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RESUMO 
 

A epilepsia é um distúrbio neurológico que afeta milhões de pessoas em todo o mundo, 
enquanto a epilepsia do lobo temporal (ELT) responde por 40% de todos os casos de epilepsia, 
sendo a forma mais comum em adultos. A família de receptores de potencial transiente (TRP) 
é um grupo de canais catiônicos envolvidos em diferentes processos fisiológicos, como a 
homeostase iônica. O acúmulo de cálcio nos neurônios do hipocampo tem sido associado à 
etiologia da epilepsia, o que motiva o estudo da família TRP, cujos canais são altamente 
permeáveis a esse íon. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos bloqueadores TRPA1 
e TRPV1 nas crises epilépticas, alterações histológicas e bioquímicas, além da liberação de 
glutamato e do conteúdo de cálcio citosólico em modelo de crise epiléptica induzida por 
pilocarpina ou pentilenotetrazol ou em preparações sinaptossomais de córtex. Para isso, animais 
C57Bl/6 (8-12 semanas de idade) receberam injeção intra-hipocampal de pilocarpina (40 μg), 

30 minutos após a injeção intraperitoneal de bloqueador de TRPA1, TRPV1 ou veículo. Os 
bloqueadores do receptor TRPA1, AP18 (1, 3 e 10 mg/Kg) e do receptor TRPV1, SB366791 
(0,1; 0,3 e 1 mg/Kg) foram utilizados nos experimentos in vivo. As concentrações de 0,1; 1; 10 
e 30 μM foram usadas nas preparações de sinaptossomas para ambos os bloqueadores. Vinte e 
quatro horas após o status epilepticus (SE) induzido pela pilocarpina, os animais foram 
eutanasiados para a coleta dos tecidos cerebrais. Metade de seus cérebros foram removidos e 
processados para posteriores análises histológicas para avaliação de morte e viabilidade 
neuronal, marcação microglial e astrocitária. A outra metade dos cérebros dos animais foi 
removida para posterior análise de BDNF e dos níveis de citocinas, além da ativação da proteína 
quinase B (Akt) e da quinase regulada por sinal extracelular (Erk). As crises epilépticas 
induzidas pela pilocarpina foram avaliadas de acordo com a escala de Racine. Foi revelada forte 
associação entre AP18 e o desenvolvimento de SE, bem como o bloqueador e crises tônico-
clônicas. O AP18 (3 mg/Kg) aumentou as crises classificadas como 3, 4 e 5. Por outro lado, o 
AP18 (10 mg/Kg) aumentou a latência mediana para os animais desenvolverem SE em relação 
ao grupo pilocarpina. A pilocarpina aumentou a marcação de neurônios em processo de 
degeneração evidenciada pela marcação por Fluoro-Jade C (FJC), sendo esta exacerbada pela 
administração de AP18 (1 e 3 mg/kg). De forma surpreendente, a droga induziu uma resposta 
dicotômica na microgliose induzida pela pilocarpina, pois exacerbou este parâmetro no giro 
denteado (GD) (3 mg/Kg) e reduziu em CA1 (1 e 3 mg/Kg). Observamos uma redução na 
reatividade astrocitária com AP18 (1 e 10 mg/Kg) induzida por pilocarpina, enquanto a dose de 
3 mg/Kg de AP18 aumentou essa marcação no GD. Além disso, o AP18 reduziu os níveis de 
BDNF, TNF-α e CX3CL1 e aumentou os níveis de IL-10 comparado ao grupo pilocarpina. Em 
relação ao receptor TRPV1, foi observada forte associação entre SB366791 e o 
desenvolvimento do SE. A frequência de SE e convulsões tônico-clônicas no grupo SB366791 
(0,1 e 0,3 mg/Kg) foi maior do que no grupo pilocarpina. A crise comportamental foi 
acompanhada por um aumento da morte neuronal. AP18 e SB366791 não alteraram nenhuma 
das análises com preparações de sinaptossomas corticais. Finalmente, nas crises induzidas por 
pentilenotetrazol, AP18 e SB366791 não alteraram a latência para o desenvolvimento de SE. O 
presente estudo mostrou que a administração sistêmica dos bloqueadores de TRPA1 e TRPV1, 
AP18 ou SB366791, respectivamente, aumentou a gravidade das crises epilépticas e danos 
neuronais decorrentes do SE induzido pela injeção intra-hipocampal de pilocarpina. Nossos 
resultados sugerem que AP18 e SB366791 apresentam efeitos pró-convulsivantes no modelo 
de pilocarpina, mas não de pentilenotetrazol. Estudos complementares nos ajudarão a 
caracterizar os mecanismos subjacentes desses canais na ELT. 
 
Palavras chave: Epilepsia, TRPA1, TRPV1, pilocarpina, pentilenotetrazol, status epilepticus. 

 



 

 

ABSTRACT 
 

Epilepsy is a neurological disorder that affects millions of people around the world, while 
temporal lobe epilepsy (ELT) accounts for 40% of all epilepsy cases, being the most common 
form in adults. The family of transient potential receptors (TRP) are a group of cation channels 
involved in different physiological processes, such as ion homeostasis. Calcium accumulation 
in the neurons of the hippocampus has been associated with the etiology of epilepsy, which 
motivates the study of the TRP family, whose channels are highly permeable to this ion. The 
aim of this study was to evaluate the effects of TRPA1 and TRPV1 blockers on seizures, 
histological, and biochemical changes, besides glutamate release and cytosolic calcium content 
in model of pilocarpine or pentylenetetrazole -induced seizures or in cortex synaptosomal 
preparations. For this, C57Bl/6 animals (8-12 weeks of age) received intrahippocampal 
pilocarpine injection (40 μg), 30 minutes after intraperitoneal injection of TRPA1, TRPV1 
blocker or vehicle. Blockers of the TRPA1, AP18 receptor (1, 3 and 10 mg/Kg) and TRPV1 
receptor, SB366791 (0.1; 0.3 and 1 mg/Kg) were used in the in vivo experiments. 
Concentrations of 0.1; 1; 10 and 30 μM were used in the preparation of synaptosomes for both 
blockers. Twenty-four hours after pilocarpine-induced status epilepticus (SE), animals were 
euthanized to collect brain tissues. Half of their brains were removed and processed, for further 
histological techniques to evaluate neuronal death and viability, microglia and astrocyte 
staining. The other half of the animal’s brains were removed for further analysis of BDNF and 

cytokines levels, besides the protein kinase B (Akt) and extracellular-signal-regulated kinase 
(Erk) activation. The seizures induced by pilocarpine were evaluated according to Racine’s 

scale of seizures. Strong association between AP18 and the development of SE was revealed, 
as well as the blocker and tonic-clonic seizures. AP18 (3 mg/Kg) increased the seizures 
classified as 3, 4 and 5. On the other hand, AP18 (10 mg/Kg) increased the median latency for 
the animals to develop the SE as compared with pilocarpine group. Pilocarpine increased the 
labeling of neurons in the degeneration process evidenced by Fluoro-Jade C (FJC) staining, 
which was exacerbated by the administration of AP18 (1 and 3 mg/kg). Surprisingly, the drug 
induced a dichotomous response in microgliosis induced by pilocarpine, as it exacerbated in 
dentate gyrus (DG) with AP18 (3 mg/kg) and decreased in CA1 with doses of 1 and 3 mg/kg 
of AP18. We observed a reduction in astrocyte reactivity with AP18 (1 and 10 mg/kg) induced 
by pilocarpine, while the dose of 3 mg/kg of AP18 increased this marking in DG. In addition, 
AP18 reduced the levels of BDNF, TNF-α and CX3CL1, and enhanced IL-10 levels compared 
to the pilocarpine group. In relation to TRPV1, strong association was observed between 
SB366791 and the development of the SE. The frequency of SE and tonic-clonic seizures in the 
SB366791 group (0.1 and 0.3 mg/Kg) was higher than the pilocarpine group. The behavioral 
seizure was accompanied by an enhancement of neuronal death. AP18 and SB366791 did not 
change any of the analysis with cortical synaptosomes preparations. Finally, in the 
pentylenetetrazole-induced seizures AP18 and SB366791 did not change the latency for SE 
development. The present study showed that the systemic administration of the TRPA1 and 
TRPV1 blockers, AP18 or SB366791, respectively, increased the severity of epileptic seizures 
and neuronal damage resulting from the SE induced by the intra-hippocampal injection of 
pilocarpine. Our results suggested that AP18 and SB366791 show pro-convulsive effects in the 
pilocarpine model, but not in pentylenetetrazole- induced seizures. Further studies will allow 
the characterization of the underlying mechanisms of these channels in TLE. 
 
Keywords: Epilepsy, TRPA1, TRPV1, pilocarpine, pentylenetetrazole, status epilepticus. 
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IL: interleucina 

ILAE: Liga Internacional Contra a Epilepsia (do inglês: International League Against Epilepsy) 

KRH: Krebs-Ringer-Hepes 

mGluR: receptor metabotrópico  

NADP+: β-nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

NADPH: β-nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, reduzido 

NGF: fator de crescimento neural 

NMDA: N-metil-D-aspartato 

PBS: tampão fosfato-salina 

PFA: paraformaldeído 

PKA: proteínas quinase A 

PKC: proteínas quinase C 

PLC: fosfolipase C 

PTZ: pentilenotetrazol 

TNF-α: fator de necrose tumoral alfa 

TrkB: quinase B relacionada à tropomiosina 

TRPA: potencial transitório anquirina  

TRPC: potencial transitório canônico 

TRPM: potencial transitório melastatina 



 

 

TRPN: (sem potencial mecanorreceptor) 

TRP: potencial transitório mucolipina 

TRPV: potencial transitório vaniloide  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Crise epiléptica e epilepsia: conceitos e aspectos gerais 

Crise epiléptica é definida como “a ocorrência transitória de sinais e/ou sintomas secundários a 

atividade neuronal cerebral anormal excessiva ou síncrona” (Fisher et al., 2005). Alterações 

funcionais, metabólicas e sinápticas desenvolvem-se em decorrência de crises epilépticas que 

podem estar envolvidas na sua autolimitação e no estado interictal ou pós-ictal (Engel et al., 

2008). Dentre as alterações pós-ictais observadas estão as mudanças no eletroencefalograma e 

no comportamento, nas sinapses e no metabolismo, na atividade de neurotransmissores e 

neuromoduladores, além de perda neuronal no hipocampo, aumento da reatividade de células 

gliais, neurogênese e inflamação (Lado e Moshe, 2008; Löscher e Köhling, 2010; Pitkänen e 

Sutula, 2002).  

A crise epiléptica é o evento, enquanto a epilepsia é a doença associada a crises recorrentes e 

espontâneas. A Liga Internacional contra Epilepsia (International League Against Epilepsy- 

ILAE) propôs em 2014 que a epilepsia deve ser considerada uma doença do cérebro 

caracterizada por qualquer uma das seguintes condições: “1) Pelo menos duas crises epilépticas 

não provocadas (ou reflexas) ocorrendo em um intervalo superior a 24 h; 2) uma crise epiléptica 

não provocada (ou reflexa) e a probabilidade de ocorrência de crises epilépticas similar ao risco 

de recorrência em geral (de pelo menos 60%) após duas crises epilépticas não provocadas, 

ocorrendo nos próximos 10 anos; 3) diagnóstico de uma síndrome epiléptica”. Epilepsia é 

considerada resolvida para os indivíduos que tenham uma síndrome epiléptica idade-

dependente, mas que já estão além da idade aplicável ou para aqueles que tenham permanecido 

livres de crises nos últimos 10 anos, sem medicamentos antiepilépticos nos últimos 5 anos 

(Fisher et al., 2014). 

A epilepsia é uma doença crônica que afeta mais de 50 milhões de pessoas em todo o mundo, 

sendo que 30% dessas são refratárias ao tratamento medicamentoso disponível. Quase 80% das 

pessoas com epilepsia vivem em países de baixa e média renda (WHO, 2019). A epilepsia pode 

ter causas genéticas ou adquiridas. No geral, indivíduos mais jovens tendem a apresentar formas 

genéticas, enquanto pessoas mais velhas apresentam maior prevalência das formas adquiridas, 

decorrentes de acidente vascular encefálico ou de tumores cerebrais (Allone et al., 2017). 

Diferentes causas como anormalidades estruturais, genéticas, metabólicas, imunes e, ainda 

aquelas de etiologia desconhecida podem ser associadas à epilepsia (Scheffer et al., 2017).  
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Com relação às causas genéticas, na maioria dos casos, os genes responsáveis ainda não são 

conhecidos, sendo a classificação baseada apenas em uma história familiar de doença 

autossômica dominante (Scheffer et al., 2017). As causas metabólicas apresentam alterações 

bioquímicas como a porfiria, a uremia, as aminoacidopatias ou as crises por dependência de 

piridoxina, nas quais o sintoma central do distúrbio são as crises epilépticas. De forma 

semelhante, as crises epilépticas são sintomas apresentados pelos pacientes com epilepsia 

imune. Neste caso, a epilepsia é uma manifestação neurológica encontrada em condições auto-

imunes, como na encefalite anti-receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) e na encefalite anti- 

proteína 1 inativada por glioma (anti-LGI1) (Arsov et al., 2012). Na epilepsia de causa 

desconhecida, não é possível diagnosticar a etiologia de forma específica baseado nos sinais e 

sintomas do paciente (Scheffer et al., 2017). Epilepsia resultante de uma infeção é a etiologia 

mais comum em todo o mundo. Neurocisticercose, tuberculose, malária cerebral, toxoplasmose 

cerebral e infecções congênitas como pelo Zika vírus e citomegalovírus podem gerar crises, que 

são os sintomas centrais da afecção (Scheffer et al., 2017; Vezzani et al., 2016). Anormalidades 

estruturais incluem acidente vascular cerebral, trauma e infecção, ou malformações genéticas 

(Gaillard et al., 2009).  

Indivíduos acometidos por algum tipo de lesão no tecido cerebral podem sofrer uma 

reorganização dos circuitos cerebrais que podem transformar-se, com o tempo, em um foco 

gerador de atividade elétrica anormal (Tenkim, 2009). Este fenômeno, denominado 

epileptogênese, classicamente ocorre em três fases: primeiro, a ocorrência de uma lesão ou 

evento precipitante; segundo, um período "latente" durante o qual mudanças ocorrem devido à 

lesão precedente e transformam o cérebro previamente normal em um cérebro epiléptico; e 

terceiro, a epilepsia crônica estabelecida (Goldberg e Coutler, 2013). Na epileptogênese, um 

cérebro normal torna-se, então, funcionalmente alterado e passa a gerar atividade elétrica 

anormal desenvolvendo crises epilépticas crônicas (Goffin et al., 2007). Tradicionalmente, a 

epileptogênese tem sido considerada no contexto do "período latente", um período entre o 

insulto epileptogênico e o aparecimento da primeira crise clínica. Entretanto, uma nova 

definição foi proposta na qual o termo “epileptogênese” inclui também os mecanismos de 

progressão que podem continuar a ocorrer mesmo após o diagnóstico de epilepsia (Pitkänen et 

al., 2015; Pitkänen e Engel, 2014). 

1.2 Epilepsia do Lobo Temporal e formação hipocampal 
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A epilepsia do lobo temporal (ELT) corresponde a 40% de todos os casos de epilepsia, sendo a 

forma mais comum em adultos (Manford et al., 1992). Dois tipos de ELT foram descritas pela 

ILAE: a ELT extra-mesial - início das crises no neocórtex temporal, e a ELT mesial – associada 

a alterações na amígdala, no giro parahipocampal e no hipocampo, sendo essa a forma mais 

frequente em adultos (ILAE, 1981; McIntosh e Das, 2020). ELT é caracterizada pela presença 

de crises focais complexas com início nas estruturas límbicas, as quais incluem o hipocampo e 

o giro denteado (GD; Engel, 2001; Pitkänen e Sutula, 2002; Sutula et al., 1998).  

A formação hipocampal é compreendida pelo giro denteado, hipocampo, complexo subicular e 

córtex entorrinal. O GD é dividido nas camadas molecular - camada de células granulares, e 

camada polimórfica - hilo. O hipocampo propriamente dito é subdividido em corno de Ammon 

3 (CA3), CA2 e CA1. A circuitaria hipocampal constitui a via clássica trisináptica excitatória 

unidirecional: córtex entorrinal–GD–CA3–CA1– córtex entorrinal. Neurônios do córtex 

entorrinal projetam-se para as células granulares do GD através da via perfurante. O GD por 

sua vez, envia projeções para as células piramidais em CA3 através das fibras musgosas. Os 

neurônios piramidais de CA3 levam informação aos neurônios piramidais de CA1 através dos 

colaterais de Schaffer. Neurônios piramidais de CA1 enviam projeções de volta para os 

neurônios da camada mais profunda do córtex entorrinal. CA3 também recebe projeções diretas 

do córtex entorrinal através da via perfurante. CA1 recebe conexões diretas do córtex entorrinal 

através da via têmporo-amônica (Figura 1) (Deng et al., 2010; Leite & Cavalheiro, 1998).  

 

Figura 1: Formação hipocampal e vias responsáveis pelo fluxo de informações nessa estrutura (via 

trisináptica excitatória hipocampal). Rodríguez-Iglesias et al., 2019. 

ELT é o tipo mais comum de epilepsia refratária. Adultos com ELT refratária a medicamentos 

apresentam como achado patológico mais comum a esclerose hipocampal (Blümcke et al., 
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2002; Cavanagh e Meyer, 1956). Um aspecto marcante da esclerose hipocampal é a perda 

neuronal, principalmente no hipocampo (CA1) e também na amígdala e córtex entorrinal (Babb, 

1987; Thom, 2014). Em 2013, através da análise histopatológica de ressecções de hipocampo 

de pacientes com ELT, a ILAE classificou a esclerose hipocampal em três subtipos. O tipo 1 

que envolve a perda neuronal e gliose em CA1 e CA4; o tipo 2 envolve a perda neuronal e 

gliose apenas em CA1; e no tipo 3 a perda neuronal e a gliose são restritas a CA4. A perda de 

neurônios hipocampais está sempre associada a um padrão grave de astrogliose, definido por 

marcação positiva intensa da proteína glial fibrilar ácida (GFAP; Blümcke et al., 2013). 

1.3 Modelos experimentais para o estudo de epilepsias e crises epilépticas 

Abordagens utilizando modelos animais têm ajudado no entendimento dos mecanismos 

relacionados à epileptogênese e à ELT. Diversos modelos usando roedores refletem aspectos 

distintos da epilepsia focal em humanos, além de superarem a ausência ou indisponibilidade de 

hipocampos humanos para o estudo da epileptogênese (Becker, 2018). Modelos que induzem 

crises epilépticas através de agentes químicos têm sido muito utilizados, como a pilocarpina, 

um agonista muscarínico e o ácido caínico, um agonista glutamatérgico, os quais constituem os 

estímulos químicos mais utilizados (Leite et al., 2002; Lévesque et al., 2016).  

Diversos modelos experimentais têm sido utilizados para mimetizar as condições da ELT 

humana, buscando solucionar problemas, como potenciais tratamentos para as crises epilépticas 

em ELT refratário a medicamentos e o entendimento dos mecanismos subjacentes às crises 

epilépticas. Um único modelo animal não é capaz de representar todas as características 

relativas à ELT humana. Modelos com aspectos e limitações distintas estão disponíveis para o 

uso experimental, como a estimulação elétrica que reproduz as crises parciais complexas 

desenvolvidas na ELT, o modelo induzido por hipertermia gerando convulsões febris, que 

evoluem para status epilepticus (SE) seguidas de neurodegeneração e o modelo genético, no 

qual crises têm início através da estimulação acústica de alta intensidade (Dube et al., 2000; 

Nirwan et al., 2018; Ross and Coleman, 2000). 

O modelo de injeção sistêmica ou intra-hipocampal de ácido caínico, um análogo de L-

glutamato, é um modelo bem estabelecido para estudar a ELT, que induz despolarização de 

neurônios e crises epilépticas em roedores, com perda de células piramidais nas regiões CA1, 

CA3 e CA4 do hipocampo (Chung e Han, 2003; Nadler et al., 1978; Sharma et al., 2007). A 

administração intra-hipocampal de ácido caínico está associada a menores taxas de mortalidade 
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e gera descargas epileptiformes nas estruturas límbicas que avançam para outras áreas do 

cérebro (Carriero et al., 2012). Por outro lado, a administração sistêmica se relaciona a maiores 

taxas de mortalidade, podendo ser reduzida pela utilização de doses múltiplas ao invés de uma 

única dose (Sharma et al., 2007). Este estímulo leva a perda de neurônios em CA1 e CA3 do 

hipocampo (Chakravarty et al., 1997), brotamento de fibras musgosas na camada molecular 

interna do GD (Sommer et al., 2001) e crises recorrentes espontâneas (Sharma et al., 2007). 

