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(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
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(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
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todo período crônico. Os valores representam medianas Todos os dados 
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn, 
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(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio 
(p<0,001). 
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observadas em cada dia do período crônico. Os valores representam 
medianas Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis 
seguido do pós-teste de Dunn, sendo considerado p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio. 
(A). 15º dia: (K = 40.96). (B). 16º dia: (K = 40.57). (C). 17º dia: (K = 41.15). (D). 
18º dia: (K = 37.42).  (E). 19º dia: (K = 35.09). (F). 20º dia: (K = 31.28). (G). 21º 
dia: (K = 35.79). (H). 22º dia: (K = 34.22). (I). 23º dia: (K = 27,19). (J). 24º dia: 
(K = 31.46). (K). 25º dia: (K = 23.22). (L). 26º dia: (K = 24.98).  (M). 27º dia: (K 
= 28.38). (N). 28º dia: (K = 23.75). (O). 29º dia: (K = 27.92). 
 
Figura 32. Classe máxima das CERs  apresentadas pelos animais em cada 
fase do período crônico. Fase I: primeiras cinco horas logo após o tratamento. 
Fase II: quatro horas restantes de observação. considerando-se p<0,05. Os 
valores representam medianas. Os dados passaram pelo teste de normalidade 
Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de 
uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer (K = 152.9). 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase 
II. 
 
Figura 33. Classe máxima das CERs apresentadas pelos animais  em cada dia 
do período crônico, dividido em duas fases. Fase I: primeiras cinco horas logo 
após o tratamento. Fase II: quatro horas restantes de observação. Os valores 
representam medianas. Os dados passaram pelo teste de normalidade 
Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de 
uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase 
II. 
(A). 15º dia: (K = 79.35). (B). 16º dia: (K = 80.30). (C). 17º dia: (K = 82.55). (D). 
18º dia: (K = 78.84).  (E). 19º dia: (K = 77.46). (F). 20º dia: (K = 73.46). (G). 21º 
dia: (K =77.67). (H). 22º dia: (K = 64.83). (I). 23º dia: (K = 72.70). (J). 24º dia: (K 
= 59.48). (K). 25º dia: (K = 52.42). (L). 26º dia: (K = 64.32).  (M). 27º dia: (K = 
60.75). (N). 28º dia: (K = 63.44). (O). 29º dia: (K = 65.43). 



 
Figura 34. Massa corporal (gramas) dos sujeitos experimentais no primeiro e 
último dia de tratamento durante o período crônico. Os valores representam 
médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos à análise de variância 
ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(7,49) = 2.691; P = 
0,0059]. 
 
Figura 35: Curva de porcentagem de proteção do peptídeo neurovespina 
contra CERs durante o período crônico do modelo de ELT induzido por 
pilocarpina. Regressão não-linear sigmoidal; R2 = 0,9808. 
 
Figura 36. Tempo (segundos) de CERs nos dias 15º, 18º, 21º, 24º, 27º e 30º 
do período crônico do modelo de ELT induzido por pilocarpina após o 
tratamento com a DE90 do peptídeo neurovespina. Os valores representam 
médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e 
o pós teste de Dunn, sendo considerado p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(A): [K = 9.831; p<0,05]; (B): [K = 10.18; p<0,05]; (C): [K = 9,831; p<0,05]; (D): 
[K = 10.18; p<0,05]; (E): [K = 9.732; p<0,05]; (F): [K = 9.732; p<0,05]. 
 
Figura 37. Quantidade (N) de CERs nos dias 15º, 18º, 21º, 24º, 27º e 30º do 
período crônico do modelo de ELT induzido por pilocarpina após o tratamento 
com a DE90 do peptídeo neurovespina. Os valores representam médias ±EPM. 
Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e o pós teste de 
Dunn, sendo considerado p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(A): [K = 9.504; p<0,05]; (B): [K = 10.24; p<0,05]; (C): [K = 9,831; p<0,05]; (D): 
[K = 9.588; p<0,05]; (E): [K = 9.401; p<0,05]; (F): [K = 10.75; p<0,05]. 
 
Figura 38. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um 
sujeito experimental sadio sem detecção de descargas epileptiformes 
sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A montagem referencial 
dos eletrodos intrahipocampais bilaterais e bipolar dos eletrodos corticais; EEG 
3 e 4: gera as derivações observadas separadamente em cada um dos quatro 
canais de aquisição. 
 
Figura 39. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um 
sujeito experimental epiléptico (tratado com salina) com detecção de descargas 
epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A 
montagem referencial dos eletrodos intrahipocampais bilaterais e bipolar dos 
eletrodos corticais; EEG 3 e 4: gera as derivações observadas separadamente 
em cada um dos quatro canais de aquisição. 
 
Figura 40. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um 
sujeito experimental epiléptico (tratado com DZP) com detecção de descargas 
epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A 
montagem referencial dos eletrodos intrahipocampais bilaterais e bipolar dos 
eletrodos corticais; EEG 3 e 4: gera as derivações observadas separadamente 
em cada um dos quatro canais de aquisição. 
 



Figura 41. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um 
sujeito experimental epiléptico (tratado com a De90 do peptídeo neurovespina) 
sem detecção de descargas epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle 
Technologies). EEG 1 e 2: A montagem referencial dos eletrodos 
intrahipocampais bilaterais e bipolar dos eletrodos corticais; EEG 3 e 4: gera as 
derivações observadas separadamente em cada um dos quatro canais de 
aquisição. 
 
Figura 42. Densidade óptica obtida nos dois hemisférios cerebrais, em três 
regiões da formação hipocampal: (A) Camada de células piramidais de CA3 
[F(6,42) = 28.35; P<0,0001]. (B) Camada de células piramidais de CA1 [F(6,42) = 
21.86; P<0,0001]. (C) Camada de células granulares do Hilus do Giro 
Denteado [F(6,42) = 48.43; P < 0,0001].  
 
Figura 43. Imagens das secções coronais da formação hipocampal de 
camundongos (aumento de 40x), submetidas à técnica de coloração de Nissl. 
(A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 2 
mg/Kg do peptídeo neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram 
submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste 
Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério direito. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério direito. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério esquerdo. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério esquerdo. 
 
Figura 44. Imagens das secções coronais da camada CA3 da formação 
hipocampal de camundongos (aumento de 400x), submetidas à técnica de 
coloração de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 
 
Figura 45. Imagens das secções coronais da camada CA1 da formação 
hipocampal de camundongos (aumento de 400x), submetidas à técnica de 
coloração de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 
 
Figura 46. Imagens das secções coronais da camada de células granulares do 
Hilus do giro denteado da formação hipocampal de camundongos (aumento de 
400x), submetidas à técnica de coloração de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. 
(C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
 
Figura 47. Tempo (segundos) de CERs durante todo período crônico após o 
tratamento durante a epileptogênese. Os valores representam médias ±EPM. 



