., 2009).  
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 Em outro estudo, Tokuda e cols. (2011) demonstraram que camundongos com 

uma mutação que promove um aumento de ativação de Akt3 têm maior 

susceptibilidade a crises induzidas por PTZ e elétricas, além de apresentarem  crises  

espontâneas  esporádicas. Esses animais apresentavam aumento do tamanho do 

encéfalo e neurônios hipocampais ectópicos. Por outro lado, os animais deficientes 

em Akt3 apresentam um elevado limiar para crises convulsivas. Já no estudo de 

Zhang e Wong (2012), foi demonstrado que as crises induzidas por PTZ 

promoveram uma ativação imediata, mas transitória de mTOR, o que não foi 

observado cronicamente, sugerindo um envolvimento limitado de mTOR sobre as 

crises e epileptogênese. 

  

1.7 Papel da PI3K sobre a excitabilidade neuronal  

  Fármacos utilizados para o tratamento de epilepsias também parecem possuir 

mecanismos dependentes de ativação de PI3K.  Em um modelo in vitro, Lee e cols. 

(2005) demonstraram que a carbamazepina aumenta a ativação do transportador de 

aminoácidos excitatórios 3  (EAAT3)  em  oócitos  transfectados  e  em  células  de  

glioma  C6  que  expressam  constitutivamente  o  transportador.  LY294002, um 

inibidor de PI3K, inibe tanto a ativação do transportador, quanto a captação de 

glutamato  nesse  modelo  (LEE  et  al.,  2005).  

 Outros fármacos, como o ácido valpróico, podem ativar Akt (CRESON  et  al.,  

2009),  apesar da importância desse mecanismo sobre o efeito anticonvulsivante 

não estar  bem  estabelecido.  O tratamento de ratos com fenitoína por um mês 

também aumenta a expressão de Akt (MARIOTTI et al., 2010). 

Considerando a participação da via PI3K/Akt/mTOR em mecanismos de 

sobrevivência, proliferação e crescimento celular, sugere-se o envolvimento dessa 
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via frente a insultos  no SNC. Assim, o estudo da participação da enzima PI3K nas 

epilepsias poderia fornecer informações relevantes sobre a participação desses 

mecanismos no contexto de um dano cerebral decorrente de um insulto excitotóxico, 

como o SE. 
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