Esse estímulo químico ativa os receptores ionotrópicos α-amino-3-hidroxi-metil-5-4-

isoxazolpropiônico (AMPA) e de ácido caínico (Lévesque e Avoli, 2013) e as crises geradas 

podem ser avaliadas segundo a escala de Racine (Racine, 1972). 

Um outro modelo animal utilizado para estudar a epilepsia humana e os mecanismos envolvidos 

na epileptogênese, assim como o estudo de agentes antiepileptogênicos, é a administração 

sistêmica de pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista não competitivo do receptor do ácido 

gama-aminobutírico A (GABAA), um canal de cloreto (Dhir, 2012). Esse modelo é útil, 

considerando-se que as crises resultam em parte de uma função GABAérgica diminuída com 

consequente aumento da atividade glutamatérgica (Corda et al., 1992).  

O modelo de pilocarpina, descrito por Turski em 1983, promove alterações comportamentais, 

crises límbicas e neurodegeneração (Hamilton et al., 1997; Turski et al., 1983a, b). As primeiras 

alterações eletrográficas observadas são restritas ao hipocampo e, em seguida, a atividade 

epileptiforme se espalha para outras estruturas límbicas, como amígdala e, finalmente, para o 

córtex (Turski et al., 1983a). Após a administração de pilocarpina os animais desenvolvem SE, 

situação na qual ocorre uma falha nos mecanismos responsáveis pelo início ou fim das crises, 

provocando crises anormalmente prolongadas. As crises induzidas por pilocarpina podem ser 

classificadas segunda a escala de Racine (Racine, 1972). O SE pode gerar consequências a 

longo prazo, como morte neuronal e alteração das redes neuronais, dependendo do tipo e 

duração das crises (Trinka et al., 2015). O SE desenvolvido após a administração do estímulo 

é caracterizado por crises tônico-clônicas, seguidas de um período sem crises (período de 

latência) e com posterior aparecimento de crises recorrentes e espontâneas (Curia et al., 2008; 

Leite et al., 1990). O hipocampo de roedores responde à pilocarpina induzindo o SE e leva 

cerca de 7 dias para desenvolver crises recorrentes (Goffin et al., 2007). Após a SE inicial, 

algumas semanas são necessárias para desenvolver fibras musgosas na camada molecular 

interna da GD e perda inter-neuronal semelhante às alterações que acontecem na ELT em 

pacientes (Mello e Covolan, 1996; Mello et al., 1993). Áreas como CA1 e CA3 do hipocampo, 
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amígdala e córtex piriforme são altamente propensas a danos neuronais induzidos pela 

pilocarpina (Turski et al., 1983a, b; Mello e Covolan, 1996). Esse estímulo químico pode ser 

administrado tanto por via periférica (intraperitoneal) quanto intra-hipocampal, sendo que este 

último se correlaciona com uma menor taxa de mortalidade quando comparada ao primeiro 

(Curia et al., 2008; Furtado et al., 2002).  

As crises induzidas pela pilocarpina têm início devido à ativação do sistema colinérgico - via 

receptores muscarínicos M1, os quais são acoplados à proteína Gq e, portanto, excitatórios 

(Fryer et al., 2012; Hamilton et al., 1997). No hipocampo, o receptor M1 pode ser expresso pré 

ou pós-sinapticamente e é o subtipo de receptor muscarínico mais abundante, desenvolvendo 

um importante papel na regulação da excitabilidade de neurônios hipocampais (Lawrence et 

al., 2006; Levey, 1996). A ativação de receptores M1 pela pilocarpina ativa a fosfolipase C 

(PLC), produzindo diacilglicerol e inositol trifosfato, o que leva a alteração da corrente dos íons 

cálcio (Ca2+) e potássio (K+), aumentando a excitabilidade neuronal (Segal, 1988). O aumento 

nos níveis de Ca2+ nos neurônios despolariza a membrana, levando a um recrutamento 

secundário da sinalização glutamatérgica excitatória (Lallement et al., 1991; Pumain et al., 

1983). O glutamato, atuando em receptores do tipo AMPA ou cainato, permite a entrada de íons 

sódio (Na+) e Ca2+ na célula, promovendo assim a remoção do magnésio (Mg2+) dos receptores 

do tipo NMDA. Uma vez removido, ocorre a ativação deste receptor pelo glutamato, permitindo 

a entrada de mais Ca2+ na região pós-sináptica da célula, que induzirá excitotoxicidade e morte 

celular (Scorza et al., 2009).  

Enquanto a acetilcolina é responsável pelo início das crises induzidas por pilocarpina, a 

manutenção das mesmas se dá via ativação de receptores de glutamato NMDA (Hamilton et 

al., 1997). O glutamato é o neurotransmissor excitatório predominante do cérebro de mamíferos 

adultos e é fundamental em vários processos fisiológicos, como aprendizagem, memória e 

desenvolvimento neuronal (Nakanishi e Masu, 1994). Níveis elevados de glutamato têm sido 

descritos em tecidos cerebrais humanos e em modelos animais de epilepsia, e sabe-se que a 

excitotoxicidade induzida por glutamato causa a morte neuronal na epilepsia (Coulter e Eid, 

2012; Haglid et al., 1994). Glutamato reproduz no hipocampo todos os aspectos dos danos 

relacionados à epilepsia observados no cérebro de pacientes e em animais submetidos a crises 

experimentais (Sloviter e Dempster, 1985). Tanto os receptores de glutamato ionotrópicos pós-

sinápticos, AMPAs e NMDAs quanto os receptores metabotrópicos pré e pós-sinápticos 

(mGluRs) estão relacionados à epilepsia (Barker-Haliski e White, 2015). 



23 

 

O desequilíbrio entre excitação e inibição é o mecanismo mais claro que leva à 

hiperexcitabilidade. No cérebro adulto, esse mecanismo implica um aumento da 

neurotransmissão glutamatérgica e / ou supressão da neurotransmissão GABAérgica. De forma 

semelhante ao glutamato, o efeito do GABA é mediado tanto por receptores ionotrópicos 

(GABAA), quanto metabotrópicos (GABAB). A ativação dos receptores GABAA leva a 

hiperpolarização da membrana através do influxo de Cl-. Uma vez ativados, os receptores 

GABAB hiperpolarizam a membrana, aumentando a condutância ao K+, além de reduzirem a 

entrada de Ca2+ (DiNuzzo et al., 2014). A perda de função dos receptores GABAA tem sido 

associada a síndromes epilépticas em humanos e roedores (Arain et al., 2012; Laschet et al., 

2007; Reid et al., 2013; Zhou et al., 2013). Por outro lado, a condutância mediada pelo receptor 

GABAA também pode gerar eventos despolarizantes síncronos que envolvem redes neuronais 

durante a ictogênese (Avoli e de Curtis, 2011). 

Inúmeras alterações neuroquímicas ocorrem durante a fase aguda das crises induzidas por 

pilocarpina, destacando a ocorrência de um desequilíbrio excitatório / inibitório, resultando em 

disfunção no mecanismo mitocondrial energético, liberação de grandes quantidades de espécies 

reativas de oxigênio e entrada neuronal de altas correntes de cálcio (Scorza et al., 2009). 

1.4 Mecanismos neuroinflamatórios relacionados à epileptogênese 

Algumas condições que levam a mudanças patológicas no cérebro como trauma, doenças 

infecciosas, convulsão febril ou SE estão associadas a alterações estruturais, neuroquímicas e 

inflamatórias, incluindo neurodegeneração e hiperexcitabilidade, que podem facilitar a 

epileptogênese (Laxer et al., 2014).  

A epileptogênese está associada tanto a danos neuronais quanto a gliose e a um estado 

inflamatório cerebral (Alyu e Dikmen, 2016). A maior parte das informações sobre 

epileptogênese vem de estudos relacionados ao SE e têm como foco o hipocampo (Pitkänen et 

al., 2015). Acredita-se que processos inflamatórios não regulados levem a hiperexcitabilidade 

neuronal, mediando o início da epilepsia (Musto et al., 2016). 

Na epilepsia, a ativação microglial leva a liberação de glutamato que gera excitotoxicidade 

neuronal, culminando em neurodegeneração (Gebicke-Haerter, 2001; Henshall, 2007; Pocock 

e Liddle, 2001). Esse efeito foi demonstrado pela ação da melatonina em atenuar a 

neurodegeneração hipocampal induzida por ácido caínico através da inibição microglial (Chung 
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e Han, 2003). Morte neuronal pode ocorrer em poucas horas ou até semanas após o SE no 

modelo de pilocarpina. Enquanto Lima e colaboradores (2016) mostraram um aumento da perda 

neuronal em CA1, CA3 e GD 72 horas após o estímulo com pilocarpina, um outro estudo 

observou morte nessas regiões uma semana após o SE (do Nascimento et al., 2012). 

Os primeiros estudos de imagem, usando ressonância magnética, revelaram a atrofia 

hipocampal (Jackson et al., 1990; 1993), assim como gliose no hipocampo-, características da 

esclerose hipocampal (Woermann et al., 1998). Já foi demonstrado também que a 

neurodegeneração encontrada no corno de Ammon é frequentemente acompanhada por gliose, 

predominantemente em CA1 e menos comum em CA4. A gliose, proliferação e hipertrofia de 

astrócitos, micróglia e oligodendrócitos, costuma ser marcante no cérebro de pessoas com ELT 

(Thom, 2014).  

A micróglia possui relevante papel na neuroinflamação e na perda neuronal após SE (Bosco et 

al., 2018; Tian et al., 2017). Em modelos animais de epilepsia, a micróglia torna-se 

cronicamente ativada com o aumento do número de células no hipocampo (Drage et al., 2002; 

Shapiro et al., 2008). Um aumento da reatividade microglial nessa região pode ser observada 

tanto em modelos animais de epilepsia (Drage et al., 2002; Shapiro et al., 2008) quanto em 

humanos (Beach et al., 1995; Tikka et al., 2001). Um estudo que utilizou o modelo de 

pilocarpina para indução do SE encontrou um aumento significativo na proliferação microglial 

em CA1, CA3 e GD do hipocampo (Lima et al., 2016). A gliose com hipertrofia de astrócitos 

também é uma alteração morfológica importante nos focos de crise de pacientes e de animais 

epilépticos (Khurgel e Ivy, 1996; Shapiro et al., 2008). A ativação de astrócitos foi observada 

nas camadas moleculares de células piramidais CA3 e CA1 em 1 e 3 semanas após o início do 

SE induzido por pilocarpina (do Nascimento et al., 2012). 

Considerando as evidências apresentadas com relação a gliose no cérebro de pessoas com 

epilepsia e animais epilépticos, pode-se deduzir que os mediadores inflamatórios serão 

encontrados no tecido cerebral como resultado de células gliais ativadas. Citocinas, que 

modulam processos inflamatórios, são produzidas principalmente por células da glia e 

neurônios (Alyu e Dikmen, 2016). Foi mostrado tanto em pacientes, quanto em modelos 

animais de ELT altos níveis de expressão de citocinas no cérebro, o que leva a um aumento da 

excitabilidade neuronal, sugerindo o envolvimento desses mediadores inflamatórios na 

epileptogênese (Vezzani et al., 2001; 2013).  
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A estimulação microglial e astrocitária, pode aumentar os níveis do fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α), da interleucina-1β (IL-1β), IL-17, IL-6 e interferon-γ (IFN-γ) (Erta et al., 2012; Gruol, 

2015). IL-1β induz um aumento da liberação de glutamato pelos astrócitos e aumento da 

disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sináptica. Além disso, reduz a 

neurotransmissão GABAérgica na ELT gerando crises epilépticas devido a hiperexcitabilidade 

neuronal (Alyu e Dikmen, 2016; Roseti et al., 2015). Peltola e colaboradores (2000) observaram 

que uma crise tônico-clônica aumenta IL-6 no líquido cefalorraquidiano. Ravizza e 

colaboradores (2008) mostraram que o receptor de IL-1β é amplamente expresso por astrócitos, 

micróglia e neurônios tanto em modelos experimentais, quanto em pacientes com ELT. Foi 

demonstrado que IL-1β, um marcador de inflamação cerebral regulado positivamente no 

cérebro após crises epilépticas, apresenta um efeito pró-ictogênico (Jankowsky e Patterson, 

2001; Vezzani e Granata, 2005). Isso porque IL-1β é capaz de reduzir o limiar de indução de 

crises (Dubé et al., 2005; Heida e Pittman, 2005), prolongar a atividade epiléptica (De Simoni 

et al., 2000) e promover a morte de células neuronais excitotóxicas (Allan et al., 2005; 

Bernardino et al., 2005). 

Tanto as citocinas pró-inflamatórias microgliais (IL-1β, IL-6 e TNF-α), quanto as citocinas anti-

inflamatórias (IL-4 e IL-10) apresentaram expressão aumentada 3 dias após SE induzido por 

pilocarpina, indicando um papel da micróglia no cérebro epiléptico (Benson et al., 2015). 

Outros trabalhos mais recentes também mostraram o aumento das citocinas pró-inflamatórias 

IL-1β, IL-2 e IL-6 após crises epilépticas tanto em animais (Scorza et al., 2018) quanto em 

humanos (Shi et al., 2017). Um estudo clínico mostrou um aumento dos níveis das citocinas 

IL-1β, IL-6 e TNF-α no líquido cefalorraquidiano decorrente de convulsões febris (Ichiyama et 

al., 1998). Ainda, fatias cerebrais revelaram uma superexpressão de IL-1β e IL-10 no 

hipocampo e córtex temporal anterior de pacientes com ELT mesial com esclerose hipocampal 

(Leal et al., 2017).  

A citocina pró-inflamatória TNF-α é liberada pela micróglia ativada e pelos astrócitos. Foi 

relatado que o TNF-α aumenta a liberação de glutamato microglial (Takeuchi et al., 2006), 

regula positivamente os receptores AMPA, aumentando a transmissão glutamatérgica e a 

entrada excessiva de cálcio, o que gera neurotoxicidade (Galic et al., 2012). A neurotransmissão 

excitatória também ocorre graças a endocitose do receptor GABA induzida por TNF-α 

(Stellwagen et al., 2005).  
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A fractalquina (CX3CL1), uma quimiocina inflamatória secretada por neurônios e astrócitos, 

que atuam principalmente em micróglia, desempenha um papel na patogênese da epilepsia (Ali 

et al., 2015; Xu et al., 2012). Foi sugerido que essa quimiocina possa atuar como biomarcador 

de inflamação cerebral em pacientes epilépticos (Xu et al., 2012), uma vez que os níveis da 

proteína CX3CL1 estão aumentados no hipocampo de pacientes com ELT (Alyu e Dikmen, 

2016; Xu et al., 2012). Dados do estudo de Roseti e colaboradores (2013) mostraram que a 

função GABAérgica reduzida pode ser modulada por CX3CL1 em fatias hipocampais e em 

pacientes com ELT mesial.  

Os fatores de crescimento podem mediar os eventos que seguem a crise epiléptica, pois têm 

papéis bem conhecidos na regulação da neurogênese, morte e reorganização sináptica. É 

importante ressaltar que a expressão de muitos fatores de crescimento é regulada positivamente 

após a crise epiléptica no cérebro adulto, como acontece com o fator de crescimento do nervo 

(NGF) e o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (Jankowsky e Patterson, 2001; Zafra 

et al., 1991). Foi demonstrado que o bloqueio dos receptores de glutamato e / ou estimulação 

do sistema GABAérgico reduz os níveis de mRNAs de BDNF e NGF no hipocampo e da 

proteína desse último no hipocampo e septo, sugerindo que esses fatores neurotróficos podem 

estar envolvidos na plasticidade sináptica dependente da atividade (Zafra et al., 1991). 

As neurotrofinas parecem ter um papel chave na plasticidade sináptica relacionada à epilepsia, 

podendo agir tanto na promoção da epileptogênese quanto na inibição da mesma (Gall, 1993). 

Alguns estudos relacionam o BDNF à fisiopatologia da epilepsia em humanos (Chen et al., 

2016; Hong, 2014; LaFrance et al., 2010). Essa relação surgiu a partir da ideia de que nas crises 

límbicas o NGF encontra-se aumentado (Gall e Isackson, 1989). Desde então, vários estudos 

têm demonstrado a relação entre a expressão das neurotrofinas e as alterações na plasticidade 

dos circuitos neuronais que ocorrem após danos cerebrais, tais como na epilepsia (Dinocourt et 

al., 2006; Ullal et al., 2007; Xu et al., 2004). 

Trabalhos associando BDNF à fisiopatologia da epilepsia mostraram que tanto os níveis de 

RNAm quanto os de proteína de BDNF estavam aumentados no hipocampo em modelos 

animais de crises epilépticas (Isackson et al., 1991; Nibuya et al., 1995) e também no córtex 

entorrinal (Lindvall et al., 1994). Um estudo utilizando o modelo de ELT mesial induzido por 

injeção intra-hipocampal de ácido caínico, mostrou que um aumento da sinalização da quinase 

B relacionada à tropomiosina (TrkB), mediado por uma maior expressão de BDNF no 

hipocampo, facilitou o processo de epileptogênese (Heinrich et al., 2011). Outros estudos foram 
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publicados no contexto dos efeitos do BDNF relacionados à epilepsia em humanos. Existem 

trabalhos nos quais os níveis séricos de BDNF em pacientes com epilepsia estavam aumentados 

(Hong et al., 2014; Ismail et al., 2015; Zhand et al., 2018), enquanto em outros, os níveis séricos 

de BDNF eram inferiores quando comparados ao grupo controle saudável (Chen et al., 2016; 

2018). 

1.5 Envolvimento do cálcio em crises epilépticas 

O Ca2+ é um cátion bivalente essencial para todas as formas de vida conhecidas. Os diversos 

papéis biológicos do Ca2+ vão desde a mediação do disparo do potencial de ação, facilitando a 

sinalização intracelular, até a liberação de neurotransmissores. Além disso, regulam a 

contração, a secreção, a atividade enzimática, a fosforilação / desfosforilação de proteínas, a 

expressão gênica e o controle de funções, incluindo sobrevivência e morte celular, o 

metabolismo e a função mitocondrial (Catterall, 2011; Catterall e Few, 2008; Clapham, 2007; 

Rajakulendran e Hanna, 2016; Simms e Zamponi, 2014). As células dispõem de diversos 

mecanismos para manter a concentração intracelular de Ca2+. ATPases de transporte de Ca2+ da 

membrana plasmática, trocadores de Na+/Ca2+ e o retículo sarco/endoplasmático Ca2+-ATPase 

mantêm a concentração intracelular de Ca2+ 20.000 vezes menor que no meio extracelular 

(Islam, 2020).  

As principais fontes de Ca2+ intracelular incluem canais para Ca2+ dependentes de voltagem, 

receptores de glutamato dependentes de ligantes, como o NMDA, canais de Ca2+ operados por 

reserva e a liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares, incluindo o retículo endoplasmático, 

mitocôndrias, lisossomos, vesículas de Golgi e grânulos secretores (Clapham, 2007; Liu e 

Zhang, 2000; Prakriya and Lewis, 2015). Os receptores potenciais transitórios (TRP), canais 

para cátions não seletivos com alta permeabilidade ao Ca2+, também contribuem para o influxo 

desse íon para o citoplasma (Clapham, 2003). Os principais mecanismos pelos quais o Ca2+ 

pode entrar nas células estão representados na figura 2. 
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Figura 2: Representação esquemática dos principais mecanismos de entrada de Ca2+ na célula. Maklad 

et al., 2019. 

Dentro das células, os íons Ca2+ podem atuar como segundos mensageiros, sendo relevantes em 

diversas vias de sinalização. Eles podem se ligar diretamente aos canais iônicos e modular sua 

atividade ou agir indiretamente, através da ligação à calmodulina, por exemplo, alterando a 

atividade das enzimas ativadas pela proteína G (Steinlein, 2014). Um aumento na concentração 

intracelular de Ca2+ resultante de despolarização da membrana ou de um potencial de ação, leva 

à ativação de cascatas de sinalização intracelulares. O receptor NMDA e os canais de Ca2+ 

dependentes de voltagem respondem pela sinalização do Ca2+ como resultado à despolarização 

da membrana (Berridge et al., 2000; Islam, 2020).  

As vias de sinalização dependentes de Ca2+ interagem com a atividade dos neurônios de várias 

maneiras e são considerados um fator importante na geração da epileptogênese e de crises 

epilépticas (Steinlein, 2014). Grande parte dos estudos relacionando a sinalização de Ca2+ e a 

epileptogênese envolve epilepsia causada por trauma cerebral. Foi demonstrado que um 

aumento dos níveis intracelulares de Ca2+ pós-trauma estão relacionados a superativação dos 

receptores NMDA pelo glutamato, que gera influxo excessivo de Ca2+, superando os 

mecanismos regulatórios desse íon (Delorenzo et al., 2005; Weber et al., 1999). 