Todos os dados foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, 
seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(5,33) = 7.787; P = 0,0002].  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
 
Figura 48. Número de CERs  durante todo período crônico após o tratamento 
durante a epileptogênese. Os valores representam médias ±EPM. Todos os 
dados foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido 
pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(5,33) = 13.41; P = <0,0001].  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
 
Figura 49. Classe de severidade das CERs após o tratamento durante a 
epileptogênese, de acordo com a classificação de crises límbicas de Racine 
(1972) modificada por Shibley e Smith (2002), observadas durante o período 
crônico. Os valores representam medianas Todos os dados foram submetidos 
ao teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn, sendo considerado 
p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio 
(p<0,001). 
 
Figura 50. Densidade óptica obtida dos dois hemisférios cerebrais, em três 
regiões da formação hipocampal: (A) Camada de células piramidais de CA3 
[F(5,25) = 30.59; P<0,0001]. (B) Camada de células piramidais de CA1 [F(5,25) = 
5.37; P<0,0001]. (C) Camada de células granulares do Hilus do Giro Denteado 
[F(5,25) = 27.21; P < 0,0001].  
Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram 
submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste 
Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério direito. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério direito. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério esquerdo. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério esquerdo. 
 
Figura 51. Imagens das secções coronais da formação hipocampal de 
camundongos (aumento de 40x), submetidas à técnica de coloração de Nissl. 
(A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (D) 4 mg/Kg 
do peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
 
Figura 52. Imagens das secções coronais da camada CA3 da formação 
hipocampal de camundongos (aumento de 400x), submetidas à técnica de 
coloração de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (D) 4 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 



 
Figura 53. Imagens das secções coronais da camada CA1 da formação 
hipocampal de camundongos (aumento de 400x), submetidas à técnica de 
coloração de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (D) 4 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 
 
Figura 54. Imagens das secções coronais do HGD da formação hipocampal de 
camundongos (aumento de 400x), submetidas à técnica de coloração de Nissl. 
(A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (D) 4 mg/Kg 
do peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
 
Figura 55. Micronúcleos (n) em eritrócitos PCE ou NCE. Os dados 
correspondem a medianas. PCE = eritrócito policromático; NCE = eritrócito 
normocromático. Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, 
seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05. (K = 3.560). 
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RESUMO 

dos Anjos, LC.  Atividade antiepiléptica e neuroprotetora do peptídeo 
neurovespina em um modelo crônico de Epilepsia do Lobo Temporal e 
avaliação da sua toxicidade aguda em camundongos swiss. Tese de 
Doutorado – Programa de Pós-Graduação em Biologia Básica e Translacional, 
Instituto de Ciências Biológicas, Universidade de Brasília, 2017. 

 
A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o subtipo mais comum de epilepsia focal 
em adultos.  O tratamento da ELT é feito com fármacos antiepilépticos (FAE), 
no entanto, os efeitos adversos, os altos custos e uma baixa taxa de controle 
total das crises alcançando apenas 11% dos pacientes geram restrições 
severas ao seu uso. Desde 1937, modelos animais tem sido o alicerce para a 
identificação de novas terapias para a epilepsia. Um dos modelos mais 
amplamente utilizados no estudo da ELT é o modelo crônico pós indução de 
status epilepticus (SE) através da injeção intraperitoneal (i.p.) de pilocarpina, 
que provoca crises espontâneas e recorrentes (CERs) e uma esclerose 
hipocampal similar à observada em pacientes com ELT e por isso tem sido 
extensamente utilizado no estudo e na busca por novos tratamentos. Nos 
últimos anos, diversos compostos isolados da peçonha de vespas com 
atividade no SNC de mamíferos têm sido descritas, especialmente os 
peptídeos. Com base nisso, o objetivo do nosso estudo foi avaliar a capacidade 
do peptídeo neurovespina (um novo peptídeo similar ao encontrado na vespa 
social Polybia occidentalis) em prevenir CERs e a perda neuronal na formação 
hipocampal em duas fases distintas do modelo crônico de ELT: neuroprotetora 
e epiléptica; avaliar o perfil de toxicidade aguda do peptídeo e avaliar os 
padrões epileptiformes por Vídeo-EEG. Para avaliar a atividade antiepiléptica, 
os sujeitos experimentais receberam injeções intraperitoneais (i.p.) do peptídeo 
neurovespina (doses: 4, 2 ou 1 mg /Kg), do fármaco  Diazepam -DZP- (4 
mg/Kg) ou solução salina (grupo controle) durante o período crônico do 
modelo. Na avaliação da atividade neuroprotetora, os animais receberam 
injeções i.p. do peptídeo neurovespina (doses: 8, 4 ou 2,5 mg /Kg) ou solução 
salina (grupo controle) durante o período latente do modelo. Nas duas 
avaliações, a ocorrência das CERs foi observada durante 15 dias através da 
filmagem dos animais (9 horas / dia) no período crônico. Ao término dese 
período, foi feita a avaliação das CERs em cada grupo experimental, onde 
foram contabilizados o tempo (em segundos), a quantidade (n) e a 
categorização das crises apresentadas segundo Índice de Racine. Após a 
avaliação do efeito antiepiléptico, o cálculo da DE90 (3.43 mg/Kg) foi estimado a 
partir da curva dose-resposta, sendo a dose utilizada para a obtenção dos 
padrões epileptiformes por Vídeo-EEG. Para avaliação da toxicidade aguda, os 
sujeitos foram submetidos ao protocolo experimental de atividade citotóxica e 
genotóxica através do teste de proliferação de eritrócitos em medula óssea e 
para avaliação hematotóxica, o sangue foi obtido através de punção cardíaca e 
a análise foi realizada em um hematímetro automatizado, calibrado para 
camundongos. Nossos resultados mostraram que o peptídeo neurovespina, na 
avaliação da atividade antiepiléptica, foi capaz de reduzir o tempo e o número 
de CERs em todas as doses avaliadas. Além disso, a neurodegeneração na 
formação hipocampal também foi diminuída. Na avaliação dos padrões 
epileptiformes, a DE90 do peptídeo foi capaz de proteger os animais contra 



CERs nas primeiras 5 horas após o tratamento. Em relação à avaliação da 
atividade neuroprotetora, o peptídeo foi capaz de reduzir a frequência, a 
duração e a gravidade das crises. Somado a isso, a neurodegeneração foi 
diminuída em todas as regiões analisadas da formação hipocampal na dose de 
8 mg/Kg. Ademais, nos testes de toxicidade, o peptídeo não apresentou 
potencial genotóxico, citotóxico ou hematotóxico, demonstrando sua alta 
segurança farmacológica. Estes dados indicam que o peptídeo neurovespina 
tem potencial para o desenvolvimento de novos fármacos para doenças 
neurológicas, tanto por reduzir a frequência das crises como por minimizar os 
danos neuronais, além disso, pode ser usado como uma ferramenta na 
pesquisa em neurociência. 

 

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal, antiepiléptico, neuroprotetor 

neurovespina, pilocarpina, formação hipocampal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

dos Anjos, LC.  Antiepileptic and Neuroprotective activity of the peptide 
neurovespina in the chronic model of Temporal Lobe Epilepsy and 
evaluation of the acute toxicity in Swiss mice. PhD thesis – Programa de 
Pós-Graduação em Biologia Básica e Translacional, Instituto de Ciências 
Biológicas, Universidade de Brasília, 2017. 

 
Lobe Temporal Epilepsy (TLE) is the most common subtype of focal Epilepsy in 
adults. However, adverse effects, high costs and a low rate of total seizure 
control, reaching only 11% of patients, cause severe restrictions on their use. 
Since 1937, animal models have been the foundation for the identification of 
new therapies for epilepsy. Understanding the pathophysiogenesis of TLE 
largely rests on the use of models of status epilepticus (SE), like the pilocarpine 
model. After several hours of SE, pilocarpine-treated animals remit 
spontaneously and go into a seizure-free period, known as latent period, before 
displaying the spontaneous recurrent seizures (SRSs) that characterize the 
chronic epileptic condition. Based on this, the purpose of our study was to 
further characterize the capacity of neurovespina (a new peptide similar to one 
found in a social brazilian wasp Polybia occidentalis)  to prevent SRRs and 
hippocampal neuronal loss in two distinct phases of the chronic ELT model: 
epileptogenic and epileptic; evaluate the acute toxicity profile of the peptide and 
evaluate the epileptiform patterns by Video-EEG. To evaluate the behavioral 
effectiveness antiepileptic effect, animals received intraperitoneal (i.p.) 
injections of neurovespina peptide (doses: 4, 2 or 1 mg/Kg), DZP (4 mg/Kg) or 
saline (control group) during chronic period. In the evaluation of the 
neuroprotective activity, animals received i.p. injections of neurovespina (doses: 
8, 4 or 2.5 mg/Kg) or saline (control group) during latent period of the model. 
The occurrence of SRSs was evaluated during 15 days (video recorded 9 
hours/day) during chronic period. At the end of this period, the SRSs were 
evaluated in each experimental group, where the time (in seconds), quantity (n) 
and categorization of behavioral changes were evaluated based 
on theRacine's seizure scale. After antiepileptic effect evaluation, the DE90 (3.43 
mg/Kg) was estimated from the dose-response curve and this dose was used to 
obtain epileptiform patterns by Video-EEG.  The evaluation of acute toxicity, 
cytotoxicity and genotoxicity was performed by proliferation rate of the bone 
marrow erythroid precursors. For hematotoxicity evaluations, blood samples 
were drawn by cardiac puncture and processed in a automated hematology 
analyzer. Our results showed that neurovespina reduced the time and number 
of SSRs in all doses. Morphological analysis of hippocampal formation shows 
no significant loss of selective populations of interneurons in hippocampal 
formation. In the evaluation of the epileptiform patterns, the DE90 of the peptide 
was able to protect the animals against SRSs in the first 5 hours after treatment. 
On the evaluation of the neuroprotective activity, 4 and 8 mg/Kg doses was able 
to reduce the frequency, duration and severity of seizures. In addition, 
neurodegeneration was decreased in all analyzed regions of hippocampal 
formation in the highest dose (8 mg/Kg). Moreover, evaluation of the acute 
toxicity demonstrated not cytotoxic, genotoxic or hematotoxic effects.These 
data indicate that neurovespina has potential for the development of novel 
drugs for neurological diseases, both to reduce the seizures frequency and to 



minimize the neuronal damage associated with seizures and may also be used 
as a tool in neuroscience research.  
 
 
Keywords: Temporal Lobe Epilepsy, antiepileptic peptide, neuroprotective, 

pilocarpine, neurovespina, hippocampal formation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Propedêutica da Epilepsia 

A Epilepsia, depois do Acidente vascular encefálico (AVE) e a Doença 

de Alzheimer, é a terceira doença neurológica mais comum (Faught, 2012; Lo-

Castro; Curatolo, 2014; Gravitz, 2014), e tem sido definida conceitualmente 

como uma predisposição em gerar crises epilépticas persistentes (definidas 

como sinais e sintomas transitórios decorrentes de uma atividade sincronizada 

e excessiva dos neurônios). Essas crises causam alterações funcionais e 

estruturais no cérebro, além de profundas consequências sociais e cognitivas 

para o paciente (Fisher et al., 2005; Fisher; Leppik, 2008; Reddy; Kuruba, 2013; 

Vezzani et al., 2015;  Trinka et al., 2015).  

Na prática clínica, o diagnóstico é definido após o paciente apresentar 

pelo menos duas crises epilépticas não provocadas em um intervalo maior que 

24 horas ou pelo menos uma crise não provocada, com grande probabilidade 

(maior que 60%) de apresentar novas crises nos próximos 10 anos (devido à 

presença de fatores de riscos como trauma, infecção, lesões estruturais, AVE, 

entre outros (Fisher et al., 2014; Fisher, 2015). 

Similar a outras doenças crônicas, a Epilepsia pode tornar-se uma 

condição socialmente incapacitante aos seus portadores. Além do estigma e 

discriminação, traz limitações quanto à independência, autonomia, liberdade, 

autoimagem e autoconfiança. Ademais, em casos graves, podem ocorrer 

problemas de interação social, desemprego, subemprego, dificuldades 

cognitivas, transtornos comportamentais, depressão, suicídio, e também induzir 

à morte súbita, que pode ser responsável por 10-20% da mortalidade 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163034/#awu206-B13
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observada nessa doença, podendo ocorrer em qualquer idade (Baker et al., 

1997;Lhatoo et al., 1998;  Walczak et al.,  2001; Scorza; Cavalheiro, 2004; 

Nashef et al.,  2007; Ren, 2009; Löscher et al., 2013).    

A Epilepsia foi uma das primeiras doenças neurológicas a ser descrita e 

por isso, a origem de seu nome remota da Grécia antiga, sendo derivada da 

palavra epilambanein, que significa ataque/apreensão (Niedermeyer, 1990). Ao 

longo da história e na maioria das culturas, foi descrita como uma doença a ser 

evitada, temida e ocultada, onde as pessoas pensavam que seus portadores 

haviam sido visitados por deuses ou demônios (Gravitz, 2014).  

A primeira descrição foi feita há cerca de três mil anos em acadiano, na 

Mesopotâmia (hoje Iraque), sendo as crises epiléticas atribuídas ao deus da 

lua. Em 400 a.C., Hipócrates, renomado médico grego, concluiu que as crises 

eram hereditárias e originadas no cérebro, porém, essa constatação não foi 

aceita por séculos (Gravitz, 2014).  