Alterações duradouras na homeostase do Ca2+ neuronal foram observadas em células cerebrais 

epilépticas de animais e em modelos de epileptogênese in vitro induzidos pelo SE (Pal et al., 

200; Parsons et al., 2001). Buscando avaliar o papel das alterações e nos sistemas dependentes 

de Ca2+ na mediação de algumas das alterações de neuroplasticidade associadas à 

epileptogênese, modelos experimentais que utilizaram a pilocarpina para induzir SE, mostraram 

um aumento na concentração intracelular de Ca2+ em neurônios hipocampais e corticais em uma 



29 

 

fase aguda (Raza et al., 2004) e por até um ano após a indução da epileptogênese (Raza et al., 

2001). Utilizando o modelo de epileptogênese induzido por lesão com glutamato para investigar 

o papel da homeostasia do Ca2+, observou-se um aumento nos níveis intracelulares desse íon 

em neurônios epilépticos quando comparados ao controle (Sun et al., 2004). Assim, é possível 

sugerir que mecanismos homeostáticos do Ca2+ intracelular alterados podem se relacionar a 

aspectos do fenótipo epiléptico e contribuir para as alterações persistentes da neuroplasticidade 

associadas à epilepsia (Raza et al., 2001).  

Mudanças na concentração do Ca2+ citosólico podem afetar funções neuronais, como a 

transmissão sináptica, a plasticidade e a sobrevivência celular. Em um nível celular, a atividade 

epiléptica é caracterizada por uma alta frequência de potenciais de ação, promovendo um 

influxo de íons Ca2+ através de canais iônicos voltagem dependentes e de canais iônicos 

dependentes de ligantes - NMDA -, assim como a abertura de canais para sódio (Larkin et al., 

1992; Steinlein, 2014).  

Tem sido relacionado o papel de canais de Ca2+ dependentes de voltagem ao processo 

patológico da epilepsia. Alterações das propriedades de canais de Ca2+ dependentes de voltagem 

ocorrem em neurônios de pacientes epilépticos com esclerose do corno de Ammon e nas células 

granulares do GD de modelos animais submetidos à estimulação elétrica hipocampal 

(Djamshidian et al., 2002; Faas et al., 1996; Hendriksen et al., 1997). Proteínas responsáveis 

pelo controle da concentração intracelular de Ca2+, como a calmodulina e a calbindina, também 

foram associadas à geração de crises e epileptogênese. A calmodulina pode se ligar em vários 

locais de domínios intracelulares do canal de Na+ voltagem dependente (Nav), limitando a 

corrente desse íon. Mutações em domínios do canal Nav1.2 podem reduzir a ligação à 

calmodulina e resultar em aumento da corrente de Na+ e na ocorrência de epilepsia (Yan et al., 

2017). A maioria dos estudos com a calbindina sugerem que sua redução está associada a 

ocorrência de crises epilépticas, tanto em pacientes (Karadi et al., 2012; Magloczky et al., 1997; 

Valencia et al., 2006) quanto em animais (Hwang et al., 2004). Entretanto, o aumento de células 

positivas para calbindina no cérebro epiléptico também foi relatado por diferentes grupos de 

pesquisa (Kuchukhidze et al., 2015; Thom et al., 2000).  

Nos últimos anos, a sinalização de cálcio tornou-se um alvo promissor para o desenvolvimento 

de drogas antiepilépticas. Alguns dos medicamentos recentemente introduzidos, como o 

levetiracetam, já exibem pelo menos parte de sua ação através da modulação do influxo 

intracelular de Ca2+ (Niespodziany et al., 2001; Ozcan e Ayar 2012; Takahashi et al., 2010).  
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Considerando as diversas funções dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem em diferentes 

tecidos e a falta de inibidores específicos das isoformas desses canais, o uso clínico de 

antagonistas de canais de Ca2+ em pacientes com epilepsia foram comprometidos. Dessa forma, 

torna-se relevante o estudo de outros canais que atuam no controle dos níveis desse íon, uma 

vez que as vias de entrada de Ca2+ no citosol podem desencadear eventos epilépticos. 

1.6 Receptores potenciais transitórios: sinalização e funções gerais 

A descoberta dos receptores potenciais transitórios (TRP) ocorreu quando Cosens e Manning 

descobriram um fenótipo na Drosófila que exibia cegueira na presença de luz brilhante 

constante (Cosens e Manning, 1969; Montell e Rubin, 1989). Os canais TRPs atuam como 

transdutores de sinal, alterando o potencial da membrana e são importantes para a regulação 

dos níveis intracelulares de Ca2+, incluindo nos neurônios (Kumar et al., 2014; Naziroğlu, 2009; 

Patel, 2004; Samanta et al., 2018).  

A família de receptores TRP é um grupo de canais catiônicos altamente conservados 

encontrados na membrana celular de vários tecidos. A família TRP inclui seis subfamílias: 

TRPV 1-6 (vaniloide), TRPC 1-7 (canônico), TRPA 1 (anquirina), TRPM 1-8 (melastatina), 

TRPP (policístico) e TRPML (mucolipina). Estão envolvidos em diferentes processos 

fisiológicos, como sensações relacionadas a diferentes estímulos (frio nocivo, compostos 

químicos e pressão osmótica, por exemplo) ou homeostase de íons e respondem a estímulos 

intracelulares, como as vias de transdução de sinal de cálcio e de fosfatidilinositol. Os canais 

TRP conduzem cátions e, quando ativados, despolarizam as células. Como resultado, os níveis 

de Ca2+ intracelulares aumentam, iniciando uma série de respostas celulares (Clapham, 2003; 

Naziroğlu et al., 2015; Nilius et al., 2005; Nishida et al., 2015; Rosasco e Gordon, 2017; Wu 

et al., 2010). 

A maioria dos canais TRP é permeável ao Ca2+, mas as permeabilidades relativas a esse íon 

(PCa / PNa) variam: enquanto o TRPV5 e TRPV6 são altamente seletivos ao Ca2+ (PCa / PNa 

> 100), outros canais TRP não são seletivos a cátions monovalentes e ao Ca2+ (PCa / PNa 0,1-

20), e TRPM4 e TRPM5 são praticamente impermeáveis ao cálcio (Gees et al., 2012). Sinais 

locais de Ca2+, associados à abertura dos canais TRP foram descritos para células endoteliais 

vasculares de humanos e roedores (TRPA1, TRPV3 e TRPV4), células musculares lisas de 

vasos em camundongos (TRPV3 e TRPV4) e neurônios do gânglio da raiz dorsal de 
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camundongos (TRPV1) (Mercado et al., 2014; Pires et al., 2015; Senning e Gordon, 2015; 

Sonkusare et al., 2012; Sullivan et al., 2012; Sullivan et al., 2015). 

TRPA1 faz parte de uma complexa rede de sinalização de proteínas. A bradicinina, a histamina, 

as prostaglandinas e a tripsina, agentes pró-inflamatórios e que causam dor, atuam nos 

receptores acoplados à proteína G, estimulando via PLC ou a adenilato ciclase (AC) a produção 

de mediadores intracelulares que irão ativar TRPV1 e TRPA1 (Zygmunt e Högestätt, 2014). 

TRPV1 é ativado por proteína quinase C (PKC), proteína quinase A (PKA) e monoacilgliceróis, 

como o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) e anandamida, ambos endocanabinoides (Bhave et al., 

2003; Premkumar e Ahern, 2000; Premkumar et al., 2004; Rathee et al., 2002; Varga et al., 

2006; Vellani et al., 2001). Um aumento de Ca2+ intracelular através da liberação de Ca2+ pela 

ação de 1,4,5-trifosfato (IP3) e um influxo através de TRPV1 pode estimular TRPA1 sensível a 

Ca2+, o qual também é dessensibilizado por Ca2+ (Zygmunt e Högestätt, 2014). A figura 3 

mostra algumas vias de sinalização intracelulares decorrentes da ativação de canais TRPA1 e 

TRPV1. 

 

 

Figura 3: Sinalização intracelular dos canais TRPA1 e TRPV1. Fernández-Carvajal et al., 2012. 

Muitas células expressam canais da família TRP, os quais parecem estar envolvidos na 

patogênese de muitas doenças (Islam, 2020). A abundante expressão dos canais TRP nos rins, 
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justifica sua relevância em processos fisiológicos no sistema renal (Goel et al., 2006; Kistler et 

al., 2013; Reiser et al., 2005). Defeitos genéticos nos canais TRPC6, TRPM6 e TRPP2 foram 

relacionados a canalopatias relevantes de origem renal (Krall et al., 2010; Lainez et al., 2014; 

Ward et al., 2002; Woudenberg-Vrenken et al., 2011). Também já foi estudado o papel da 

família TRP no trato gastrointestinal, assim como possíveis alvos para o tratamento de doenças 

do sistema digestivo. TRPA1, TRPC4, TRPM5, TRPM6, TRPM7, TRPV1, TRPV4 e TRPV6 

foram descritos em diversos estudos com relacionados à função digestiva (Brixel et al., 2010; 

Cenac et al., 2008; Gunthorpe et al., 2008; Kondo et al., 2010; Kym et al., 2009; Nijenhuis et 

al., 2005; Schlingmann et al., 2007; Tsvilovskyy et al., 2009; Vincent et al., 2009; Voets et al., 

2004). 

Os TRPs são bastante expressos em cardiomiócitos e fibroblastos de diferentes espécies 

(Sabourin et al., 2011; Yue et al., 2015). Vários estudos descreveram o papel dos canais TRP 

nas alterações cardiovasculares associadas a diversas subfamílias, incluindo TRPV4, TRPV1, 

TRPV2, TRPC1 e TRPC4 (Adapala et al., 2018; Buckley and Stokes, 2011; Eder e Molkentin, 

2011; Entin-Meer et al., 2014; Guinamard e Bois, 2007; Londoño et al., 2015; Yue et al., 2015). 

Os canais TRP também estão envolvidos na regulação da função vascular. Diferentes subtipos 

de canais TRP foram detectados no músculo liso vascular, incluindo a expressão de TRPC1 no 

cérebro e pulmão de roedores (Guibert e Beech, 1999; Ng et al., 2012), TRPV1 na aorta, no 

músculo esquelético (Kark et al., 2008; Lizanecz et al., 2006) e TRPA1 e TRPM8 na aorta 

(Johnson et al., 2009; Yanaga et al., 2006). 

O TRPA1 é um canal catiônico não seletivo ativado por frio nocivo, substâncias como ∆9-

tetrahidrocanabinol, formaldeído, extratos de mostarda, alicina (alho) e próton H+ (Bandell et 

al., 2004; Clapham, 2009; de la Roche et al., 2013; Jordt et al., 2004; Julius, 2013; McNamara 

et al., 2007). Íons cálcio e sódio fluindo através de canais TRPA1, causam despolarização da 

membrana neuronal, o que resulta na ativação de cascatas de sinalização (Zygmunt e Högestätt, 

2014). O TRPA1 é amplamente expresso pelo corpo e, no sistema nervoso central, este canal é 

estudado no hipocampo e no núcleo supra-óptico do hipotálamo (Nilius et al., 2012). Este canal 

é expresso no plexo coróide e no epitélio do revestimento ventricular (Jo et al., 2013), na glia 

cortical (Melom e Littleton, 2013), em neurônios aferente sensoriais trigeminais (Kim et al., 

2010) e no gânglio da raiz dorsal, estando envolvido na etiologia da dor periférica (Vay et al., 

2012). Fora dos neurônios sensoriais, TRPA1 é encontrado em células epiteliais, melanócitos, 

mastócitos, fibroblastos, odontoblastos e células enterocromafins e células β das ilhotas de 



33 

 

Langerhans e no sistema nervoso central (Andrade et al., 2012; Baraldi et al., 2010; Bellono et 

al., 2013; Buch et al., 2013; Cao et al., 2012; Earley, 2012; Nilius et al., 2012; Oh et al., 2013; 

Prasad et al., 2008; Vennekens et al., 2012). 

1.6.1 Papel de receptores potenciais transitórios nas crises epilépticas 

Até o presente ano, um único estudo havia se proposto a estudar o receptor TRPA1 na epilepsia. 

Foi demonstrado que o uso da eletroacupuntura em ratos submetidos ao modelo de crise 

epiléptica induzida por ácido caínico diminuiu as descargas elétricas hipocampais em CA1, via 

sinalização de TRPA1 (Lin e Hsieh, 2014). Entretanto, recentemente um estudo demonstrou 

um efeito pró-convulsivante do trans-cinamaldeído, um agonista de TRPA1, no modelo de crise 

induzido por PTZ. O estudo sugeriu que uma ativação a longo prazo de TRPA1 causa uma 

atividade epiléptica exacerbada e mostrou um aumento nos níveis de BDNF após repetidas 

administrações do trans-cinamaldeído (Günaydin et al., 2020). 

TRPV1 também é um canal catiônico não seletivo ativado diretamente pelo calor, H+, 

anandamida e capsaicina (Caterina et al., 1997). Alguns estudos mostraram que os canais 

TRPV1 são expressos no GD do hipocampo, o qual é crítico na epileptogênese (Gonzalez-

Reyes et al., 2013; Manna e Umathe, 2012). Bhaskaran e Smith (2010) mostraram que a 

expressão de TRPV1 estava aumentada em áreas cerebrais epilépticas, como no GD de 

camundongos com ELT. Naziroğlu e colaboradores (2015) demonstraram que o influxo de 

cálcio, via canal TRPV1, estava aumentado nos neurônios do hipocampo de ratos no modelo 

induzido por PTZ. Trabalhos demonstraram um efeito pró-convulsivante em camundongos da 

anandamida e da OLDA (agonistas TRPV1) (Manna e Umathe, 2012; Shirazi et al., 2014), 

assim como da piperina (Chen et al., 2013) induzido por PTZ. Ainda com relação ao modelo 

experimental com PTZ, Vilela e colaboradores (2014) mostraram que a N-araquidonoil 

serotonina, um bloqueador duplo de TRPV1 e da enzima hidrolase da amida de ácidos graxos 

(FAAH), melhorou as crises em camundongos e que este efeito é mediado pelo bloqueio do 

receptor TRPV1. Outro bloqueador deste canal, o α-spinasterol, apresentou efeito 

anticonvulsivante não apenas no modelo experimental de PTZ, como também no modelo 

utilizando eletrochoque e no modelo de crise psicomotora induzido por estimulação a 6 Hz em 

camundongos (Socała et al., 2015). De forma semelhante, a capsazepina, bloqueador de 

TRPV1, foi capaz de suprimir a atividade epileptiforme tanto no modelo de 4-aminopiridina 

(4-AP) in vitro quanto no desenvolvimento das crises eletrográficas in vivo (Gonzalez-Reyes et 
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al., 2013). Já a deleção do gene TRPV1 diminuiu a suscetibilidade a crises induzidas por PTZ 

após os desafios repetidos de hipertermia no início da vida de camundongos (Kong et al., 2014).  

Por outro lado, outros estudos sugeriram um papel protetor do receptor TRPV1 na epilepsia 

(Abdel‑Salam et al., 2020; Barrett et al., 2016; Lee et al., 2011). Um efeito pró-convulsivante 

foi observado pela deleção do receptor TRPV1, promovendo um aumento nas crises 

hipertérmicas em camundongos (Barrett et al., 2016). O agonista do receptor TRPV1, 

capsaicina, reduziu as crises comportamentais induzidas por ácido caínico, além das citocinas 

IL-1β, TNF-α no cérebro e a morte celular por apoptose na região de CA em camundongos (Lee 

et al., 2011). Mais recentemente, um estudo que utilizou o modelo de status epilepticus induzido 

por PTZ, mostrou que a capsaicina reduziu a gravidade das crises comportamentais e o dano 

neuronal em ratos (Abdel‑Salam et al., 2020). 

Outros trabalhos também mostraram o papel de outros membros da família TRP na crise 

epiléptica. Zheng e Phelan (2014) usando o modelo de SE induzido por pilocarpina estudaram 

a relação do TRPC na convulsão. Foi demonstrado que os canais TRPC1 / 4 heteroméricos e os 

canais TRPC5 homoméricos apresentam um papel crítico nas crises agudas induzidas pela 

pilocarpina e na morte celular neuronal, mas os mecanismos subjacentes ainda não foram 

elucidados.  

Estudos utilizando a ablação genética mostraram a contribuição de membros da subfamília 

TRPC na susceptibilidade às crises epilépticas no modelo de pilocarpina. Enquanto os estudos 

com TRPC6, mostraram que sua deleção aumentava as crises (Kim e Kang, 2015), os trabalhos 

com TRPC3 evidenciaram a redução das crises em animais que não apresentavam este canal 

(Phelan et al., 2017). Utilizando este mesmo modelo de indução de crises epilépticas, outro 

estudo mostrou o envolvimento do canal TRPC7 na iniciação de crises epilépticas tanto in vitro 

quanto in vivo (Phelan et al., 2014). 

Assim, existem evidências de que os canais TRPV1 e TRPA1 apresentam um papel importante 

nas crises epilépticas e na epilepsia. Entretanto, pouco se sabe a respeito do papel desses canais 

nas crises epilépticas e nos eventos pós-ictais. Neste contexto, torna-se importante o estudo 

desses canais na tentativa de elucidar os mecanismos subjacentes à crise epiléptica utilizando o 

modelo experimental induzido por pilocarpina e pentilenotetrazol em camundongos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Testar a hipótese de que os receptores TRPV1 e TRPA1 estão envolvidos no controle das crises 

epilépticas induzidas por pilocarpina e pentilenotetrazol e dos eventos pós-ictais em 

camundongos. 

2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores TRPA1 e TRPV1 na distribuição das crises 

epilépticas induzidas por pilocarpina. 

- Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores TRPA1 e TRPV1 no desenvolvimento do status 

epilepticus induzido pela administração intraperitoneal de pentilenotetrazol. 

- Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores TRPA1 e TRPV1 no processo de 

neurodegeneração, na ativação microglial e astrocitária induzidas por pilocarpina. 

- Avaliar o efeito do bloqueio do dos receptores TRPA1 e TRPV1 na ativação de vias de 

sinalização no hipocampo. 

- Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores TRPA1 e TRPV1 sobre os níveis de citocinas 

inflamatórias e do fator neurotrófico no hipocampo. 

- Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores TRPA1 e TRPV1 na liberação de glutamato, na 

concentração de citosólica de cálcio e exocitose em preparações sinaptossomais de córtex. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57Bl/6, provenientes do Biotério Central 

da Universidade Federal de Minas Gerais, pesando em torno de 20 a 25 gramas e com idade 

entre 8 e 12 semanas. Os animais tiveram livre acesso a água e comida, sendo mantidos em 

ciclo claro/escuro a cada 12 horas com temperatura local de 24 °C. Todos os experimentos 

foram realizados de acordo com os princípios éticos de experimentação com animais, adotados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), sendo este projeto aprovado pelo 

protocolo CEUA no 380/2018 e n° 380/2019 (Apêndices A e B). 

3.2 Drogas 

Para a realização do presente estudo, foram usadas as seguintes substâncias: cloridrato de 

pilocarpina (Sigma Aldrich), 4- (4-clorofenil) -3-metil-3-buten-2-ona oxima (AP18) - 

bloqueador do receptor TRPA1 - (Tocris Bioscience, Reino Unido), 4-cloro-3-

metoxicinamanilida (SB366791) - bloqueador do receptor TRPV1 - (Tocris Bioscience, Reino 

Unido), 2-(1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidro-7H-purin-7-il)-N-(4- 

isopropilfenil)acetamida (HC030031) - bloqueador do receptor TRPA1 – (Sigma Aldrich), 

pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma Aldrich), diazepam (Hipolabor, Brasil), cloridrato de cetamina 

(Syntec, Brasil), cloridrato de xilazina (Syntec, Brasil), associação de benzilpenicilina e 

estreptomicina (Pentabiótico® 1.200.000 UI; Zoetis, Brasil) e flunixina meglumina 

(Banamine®, Intervet, Brasil). 

3.3 Cirurgia estereotáxica para implantação de cânulas e microinjeção de pilocarpina 

Os animais foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal (i.p.) de cetamina (80 mg/kg) 

e xilazina (8 mg/kg), sendo, em seguida, submetidos à tricotomia do escalpo e seu crânio fixado 

a um aparelho estereotáxico (Insight®). Posteriormente, foi realizada a assepsia do escalpo com 

álcool iodado e uma incisão sagital para exposição e limpeza da calota craniana. Cânulas-guia 

(7 mm) foram implantadas bilateralmente nos hipocampos (direito e esquerdo), segundo as 

coordenadas estabelecidas no Atlas Paxinos & Watson (George Paxinos, 2001): ±1,5 mm 

lateral, +1,3 mm  dorso-ventral e  -1,9  mm  ântero-posterior  em  relação  ao  bregma. O local 

de implantação das cânulas está representado pelos pontos em vermelho (Figura 4).  



37 

 

 

Figura 4: Local de implantação da cânula guia está representado pelos pontos em vermelho. 