Somente no início do século XVII, o médico inglês William Gilbert 

descartou a teoria sobrenatural e mística ao descrever o fenômeno elétrico 

responsável pela doença (Pinto, 2010; Gravitz, 2014). Atualmente, o 

sentimento de vergonha e a desconfiança em relação à Epilepsia diminuíram, 

no entanto, em diversas regiões no mundo, o preconceito ainda é muito 

presente (Gravitz, 2014). 

Visando diminuir a discriminação e informar a população, em 2008 foi 

criado o Purple day (Dia roxo), idealizado pela canadense Cassidy Megan de 

apenas nove anos de idade, motivada pela sua própria luta contra a Epilepsia e 

apoiada e desenvolvida em parceria com a Associação de Epilepsia da Nova 

Escócia (EANS) (http://www.purpleday.org/).  
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No dia 26 de março, pessoas em todo mundo vestem uma peça de 

roupa e monumentos são iluminados na cor roxa em apoio à causa. A escolha 

dessa cor para representar a epilepsia foi em referência à lavanda, flor 

frequentemente associada à solidão e que simboliza os sentimentos de 

isolamento que afetam seus portadores (http://www.purpleday.org/).  

De acordo com a Academia Brasileira de Neurologia (ABN), apenas em 

2014, a Epilepsia entrou para o ranking das doenças do cérebro, uma vez que, 

era tratada apenas como condição. Essa decisão foi tomada pela Liga 

Internacional contra Epilepsia (ILAE) e pela Secretaria Internacional para 

Epilepsia (IBE), com o intuito de demonstrar sua gravidade, complexidade e 

aumentar o entendimento pela população (Fisher, 2015). 

Atualmente, essa doença afeta de 4 a 10 pessoas em cada mil, em 

países desenvolvidos (Faught, 2012; Lo-Castro; Curatolo, 2014), e de 14 a 57 

pessoas em cada mil, em países em desenvolvimento (Carpio; Hauser, 2009). 

Cerca de 65 milhões de pessoas foram diagnosticadas com a doença sendo 

que, a incidência é maior em crianças e a maioria vive em países com 

condições socioeconômicas limitadas (Ngugi et al., 2010; Camfield; Camfield, 

2015; Li et al., 2016).  

Nos países em desenvolvimento, as infecções e infestações do Sistema 

Nervoso Central (SNC) correspondem aos fatores mais comuns para o 

desenvolvimento da Epilepsia e são provavelmente os mais fáceis de serem 

evitados (Singhi, 2011; Vezzani et al., 2015).  

Nos países desenvolvidos predominam as epilepsias causadas por 

fatores estruturais ou metabólicos (infância) e decorrentes de processos 
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degenerativos e vasculares (terceira idade) (Guerrini, 2006; Ren, 2009; 

Panayiotopoulos, 2012). 

Em relação à classificação da Epilepsia, existem diversos subtipos e 

uma pessoa pode ter mais de um subtipo concomitantemente (Eisenstein, 

2014). A classificação mais atual leva em consideração múltiplos fatores 

individuais como a idade de início, desenvolvimento cognitivo, exames motores 

e sensoriais, padrão no eletroencefalograma (EEG), fatores provocantes ou 

desencadeantes e padrões de ocorrência de crise durante o sono.  

Sendo assim, as principais epilepsias hoje reconhecidas podem ser 

agrupadas em quatro grandes grupos (Tabela 1): síndromes eletroclínicas, 

constelações distintas, epilepsias estruturais ou metabólicas e de causa 

desconhecida (para revisão ver Berg et al., 2010). 

 

Tabela 1. Síndromes eletroclínicas e outras epilepsias (Berg et al., 2010). 

1- Síndromes eletroclínicas organizados por faixa etária de início 
 Período neonatal 
 Epilepsia familiar neonatal benigna 
 Encefalopatia mioclônica precoce 
 Síndrome de Ohtahara 
 Lactente 
 Epilepsia do lactente com crises focais migratórias 
 Síndrome de West 
 Epilepsia mioclônica do lactente 
 Epilepsia benigna do lactente 
 Epilepsia familiar benigna do lactente 
 Síndrome de Dravet 
 Encefalopatia mioclônica em distúrbios não progressivos 
 Infância 
 Crises febris plus (pode começar no lactente) 
 Síndrome de Panayiotopoulos 
 Epilepsia mioclônica com crises atônicas (anteriormente astáticas) 
 Epilepsia benigna com espículas centrotemporais 
 Epilepsia do lobo frontal noturna autossômica dominante 
 Epilepsia occipital da infância de início tardio (tipo Gastaut) 
 Epilepsia com ausências mioclônicas 
 Síndrome de Lennox-Gastaut 
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 Encefalopatia epiléptica com espícula-onda contínua durante o sono 
lento 

 Síndrome de Landau-Kleffner 
 Epilepsia de ausência da infância 
 Adolescência - Adulto 
 Epilepsia ausência juvenil 
 Epilepsia mioclônica juvenil 
 Epilepsia somente com crises generalizadas tônico-clônicas 
 Epilepsias mioclônicas progressivas 
 Epilepsia autossômica dominante com características auditivas 
 Outras epilepsias familiares do lobo temporal 
 Correlação menos específica com a idade 
 Epilepsia focal familiar com focos variáveis (da infância à idade adulta) 
 Epilepsias reflexas 

 

2- Constelações distintas 
 Epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose do hipocampo 
 Síndrome de Rasmussen 
 Crises gelásticas com hamartoma hipotalâmico 
 Epilepsia-hemiconvulsão-hemiplegia 
 Epilepsias que não se encaixam em nenhuma dessas categorias 

diagnósticas, podem ser distinguidas, primeiro com base na presença ou 
ausência de uma condição estrutural ou metabólica conhecida (causa 
presumida) e, em seguida, com base no principal modo de início da crise 
(generalizada versus focal). 

 
3- Epilepsias atribuídas e organizadas por causas estrutural-

metabólicas 
 

 Malformações do desenvolvimento cortical (hemimegalencefalia, 
heterotopias, etc) 

 Síndromes neurocutâneas (complexo da esclerose tuberosa, Sturge-
Weber, etc) 

 Tumor 
 Infecção 
 Trauma 
 Angioma 
 Insultos perinatais 
 AVE 

 
4- Epilepsias de causa desconhecida 

 

Uma síndrome eletroclínica apresenta um quadro complexo de 

características clínicas, e de sinais e sintomas que, juntos, definem um 

distúrbio clínico distinto e reconhecível (Scheffer et al., 2008; Guerrini et al., 

2007; Ottman et al., 2008).  
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Esses distúrbios distintos são identificados com base em um conjunto de 

características que permitem um diagnóstico específico tais como: idade típica 

de início, características específicas do EEG, tipos de crises. Esse diagnóstico, 

por sua vez, visa proporcionar um melhor tratamento, manejo e prognóstico, 

assim como verificar fatores genéticos e neuropsicológicos associados (Berg et 

al., 2010).  

 Cerca de 40% dos tipos de Epilepsia que são atribuídas e organizadas 

por causas estrutural-metabólicas é decorrente de uma injúria cerebral. Nesse 

sentido, lesões estruturais que incluem distúrbios adquiridos, como AVE, 

trauma e infecção, e de origem genética (por exemplo, esclerose tuberosa e 

malformações do desenvolvimento cortical) fazem parte dessa divisão (Berg et 

al., 2010; Vezzani et al., 2015). Apesar disso, nesse último caso, “ocorre um 

distúrbio separado, interposto entre o defeito genético e a epilepsia” (Berg et 

al., 2010).  

As epilepsias de causa desconhecida representam mais de 47% de 

todos os casos descritos (Nicita, 2012), sendo uma forma neutra para designar 

que a natureza da causa subjacente é ainda desconhecida. Segundo Berg 

(2010), “é importante ressaltar que nessa subdivisão, pode haver um defeito 

genético fundamental, ou pode ser a consequência de um distúrbio separado 

ainda não reconhecido” (Berg et al., 2010). 

 

1.2. Princípios farmacológicos para o tratamento da Epilepsia  

Durante as últimas três décadas, a introdução de mais de 15 fármacos 

antiepilépticos (FAEs) de terceira geração proporcionou aos médicos e 

pacientes mais opções para o tratamento de muitos tipos de epilepsias. Apesar 
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disso, esses medicamentos não conseguem controlar as crises em grande 

parte dos pacientes (Löscher; Schimidt, 2011; Löscher et al., 2013). Além 

disso, um aspecto particularmente inquietante dos tratamentos atuais de 

epilepsia é que não houve progressos substanciais no controle das crises nos 

últimos 50 anos desde a introdução da carbamazepina e do valproato (FAE de 

primeira geração/convencionais) (Löscher et al., 2013).   

Os FAEs disponíveis agem somente suprimindo as crises epilépticas 

(Löscher et al., 2013). Os três principais mecanismos de ação desses fármacos 

são: a modulação dos canais iônicos voltagem-dependentes, aumento da 

transmissão inibitória mediada por GABA e diminuição da transmissão 

excitatória mediada pelo glutamato (Bialer; White, 2010; Löscher; Schimidt, 

2011; Brodie et al., 2011; Löscher et al., 2013). 

Adicionalmente, os FAEs podem ser utilizados imediatamente após um 

insulto cerebral, quer seja em modelos animais ou em pacientes, e visam 

prevenir ou reduzir o desenvolvimento da epileptogênese (processo onde 

ocorrem mudanças estruturais e funcionais no cérebro normal, podendo gerar 

crises epilépticas recorrentes devido à atividade anormal dos neurônios), a 

neurodegeneração e as alterações cognitivas ou comportamentais que podem 

surgir em decorrência do insulto (Goldenberg, 2010; Löscher et al., 2013). 

No entanto, esse efeito neuroprotetor (neutralizar os efeitos da 

epileptogênese, incluindo a prevenção, a modificação da doença e a remissão 

total das crises) só foi demonstrado em modelos animais, não sendo 

comprovado em seres humanos (Löscher et al., 2013; Vezzani et al., 2015), ou 

seja, nenhum FAE é capaz de prevenir a epileptogênese em pacientes que 
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apresentem fatores de risco para desenvolver a primeira crise e 

consequentemente, a epilepsia. 

Os FAE convencionais (desenvolvidos antes de 1993) (Fenitoína, 

Fenobarbital, Carbamazepina, Ácido Valpróico, Diazepam, Etosuximida, 

Felbamato, Gabapentina, Lamotrogina Feb), e os de "nova geração" 

(Oxicarbazepina, Topiramato, Tiagabina, Vigabatrina, Rufinamida, Lacosamida, 

Parampanel), estão, usualmente, associados a efeitos adversos, variando em 

frequência e gravidade (Löscher; Schmidt, 2011; Löscher et al., 2013; Vajda; 

Eadie, 2014).  

Tais efeitos causam um grande impacto na qualidade de vida dos 

pacientes (Löscher et al., 2013), especialmente os que causam deterioração 

cognitiva (Scorza; Cavalheiro, 2004; Vajda; Eadie, 2014), indução de dano 

neural (Sutula et al., 2004; Scorza; Cavalheiro, 2004; Vajda; Eadie, 2014) ou 

morte súbita (Vajda; Eadie, 2014). Além disso, a maioria não consegue 

controlar as crises epiléticas em cerca de 40% dos pacientes (fármaco-

resistentes) (Löscher et al., 2013), podendo chegar a 70% em pacientes com 

epilepsia do lobo temporal (ELT) (Raza et al., 2001, , Vliet et al., 2014).  

 

1.3. Epilepsia do lobo temporal (ELT) 

A ELT é o subtipo mais comum de epilepsia focal em adultos, sendo, os 

insultos ou as lesões cerebrais, as principais causas para o seu surgimento 

(Vliet et al., 2014). A maior parte dessas crises origina-se no lobo temporal, 

principalmente na formação hipocampal e no complexo amigdaloide (Lösher, 

1997; Berg et al., 2010). 
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  As crises focais (tabela 2) apresentam atividade epileptogênica limitada 

a uma porção definida do encéfalo, podem ter origem subcortical e podem 

evoluir para uma crise epiléptica bilateral, onde ocorre o comprometimento da 

consciência ou do contato, podendo gerar crises epilépticas generalizadas 

(Berg et al., 2010).  

 

Tabela 2. Descrição de crises focais de acordo com o grau de 
comprometimento durante as crises (Berg et al., 2010). 
 

 
Sem comprometimento da consciência 

 Com componentes observáveis motores ou autonômicos. 
 Subjetiva envolvendo fenômenos sensoriais ou psíquicos apenas. 

 
Com comprometimento da consciência. 

 Esta corresponde aproximadamente ao conceito de “crise parcial 
complexa”. 

 
Evoluindo para uma crise convulsiva bilateral (envolvendo componentes 
tônicos, clônicos, ou tônico-clônicos). 

 

As crises generalizadas também podem se manifestar através de 

períodos de ausência, onde se observa interrupção da consciência, sem 

acometimento motor (ausência simples), ou pode se apresentar com discretas 

atividades motoras clônicas, tônicas e autonômicas e automatismos (ausência 

complexa) (Taylor; Dudek, 1984; Engel, 1995; Berg et al., 2010). A 

classificação de crises epilépticas está descrita na tabela 3. 