Ao final da cirurgia os animais receberam pentabiótico (intramuscular) e banamine 

(subcutâneo) (50 mg/mL). Após o período de recuperação dos animais (8 dias), eles foram 

submetidos aos procedimentos experimentais. Foi introduzida pela cânula-guia uma agulha 

odontológica gengival 30 G (8 mm). A agulha foi conectada a um segmento de polietileno (P10) 

e este a uma seringa Hamilton® de 10 μL. As injeções de pilocarpina (40 μg) foram realizadas 

por uma bomba de infusão (Insight®, Brasil), sendo o volume por sítio injetado de 0,25 μL, a 

uma taxa de infusão de 0,25 μL/min (Figura 5). 

 

Figura 5: Injeção de pilocarpina através de bomba de infusão, após 8 dias da cirurgia estereotáxica. 

3.4 Protocolo de tratamento farmacológico nos animais 

Os animais foram tratados com AP18 (1, 3 ou 10 mg/Kg) ou SB366791 (0,1; 0,3 ou 1 mg/Kg) 

diluídos em 1 % de dimetilsulfóxido (DMSO), 5% de tween 80 e 94% de salina, por via i.p. O 

tratamento foi iniciado 30 minutos antes da injeção intra-hipocampal de pilocarpina. Os animais 

foram pesados antes da administração do tratamento. De acordo com a injeção intra-hipocampal 
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(salina ou pilocarpina) e os tratamentos (AP18, SB366791 ou veículo), os animais foram 

divididos nos seguintes grupos:  1) Salina + Veículo; 2) Pilocarpina + Veículo; 3) Salina + 

AP18 1 mg/kg; 4) Salina + AP18 3 mg/kg; 5) Salina + AP18 10 mg/kg; 6) Pilocarpina + AP18 

1 mg/Kg; 7) Pilocarpina + AP18 3 mg/Kg; 8) Pilocarpina + AP18 10 mg/Kg e 1) Salina + 

Veículo; 2) Pilocarpina + Veículo; 3) Salina + SB366791 0,3 mg/kg; 4) Salina + SB366791 1 

mg/kg; 5) Pilocarpina + SB366791 0,1 mg/Kg; 6) Pilocarpina + SB366791 0,3 mg/Kg; 7) 

Pilocarpina + SB366791 1 mg/Kg (Figura 6).  

 

Figura 6: Desenho experimental do tratamento com AP18 ou SB366791 e injeção intra-hipocampal de 

pilocarpina. 

3.5 Análise comportamental do status epilepticus (SE) induzido pela administração de 

pilocarpina 

Após os diferentes pré-tratamentos, a pilocarpina foi administrada por via intra-hipocampal (40 

μg/ 0,25 μL/ sítio) e os animais foram colocados em caixas de acrílico individuais e o 

comportamento dos mesmos foi gravado com auxílio de uma câmera digital (Sony DCR-SR68) 

durante 90 minutos para avaliação da latência para o início das crises, frequência de crises 

tônico-clônicas, número de crises e os índices das mesmas. As crises contabilizadas foram 

aquelas que alcançaram, no mínimo, índice 3, segundo escala de Racine (Racine, 1972). Nesta 

escala, o índice varia de 1 a 5, dependendo do comportamento do animal durante o período de 

crise epiléptica:  

- Índice 1: comportamento de imobilidade, fechamento dos olhos, abalos musculares da orelha 

e/ou das vibrissas, clonia facial; 

- Índice 2: movimentos de flexão e extensão do pescoço associado com severa clonia facial; 

- Índice 3: clonia de um membro anterior;  

- Índice 4: clonia de ambos os membros anteriores com presença de “rearing”;  



39 

 

- Índice 5: crise clônica generalizada acompanhada de movimento de “rearing” seguida de 

queda de costas.  

Após 90 minutos, os animais receberam uma injeção i.p. de diazepam (5 mg/kg) diluído em 5% 

tween 80 em salina para a interrupção das crises. O diazepam (5 ou 10 mg/kg) impede o 

desenvolvimento de alterações comportamentais e do EEG induzidas pela pilocarpina, bem 

como as alterações neuropatológicas subsequentes em camundongos (Turski et al., 1984). 

3.6 Perfusão transcardíaca 

Vinte e quatros horas após a administração de pilocarpina, os animais foram anestesiados e 

perfundidos por via transcardíaca. Uma agulha hipodérmica foi inserida no ventrículo esquerdo, 

por onde foi administrada solução de tampão fosfato em salina 0,1 M, pH 7,4 (PBS) com o 

auxílio de uma bomba peristáltica (Insight®), a uma taxa de perfusão de 4 mL/min. 

Paralelamente, foi feita uma incisão no arco aórtico para permitir a saída do sangue. Após a 

completa a perfusão, os animais foram decapitados e os encéfalos foram retirados com o auxílio 

de uma espátula. O hemisfério esquerdo dos animais foi fixado em paraformaldeído (PFA) 4% 

fosfatado e tamponado em PBS, enquanto do hemisfério direito foram dissecadas as seguintes 

regiões: córtex pré-frontal, hipocampo, estriado e cerebelo. No dia seguinte, os encéfalos 

fixados foram transferidos para uma solução de sacarose 30% para desidratação das células, até 

a completa saturação, sendo, em seguida, congelados em isopentano (Vetec) 99% e gelo seco 

(por 20 segundos) e, estocados a -80°C (Gage et al., 2012). Cortes de 35 μm contendo a 

formação hipocampal, foram obtidos com o auxílio de um criostato (Leica Biosystems Inc., 

USA) a -20 ºC, mantidos em uma solução crioprotetora [etilenoglicol (Synth) 24%; glicerol 

(Merck) 24 % NaH2PO4 (Dinâmica) 0,1256 %; Na2HPO4 (Química Moderna) 0,436 % diluídos 

em PBS] e estocados a -20 ºC. As fatias estocadas a -20ºC foram posteriormente submetidas à 

marcação de neurônios em processo de degeneração e a imunofluorescência (Figura 7). 

 

Figura 7: Desenho experimental da perfusão cardíaca e obtenção de fatias em criostato para realização 

de imunofluorescência e determinação de neurônios em processo de degeneração. 
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3.7 Marcação com Fluoro-Jade C® para avaliação de neurônios em processo de 

neurodegeneração 

Fluoro-Jade C® (FJC) é um derivado aniônico da fluoresceína utilizado para marcar neurônios 

em processo de degeneração (Schmued et al., 1997). Apesar do mecanismo exato de marcação 

ser desconhecido, diversos estudos demonstram que o FJC é confiável para a marcação de 

neurônios em processo de degeneração (Baxter et al., 2015; Crotti et al., 2014; Lima et al., 

2015; Schmued et al., 2005; Vitner et al., 2014). Os cortes de hipocampo de 35 μm estocados 

foram lavados 3 vezes em PBS por 30 min, e montados em lâmina gelatinizada. Uma vez secas, 

as lâminas foram mergulhadas em solução básica de etanol (EtOH) 80 % em hidróxido de sódio 

(NaOH) (Química Moderna) 1 % por 5 min, EtOH 70% por 2 min e lavadas com água destilada 

por 2 min. Ao abrigo da luz, as lâminas foram incubadas em solução de permanganato de 

potássio (KMnO4) (Synth) 0,06 % por 20 min, lavadas com água destilada por 2 min e 

incubadas em solução de FJC (Merck Millipore, EUA) 0,0001% em ácido acético (Vetec) 0,1% 

por 20 min. Posteriormente, foram novamente lavadas com água destilada 2 vezes por 1 min e 

colocadas em estufa a 37 ºC. Após completa secagem, foram mergulhadas em xilol (Synth) por 

1 min e as lamínulas montadas com DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Schmued et 

al., 2005).  

3.8 Marcação de células Iba-1+, CD68+, GFAP+ e NeuN por imunofluorescência 

Para a imunomarcação de Iba-1 (micróglia), CD68 (ativação microglial), GFAP (astrócitos) e 

NeuN (núcleos de neurônios), os cortes de hipocampo de 35 μm foram incubados por 60 min 

com tampão citrato a 70 ºC para recuperação antigênica. Após este período os cortes foram 

lavados 3 vezes com TBS. Posteriormente, os cortes foram bloqueados por 1 h em solução de 

bloqueio (4 % soro fetal bovino e 0,5 % de Triton-X 100 em TBS). Em seguida, foram 

incubados a 4 ºC, por 16 horas, com o anticorpo primário anti-Iba-1 (ionized calcium-binding 

adapter molecule 1 - marcador de micróglia; coelho 1:500, Wako), anti-CD68 (marcador de 

microglia ativada, rato 1:500, AbD Serotec), anti-GFAP (marcador de astrócitos, camundongo 

1:800, Cell Signaling) e anti-NeuN (1:800). Posteriormente, foram lavados 3 vezes com TBS e 

incubados com os respectivos anticorpos secundários (1:1000) por 16 horas (cabra anticoelho 

Alexa Fluor 595, cabra anti-rato Alexa Fluor 488 e cabra anticamundongo Alexa Fluor 488, 

Life Technologies). Os cortes foram então lavados 3 vezes com TBS, incubados com DAPI 

1,75 μg/ mL por 30 minutos, lavados com TBS mais 2 vezes e montados em lâmina gelatinizada 

com auxílio do meio de montagem Fluoromount (Sigma-Aldrich).  
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3.9 Análise das imagens 

As lâminas foram observadas ao microscópio de fluorescência (Axio Imager A2, Carl Zeiss, 

Alemanha), sendo tiradas fotos no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo, para 

quantificação de células marcadas. A quantificação foi realizada utilizando o software ImageJ. 

Os gráficos foram apresentados em relação a área (para AP18) ou intensidade média de 

fluorescência (para SB366791) na marcação com FJC e de intensidade média para as marcações 

de Iba-1, CD68, GFAP e NeuN. 

3.10 Avaliação da ativação de Akt e Erk no hipocampo por western blotting  

Para a avaliação da ativação de Akt e Erk de animais tratados com AP18 ou SB366791, os 

hipocampos foram dissecados e lisados em tampão RIPPA (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; NaCl 140 

mM; P-40 1 %; deoxicolato de sódio 1 % e SDS 0,1 %) contendo inibidor de protease (Sigma) 

e inibidor de fosfatase (Cell Signaling).  Em seguida, realizou-se a centrifugação durante 15 

minutos a 4 ºC a 15000 rpm. O pellet foi descartado e o sobrenadante utilizado para dosagem 

de proteínas pelo ensaio de Bradford que é baseado na mudança da cor do corante Coomassie 

Blue G-250 em solução ácida (cor avermelhada) para cor azulada na presença de proteínas (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) (Bradford, 1976). A absorbância foi lida em leitor de ELISA no 

comprimento de onda de 595 nm, e os cálculos para concentração das proteínas foram feitos a 

partir da curva padrão feita com soro albumina bovina, sendo o coeficiente de correlação linear 

utilizado maior que 0,98. 

O volume necessário das amostras para obter as mesmas quantidades de proteínas (calculado 

pelo ensaio de Bradford) foi tratado com tampão de amostra 6x com β-mercaptoetanol, 

aquecidas em banho-maria 37 ºC por 15 min e aplicadas em gel de SDS-poliacrilamida (SDS 

Page) (na concentração de acordo com o tamanho da proteína de interesse) para separação das 

proteínas pela técnica de eletroforese. Em seguida as proteínas foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose. 

Após bloqueio com leite em tampão tris em salina contendo 0,1 % de Tween-20 (TBST) por 2 

horas, as membranas foram lavadas três vezes por 10 minutos, e em seguida imunizadas de 

acordo com o datasheet dos respectivos anticorpos: anti-fosfo-Akt e anti-Akt total (1:1000, Cell 

Signaling Technology), anti-fosfo-ERK-1,2 e anti-ERK1,2 total (1:1000, Cell Signaling 

Technology). Posteriormente, as membranas foram lavadas mais três vezes por 10 minutos e 
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incubadas com o anticorpo secundário adequado, conjugado com peroxidase (anti-coelho 

1:3000, Life Technologies). Por fim, as membranas foram incubadas com agente 

quimioluminescente ECL prime (GE Healthcare). A densidade óptica das bandas detectadas foi 

quantificada utilizando o software ImageJ. Os resultados foram normalizados pelos níveis de 

da respectiva proteína total de cada amostra. 

3.11 Avaliação de citocinas inflamatórias e do fator neurotrófico no hipocampo por 

ELISA 

Os animais tiveram seus hipocampos dissecados, 24 h após a administração de pilocarpina ou 

veículo. Essas estruturas foram, então, devidamente acondicionadas e estocadas a -80 ºC. 

Posteriormente, após o descongelamento, as amostras foram homogeneizadas com tampão de 

lise (Tris-HCl  20 mM – pH 8; NaCl 137 mM; NP40 1 % (Igepal); glicerol 10%; PMSF 1 mM; 

pepstatina A 1μM; EDTA 10 mM; E-64 10 μM; vanadato de sódio 0,5 mM). Após a 

homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 20 min, a 4 oC, e o 

sobrenadante foi colhido para análise. Em seguida, realizou-se o ensaio imunoenzimático para 

detecção da concentração de interleucina 10 (IL-10), TNF-α, fractalkina (CX3CL1) e BDNF, 

utilizando-se kit específico da R&D Systems (DuoSet). A leitura da absorbância foi feita no 

comprimento de onda 490 nm. As concentrações foram apresentadas na forma de ng/mL. 

3.12 Análise comportamental das crises epilépticas induzidas pela administração 

intraperitoneal de pentilenotetrazol 

Trinta minutos após a administração de AP18 (3 ou 10 mg/Kg) ou SB366791 (1 mg/Kg), o PTZ 

foi administrado por via i.p. (60 mg/Kg). Os animais foram então colocados  em caixas de 

acrílico individuais e com auxílio de uma câmera digital (Sony DCR-SR68) foi avaliada a 

latência para o início das crises. 

3.13 Preparação dos sinaptossomas corticais 

Após a decapitação dos animais, os córtex foram removidos e transferidos para tubos contendo 

3 mL de solução gradiente. O tecido foi homogeneizado e em seguida centrifugado a 3.000 

rpm, a 4 ºC, por 10 min. O sobrenadante desta centrifugação foi aplicado em um gradiente 

descontínuo de Percoll® (23 %, 15 %, 10 e 3 % v/v em solução gradiente) (Dunkley et al., 1986) 

e submetido à centrifugação a 18.000 rpm, a 4 ºC, por 15 min. As frações P3 e P4 foram 

recolhidas em conjunto e submetidas à outra centrifugação a 37000 g, 4 ºC, por 15 min em: 
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Krebs-Ringer-Hepes (KRH) sem cálcio, para retirada do excesso de Percoll®. O precipitado 

resultante dessa centrifugação foi diluído em 1.000 μL de KRH sem cálcio. Todo o volume foi 

transferido para tubos cônicos de microcentrífuga, centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado novamente ressuspendido em 1.000 μL de KRH 

sem cálcio, colocado em banho maria a 35,5°C por 30 minutos. Novamente a solução foi 

centrifugada a 10.000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em 1.000 μL de KRH sem cálcio e colocado novamente por 30 minutos em 

banho maria a 35,5°C. Os passos de centrifugação, descarte e ressuspensão foram repetidos e a 

amostra final foi mantida no gelo até a realização dos experimentos. A Figura 8 ilustra a 

obtenção do sinaptossoma a partir do terminal sináptico.  

 

Figura 8: Esquema da obtenção do sinaptossoma a partir do terminal nervoso e parte da membrana pós-

sináptica durante a homogeneização mecânica. Wu et al., 2012. 

3.14 Ensaio para liberação de glutamato 

A quantidade de glutamato liberada pelo terminal pré-sináptico foi determinada realizando o 

experimento de liberação contínua de glutamato em sinaptossomas corticais induzida por KCl. 

Esse ensaio é baseado na reação envolvendo GDH (glutamato desidrogenase), NADP+ 

(nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato), NADPH e glutamato. Quando o glutamato é 

liberado pelos sinaptossomas, ele sofre oxidação pela enzima GDH, sendo o NADP+ o aceptor 

dos elétrons provenientes desta oxidação. O NADPH ao ser excitado por luz em comprimento 

de onda de 360 nm, emite luz no comprimento de onda de 450 nm, que é detectada por um 

fotomultiplicador no espectrofluorímetro (Nicholls et al., 1987; Romano-Silva et al., 1993). 

Resumidamente, preparou-se uma reação contendo uma mistura de sinaptossomas (30 μL da 

solução contendo sinaptossomas por poço), CaCl2 (0,1 %), NADP+ (1 mM), diluídos em 270 
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μL de KRH. Essa reação foi transferida para microplacas de 96 poços (300 μL/poço), para 

serem posteriormente lidas em espectrofluorímetro (Synergy 2, EUA). Após 2 min, foi 

adicionado AP18 (0,1; 1; 10; 30 μM) ou SB366791 (0,1; 1; 10; 30 μM) - 5 min e a leitura foi 

reiniciada. Subsequentemente, foi adicionado GDH (35 UI por poço-5 min) e/ou KCl (33 mM- 

10 min), em preparações sinaptossomais obtidas de camundongos. Também foram utilizadas 

preparações sem sinaptossomas e sem KCl. Os experimentos foram realizados a 37 °C, com 

um comprimento de onda de excitação de 340 nm e de emissão de 440 nm. Uma amostra de 50 

μL foi separada e congelada à -20 ºC para posterior quantificação de proteínas (Lowry et al., 

1951). Os valores foram representados em relação ao percentual de fluorescência do grupo KCl 

obtido em cada dia de experimento. 

3.15 Medida da concentração de cálcio livre intrasinaptossomal 

A entrada de cálcio no terminal pré-sináptico foi determinada utilizando-se a preparação de 

sinaptossomas e a marcação com a sonda fluorescente Fura-2 AM (Sigma-Aldrich, USA). Ao 

cruzar a membrana citoplasmática, ela é clivada por esterases inespecíficas presentes no 

citoplasma e se transforma em FURA-2, que é hidrofílico o suficiente para não escapar do 

interior dos sinaptossomas. O processo de determinação do [Ca2+]i baseia-se no fato de que o 

FURA-2 tem sua fluorescência aumentada quando se liga ao Ca2+. Cloreto de cálcio (CaCl2, 1 

mM) foi adicionado à preparação de sinaptossomas. A preparação foi transferida para uma placa 

de 96 poços, a 37°C, sendo, em seguida, realizada uma leitura basal por 5 minutos. As drogas 

foram então adicionadas e a leitura foi realizada por 5 min, seguida pela indução da 

despolarização da membrana com KCl (33 mM) por 5 minutos. A leitura foi realizada em 

espectrofluorímetro de placa (Synergy 2, BioTek, EUA), e a temperatura foi mantida a 37 ºC. 

O aumento da [Ca2+]i induzido pela despolarização da membrana é estritamente dependente da 

presença de Ca2+ extracelular nestas condições (Romano-Silva et al., 1993). O FURA-2 livre 

apresenta excitação máxima no comprimento de 380 nm e quando ligado ao cálcio de 340 nm. 

Portanto, os sinaptossomas foram iluminados alternadamente com luz nos comprimentos de 

340 e 380 nm, e a luz emitida, no comprimento de 505 nm. Para calibração, utilizou-se o EGTA 

para calcular a fluorescência mínima (Rmin) e o SDS 10% para obtenção da fluorescência 

máxima (Rmax). Os pontos foram registrados em intervalos de 23 s. Foram quantificadas a 

quantidade de cálcio intrasinaptossomal, antes e após o estímulo com KCl. Foram utilizados os 

mesmos grupos experimentais do ensaio de liberação de glutamato. 

3.16 Medidas de exocitose 
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A determinação da exocitose nos terminais pré-sinápticos corticais, que foram obtidos 

conforme item 3.13, for realizada por meio da molécula FM2-10 (N-(3- trietilamoniopropil) -

4-(4- (dietilamino)stiril)piridinium dibromo). Essa molécula se liga reversivelmente a 

membranas e emite uma fluorescência relativamente maior quando está ligada do que quando 

se encontra livre, sendo que após sua entrada na célula, a molécula apenas pode ser liberada 

quando houver exocitose. Sendo assim, quanto mais exocitose ocorre no sinaptossoma, maior 

será a queda na fluorescência medida relativa àquele grupo (Gaffield e Betz, 2006). 

Após a obtenção dos terminais pré-sinápticos, estes foram transferidos para tubo tipo Eppendorf 

onde se adicionou a molécula FM2-10 (50 μmol/L) e CaCl2 (5 mmol/L). A partir daí os 

sinaptossomas foram protegidos da luz devido à fotossensibilidade do FM2-10 e dirigidos ao 

ultrasonicador durante 3 minutos para a marcação pela molécula. Posteriormente, foi 

adicionado KCl (30 mmol/L) por 45 segundos durante agitação constante, pois essa molécula 

irá favorecer a captura do marcador. O material foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 segundos 

e o sobrenadante foi descartado, visando eliminar o excesso de FM2-10 que não se ligou aos 

terminais. O pellet formado foi ressuspendido em KRH contendo BSA, pois a albumina 

promove uma melhor lavagem do excesso de corante. Os sinaptossomas foram novamente 

centrifugados a 10.000 rpm por 30 segundos e ressuspendidos em KRH contendo albumina, 

sendo novamente centrifugados, lavados e ressuspendidos por fim em KRH sem cálcio. A 

leitura foi realizada no CAPI (Centro de Aquisição e Processamento de Imagens – ICB), no 

equipamento Cytation 5 (BioTek®) utilizando-se comprimento de onda de excitação a 488 nm 

e emissão a 570 nm. Inicialmente fez-se a leitura basal da solução contendo sinaptossomas 

durante 5 minutos, após isso adicionou-se o AP18 (0,1; 1; 10 e 30 μmol/L) por 5 minutos, CaCl2 

(1,3 mmol/L) por 5 minutos e por fim KCl (33 mmol/L) por 5 minutos. Os resultados foram 

obtidos utilizando-se a seguinte fórmula: [(F0-F)/F0], onde F é a fluorescência final e F0 a 

fluorescência inicial. 