 

Tabela 3. Classificação atual das crises epilépticas (Berg et al., 2010) 

Crises generalizadas  
      

 Tonico–clônica  
      Em qualquer combinação  

 
 Ausência 
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 Típica  
      Atípica  
     Ausências com características especiais  
     Ausência Mioclônica  
     Mioclonia Palpebral  

 
 Mioclônica  

      Mioclônica  
      Mioclônica Atônica  
      Mioclônica Tônica  
     Clônica  
     Tônica  

     Atônica  
 
Crises focais  
 
Desconhecido  

     Espasmos epilépticos 

 

As crises focais com comprometimento da consciência ou parciais 

complexas se originam em algum ponto do encéfalo e rapidamente acometem 

os dois hemisférios, com distribuição bilateral, incluindo estruturas corticais e 

subcorticais, com lateralização, podendo ser assimétricas. Apresentam 

manifestações motoras tônico-clônicas, na qual após um período de espasmos 

musculares generalizados evoluem para contrações musculares rítmicas em 

todo o corpo.  

Os principais fármacos utilizados no tratamento da ELT são a fenitoína e 

a carbamazepina ou oxcarbazepina (Schumacher et al., 1998; Schmidt;  

Schachter, 2014; Vadja; Eadie, 2014). O tratamento com FAE é realizado 

preferencialmente em monoterapia, no entanto, os efeitos adversos, os altos 

custos e uma taxa de apenas 11% dos pacientes apresentarem controle total 

das crises geram restrições severas ao uso desses fármacos (Wieser, 2004; 

Schmidt; Schachter, 2014; Vadja; Eadie, 2014).  
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Em relação à origem e semiologia das crises, a ELT foi subdividida em 

mesial ou lateral (Engel, 2001a; Andrade-Valença et al., 2006). A esclerose 

hipocampal, identificada desde 1825, é um dos principais achados patológicos 

em pacientes com ELT, sendo associada principalmente à Epilepsia do Lobo 

Temporal Mesial (ELTM).  

A ELTM está classificada no grupo das constelações distintas (Tabela 1). 

Nesse grupo, a doença não pode ser enquadrada como síndrome eletroclínica 

no sentido sensu-strictu, mesmo assim, esse grupo representa uma série de 

entidades com lesões específicas ou outras etiologias bem definidas (Berg et 

al., 2010).  

A ELTM corresponde a aproximadamente 60% dos casos de ELT (Engel, 

2001b; Téllez-Zenteno; Hernández-Ronquillo, 2012), sendo a esclerose mesial 

a causa descrita para 60-70% dos pacientes com ELTM se tornarem refratários 

ao tratamento clínico (Andrade-Valença et al., 2006; Téllez-Zenteno; 

Hernández-Ronquillo, 2012).  

Do ponto de vista anatomopatológico, a esclerose hipocampal clássica 

envolve um padrão característico de perda de células piramidais nas regiões 

CA1 e CA3, concomitantemente com astrogliose (Blümcke et al., 2013; Coras; 

Blümcke, 2015). Além disso, ocorre a formação de cicatrizes com tecido 

fibroso, brotamento de fibras musgosas e dispersão de células granulares 

(Kobow et al., 2009; Kovacs et al., 2012; Cendes et al., 2014).  

Pacientes com ELTM geralmente apresentam auras antes das crises 

focais simples ou complexas originadas em estruturas mesiais do lobo 

temporal. As auras são manifestações subjetivas que envolvem fenômenos 

sensoriais ou psíquicos (sensação de náusea, mal-estar, medo, depressão, 
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angústia, déjà-vu, e alucinações gustativas, olfativas, auditivas ou visuais) de 

curta duração (1 a 2 minutos) que ocorrem em até 90% dos pacientes 

previamente às crises epilépticas (Fernandes, 2013; Diehl; Duncan, 2015).  

Além das crises epilépticas, muitos pacientes com ELT sofrem de outras 

alterações fisiológicas que podem ser consequências das alterações 

morfológicas e funcionais do lobo temporal, tais como, depressão, ansiedade e 

psicose, além do comprometimento das funções cognitivas, entre elas: 

atenção, memória, linguagem, organização espacial, execução e inteligência 

(Blümcke et al., 1999; Chang; Lowenstein, 2003, Sloviter, 2005, Avoli et al., 

2005; Marcangelo; Ovsiew, 2007; Liu et al., 2014; 

 

1.4. Formação hipocampal na ELTM 

Quando na descrição da estrutura anatômica, o termo hipocampo foi 

escolhido em 1587 por Julius Caesar, em comparação ao formato dessa 

estrutura com a de um cavalo marinho (hippokampus em grego) (Lewis, 1923) 

(Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Comparação da formação hipocampal de humanos com o cavalo 
marinho (Fonte: google.com). 
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Em 1742, Garengoet, baseado na morfologia característica do 

hipocampo, chamou a parte mesial da estrutura de Corno de Ammon (CA), em 

homenagem ao chifre do deus egípcio Ammun Kneph (Lewis, 1923; Walther, 

2002; Coras; Blümcke, 2015) (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Esquema geral da formação hipocampal de camundongos, ilustrando 
o Corno de Ammon (CA). A seta indica a representação do chifre do deus 
egípcio Ammon Kneph, referente à região mesial do hipocampo (modificado de 
Brain Physiology Lab, 2015), chamada de corno de Ammon em sua 
homenagem.  
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Atualmente, a formação hipocampal é a estrutura mais estudada, tanto na 

epilepsia em humanos, quanto em modelos animais (Thom, 2014) e 

compreende quatro regiões corticais: o giro dentado (GD), o hipocampo 

propriamente dito, o complexo subicular e o córtex entorrinal (CE).  

Essas regiões também apresentam camadas diversas. O giro dentado é 

subdividido em camada molecular, camada de células granulares e camada 

polimórfica (hilo). Os axônios de seus neurônios formam as fibras musgosas 

que se projetam até o CA3.  

O hipocampo propriamente dito (Corno de Ammon) é composto por três 

regiões: CA3, CA2 e CA1 em mamíferos (humanos apresentam também a 

CA4), subdivididas em três camadas distintas: molecular, piramidal e granular 

(Scorza et al., 2005; Coras; Blümcke, 2015). 

Em relação à circuitaria, projeções glutamatérgicas do CE originam uma 

circuitaria trissináptica (Figura 3), que é uma via sequencial de sinapses 

glutamatérgicas excitatórias e consiste no principal caminho da excitabilidade 

neural na formação hipocampal (Scorza et al., 2005; Barr et al., 2006; Benes et 

al., 2008; Goodrich-Hunsaker et al.,  2008; Van Strien et al., 2009).  