3.17 Análise estatística  

A análise estatística foi realizada utilizando o programa estatístico Prism 6.0 (GraphPad, CA, 

USA). A avaliação da frequência de indivíduos que desenvolveram SE ou crises tônico-clônicas 

no modelo de injeção intra-hipocampal de pilocarpina, foi feita utilizando o teste de associação 

do qui-quadrado (X2). 
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Os dados foram analisados segundo a normalidade pela análise de Shapiro-Wilk. Quando os 

valores seguiam uma distribuição normal, o teste paramétrico era aplicado. Os dados 

comportamentais e histológicos foram analisados através da análise de variância (ANOVA) um 

critério, para variáveis com distribuição paramétrica. Quando adequado, foi utilizado o pós-

teste de Tukey. Quando a análise não paramétrica era apropriada, utilizamos o teste de Kruskal-

Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. 

Os dados de concentração do fator neurotrófico e das citocinas obtidos foram analisados por 

ANOVA um critério e, quando adequado, o pós-teste de Tukey foi realizado. Para as avaliações 

da latência para o desenvolvimento do SE com PTZ, dos níveis das proteínas Akt e Erk, da 

liberação de glutamato, do conteúdo de cálcio citosólico e da exocitose utilizamos o teste de 

Kruskal-Wallis.  

Os dados foram apresentados como média ± erro-padrão da média. Considerou-se diferença 

estatisticamente significativa sempre que p < 0,05 (nível de significância 5 % e intervalo de 

confiança de 95 %). 
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4 RESULTADOS 

4.1 Padronização da dose intra-hipocampal de pilocarpina em animais C57Bl/6 

Com a alteração do local de origem dos animais, foi necessária a realização de nova 

padronização de doses de pilocarpina, uma vez que pequenas alterações podem variar desde a 

ausência de efeito até uma elevada mortalidade. Os animais receberam as doses de 35 μg, 40 

μg e 50 μg de pilocarpina e a latência para o desenvolvimento do SE, o número de crises 4 e 5 

e o número de crises tônico-clônicas foram avaliados por 90 minutos. Assim como Turski 

(1983a) observou em ratos, os camundongos permanecem imóveis durante 5 a 10 minutos após 

a administração de pilocarpina, seguido de um período no qual exibem movimentos na face, 

salivação, piscar de olhos e espasmos de vibrissas.  

Embora não tenhamos encontrado diferença estatística entre os grupos, observa-se que os 

animais que receberam a dose de 35 μg apresentaram um número muito reduzido de crises 4, 5 

e tônico-clônicas. Os animais que receberam 50 μg de pilocarpina apresentaram cerca de 7 

vezes menos crises tônico-clônicas que os animais que receberam 40 μg de pilocarpina. Apesar 

de não haver diferença estatística entre as doses testadas, a dose de 40 μg foi escolhida, pois os 

animais atingiram o SE em um tempo menor e apresentaram maior número de crises 

classificadas como 4, 5 e tônico-clônicas (Figura 9). Foi utilizada a análise de Kruskal-Wallis; 

p = 0,1980 para latência; p = 0,1166 para número de crises 4 e 5; p = 0,1558 para número de 

crises tônico-clônicas. A dose de 40 μg de pilocarpina foi utilizada nos experimentos com as 

drogas moduladoras dos canais TRP. 
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Figura 9: Efeito da injeção intra-hipocampal de pilocarpina (35, 40 ou 50 μg) sobre a latência para 

atingir o SE (A), o número de crises 4 e 5 (B) e o número de crises tônico-clônicas (C). Kruskal-Wallis, 

n = 5 - 6. 
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4.2 Avaliação do efeito do AP18 sobre as crises epilépticas induzidas pela administração 

intra-hipocampal de pilocarpina 

Considerando o papel de diversos canais da família TRP na epilepsia e que o TRPA1 regula o 

fluxo de Ca2+, o qual pode estar associado ao desenvolvimento de crises epilépticas, avaliamos 

o efeito do bloqueador do canal TRPA1, AP18, sobre as crises induzidas pela injeção intra-

hipocampal de pilocarpina.  

Há forte associação entre o AP18 e o desenvolvimento do SE (X2 (3) para associação entre 

desenvolvimento do SE e AP18 = 26,65; p < 0,0001; Figura 10 A). A frequência de 

desenvolvimento do SE nos grupos AP18 (1 e 3 mg/Kg) foi cerca de 1,4 vezes maior que no 

grupo que recebeu pilocarpina. Em comparação a este último grupo, a dose de 10 mg/Kg de 

AP18 aumentou a frequência de SE em cerca de 1,2 vezes (Figura 10 A). A latência para o 

desenvolvimento do SE foi de 11,8 min para o grupo pilocarpina, de 16,4 min para o grupo 

AP18 1 mg/Kg; 20,1 min para AP18 3 mg/Kg, e 22,7 min para AP18 10 mg/Kg (Kruskal-

Wallis; p = 0,0342; Figura 10 B). O número de crises classificadas como 3, 4 e 5 foram 

estatisticamente maiores com 3 mg/Kg de AP18 comparado ao grupo veículo (ANOVA um 

critério, F(3, 29) = 3,549; p = 0,0265; Figura 10C). Não houve diferença estatística com relação 

ao número de crises tônico-clônicas entre os grupos (Kruskal-Wallis; p = 0,0726) (Figura 10 

D). Porém, a frequência com que os camundongos apresentaram crises tônico-clônicas com 

AP18 foi significativamente maior (aproximadamente 3 vezes) comparado ao grupo 

pilocarpina. Foi demonstrada uma forte associação entre AP18 e crises tônico-clônicas (X2 (3) 

para associação entre presença de crises e AP18 = 71,67; p < 0,0001; Figura 10 E). O número 

de crises 3, 4 e 5 e tônico-clônicas são mostrados na tabela 1.  
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Figura 10: Efeito do AP18 em crises epilépticas induzidas por injeção intra-hipocampal de pilocarpina. 

Foram avaliadas a frequência dos animais que atingiram o SE (A), a latência para atingir o SE (B), o 

número de crises 3, 4 e 5 (C), o número de crises tônico-clônicas (D) a frequência de crises tônico-

clônicas (E). ANOVA um critério seguido do teste de Tukey, Kruskal-Wallis ou teste qui-quadrado, n 

= 6 - 10; * p < 0,05, comparados com o grupo veículo. 
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Tabela 1: Média do número de crises 3, 4 e 5 e tônico-clônicas em animais tratados com AP18 ou 
veículo. 

 
 Crises 3,4 e 5 p 

Crises 

tônico-clônicas 
p 

Pilocarpina 40 μg 5,11 ± 2,15 - 0,22 ± 0,22 - 

AP18 

1 mg/Kg 13,83 ± 3,69 0,6600 1,67 ± 0,76 0,3533 

3 mg/kg 27,63 ± 8,59 0,0154 3,13 ±1,34 0,0890 

10 mg/Kg 13,2 ± 3,49 0,6150 1,33 ± 0,55 0,4491 

 

4.3 AP18 aumentou a marcação por FJC no hipocampo e a perda neuronal induzidas pela 

administração intra-hipocampal de pilocarpina 

Tendo em vista que as crises epilépticas podem aumentar a morte de neurônios, avaliamos o 

impacto do pré-tratamento com AP18 sobre o processo neurodegenerativo no hipocampo. O 

efeito do bloqueador do canal TRPA1 sobre o processo de degeneração de neurônios 

hipocampais foi avaliado através da marcação com FJC, conforme imagem representativa 

(Figura 11). Em CA1, as doses de 1 e 3 mg/Kg de AP18 aumentaram a marcação com FJC 

(ANOVA um critério F(3, 15) = 4,444; p = 0,02) (Figura 12A). No GD, houve um aumento na 

marcação com FJC no grupo de animais que recebeu a dose de 1 mg/Kg em comparação ao 

grupo pilocarpina (ANOVA um critério; F(3, 24) = 4,963; p = 0,0081) (Figura 12B).  

 

 

 

 

 

K 

K 
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Figura 11: Imagens representativas do efeito do tratamento com AP18 no processo de 

neurodegeneração hipocampal no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. (A e B) veículo 

+ veículo, (C e D) veículo + pilocarpina, (E e F) AP18 1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) AP18 3 mg/Kg 

+ pilocarpina e (I e J) AP18 10 mg/Kg + pilocarpina. Escala=100 μm. 
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Figura 12: Efeito do tratamento com AP18 no processo de neurodegeneração hipocampal. Cortes 

cerebrais foram submetidos à coloração com fluoro jade C para avaliação da neurodegeneração nas 

regiões (A) CA1, n = 4 - 5 e (B) GD, n = 6 - 8. ANOVA um critério seguido do teste de Tukey. * p < 

0,05, comparados com o grupo veículo. 

4.4 AP18 alterou a marcação de neurônios no hipocampo de animais após a administração 

intra-hipocampal de pilocarpina 

Baseado no fato que AP18 aumentou a neurodegeneração no hipocampo, avaliamos o efeito 

desse bloqueador sobre as consequências induzidas pela pilocarpina sobre a marcação de corpos 

de neurônios por NeuN, conforme imagem representativa (Figura 13). A pilocarpina reduziu a 

intensidade média de fluorescência em comparação ao grupo controle em CA1. AP18 nas doses 

de 1 e 3 mg/Kg reduziram a marcação de NeuN em CA1, enquanto a maior dose de AP18 

aumentou essa marcação em comparação ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(4, 21) = 

236,0; p < 0,0001; Figura 14 A). 

No GD, enquanto a pilocarpina aumentou a marcação de NeuN, AP18 na dose de 1 mg/Kg 

reduziu a marcação de neurônios (ANOVA um critério, F(4, 17) = 28,23; p < 0,0001; Figura 14 

B). Em CA1, AP18 3 mg/Kg reduziu a imunomarcação de NeuN, enquanto no GD, todas as 

doses aumentaram essa marcação sem o estímulo da pilocarpina (Apêndice C). 
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Figura 13: Imagens representativas do efeito do tratamento com AP18 na marcação de neurônios com 

NeuN no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. (A e B) veículo + veículo, (C e D) 

veículo + pilocarpina, (E e F) AP18 1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) AP18 3 mg/Kg + pilocarpina e (I e 

J) AP18 10 mg/Kg + pilocarpina. Escala = 100 μm. 
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Figura 14: Efeito do AP18 sobre a marcação de neurônios com NeuN. Cortes cerebrais foram 

submetidos à marcação com NeuN para avaliação das regiões (A) CA1 e (B) GD do hipocampo. 

ANOVA um critério seguido do pós-teste de Tukey, n = 3 - 6; *** p < 0,001; **** p < 0,0001, 

comparados com o grupo veículo. 

4.5 AP18 induz efeitos antagônicos sobre a microgliose no GD e em CA1 e induz a ativação 

microglial em CA1 após a administração intra-hipocampal de pilocarpina 

No intuito de testar o efeito do pré-tratamento com AP18 sobre o perfil da micróglia no 

hipocampo, vinte quatro horas após a análise comportamental, avaliamos o efeito do bloqueador 

de TRPA1 sobre a marcação microglial (células Iba-1+) e da ativação dessas células (células 

CD68+) pela técnica de imunofluorescência, conforme imagem representativa (Figura 15 e 17, 

respectivamente). A pilocarpina aumentou a marcação com Iba-1 nas regiões CA1 e GD do 

hipocampo (Figura 16). Comparando-se com o grupo pilocarpina, foi observada uma 

diminuição da marcação de células Iba-1+ na região CA1 do hipocampo, nos grupos que 

receberam 1 e 3 mg/Kg de AP18 (ANOVA um critério, F(4, 38) = 39,91; p < 0,0001; Figura 16 

A), enquanto no GD ocorreu um aumento no grupo que recebeu 3 mg/Kg (ANOVA um critério, 

F(4, 30) = 40,21; p < 0,0001; Figura 16 B). AP18 na dose de 10 mg/Kg foi capaz de aumentar a 

marcação para Iba-1 no hipocampo na ausência de pilocarpina (Apêndice D). 
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Figura 15: Imagens representativas do efeito do tratamento com AP18 na marcação microglial com Iba-

1+ no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. (A e B) veículo + veículo, (C e D) veículo 

+ pilocarpina, (E e F) AP18 1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) AP18 3 mg/Kg + pilocarpina e (I e J) AP18 

10 mg/Kg + pilocarpina. Escala = 100 μm.  
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Figura 16: Efeito do AP18 sobre a marcação microglial com Iba-1. Cortes cerebrais foram submetidos 

à marcação com Iba-1 para avaliação das regiões (A) CA1, n = 8 - 10 e (B) GD do hipocampo, n = 6 - 

7. ANOVA um critério seguido do teste de Tukey. *** p < 0,001; **** p < 0,0001 comparados com o 

grupo veículo. 

Com relação a ativação microglial, as imagens representativas estão mostradas na figura 17. 

Como esperado, observamos um aumento na marcação com CD68 pela pilocarpina, entretanto, 

não notamos qualquer diferença nos grupos controles. Foi observada diferença na marcação por 

CD68 apenas no grupo AP 1 mg/Kg em relação ao grupo pilocarpina na região CA1 (Kruskal-

Wallis, p = 0,006; Figura 18 A). No GD não houve diferença quanto à ativação microglial em 

nenhuma das doses testadas (Kruskal-Wallis, p = 0,021; Figura 18 B).  
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Figura 17: Imagens representativas do efeito do tratamento com AP18 na marcação da ativação 

microglial com CD68 no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. A sobreposição 

representa a dupla marcação de Iba-1 e CD68. (A e B) veículo + veículo, (C e D) veículo + pilocarpina, 

(E e F) AP18 1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) AP18 3 mg/Kg + pilocarpina e (I e J) AP18 10 mg/Kg + 

pilocarpina. Escala = 100 μm. 



58 

 

In
te

n
s

id
a

d
e

m
é

d
ia

C
D

6
8

/
Ib

a
-1

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

P ilo c a rp in a

3 m g /K g 1 0 m g /K g1 m g /K g

A P 1 8 A P 1 8A P 1 8V e íc u lo

A P 1 8

*

A

In
te

n
s

id
a

d
e

m
é

d
ia

C
D

6
8

/
Ib

a
-1

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

P ilo c a rp in a

3 m g /K g 1 0 m g /K g1 m g /K g

A P 1 8 A P 1 8A P 1 8V e íc u lo

A P 1 8

B

 

Figura 18: Efeito do AP18 sobre a marcação da ativação microglial com CD68. Cortes cerebrais foram 

submetidos à marcação com CD68 para avaliação das regiões (A) CA1 e (B) GD do hipocampo, n = 5 

- 8. Kruskal-Wallis. * p < 0,05, comparados com o grupo veículo. 

4.6 AP18 alterou a marcação de astrócitos no GD, mas não em CA1 após a administração 

intra-hipocampal de pilocarpina 

Uma vez que foi observada uma alteração no perfil microglial, investigamos se o bloqueador 

de TRPA1 alteraria o perfil astrocitário após o estímulo com pilocarpina. Assim, vinte quatro 

horas após a análise comportamental, foi avaliado o efeito do AP18 sobre a marcação de 

astrócitos (GFAP) pela técnica de imunofluorescência, conforme imagem representativa 

(Figura 19). Não foi observada alteração da intensidade média de marcação com GFAP na 

região CA1, embora haja uma tendência de redução (p = 0,0524) dessa marcação no grupo 

AP18 3 mg/Kg em comparação ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(4, 24) = 3,805; p = 

0,0156; Figura 20 A). Por outro lado, no GD houve um aumento da intensidade média no grupo 

pilocarpina comparado ao grupo veículo, e no grupo pilocarpina em relação ao grupo AP18 3 

mg/Kg. Entretanto, os grupos que receberam as doses de 1 e 10 mg/Kg apresentaram uma 

redução da marcação em comparação ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(4, 20) = 

93,77; p < 0,0001; Figura 20 B). A análise dos grupos sem o estímulo da pilocarpina mostrou 

uma redução da reatividade astrocitária com AP18 1 mg/Kg em CA1 e um aumento da 

marcação com GFAP com AP18 1 e 3 mg/Kg no GD (Apêndice E). 
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Figura 19: Imagens representativas do efeito do tratamento com AP18 na marcação astrocitária com 

GFAP no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. (A e B) veículo + veículo, (C e D) 

veículo + pilocarpina, (E e F) AP18 1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) AP18 3 mg/Kg + pilocarpina e (I e 

J) AP18 10 mg/Kg + pilocarpina. Escala = 100 μm. 
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Figura 20: Efeito do AP18 sobre a marcação de astrócitos com GFAP. Cortes cerebrais foram 

submetidos à marcação com GFAP para avaliação das regiões. (A) CA1, n = 5 - 7 e (B) GD, n = 4 - 6, 

ANOVA um critério, seguido do pós-teste de Tukey. ** p < 0,01; **** p < 0,0001, comparados com o 

grupo veículo. 

4.7 AP18 não alterou a fosforilação de Akt e Erk no hipocampo 24 h após a injeção intra-

hipocampal de pilocarpina 

Considerando a efeito pró-convulsivante apresentado pelo AP18 no modelo de crise epiléptica 

induzido pela pilocarpina, avaliamos o envolvimento de vias relacionadas à sobrevivência 

celular. Nenhum efeito relacionado aos níveis de fosforilação das proteínas Akt foi notado com 

o estímulo da pilocarpina ou pelo tratamento com AP18 (Kruskal-Wallis, p = 0,7917; Figura 

21 A e C). Embora não tenhamos observado diferença estatística entre os grupos avaliados, 

houve uma tendência de aumento nos níveis de fosforilação de Erk1/2 no grupo pilocarpina 

comparado ao controle e uma tendência de diminuição nos níveis de fosforilação no grupo 

AP18 3 mg/Kg comparado ao grupo pilocarpina (Kruskal-Wallis, p = 0,036; Figura 21 B e D). 

A análise estatística dos grupos AP18 na ausência do estímulo pilocarpina não mostrou 

diferença dos níveis de fosforilação de Akt e Erk (Apêndice F). 
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Figura 21: Efeito do AP18 na expressão de Akt e Erk1/2 após a injeção intra-hipocampal de pilocarpina. 

Imagens do western blotting de Akt (A) e Erk1/2 (B) e gráficos que ilustram a análise densitométrica de 

Akt (C) e Erk1/2 (D) dos hipocampos dos diferentes grupos de tratamento. Kruskal-Wallis, n = 5. 

4.8 AP18 reduziu os níveis de BDNF no hipocampo 24 h após a injeção intra-hipocampal 

de pilocarpina 

Buscando avaliar as possíveis alterações no perfil de liberação do fator neurotrófico BDNF no 

hipocampo de animais após o insulto com pilocarpina e o possível efeito do tratamento com 

AP18 sobre esse perfil, avaliamos a concentração dessa neurotrofina por ELISA. Foi observada 

uma redução nos níveis de BDNF nos grupos AP18 1 e 3 mg/Kg + pilocarpina quando 

comparado ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(4, 30) = 15,39; p < 0,0001; pós-teste de 

Tukey; Figura 22 e Apêndice G). 
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Figura 22: Efeito do AP18 na concentração de BDNF no hipocampo de animais após a injeção de 

pilocarpina. ANOVA um critério, seguido do pós-teste de Tukey, n = 7; ** p < 0,01; *** p < 0,001, 

comparados com o grupo veículo. 

4.9 AP18 alterou a concentração de citocinas inflamatórias no hipocampo 24 h após a 

injeção intra-hipocampal de pilocarpina 

A fim de verificar o efeito do AP18 sobre os níveis de citocinas no hipocampo de animais após 

um insulto epileptogênico, os animais tiveram seus hipocampos dissecados 24 h após o SE 

induzido pela administração intra-hipocampal de pilocarpina. Foram dosadas as citocinas IL-

10 e TNF-α e a quimiocina CX3CL1. 

A administração de pilocarpina promoveu uma redução dos níveis de IL-10 quando comparados 

aos do grupo controle. O grupo AP18 10 mg/Kg + pilocarpina apresentou uma diminuição nos 

níveis de IL-10 em comparação ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(4,30) = 10,56, p < 

0,0001; pós-teste de Tukey; Figura 23 A). De forma semelhante, os grupos que receberam AP18 

+ salina apresentaram uma redução nos níveis de IL-10 quando comparados ao grupo controle 

(Apêndice H). 