A circuitaria se inicia com a via perfurante, onde as células granulares do 

GD recebem aferências diretas do CE. A seguir, as células granulares projetam 

seus axônios (fibras musgosas) e fazem sinapse com as células piramidais de 

CA3 (Henze et al., 2000; Urban et al., 2001; Scorza et al., 2005). A terceira 

sinapse acontece quando os colaterais de Schaffer (projeção de axônios das 

células piramidais da camada CA3 para o CA1) fazem contato com as células 

piramidais da CA1 (Urban et al., 2001; Scorza et al., 2005; Kesner, 2007).  
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Adicionalmente, a saída excitatória das células granulares do GD é 

controlada por células em cesto (neurônios GABAérgicos) que inibem tais 

células (Scorza et al., 2005; Benes et al., 2008). Especula-se que essas células 

inibitórias monitoram o fluxo de informação, evitando uma potencialização da 

excitação de maneira desnecessária, fenômeno presente em algumas 

situações patológicas, como a ELT (Spruston;McBain, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Conectividade básica na formação hipocampal em camundongo. 
Circuitaria trissináptica: A primeira sinapse é realizada por axônios da via 
perfurante, que transmitem informações dos neurônios da camada II do córtex 
entorrinal ao giro dentado. As fibras musgosas do giro denteado fazem a 
segunda sinapse com as células piramidais de CA3, que fazem a terceira 
sinapse com as colaterais de Schaffer na CA1 (modificado de Neves et al., 
2008).  
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1.5. Epileptogênese na ELTM 

A epileptogênese é o processo neurobiológico pelo qual a epilepsia se 

desenvolve e que ocorre em decorrência de eventos desencadeados por um 

insulto ao encéfalo (Webster et al., 2017). Estudos da epileptogênese na ELTM 

têm descritos diversos fatores que culminam com o seu surgimento. Esse 

fenômeno pode ser definido como o período entre o insulto e o aparecimento 

das primeiras crises espontâneas e abrange o processo em que todos os tipos 

de injúrias (crises febris prolongadas, AVE, infecções) ao encéfalo são capazes 

de gerar eventos que transformam a rede neuronal normal num circuito 

cronicamente hiperexcitável, e que induzirá o surgimento de crises epilépticas 

espontâneas (Acharya et al., 2008). 

Um dos importantes processos envolvidos na epileptogênese é o 

brotamento axonal desordenado. O brotamento axonal é um processo 

fisiológico normal que ocorre durante o desenvolvimento cerebral e importante 

para o surgimento de novas neuritos e sinapses, e que pode ocorrer como 

resposta a crises epilépticas.  

Primeiramente, esse brotamento ocorre como uma resposta que visa 

reparar a morte de neurônios na formação hipocampal, no entanto, o 

brotamento aberrante de fibras musgosas é um componente crítico para o 

desenvolvimento de crises recorrentes em pacientes que apresentam esclerose 

hipocampal (Magloczky, 2010; Thom, 2014). 

Em condições normais, as fibras musgosas das células granulares do GD 

projetam-se para as células piramidais do CA3, que é sua principal entrada 

excitatória, fazendo uma sinapse (Hamelin; Depaulis, 2015). Menos de 1% das 

fibras musgosas deixam suas projeções axonais na camada molecular do GD, 
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entretanto, na esclerose hipocampal, as fibras musgosas se projetam 

extensivamente para camada molecular do GD fazendo uma sinapse 

excitatória com as células granulares, criando um circuito local excitatório 

aberrante com potencial de sincronizar outros grupos neuronais. Esse processo 

de brotamento ocorre logo após uma crise e perda neuronal e as novas células 

contribuem significativamente para esse processo (Cameron et al., 2011; 

Martinian et al., 2012, Thom, 2014). 

Nos últimos dez anos, têm-se demonstrado o papel das células da glia, 

especialmente dos astrócitos e da micróglia, no processo de epileptogênese. 

Em condições normais, essas células ficam perto dos neurônios, atuando na 

homeostase através da captação e liberação de potássio e glutamato liberados 

no espaço celular pelos neurônios, modulando a excitabilidade neuronal e a 

atividade sináptica (Seifert et al., 2010; Cendes et al., 2014; Hamelin; Depaulis, 

2015).  

Vários estudos têm demonstrado que os astrócitos estão envolvidos na 

epileptogênese através da liberação de glutamato que pode corroborar com a 

atividade sincronizada dos neurônios (Tian et al., 2005; Seifert et al., 2010; 

Hamelin; Depaulis, 2015), além de aumentar o fornecimento de glicose, 

sustentando a atividade epileptiforme (Rouach et al., 2008; Seifert et al., 2010; 

Cendes et al., 2014; Hamelin; Depaulis, 2015). 

Assim como os astrócitos, a micróglia é ativada em circuitos epilépticos 

após uma crise. Quando ocorre uma hiperativação e liberação de fatores 

tóxicos, como óxido nítrico, pode ocorrer um estresse oxidativo acima do 

normal, levando à morte de neurônios vizinhos (Thom, 2014; Depaulis, 2015). 
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Contudo, o papel das micróglias e astrócitos no processo epileptogênico, 

morte neuronal, manutenção da epilepsia e esclerose hipocampal permanece 

pouco estudado, apesar dessas células da glia estarem claramente envolvidas 

na duração das crises, assim como na excitabilidade neuronal (Dapaulis, 

2015).  

 As crises epiléticas podem ser geradas tanto por mecanismos de 

reorganização axonal, como pela ausência de uma efetiva inibição, o que induz 

ao desequilíbrio e gerando alterações eletroclínicas nos pacientes. Na 

investigação diagnóstica, são utilizados exames para auxiliar na busca pelo 

foco epiléptico, especialmente o eletroencefalograma (EEG) (Neto et al., 2006). 

 

1.6.  EEG na ELT 

A atividade encefálica gera variações nos potenciais elétricos medidas 

no escalpo e estes podem ser detectados com o intuito de fornecer 

informações importantes sobre o estado funcional do órgão.  

Em 1875, Richard Caton, um médico inglês, observou a presença de 

correntes elétricas no encéfalo. No entanto, o primeiro registro de EEG humano 

foi obtido somente em 1921, por um médico alemão Hans Berger, considerado 

o pai da Eletroencefalografia. Em 1934, o EEG tornou-se definitivamente uma 

técnica de investigação após Adrian e Matthews demonstrarem a veracidade 

dos registros e dos trabalhos de Berger (GEDDES e BAKER, 1989).  

Antes do trabalho de Adrian e Matthews não estava claro a relação do 

padrão no EEG e a atividade cerebral. Esses pesquisadores publicaram 

relatórios detalhados que mostravam que o ‘’rítmo Berger’’ era definitivamente 

de origem cortical (Collura, 1993).  
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O registro dos sinais elétricos indica que a atividade elétrica no encéfalo 

ocorre continuamente, e a intensidade e o ritmo destes sinais, dependem do 

nível global de atividade cortical (COSTA, 1994).  