A pilocarpina reduziu os níveis de TNF-α no hipocampo comparado ao grupo veículo. O grupo 

de animais que recebeu AP18 10 mg/Kg apresentaram uma diminuição nos níveis de desta 

citocina quando comparado ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(4,29) = 14,55, p < 

0,0001; pós-teste de Tukey; Figura 23 B). O grupo AP 3 mg/Kg + salina por si só reduziu os 

níveis de TNF-α n o hipocampo comparado ao grupo controle (Apêndice H). 
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Através da razão entre as concentrações das citocinas TNF-α e IL-10 foi possível avaliar a 

relação entre o perfil inflamatório com relação ao tratamento com AP18 em hipocampos de 

animais que receberam pilocarpina. A pilocarpina aumentou a razão entre as citocinas TNF-α 

e IL-10, caracterizando um perfil pró-inflamatório da pilocarpina. Por outro lado, AP18 10 

mg/Kg reduziu a razão entre TNF-α e IL-10, o que pode demonstrar um potencial efeito anti-

inflamatório deste bloqueador (ANOVA um critério, F(4,30) = 30,13, p < 0,0001; pós-teste de 

Tukey; Figura 23 C). 

Uma redução na concentração da quimiocina CX3CL1 foi observada nos grupos AP18 3 e 10 

mg/Kg em comparação ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério; F(4,30) = 9,760, p < 0,0001; 

pós-teste de Tukey; Figura 23 D). O grupo AP18 3 mg/Kg + salina, por sua vez também reduziu 

a concentração de CX3CL1 em comparação ao grupo controle (Apêndice H). 
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Figura 23: Efeito do AP18 na concentração das citocinas no hipocampo de animais após a injeção de 

pilocarpina. Concentração de (A) IL-10, (B) TNF-α, (C) Razão entre TNF-α e IL-10, (D) CX3CL1. 

ANOVA um critério, seguido do pós-teste de Tukey, n = 7; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, **** 

p < 0,0001; comparados com o grupo veículo. 
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4.10 AP18 não alterou a liberação de glutamato, o conteúdo de cálcio citosólico e a 

exocitose nos terminais pré-sinápticos corticais 

Diante dos resultados obtidos através das marcações por FJC e NeuN, avaliamos se o AP18 

poderia alterar a transmissão glutamatérgica, sem o insulto epileptogênico. A liberação de 

glutamato, o conteúdo de cálcio citosólico e a exocitose foram avaliados no córtex utilizando 

terminações pré-sinápticas isoladas. AP18 não alterou a liberação de glutamato nos terminais 

pré-sinápticos estimulados com KCl (Kruskal-Wallis, p = 0,6858; Figura 24 A), assim como a 

exocitose (Kruskal-Wallis, p = 0,7515; Figura 24 C). Embora o bloqueador de TRPA1 não 

tenha alterado de forma estatisticamente significativa, houve uma tendência em aumentar a 

concentração de cálcio intrasinaptossomal (Kruskal-Wallis, p = 0,0537: Figura 24 B). 

Foram realizados grupos sem sinaptossomas e para estes, não foi observada diferença quanto a 

liberação de glutamato ou a concentração de cálcio citosólico, assim como para os grupos que 

não sofreram estímulo do KCl (Apêndice I).   
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Figura 24: Análise da liberação de glutamato (A), do conteúdo de cálcio citosólico (B) e exocitose (C) 

de preparações de sinaptossomas obtidas do córtex de animais C57Bl/6 pré-tratadas com o AP18 (0,1; 

1; 10 ou 30 μM) e estimuladas com KCl. Kruskal-Wallis, n = 3 - 4. 

4.11 HC030031 não altera a liberação de glutamato e o conteúdo de cálcio citosólico nos 

terminais pré-sinápticos corticais 

A fim de corroborar os dados obtidos através da técnica de sinaptossoma, avaliamos a liberação 

de glutamato e a concentração e cálcio citosólico utilizando um outro bloqueador de TRPA1, o 

HC030031. Não foram observadas diferenças estatísticas com relação aos parâmetros avaliados 

para esse bloqueador (Kruskal-Wallis, p = 0,4713; Figura 25 A e p = 0,0602; Figura 25 B). 
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Preparações sem sinaptossomas não apresentaram diferença com relação a liberação de 

glutamato ou a concentração de cálcio citosólico (dados não mostrados). Os dados obtidos a 

partir das preparações de sinaptossomas corticais não mostraram uma diferença estatística dos 

parâmetros avaliados na ausência de KCl (Apêndice J).   
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Figura 25: Análise da liberação de glutamato (A) e do conteúdo de cálcio citosólico (B) de preparações 

de sinaptossomas obtidas do córtex de animais C57Bl/6 pré-tratadas com o HC030031 (0,1; 1; 10 ou 30 

μM) e estimuladas com KCl. Kruskal-Wallis, n = 3 - 4. 

4.12 Avaliação do efeito do SB366791 sobre as crises epilépticas induzidas pela 

administração intra-hipocampal de pilocarpina 

Considerando os resultados obtidos com o bloqueador de TRPA1, somado ao fato de que outros 

receptores da família TRP também já demonstraram um papel na crise epiléptica e que ainda é 

controverso se TRPV1 tem papel neuroprotetor, seguimos avaliando os efeitos deste canal, 

utilizando o SB366791. A análise estatística de qui-quadrado revelou forte associação entre a 

administração de SB366791 e o desenvolvimento do SE (X2 (3) para associação entre 

desenvolvimento do SE e SB366791 = 19,46; p = 0,0002). A frequência do SE nos grupos 

SB366791 0,1 e 0,3 mg/Kg foi maior que o grupo pilocarpina, entretanto isso não ocorreu com 

o grupo que recebeu SB366791 1 mg/Kg (Figura 26 A). Não houve diferença estatística em 

relação ao tempo que os animais levaram para atingir o SE. O grupo pilocarpina demorou, em 

média, 14,5 min, enquanto os grupos SB366791 0,1; 0,3 e 1 mg/Kg levaram 24,84; 19,25 e 23,5 

min para atingir o SE, respectivamente (Kruskal-Wallis; p = 0,3035; Figura 26 B). Não foi 

observada diferença estatística com relação ao somatório do número de crises 3, 4 e 5 (Kruskal-

Wallis; p = 0,3175; Figura 26 C). Os resultados referentes ao número de crises 3, 4 e 5 e tônico-
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clônicas estão representados na tabela 2. Não houve diferença estatística entre os grupos com 

relação ao número de crises tônico-clônicas (Kruskal-Wallis; p = 0,8441; Figura 26 D). A 

frequência de crises tônico-clônicas de camundongos que receberam 0,1 e 0,3 mg/Kg de 

SB366791 foi significativamente maior do que aqueles que receberam pilocarpina, cerca de 1,5 

vezes maior (X2 (3) para associação entre crises tônico-clônicas e SB366791 = 13,79; p 

=0,0032). O grupo SB366791 1 mg/Kg não foi estatisticamente diferente do grupo pilocarpina 

(Figura 26 E). 
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Figura 26: Efeito do SB366791 em crises epilépticas induzidas por injeção intra-hipocampal de 

pilocarpina. Foram avaliadas a frequência dos animais que atingiram o SE (A); a latência para atingir o 

SE, n =5 - 8 (B); o número de crises 3, 4 e 5, n = 9 - 10 (C); o número de crises tônico-clônicas, n =9 - 

10 (D); a frequência de crises tônico-clônicas (E). Kruskal-Wallis ou teste qui-quadrado. 
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Tabela 2: Média do número de crises 3, 4 e 5 e tônico-clônicas em animais tratados com SB366791 
ou veículo. 

  
Crises 3, 4 e 5 p 

Crises 

tônico-clônicas 
p 

Pilocarpina 40 μg 9,444  ± 4,429 - 0,4000 ± 0,2667 - 

SB366791 

0,1 mg/Kg 8,444 ± 2,636 > 0,999 0,7778  ± 0,5472 > 0,999 

0,3 mg/kg 15,30 ± 4,509 > 0,999 0,7778 ± 0,4648 > 0,999 

1 mg/Kg 5,571 ± 3,578 > 0,999 0,2222 ± 0,1470 > 0,999 

 

4.13 SB366791 aumentou o processo de degeneração de neurônios na região CA1, mas não 

no GD do hipocampo 

Baseado nos resultados comportamentais observados com a injeção intra-hipocampal de 

pilocarpina, avaliamos o impacto do pré-tratamento com SB366791 sobre o processo 

neurodegenerativo no hipocampo. O efeito do bloqueador do canal TRPV1 sobre o processo de 

degeneração de neurônios hipocampais foi avaliado através da marcação com FJC, conforme 

imagem representativa (Figura 27). 

Ao avaliar o processo de neurodegeneração hipocampal, observamos que SB366791 na dose 

de 0,1 mg/Kg aumentou a marcação com FJC em CA1 (Kruskal-Wallis; p = 0,0204; Figura 28 

A). SB366791 não alterou o processo de neurodegeneração no GD do hipocampo Kruskal-

Wallis; p = 0,8535; Figura 28 B). 
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Figura 27: Imagens representativas do efeito do tratamento com SB366791 no processo de 

neurodegeneração hipocampal no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. (A e B) veículo 

+ veículo, (C e D) veículo + pilocarpina, (E e F) SB366791 0,1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) SB366791 

0,3 mg/Kg + pilocarpina e (I e J) SB366791 1 mg/Kg + pilocarpina. Escala=100 μm. 
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Figura 28: Efeito do tratamento com SB366791 na neurodegeneração hipocampal. Cortes cerebrais 

foram submetidos à coloração com fluoro jade C para avaliação da neurodegeneração nas regiões (A) 

CA1 e (B) GD do hipocampo. Kruskal-Wallis, n = 7 - 9; * p < 0,05, comparados com o grupo veículo. 

4.14 O estímulo com pilocarpina aumentou a microgliose, mas não o pré-tratamento com 

SB366791 

A imagem representativa para a marcação de células Iba-1+ é mostrada na Figura 29. Observou-

se um aumento significativo da marcação de células Iba-1 positivas no grupo que recebeu 

pilocarpina quando comparado ao grupo veículo nas regiões CA1 (Kruskal-Wallis; p = 0,0014; 

Figura 30 A) e GD do hipocampo (Kruskal-Wallis; p = 0,0013; Figura 30 B). O pré-tratamento 

com SB366791 não alterou a marcação microglial nas duas regiões avaliadas (Figura 30).  
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Figura 29: Imagens representativas do efeito do tratamento com AP18 na marcação microglial com Iba-

1 no aumento de 20x das regiões CA1 e GD do hipocampo. (A e B) veículo + veículo, (C e D) veículo 

+ pilocarpina, (E e F) SB366791 0,1 mg/Kg + pilocarpina, (G e H) SB366791 0,3 mg/Kg + pilocarpina 

e (I e J) SB366791 1 mg/Kg + pilocarpina. Escala=100 μm. 
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Figura 30: Efeito do SB366791 sobre a marcação microglial com Iba-1. Cortes cerebrais foram 

submetidos à coloração com Iba-1 para avaliação da micróglia nas regiões (A) CA1, n = 3 - 6 e (B) GD, 

n = 3 - 8. Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. ** p<0,01, comparados com o grupo veículo. 

4.15 SB366791 não alterou a concentração do fator neurotrófico BDNF no hipocampo 24 

h após a injeção intra-hipocampal de pilocarpina 

Para verificar o efeito do pré-tratamento com SB366791 sobre os níveis hipocampais de fatores 

neurotróficos após um insulto epileptogênico, os animais tiveram seus hipocampos dissecados 

24 h após o SE induzido pela administração intra-hipocampal de pilocarpina, para posterior 

análise dos níveis do fator neurotrófico BDNF. 

Não foi observada diferença estatística com relação à concentração de BDNF no hipocampo 

(ANOVA um critério, F(3, 24) = 0,4727; p = 0,7041; Figura 31; Apêndice K).  
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Figura 31: Efeito do SB366791 na concentração de BDNF no hipocampo de animais após a injeção de 

pilocarpina. ANOVA um critério, n = 7. 
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4.16 SB366791 reduziu a concentração da quimiocina CX3CL1 no hipocampo 24 h após 

a injeção intra-hipocampal de pilocarpina 

SB366791 não alterou a concentração das citocinas IL-10 (ANOVA um critério, F(3, 25) = 5,001; 

p = 0,0075; Figura 32 A), TNF-α (ANOVA um critério, F(3, 25) = 8,839; p = 0,0004; Figura 32 

B), assim como a razão TNF-α/ IL-10 (ANOVA um critério, F(3,25) = 0,3116; p = 0,8168; Figura 

32 C).  

Por outro lado, SB366791 nas doses de 0,3 e 1 mg/Kg reduziram a concentração da quimiocina 

CX3CL1 em relação ao grupo pilocarpina (ANOVA um critério, F(3, 25) = 25,02; p < 0,0001; 

Figura 32 F). SB366791 (0,3 mg/Kg) e SB366791 (0,1 e 0,3 mg/Kg) reduziram a concentração 

de TNF-α e de CX3CL1, respectivamente no hipocampo na ausência de pilocarpina (Apêndice 

L). 
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Figura 32: Efeito do SB366791 na concentração das citocinas no hipocampo de animais após a injeção 

de pilocarpina. Concentração de (A) IL-10, (B) TNF-α, (C) Razão entre TNF-α e IL-10, (D) CX3CL1. 

ANOVA um critério, seguido do pós-teste de Tukey, n = 7. ** p < 0,01, **** p < 0,0001; comparados 

com o grupo veículo. 
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4.17 SB366791 não alterou a liberação de glutamato e o conteúdo de cálcio citosólico em 

preparações de sinaptossomas corticais 

Considerando os resultados obtidos sobre a morte neuronal, avaliamos se o SB366791 poderia 

alterar a transmissão glutamatérgica. Nenhuma das doses de SB366791 utilizadas alteraram a 

liberação de glutamato em preparações sinaptossomais na presença de KCl (Kruskal-Wallis, p 

= 0,7399; Figura 33 A). SB366791 em nenhuma das doses avaliadas foi capaz de alterar a 

concentração de cálcio intrasinaptossomal (Kruskal-Wallis; p = 0,7385) (Figura 33 B).  

Foram utilizadas preparações sem sinaptossomas as quais não apresentaram liberação de 

glutamato (dados não mostrados). Na ausência de KCl não há diferença estatística na liberação 

de glutamato e no conteúdo de cálcio citosólico quando comparada aos grupos que foram 

estimulados com KCl (Apêndice M).  
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Figura 33: Análise da liberação de glutamato (A) e do conteúdo de cálcio citosólico (B) de preparações 

de sinaptossomas obtidas do córtex de animais C57Bl/6 pré-tratadas com o SB366791 (0,1; 1; 10 ou 30 

μM), estimuladas com KCl.  Kruskal-Wallis, n = 3. 

4.18 AP18 e SB366791 não alteraram a latência para o desenvolvimento do SE pela 

administração intraperitoneal de pentilenotetrazol 

Com o objetivo de avaliar o efeito dos bloqueadores em um outro modelo de crise epiléptica, 

utilizamos como estímulo químico o PTZ, que induz crises epilépticas diminuindo a 

transmissão GABAérgica. Utilizando o PTZ por via intraperitoneal, avaliamos a latência para 

atingir o SE com os dois bloqueadores: AP18, nas doses de 3 e 10 mg/Kg e SB366791 na dose 
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de 1 mg/Kg. Não foi observada diferença na latência para SE dos animais que receberam AP18 

ou SB366791 quando comparada à latência dos animais que receberam PTZ (Kruskal-Wallis, 

p = 0,7205; Figura 34).  
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Figura 34: Efeito do AP18 (A) e do SB366791 (B) na latência para a primeira crise tônico-clônica no 

modelo de crises epilépticas induzidas por PTZ. Kruskal-Wallis, n= 7 - 8. 
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5 DISCUSSÃO 

No presente trabalho investigamos o papel dos receptores TRPA1 e TRPV1 em dois modelos 

experimentais de crise epiléptica. Avaliamos também alguns eventos subsequentes às crises 

induzidas pela pilocarpina: o processo de neurodegeneração, a ativação microglial e 

astrocitária, os níveis de BDNF e de citocinas, assim como a expressão de Akt e Erk no 

hipocampo. Além disso, investigamos o efeito do bloqueio dos canais TRPV1 e TRPA1 na 

liberação de glutamato, na concentração citosólica de cálcio e na exocitose no córtex de animais 

C57Bl/6. 

O pré-tratamento com as menores doses de AP18 aumentou a quantidade das crises induzidas 

pela pilocarpina, que foi acompanhada pelo aumento da morte neuronal, microgliose, 

astrogliose e redução na liberação de citocinas pró-inflamatórias. A maior dose de AP18, 

entretanto, parece exercer um efeito protetor ao aumentar a latência para o desenvolvimento do 

SE. Esse efeito foi acompanhado pela redução da astrogliose, aumento da liberação da citocina 

pró-inflamatória IL-10 e, ainda essa dose foi capaz de impedir a redução de NeuN induzida pela 

pilocarpina. Por fim, o SB366791 também apresentou um efeito pró-convulsivante e foi capaz 

de aumentar o processo de neurodegeneração em CA1. 

5.1 Efeito do bloqueador de TRPA1 em modelos de crises epilépticas induzidas por 

pilocarpina ou pentilenotetrazol 

Crises epilépticas podem ocorrer como resultado do desequilíbrio entre a inibição e a excitação 

neuronal, levando à hiperexcitabilidade das populações neuronais (McNamara, 1999). Para 

entender melhor os mecanismos relacionados às crises epilépticas, modelos animais 

experimentais que mimetizam essas crises tornam-se úteis. No presente estudo, utilizamos o 

modelo de indução de crises epilépticas através da administração intra-hipocampal bilateral de 

pilocarpina em camundongos C57Bl/6, já utilizado por nosso grupo de pesquisa. Esse modelo 

mimetiza vários aspectos do tipo mais comum de epilepsia em adultos, a ELT humana: 

localização do foco das crises no sistema límbico, presença de um evento precipitante e 

esclerose hipocampal (Becker, 2018; Engel et al., 2008). A pilocarpina é um estímulo químico 

comumente utilizado para investigar propriedades de potenciais drogas antiepilépticas e os 

mecanismos da epileptogênese (Curia et al., 2008; Klitgaard et al., 2003). No modelo de crises 

epilépticas induzidas por injeção intra-hipocampal pilocarpina, a ativação do sistema 
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colinérgico, via receptores muscarínicos M1, é responsável pelo início das crises enquanto a 

manutenção das crises ocorre através da ativação do receptor NMDA (Hamilton et al., 1997).  

Estudos têm mostrado que membros da família de receptores TRP estão envolvidas na 

patogênese das crises epilépticas, contribuindo para o início e a progressão das crises epilépticas 

em modelos animais (Sawamura et al., 2017). Vilela e colaboradores (2017) mostraram que o 

efeito anticonvulsivante do canabidiol estava relacionado à ativação do canal TRPV1 no 

modelo de crise epiléptica induzida por PTZ. Outros estudos também mostraram o papel de 

receptores da família TRP na indução de crises epilépticas, incluindo o TRPA1 (Lin e Hsieh, 

2014; Melom e Littleton, 2013), o TRPM7 (Aarts e Tymianski, 2005; Chen et al., 2010; 

Heinemann et al., 1977), o TRPC4 (von Spiczak et al., 2010; Wang et al., 2007) e o TRPC5 

(Tai et al., 2010). Além disso, já foi demonstrado que TRPA1 é expresso no hipocampo 

(Kheradpezhouh et al., 2017; Koch et al., 2011; Lee et al., 2016; Shigetomi et al., 2012), região 

crítica na epileptogênese (Huberfeld et al., 2015). 

No presente trabalho, observamos um aumento da latência para o SE com a maior dose de 

AP18, a qual foi acompanhada por uma tendência em reduzir as crises epilépticas, sugerindo 

um potencial efeito protetor. Por outro lado, também observamos que as menores doses de 

AP18 apresentaram um efeito pró-convulsivante, uma vez que aumentaram o número de crises 

epilépticas e a frequência de crises tônico-clônicas nos animais submetidos a injeção intra-

hipocampal de pilocarpina. Entretanto, os dois estudos encontrados na literatura que relacionam 

o TRPA1 e as crises epilépticas relatam resultados opostos. Lin e Hsieh (2014) mostraram que 

os níveis da proteína TRPA1 aumentaram após a injeção de ácido caínico. Mais recentemente, 

foi demonstrado o efeito pró-convulsivante do trans-cinamaldeído, um agonista de TRPA1, que 

aumentou o número total de disparos no modelo de abrasamento induzido por PTZ. Ainda, 

mostraram que a dose do agonista de TRPA1 capaz de aumentar o número de disparos reduziu 

a latência para o primeiro espasmo mioclônico no modelo de PTZ (Günaydin et al., 2020). O 

potencial efeito protetor de AP18 (10 mg/Kg) sobre as crises epilépticas induzidas por 

pilocarpina pode estar relacionada a outros mecanismos, como ação em outros tipos de 

receptores, que não incluem o canal TRPA1. 

Utilizamos também um outro modelo de crises epilépticas induzido pelo PTZ. Não observamos 

nenhum efeito com relação à latência para o SE com as doses utilizadas de AP18, apesar de já 

ter sido mostrado o papel do canal TRPA1 em crises induzidas por PTZ (Günaydin et al., 2020). 

Diferentemente desse artigo, nós avaliamos a latência após uma única dose do AP18 ser 
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administrada seguida de uma injeção de PTZ. No estudo de Günaydin e colaboradores (2020) 

os animais foram tratados por 14 dias, além do modelo de indução de crises utilizado ser 

diferente do presente trabalho. 

Vários estudos já relataram a perda neuronal no hipocampo como uma das alterações pós-ictais 

(Pitkänen e Sutula, 2002), tanto em modelos que utilizaram ácido caínico (Nadler et al., 1978; 

Shin et al., 2007) quanto pilocarpina (Cavalheiro et al., 1991; do Nascimento et al., 2012; Lima 

et al., 2016). O processo de neurodegeneração hipocampal foi observado após o pré-tratamento 

com as menores doses do AP18, as quais aumentaram a área marcada por FJC nas regiões 

avaliadas. Somado a isso, notamos que o AP18 reduziu a expressão de NeuN no hipocampo de 

camundongos em relação ao grupo pilocarpina. O aumento da marcação com FJC no 

hipocampo acompanhou essa redução na marcação com NeuN, sugerindo uma perda neuronal 

nesta região. Este fato pode estar relacionado à maior gravidade das crises epilépticas durante 

o SE apresentadas pelos animais que receberam as menores doses. Além disso, a maior perda 

neuronal em CA1 pode ser explicada pelo fato dessa região ser o local de implantação das 

cânulas e da injeção da pilocarpina.  

Embora em nosso estudo o bloqueio de TRPA1 com AP18 tenha aumentado o processo de 

neurodegeneração e reduzido a viabilidade neuronal, Koch e colaboradores (2011) mostraram 

que o HC030031, um bloqueador de TRPA1, aumentou o efeito neuroprotetor de um 

canabinoide sintético sobre os neurônios em degeneração em culturas hipocampais 

organotípicas incubadas com NMDA. Outro trabalho mostrou que a deleção do receptor 

TRPA1 atenuou a neurotoxicidade induzida por amiloide beta (Payrits et al., 2020).  

Paradoxalmente aos resultados com as menores doses de AP18, observamos um aumento na 

marcação com NeuN com a maior dose desse bloqueador, o que pode estar relacionado a uma 

alteração na regulação da expressão da proteína NeuN. Pode ser que o AP18 tenha alterado a 

fosforilação dessa proteína, modificando a imunorreativadade de NeuN. A complexa regulação 

dessa proteína já foi relatada por   

Buscando entender por que mecanismo o AP18 aumenta a morte de neurônios hipocampais, 

investigamos a fosforilação das proteínas Akt e Erk1/2 24 h após o estímulo com pilocarpina. 

As vias de sinalização da Akt e Erk1/2 estão associadas à sobrevivência neuronal (Brunet et al., 

2001; Subramaniam e Unsicker, 2010; Zhu et al., 2013). Além disso, já foi demonstrado que 

essa via pode ser regulada por TRPA1. Lee e colaboradores (2016) mostraram que a deleção 
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do canal TRPA1 aumentou a fosforilação de Akt em tecidos cerebrais de animais transgênicos 

em um modelo para a doença de Alzheimer. De forma semelhante, a ausência desse receptor 

aumentou a fosforilação de Erk1/2 no modelo de desmielinização induzida por cuprizona 

(Bölcskei et al., 2018; Sághy et al., 2016). A proteína Akt está presente no citoplasma e uma 

vez ativada através de fosforilação, essa proteína migra para o núcleo, ativando vias de 

sobrevivência que previnem a apoptose (Brazil e Hemmings, 2001). As Erk são expressas 

abundantemente no sistema nervoso central e são ativadas em resposta a vários estímulos 

fisiológicos associados à atividade sináptica e plasticidade, e também durante eventos 

patológicos, como na epilepsia (Berkeley et al., 2002; Merlo et al., 2004; Nateri et al., 2007; 

Otani et al., 2003). Ainda, foi demonstrado que a via da Akt está inibida nas crises epilépticas 

e que sua ativação auxilia na sobrevivência neuronal (Chung et al., 2007; Xue et al., 2011). 

Apesar da associação dessas proteínas com as crises epilépticas em modelos animais induzidas 

por estímulos químicos (Otani et al., 2003; Xue et al., 2011), em nosso trabalho a pilocarpina 

e o pré-tratamento com AP18 não alteraram os níveis de fosforilação de Akt e Erk1/2. Alguns 

pontos relacionados a esses resultados podem estar associados ao modelo utilizado neste 

trabalho ou ainda, ao momento em que essas vias de sobrevivência foram avaliadas. Não 

sabemos em que momento essas vias são ativadas e, talvez no tempo avaliado de 24 h elas não 

estejam mais alteradas. Nesse contexto, estudos que utilizaram o modelo de pilocarpina, 

mostraram que a ativação da Akt no hipocampo ocorreu 5 dias após a indução do SE pela 

injeção intraperitoneal desse estímulo (Goto et al., 2010; Lopes et al., 2012). Outro trabalho 

mostrou um aumento na ativação de Erk1/2 no hipocampo 15 minutos e 1 hora após a injeção 

intraperitoneal de pilocarpina (Berkeley et al., 2002). Esses trabalhos nos ajudam a explicar 

parcialmente nossos resultados, uma vez que não sabemos qual a relação temporal na ativação 

dessas vias pelo AP18. 

Já é bem descrito na literatura que o BDNF, um membro bem conhecido da família das 

neurotrofinas, também desempenha um papel na sobrevivência e morte celular (Jiao et al., 

2014). Fatores de crescimento medeiam os eventos patológicos subsequentes à crise epiléptica, 

uma vez que têm papéis bem conhecidos na regulação da neurogênese, morte e reorganização 

da conectividade (Jankowsky e Patterson, 2001). Alguns trabalhos já mostraram a relação entre 

BDNF e crises epilépticas em animais e humanos (LaFrance et al., 2010; Scharfman et al., 

2002). No presente trabalho, observamos uma redução dos níveis de BDNF em animais que 

receberam AP18 (1 e 3 mg/Kg) em comparação ao grupo pilocarpina.  
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Por outro lado, Günaydin e colaboradores (2020) observaram um aumento na expressão de 

BDNF no modelo de abrasamento induzido por PTZ, o qual foi potencializado na presença de 

um agonista de TRPA1, o trans-cinamaldeído. Foi demonstrado também que o BDNF liberado 

continuamente no hipocampo após insulto com pilocarpina reduz a frequência de crises 

generalizadas e reverte muitas alterações histológicas associadas à epilepsia crônica (Falcicchia 

et al., 2018). Outras avaliações poderiam ser realizadas procurando explicar os mecanismos 

associados à morte neuronal, como avaliação de caspases ou outras proteínas envolvidas na 

sobrevivência celular. 

Alguns trabalhos já relacionaram o importante papel do receptor TRPA1 na patogênese de 

doenças inflamatórias. Lee e colaboradores (2016) mostraram que o TRPA1 e a sinalização de 

cálcio têm papel crítico na regulação da inflamação desencadeada por amiloide beta e na 

progressão da doença de Alzheimer. Também foi demonstrado que o TRPA1 expresso em 

células de Schwann, mantêm a infiltração de macrófagos em nervo lesionado, sendo 

responsável em mediar a neuroinflamação na dor neuropática induzida em camundongos (De 

Logu et al., 2017). 

Uma característica importante que segue a morte neuronal é a ativação glial (Curia et al., 2014). 

O Iba-1 é um marcador específico expresso em linhagem de células monocíticas e micróglia 

(Imai et al., 1996). Sua localização e função, fazem com que seja considerado um marcador 

relevante de ativação microglial. Assim, avaliamos a microgliose no hipocampo após SE 

através da marcação com Iba-1. Foi observado um aumento na marcação microglial em CA1 e 

no GD do hipocampo nos animais que receberam pilocarpina. O aumento da microgliose em 

CA1 foi acompanhada por uma ativação microglial, revelada pelo aumento da marcação por 

CD68. Já foi demonstrado que a indução de SE pela pilocarpina é capaz de ativar a micróglia 

(Lima et al., 2016; Schartz et al., 2016; Shapiro et al., 2008; Zhao et al., 2018). 

Embora uma exacerbação da marcação microglial tenha sido observada com a dose de 3 mg/Kg 

de AP18 no GD, paradoxalmente os grupos que receberam as menores doses desse bloqueador 

apresentaram uma redução da intensidade média de fluorescência em CA1. Em consonância 

com os nossos achados em CA1, Meotti e colaboradores (2017) demonstraram que a deleção 

genética do receptor TRPA1 previne a ativação microglial no modelo de hiperalgesia mecânica 

induzida pela bradicinina. Outro trabalho com animais knockouts para TRPA1 mostrou uma 

atenuação no acúmulo de micróglia no modelo de desmielinização induzido por cuprizona 

(Bölcskei et al., 2018). Normalmente, o aumento do processo de neurodegeneração está 
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associado a um aumento da marcação microglial, como ocorreu no GD. Entretanto, a redução 

da marcação microglial observada em CA1, pode estar relacionada a um papel do TRPA1 sobre 

o controle da ativação da micróglia (Bölcskei et al., 2018; Meotti et al., 2017).  

Ainda, apesar de não termos quantificado as alterações morfológicas da micróglia em nosso 

trabalho, é possível notar que essas células apresentam morfologia semelhantes àquela de 

células ativadas (Brockhaus et al., 1996; Parakalan et al., 2012), o que pode ser evidenciado 

pelo aspecto ameboide das células. Wyatt-Johnson e colaboradores (2017) mostraram que o SE 

induzido pela pilocarpina altera a morfologia das células microgliais no hipocampo de forma 

tempo-dependente. Células microgliais correspondem de 5 a 10% da composição celular do 

sistema nervoso central, sendo responsáveis pela resposta imune do cérebro, além de 

desempenharem importante papel na sobrevivência neuronal (Amor et al., 2010; Frost e 

Schafer, 2016; Lawson et al., 1990; Nayak et al., 2014). Situações como estresse, estímulos 

químicos ou a presença de patógenos podem ativar a micróglia, alterando sua morfologia para 

um aspecto ameboide. Mudanças morfológicas na micróglia podem representar sua função 

específica, como fagocitose, vigilância sináptica no cérebro epiléptico e sua capacidade de 

liberar citocinas inflamatórias (Frank et al., 2007; Nayak et al., 2014).  

De forma semelhante aos resultados obtidos com a análise de micróglia, também observamos 

uma exacerbação na intensidade média de fluorescência de astrócitos no GD de animais que 

receberam AP18 (3 mg/Kg) seguido de pilocarpina. Evidências fornecidas através de 

eletrofisiologia, silenciamento de RNA, sonda que detecta Ca2+ próximo à membrana e 

ferramentas farmacológicas sugeriram a expressão de TRPA1 em astrócitos (Shigetomi et al., 

2012). 

O GFAP, um marcador de astrócitos, pode ser regulado positivamente em doenças associadas 

a um estado inflamatório reativo astrocitário (Siracusa et al., 2019). Essas células têm papel 

importante na excitabilidade neuronal e na transmissão sináptica, uma vez que regulam íons 

extracelulares (Kofuji e Newman 2004; Olsen e Sontheimer 2008) e fornecem glutamina para 

os neurônios glutamatérgicos e GABAérgicos, precursora indispensável para a produção e 

liberação de neurotransmissores (Hertz et al., 1999). A reatividade está associada a alterações 

morfológicas e funcionais dos astrócitos, como na epilepsia, em que essas células perdem a 

capacidade de desempenhar funções importantes de homeostase (Robel et al., 2015). Altas 

concentrações extracelulares de K+ e glutamato resultantes de uma falha nas funções 

homeostáticas astrocitárias, pode ser consequência da regulação negativa de transportadores e 
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canais iônicos, atividade reduzida de glutamina sintetase, enzima que limita a captação de 

glutamato e afeta a produção de GABA, resultando em uma perda de inibição e aumento do 

impulso excitatório (Eid et al., 2004; Robel e Sontheimer, 2016; Schousboe et al., 2014). 

Enquanto a dose intermediária aumentou a astrogliose no GD, AP18 (1 e 10 mg/Kg) reduziram 

a reatividade astrocitária nesta região. Em CA1, não observamos uma diferença estatística com 

relação a reatividade de astrócitos, embora haja uma clara tendência à redução com AP18 (3 

mg/Kg) comparado com o grupo pilocarpina. Algumas diferenças observadas neste trabalho 

com relação à ativação diferencial das células da glia em regiões hipocampais avaliadas pode 

ser explicada pelas diferentes funções apresentadas pelas células de CA1 e do GD. A explicação 

mais lógica pode estar relacionada à importante função neurogênica das células granulares do 

GD na formação hipocampal. O GD é uma das poucas áreas do cérebro com capacidade ativa 

de neurogênese na idade adulta (Alkadhi, 2019; Lee et al., 2009; Yamashima et al., 2004). De 

forma semelhante aos nossos achados, Bosson e colaboradores (2017) mostraram que a maior 

reatividade astrocitária induzida por oligômeros de amiloide beta foi restaurada aos níveis 

basais em CA1 do hipocampo, na presença de HC030031 (bloqueador de TRPA1). Shigetomi 

e colaboradores (2012) mostraram que na região CA1 do hipocampo de camundongos, TRPA1 

foi detectado apenas em astrócitos e que esse canal é a fonte de Ca2+ que regula as sinapses 

inibitórias. O bloqueio de TRPA1 reduziu as concentrações de Ca2+ nos astrócitos e, 

consequentemente diminuiu o transporte de GABA, resultando em conteúdo extracelular 

elevado desse neurotransmissor, que dessensibiliza os receptores GABAA e diminui as 

correntes sinápticas inibitórias (Shigetomi et al., 2012). Pode-se inferir que a maior 

concentração de GABA na fenda sináptica, pelo bloqueio de TRPA1, leva a uma 

dessensibilização dos receptores GABAérgicos, que por fim leva a um aumento dos disparos 

no neurônio pós-sináptico. Assim, a possível alteração funcional associada à reatividade 

astrocitária observada no hipocampo de animais que receberam AP18 pode estar relacionada às 

alterações pós-ictais, como a morte neuronal. Kang e colaboradores (2006) mostraram que as 

respostas dos astrócitos e da micróglia às crises induzidas pela pilocarpina no GD precedem o 

dano neuronal e estão relacionadas à neurotransmissão anormal. Assim, os diferentes padrões 

de resposta de células da glia após as crises induzidas por pilocarpina podem estar relacionados 

ao seu papel prejudicial na neuroinflamação pós-crise (Shapiro et al., 2008). 

A reatividade exacerbada da glia pode causar inflamação excessiva, morte neuronal e danos aos 

tecidos. Sugere-se que os astrócitos reativos possam assumir fenótipos neuroprotetores ou 
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neurotóxicos distintos, explicando o papel dual da glia reativa na fisiopatologia do sistema 

nervoso central (Liddelow et al., 2017).  Após uma crise epiléptica, os astrócitos e também a 

micróglia se tornam mais reativos, secretando quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento, 

tanto em humanos quanto em modelos animais (Robel e Sontheimer, 2016; Roseti et al., 2013; 

Shapiro et al., 2008). Uma técnica que é rotineiramente usada na detecção e na quantificação 

desses mediadores é o ensaio imunoenzimático indireto- ELISA (Chiswick et al., 2012). Assim, 

em nosso trabalho utilizamos essa técnica para avaliar as citocinas IL-10, TNF-α e a quimiocina 

CX3CL1. 

Descobertas originalmente no sistema imunológico, as citocinas são proteínas expressas por 

neurônios e glia. As citocinas são ativadas durante o desenvolvimento neural, bem como no 

sistema nervoso adulto, tanto durante a função normal quanto em condições patológicas 

(Mehler e Kessler, 1999; Rothwell, 1999). Além disso, um trabalho relacionou uma série de 

citocinas à patologia hipocampal relacionada a crises epilépticas (Jankowsky e Patterson, 

2001).  

A IL-10, uma das principais citocinas anti-inflamatórias, apresenta receptores em todas as 

populações de células gliais cerebrais (Mizuno et al., 1994; Molina-Holgado et al., 2001), 

enquanto a estimulação desses receptores por IL-10 promove a sobrevivência tanto de células 

gliais (Molina-Holgado et al., 2001; Strle et al., 2001; 2002) quanto de neurônios (Bachis et 

al., 2001). Poucos dados relacionam os efeitos da IL-10 nos mecanismos de atividade epiléptica 

no cérebro, o que pode estar relacionado ao fato de que essa citocina pode ativar ou inibir 

diferentes sistemas de sinalização que regulam a resposta imune, a reação inflamatória e a 

proliferação ou sobrevivência celular (Strle et al., 2001). Assim, dependendo de sua 

concentração e do estado funcional do tecido, a IL-10 pode ter efeitos protetores ou patológicos 

na função cerebral. No presente trabalho o pré-tratamento com AP18 (10 mg/Kg) aumentou os 

níveis de IL-10 em comparação ao grupo pilocarpina. Pode-se sugerir um papel neuroprotetor 

dessa citocina, uma vez que o AP18 (10 mg/Kg) impediu o processo neurodegenerativo em 

CA1 e no GD. 

Citocinas inflamatórias clássicas, como IL-1β, TNF-α e IL-6, ao ativar seus receptores nas 

células-alvo, induzem respostas que diferem dependendo do tipo de célula, e frequentemente 

geram resultados fisiopatológicos divergentes. No sistema nervoso, as citocinas têm funções 

fisiológicas que incluem neurogênese, sobrevivência neuronal, além de regularem a 
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transmissão e a plasticidade sináptica (Marin e Kipnis, 2013). Mas, a superprodução e liberação 

exagerada de citocinas, ou sua presença prolongada no tecido, está associada com disfunções 

neuronais, conforme já descrito para a epilepsia (Devinsky et al., 2013; Vezzani et al., 2001). 

Várias linhas de pesquisa evidenciam um papel do TNF-α em crises epilépticas (Billeter et al., 

2015; de Bock et al., 1996; Zheng et al., 2015). Essa citocina tem atraído atenção no campo da 

neurociência pela sua contribuição na perda celular em várias condições neuropatológicas, 

como isquemia, trauma e excitotoxicidade (Lenzlinger et al., 2001; Sriram e O'Callaghan, 

2007). Além dos efeitos sobre a viabilidade celular, o TNF-α possui propriedades 

neuromodulatórias, promovendo, assim, mudanças rápidas na excitabilidade neuronal 

(Pickering e O'Connor, 2007). 

No presente trabalho, os níveis de TNF-α apresentaram-se reduzidos no grupo pilocarpina 

comparado ao grupo controle. Já foi mostrada uma diminuição da concentração dessa citocina 

no córtex piriforme e hipocampo 24 h após SE e um aumento significativo da concentração no 

hipocampo 5 dias após SE induzido pelo mesmo estímulo (Arisi et al., 2015). Por outro lado, 

Gouveia e colaboradores (2014) notaram um aumento na expressão de TNF-α com pilocarpina. 

Uma diferença com relação ao nosso trabalho é que administramos a pilocarpina no hipocampo, 

enquanto os trabalhos descritos utilizaram esse estímulo por via sistêmica. O AP18 (10 mg/Kg) 

reduziu os níveis de TNF-α no hipocampo em relação ao grupo pilocarpina. Apesar da principal 

fonte dessa citocina ser a micróglia, a marcação dessas células não se alterou com AP18 (10 

mg/Kg) em relação ao grupo pilocarpina. Entretanto, a redução dos níveis de TNF-α no 

hipocampo pode estar relacionada ao aumento de IL-10 observado. Essas alterações podem ter 

ajudado a evitar o processo neurodegenerativo induzido pela pilocarpina. 

A quimiocina fractalquina / CX3CL1 tem importante função na modulação da excitabilidade 

neuronal: sua sinalização afeta as correntes glutamatérgicas mediadas por AMPA (Limatola et 

al., 2005; Ragozzino et al., 2006), e modula eventos de plasticidade sináptica de longo prazo 

(Bertollini et al., 2006; Maggi et al., 2009) e também modula as correntes GABAérgicas, 

mediando um aumento na atividade pós-sináptica do GABA (Heinisch & Kirby, 2009). Estudos 

recentes indicam que as quimiocinas e seus receptores também são produzidos por células 

cerebrais e estão envolvidos em vários distúrbios neurológicos, incluindo epilepsia (Cerri et al., 

2017; Xu et al., 2012). Rosetti e colaboradores (2013) mostraram que CX3CL1 modula as 

correntes GABAérgicas no cérebro de pacientes com epilepsia e que a expressão do receptor 

dessa quimiocina estava aumentada na micróglia no hipocampo de pacientes com ELT. 
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Também foi demonstrado uma regulação positiva da expressão de CX3CL1 no neocórtex 

temporal de pacientes com ELT (Xu et al., 2012). Entretanto, observamos uma redução nos 

níveis de CX3CL1 no hipocampo com AP18. No sistema nervoso central, essa quimiocina é 

expressa nas células neuronais, e se liga e ativa o seu receptor, CX3CR1, expresso 

predominante na micróglia (Hatori et al., 2002; Limatola e Ransohoff, 2014; Sheridan e 

Murphy, 2013). Assim, o aumento dos neurônios em processo de degeneração observado em 

nosso trabalho pode explicar a redução da concentração da quimiocina CX3CL1 no hipocampo.  

5.2 Efeitos do bloqueador de TRPV1 em modelos de crises epilépticas induzidas por 

pilocarpina ou pentilenotetrazol 

Além de possuírem semelhanças estruturais, TRPA1 e TRPV1 são ambos expressos em muitos 

locais neuronais e não neuronais (Fernandes et al., 2012). TRPV1 tem importante função para 

vários processos fundamentais, incluindo a modulação da transmissão sináptica e sua 

plasticidade, comunicação micróglia-neurônio e desenvolvimento. Assim, é fácil entender que 

o TRPV1 esteja envolvido em vários transtornos neurológicos, como na epilepsia (Edwards, 

2014). Além disso, já foi demonstrado que a expressão de TRPV1 estava aumentada no GD de 

camundongos após SE induzido por pilocarpina (Bhaskaran e Smith, 2010) e no córtex e 

hipocampo de pacientes com ELT mesial (Sun et al., 2013). Dessa forma, após a avaliação dos 

efeitos do bloqueador de TRPA1, partimos para os estudos com o SB366791, bloqueador do 

canal TRPV1.  

O bloqueador de TRPV1 aumentou o percentual dos animais que desenvolveram crises 

epilépticas no modelo de pilocarpina. Utilizamos também o modelo de crise epiléptica induzido 

por outro estímulo químico, o PTZ. Entretanto, não observamos nenhum efeito com relação à 

latência para o SE com as doses utilizadas de SB366791, apesar de outros estudos terem 

mostrado o papel desses canais em crises induzidas por PTZ (Günaydın et al., 2020; Manna e 

Umathe, 2012; Vilela et al., 2017).  

Grande parte dos estudos publicados mostraram um efeito anticonvulsivante relacionado ao 

bloqueio de TRPV1, com a capsazepina e a piperina, em modelos utilizando eletrochoque e 

PTZ (Chen et al., 2013; Jia et al., 2015; Manna e Umathe, 2012), e em modelos genéticos de 

epilepsia (Cho et al., 2018). O efeito pró-convulsivante já foi demonstrado com um agonista de 

TRPV1, OLDA, o qual acelerou a incidência de todos os estágios de crises induzidas pelo 

abrasamento com PTZ (Shirazi et al., 2014). Entretanto, Suemaru e colaboradores (2018) 
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demonstraram, uma ação anticonvulsivante do acetaminofeno, um ativador de TRPV1, no 

modelo de crise induzida por PTZ, sendo que esse efeito foi revertido pela capsazepina e pelo 

AMG9810, dois bloqueadores de TRPV1. De modo semelhante, a capsaicina, um agonista do 

TRPV1, suprimiu as crises induzidas pelo ácido caínico e por PTZ (Abdel‑Salam et al., 2020; 

Lee et al., 2011). Nesse sentido, é possível que o efeito do SB366791 possa ser explicado 

através da atuação em outros receptores e não somente via TRPV1. Ainda, enquanto os artigos 

citados administraram as drogas por via intracerebroventricular, em nosso trabalho utilizamos 

a via sistêmica. As doses que utilizamos neste experimento foram baseadas nos experimentos 

com pilocarpina, o que pode explicar também a não concordância com os nossos achados com 

os dados da literatura. 

Vários estudos têm relacionado o papel de TRPV1 na neurodegeneração. A capsaicina, um 

agonista de TRPV1, induz apoptose em culturas neuronais mesencefálicas (Kim et al., 2005) e 

em células ganglionares da retina (Sappington et al., 2009). A morte de neurônios 

dopaminérgicos causada pela capsaicina, um agonista de TRPV1, pode ser reduzida por 

injeções de capsazepina, um antagonista deste receptor (Kim et al., 2005). No presente trabalho, 

todos os grupos que receberam pilocarpina apresentaram marcação para FJC, evidenciando um 

processo de neurodegeneração em curso, apesar de não termos observado diferença estatística 

no GD do hipocampo. Em CA1, apenas a menor dose do SB366791 aumentou a marcação por 

FJC. Considerando que a pilocarpina é injetada em CA1, é razoável inferir que o aumento no 

processo de neurodegeneração com SB366791 (0,1 mg/Kg) seja mais evidente nesta região. 

Ainda, pode-se sugerir que esse aumento está de acordo com a tendência apresentada por essa 

dose em aumentar as crises tipo 5. 

O canal TRPV1 também é expresso em áreas como o córtex cerebral, hipocampo e substância 

negra em corpos celulares neuronais e dendritos, na micróglia e nos astrócitos (Annunziato et 

al., 2013; Mezey et al., 2000; Starowicz et al., 2008; Steenland et al., 2006). Embora a 

pilocarpina tenha aumentado a microgliose no hipocampo, o pré-tratamento com SB366791 

não alterou esse parâmetro. O papel do canal TRPV1 já foi associado à inflamação. Marrone e 

colaboradores (2017) mostraram que o TRPV1 expresso na micróglia tem papel na detecção de 

estímulos nocivos e na comunicação neuronal no modelo de dor neuropática em camundongos. 

A ativação do canal TRPV1 na micróglia com capsaicina na substância negra aumentou a 

concentração de cálcio intracelular e resultou no aumento da imunorreatividade à caspase-3 

clivada, induzindo a morte da micróglia por apoptose ou autofagia (Kim et al., 2006). O TRPV1 
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também está envolvido na geração de espécies reativas de oxigênio mediada pela NADPH 

oxidase na micróglia (Schilling e Eder, 2009, 2010). A ativação de TRPV1 aumentou a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias na micróglia em camundongos com crise febril (Huang 

et al., 2015). Alguns trabalhos com cultura de micróglia e linhagens de células microgliais 

mostraram que o TRPV1 é funcionalmente expresso nesse tipo celular e, quando ativado, 

provoca morte da micróglia, fagocitose, migração celular, produção de citocinas e geração de 

espécies reativas de oxigênio (Hassan et al., 2014; Kim et al., 2006; Miyake et al., 2015; 

Sappington e Calkins, 2008; Schilling e Eder, 2009). Apesar do volume de trabalhos 

relacionando à importância de TRPV1 no sistema imune e na epilepsia, o SB366791 não alterou 

a marcação de micróglia com Iba-1. Embora esse bloqueador tenha aumentado o processo 

neurodegenerativo em CA1, ele parece controlar a ativação microglial. 

A ativação do TRPV1 na micróglia promove a liberação de fatores pró-inflamatórios, que têm 

função relevante na etiologia das crises epilépticas (Marrone et al., 2017; Robel e Sontheimer, 

2016). A glia reativa libera citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e outras moléculas 

para atenuar ou prevenir o dano cerebral devido ao insulto, controlando a inflamação, 

removendo detritos e induzindo a plasticidade sináptica e a remodelação do tecido (Liddelow 

et al., 2017; Patel et al., 2019).  

Não observamos qualquer alteração nos níveis de BDNF em nossa avaliação. Entretanto, 

Amada e colaboradores (2013) mostraram que o estímulo com PTZ aumentou a expressão do 

RNAm de BDNF no hipocampo, a qual foi suprimida pela canabidivarina, que ativa TRPV1. 

Anandamida, em altas concentrações, ativa TRPV1 e foi capaz de aumentar a fosforilação do 

receptor de BDNF, que foi bloqueada pelo pré-tratamento com o antagonista capsazepina 

(Diniz et al., 2019). 

Com relação à citocina pró-inflamatória TNF-α e a citocina anti-inflamatória, IL-10, não foi 

observada diferença em seus níveis através do pré-tratamento com SB366791, embora a 

pilocarpina tenha reduzido os níveis de ambas em relação ao grupo controle.  Alguns estudos 

já relacionaram TRPV1 à liberação de citocinas inflamatórias, mas nenhum relacionando a 

crises epilépticas induzidas por pilocarpina ou ao bloqueador SB366791. A ativação de TRPV1 

resultou em uma elevação significativa na expressão de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-

6, TNF-α) no hipocampo e córtex em modelo de crise epiléptica febril (Huang et al., 2015). Em 

modelos de isquemia, o TRPV1 promoveu a ativação de astrócitos, os quais aumentaram a 

liberação de IL-1β (Yang et al., 2019). Já a deleção do receptor TRPV1 reduziu a produção das 
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citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-1β em um modelo de isquemia privação de 

oxigênio e glicose (Wang et al., 2019). Com relação à citocina IL-10, sua liberação por 

monócitos foi suprimida após 24 h através da ativação de TRPV1 (Billeter et al., 2015). Talvez 

se nós tivéssemos avaliado outras citocinas em nosso modelo, poderíamos ter observado alguma 

alteração, como foi já descrito em outros trabalhos. 

SB366791, nas doses de 0,3 e 1 mg/Kg, entretanto, reduziu os níveis da quimiocina CX3CL1 

no hipocampo após 24 h do estímulo com pilocarpina. Até o momento, nenhum estudo 

relacionou o papel de TRPV1 com essa quimiocina. Considerando o papel de CX3CL1 na 

excitabilidade neuronal e sua produção por células neuronais, é provável que a diminuição dos 

níveis dessa quimiocina estejam relacionadas ao aumento do processo de neurodegeneração 

observado com o SB366791. 

5.3 Efeitos dos bloqueadores de TRPA1 e TRPV1 na liberação de glutamato, na 

concentração de cálcio citosólico e na exocitose em sinaptossomas corticais 

O nosso interesse em explorar os mecanismos pelos quais os bloqueadores aumentam as crises 

e a morte neuronal nos motivou a investigar o efeito dessas drogas sobre processos relacionados 

a neurotransmissão em preparações de sinaptossomas. Essas terminações nervosas isoladas têm 

sido um modelo utilizado para estudar os mecanismos moleculares da função sináptica no 

cérebro. O uso de ferramentas farmacológicas para manipular canais iônicos e receptores 

através da utilização de sinaptossomas ajudam a definir as vias de sinalização que regulam a 

neurotransmissão (Evans, 2015).  

Estudos já mostraram que um aumento da transmissão glutamatérgica está associada às crises 

epilépticas e à epilepsia (Barker-Haliski e White 2015; Eid et al., 2016). Klafke e colaboradores 

(2012) já mostraram a participação de TRPA1 na neurotransmissão glutamatérgica. Utilizando 

sinaptossomas obtidos da medula espinhal de ratos, foi observada uma rápida liberação de 

glutamato na presença do agonista de TRPA1, cinamaldeído. Por outro lado, um estudo mostrou 

que a capsaicina inibiu a liberação de glutamato através da ativação de TRPV1 em preparações 

de sinaptossomas hipocampais (Lu et al., 2017).  

A liberação de glutamato pelas vesículas sinápticas é dependente de despolarização da 

membrana plasmática e de aumento de cálcio intracelular (Nicholls, 1989). Rossato e 

colaboradores (2011) mostraram que os bloqueadores do TRPV1, incluindo o SB366791 e a 
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capsazepina, inibiram o influxo de cálcio gerado pela capsaicina em preparações de 

sinaptossomas da medula espinhal de ratos. De maneira semelhante, a ativação do TRPA1 

aumentou o influxo de cálcio em preparações sinaptossomais de medula espinhal de 

camundongos, o qual foi reduzido por HC030031, um bloqueador desse canal (Fialho et al., 

2020).  

Uma vez que o AP18, o HC030031 e o SB366791 não alteraram a liberação de glutamato, fica 

evidente que a concentração de cálcio intrasinaptossomal também não seja alterada. E como os 

níveis de cálcio citosólico permaneceram inalterados na presença de AP18, a exocitose também 

não sofreu modificação. Apesar dos estudos existentes e das diferentes concentrações 

utilizadas, pode ser que outros canais sejam mais relevantes neste contexto, sobrepondo os 

efeitos desses bloqueadores. Assim, é possível sugerir que os canais TRPA1 e TRPV1 tenham 

papéis distintos sobre os parâmetros avaliados em diferentes modelos e em regiões do sistema 

nervoso central. 
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6 CONCLUSÃO  

Este trabalho mostrou que os receptores TRPA1 e TRPV1 estão envolvidos no controle das 

crises epilépticas e nos eventos pós-ictais induzidos pela pilocarpina em camundongos. Um 

efeito pró-convulsivante foi associado ao SB366791 e às menores doses do AP18, sendo o 

bloqueio dos canais TRPA1 e TRPV1 críticos no desenvolvimento da crise epiléptica. Por outro 

lado, a maior dose de AP18 aumentou a latência dos animais para atingir o status epilepticus, 

sugerindo um potencial efeito anticonvulsivante. A avaliação dos bloqueadores de TRPA1 e 

TRPV1 também foi realizada utilizando um outro modelo de crise epiléptica, induzido por 

pentilenotetrazol. Esses receptores parecem não estar envolvidos nas crises induzidas por esse 

estímulo químico.  

Apesar dos estudos envolvendo os receptores TRPV1 e TRPA1 nas crises epilépticas e das 

contribuições do presente trabalho, ainda existem controvérsias sobre os papéis desses canais 

nessas condições. Dessa forma, faz-se necessário a realização de novos estudos para buscar 

mecanismos pelos quais os bloqueadores dos canais TRPV1 e TRPA1 facilitam as crises 

epilépticas nos animais utilizando o modelo de pilocarpina, além de investigar o papel desses 

receptores nos eventos pós-ictais, na epilepsia, bem como avaliar a neurodegeneração e a 

ativação de células da glia em outras regiões cerebrais.  
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APÊNDICES 

Apêndice A: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais, protocolo 380/2018.  
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Apêndice B: Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas 

Gerais, protocolo 380/2019. 
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Apêndice C: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre a 

marcação de corpos de neurônios com NeuN. 

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

CA1 GD 

Salina + veículo AP18 39308 ± 1512 21240 ± 78,7 

Salina + AP 1 mg/Kg 42202 ± 226 23393 ± 128,6* 

Salina + AP 3 mg/Kg 27210 ± 330* 24267 ± 79,44* 

Salina + AP18 10 mg/Kg 38866 ± 362,8 25334 ± 83,24* 

p < 0,0001 < 0,0001 

* diferença com relação ao grupo salina + veículo AP18 

 

Apêndice D: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre a 

marcação de micróglia com IBA-1. 

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

CA1 GD 

Salina + veículo AP18 23724 ± 304,7 22276 ± 449,4 

Salina + AP 1 mg/Kg 24037 ± 327,5 23375 ± 493,8 

Salina + AP 3 mg/Kg 24341 ± 443,9 22117 ± 267,2 

Salina + AP18 10 mg/Kg 26529 ± 341,4* 26123 ± 427,7* 

p < 0,0001 < 0,0001 

* diferença com relação ao grupo salina + veículo AP18 

 

 

 

 

 



125 

 

Apêndice E: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre a 

marcação de astrócitos com GFAP. 

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

CA1 GD 

Salina + veículo AP18 26898 ± 656,4 25974 ± 731,9 

Salina + AP 1 mg/Kg 23975 ± 841,3* 27983 ± 376,9* 

Salina + AP 3 mg/Kg 27640 ± 174,9 31360 ± 263,6* 

Salina + AP18 10 mg/Kg 26223 ± 114,7 24615 ± 244,1 
p  0,0009 < 0,0001 

* diferença com relação ao grupo salina + veículo AP18 

 

Apêndice F: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre os 

níveis de fosforilação de Akt e Erk.  

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

Akt Erk 

Salina + veículo AP18 100 ±  0 100 ±  0 

Salina + AP 1 mg/Kg 170,7 ±  49,64 424,3 ± 119 

Salina + AP 3 mg/Kg 141,7 ±  14,65 118,5 ± 19,05 

Salina + AP18 10 mg/Kg 115,3 ±  23,44 311,0 ± 127,5 

p 0,3317 0,0691 
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Apêndice G: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre os 

níveis do fator neurotrófico BDNF.  

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

BDNF 

Salina + veículo AP18 1351 ±  69,12 

Salina + AP 1 mg/Kg 371,4 ±  34,45* 

Salina + AP 3 mg/Kg 245,4 ±  23,26* 

Salina + AP18 10 mg/Kg 365,5 ±  69,31* 

p < 0,0001 

* diferença com relação ao grupo salina + veículo AP18 

 

Apêndice H: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre os 

níveis das citocinas IL-10, TNF-α e da quimiocina CX3XCL1.  

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

IL-10 TNF-α CX3CL1 

Salina + veículo AP18 852,1 ±  98,12 381,6 ±  38,35 2626 ± 272,7 

Salina + AP 1 mg/Kg 494,3 ±  88,5* 269,3 ± 45,97 2524 ± 220,7 

Salina + AP 3 mg/Kg 382,0 ±  65,52* 228,1 ± 33,41* 1456 ± 53,51* 

Salina + AP18 10 
mg/Kg 

448,6 ±  61,7* 248,0 ± 29,85 2204 ± 352,7 

p 0,0015 0,0296 0,0055 

* diferença com relação ao grupo salina + veículo AP18 
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Apêndice I: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do AP18 sobre a 

liberação de glutamato, conteúdo de cálcio citosólico e exocitose na ausência do KCl. 

Grupo 

Média ± erro padrão da média 

Liberação de 

glutamato 

Concentração de  

cálcio citosólico 
Exocitose 

Veículo AP18 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 

AP18 0,1 μM 247,3 ±  129,7 125,4 ± 40,05 106,2 ± 4,853 

AP18 1 μM -17,64 ±  365,1 86,72 ± 22,96 105,8 ± 3,882 

AP18 10 μM 437,6 ±411,4 76,18 ± 15,92 99,85 ± 0,6043 

AP18 30 μM 969,5 ±  841,7 56,27 ± 25,81 105,4 ± 7,341 

p 0,8815 0,4078 0,8603 

 

 

Apêndice J: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do HC030031 

sobre a liberação de glutamato e conteúdo de cálcio citosólico na ausência do KCl. 

Grupo 

Média ± erro padrão da média 

Liberação de glutamato 
Concentração de  

cálcio citosólico 

Veículo HC030031 100 ± 0 100 ± 0 

HC030031 0,1 μM 151,0 ±  283,4 78,14 ± 31,71 

HC030031 1 μM -74,34 ±  83,44 84,57 ± 63,32 

HC030031 10 μM -259,5 ± 331,5 1318 ± 830,2 

HC030031 30 μM -168,5 ± 252,9 486,7 ± 413,2 

p 0,2311 0,8072 
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Apêndice K: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do SB366791 

sobre os níveis do fator neurotrófico BDNF.  

Grupo 
Média ± erro padrão da média 

BDNF 

Salina + veículo SB366791 544,1 ±  45,6 

Salina + SB366791 0,3 mg/Kg 435,6 ±  36,55 

Salina + SB366791 1 mg/Kg 463,2 ±  54,07 

p 0,2488 

 

Apêndice L: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do SB366791 sobre 

os níveis das citocinas IL-10, TNF-α e da quimiocina CX3XCL1.  

Grupo 

Média ± erro padrão da média 

IL-10 TNF-α CX3CL1 

Salina + veículo SB366791 1413 ±  184,8 171,9 ±  27,32 2592 ± 152,7 

Salina + SB366791 0,3 
mg/Kg 

851,3 ± 142,3 82,88 ± 5,3* 1079 ± 89,32* 

Salina + SB366791 1 
mg/Kg 

971,4 ±  144 111,5 ± 13,95 1648 ± 137,9* 

p 0,0544 0,0078 < 0,0001 

* diferença com relação ao grupo salina + veículo SB366791 
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Apêndice M: Análise estatística por grupo obtida a partir da avaliação do efeito do SB366791 

sobre a liberação de glutamato e conteúdo de cálcio citosólico na ausência do KCl. 

Grupo 

Média ± erro padrão da média 

Liberação de glutamato 
Concentração de  

cálcio citosólico 

Veículo SB366791 100 ± 0 100 ± 0 

SB366791 0,1 μM 362,2 ± 446,1  45,68 ± 16,18 

SB366791 1 μM 398,9 ± 355,0 275,5 ± 134,7 

SB366791 10 μM -293,7 ± 189,7 -64,07 ± 281,1 

SB366791 30 μM 188,8 ± 1552 790,9 ± 547,0 

p 0,4134 0,1896 

 

 

 