O EEG tem uma resolução temporal na faixa de milissegundos e mede 

diretamente a sinalização elétrica neuronal (Coito et al., 2016), sendo 

caracterizado por uma aparente irregularidade, entretanto, vários padrões 

distintos de funcionamento cerebral normal foram identificados e receberam a 

designação de ritmos. Em especial podemos citar, o alfa (α) que varia de 8 - 13 

Hz (oscilações por segundo), beta (ß) 13 - 30 Hz, delta (δ) 1 - 4 Hz e teta (θ) 4 - 

8 Hz (Poblet, 1988; Geddes; Baker, 1989; Clasadonte et al., 2016).  

Em pacientes com ELT, o registro é utilizado para identificar a atividade 

patológica, como picos interictais [aparecimento abrupto de pontas (eventos 

sincronizados com menos de 50ms) ou ondas agudas (50-200ms de duração), 

acompanhadas na maioria das vezes por ondas lentas], que podem ajudar na 

identificação da zona epileptogênica (Koi, 1966; Chatrian et al., 1974; Gotman, 

1980; Walczac; Jayacar; 1997; Brodbeck et al., 2011).  

No EEG de escalpo interictal de pacientes com ELT, anormalidades não 

epileptiformes podem aparecer com características de baixas frequências 

intermitentes, sendo detectadas nas faixas teta e delta sobre as regiões 

temporais mésio-basais (Williamson et al., 1993; Valença et al., 2006; Oliveira 

et al., 2013).  

A presença de descargas interictais auxilia na confirmação do 

diagnóstico clínico da epilepsia e da síndrome epiléptica, além de fornecer 

informações para o planejamento da administração de medicamentos e de 
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candidatos à cirurgia para o controle das crises epilépticas (Ojemann; Angel; 

1987).  

Alguns pacientes apresentam um padrão de EEG interictais 

repetidamente normais. No entanto, o diagnóstico de ELTM não pode ser 

excluído (Valença et al., 2006; Oliveira et al., 2013), sendo que a repetição dos 

registros de EEG faz-se necessária para aumentar a acurácia diagnóstica 

(Salinsky et al., 1987). 

Como as crises epilépticas resultam de uma sincronia e descarga 

excessiva dos neurônios e são caracterizadas por alterações na atividade 

elétrica, elas podem ser registradas pelo EEG (Coito et al., 2016) tanto em 

seres humanos, como em modelos animais de epilepsia. 

 

1.7.  Modelo Experimental de ELT 

Desde 1937, modelos animais são o alicerce para a identificação de 

novas terapias para a Epilepsia (Bialer; White, 2010; Löscher; Schimidit, 2011; 

Löscher et al., 2013; Löscher; White, 2015). Embora essa doença possa surgir 

a partir de diversas regiões cerebrais (foco epiléptico), a maioria dos estudos 

experimentais foca em modelos de ELT com esclerose hipocampal.  

O grande interesse nesses modelos ocorre devido à ampla 

correspondência com a ELT em humanos, tanto na patologia que ocorre na 

formação hipocampal, como na ocorrência de crises espontâneas e recorrentes 

(CERs) (Sloviter; Bumanglag, 2013).  

 Em 2002, o National Institute of Health (NHI) e o National Institute of 

Neurological Disorders and Stroke (NINDS) recomendaram apenas dois grupos 

de modelos como ferramentas úteis no estudo e descoberta de novos 
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tratamentos para ELT: kindling e pós insulto induzido por status epilepticus 

(SE) (Stables et al., 2002). 

 Nesse contexto, um dos modelos animais mais amplamente utilizados 

no estudo da ELT é o de CERs, pós insulto induzido quimicamente. O insulto é 

gerado por um SE, que é caracterizado por uma crise epiléptica ininterrupta, 

com duração maior ou igual a 30 minutos, ou crises repetidas de duração 

menor capazes de provocar uma condição duradoura e invariável, sem 

recuperação da consciência entre as crises (Scott, 2014; Cross, 2014).  

 A patofisiologia do SE ainda não está totalmente esclarecida, 

entretanto, acredita-se que o excesso de excitação mediada pelo 

neurotransmissor glutamato e uma diminuição da inibição normal mediada pelo 

GABA seja a causa mais provável para sua ocorrência (Reddy; Kuruba, 2013).  

 Entre os diferentes tipos de insultos iniciais para modelos pós SE, a 

utilização da pilocarpina (Figura 4) é o mais simples, viável, largamente 

utilizado e o que mais partilha semelhanças com a ELT em humanos (Turski et 

al., 1983; Stables et al., 2002; Müller et al., 2009; Reddy; Kuruba, 2013; 

Römermann et al., 2015). Isso ocorre porque a administração da pilocarpina 

induz crises e uma esclerose hipocampal similar à observada em pacientes 

com ELTM e tem sido extensamente utilizado no estudo e na busca por novos 

tratamentos (Müller et al., 2009). 
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Figura 4. Estrutura química da pilocarpina (C11H16N2O2, Massa: 208.12). 
Disponível em: http://www.basinc.om/library/presentations/biochem/ sawyers03/ 
 

A pilocarpina é um agonista colinérgico muscarínico extraída de uma 

planta brasileira, o Pilocarpus jaborandi (Figura 5). Quando aplicada sistêmica 

ou intracerebralmente leva a um quadro de SE, provocando no animal crises 

comportamentais contínuas e/ou repetidas sem completa recuperação 

neurológica entre as crises (Turski et al., 1984; Turski et al., 1986; Reddy; 

Kuruba, 2013; Römermann et al., 2015).  

 

 

 

 

 

Figura 5. Pilocarpus jaborandi. Disponível em: 
http://www.engenhariadaSEsSEncias.com.br/site/modules.php?name=Conteud
o&pid=1593 
 
 

Após a administração desse composto, ocorre uma hiperativação 

colinérgica, que ativa inicialmente receptores muscarínicos do tipo M1 (subtipo 

mais expresso na formação hipocampal, presente nas células granulares do 

GD e piramidais de CA1 e CA3 e alguns interneurônios), que ativam neurônios 

excitatórios glutamatérgicos, produzindo um desequilíbrio entre a transmissão 

excitatória e inibitória, gerando um quadro de SE (Hamilton et al., 1997; Scorza, 

2005; Reddy; Kuruba, 2013; Römermann et al., 2015).   

Similar à ELTM em humanos, esse modelo compreende três períodos 

para o desenvolvimento da epileptogênese: insulto inicial, período latente e 

http://www.basinc.om/library/presentations/biochem/%20sawyers03/
http://www.engenhariadasessencias.com.br/site/modules.php?name=Conteudo&pid=1593
http://www.engenhariadasessencias.com.br/site/modules.php?name=Conteudo&pid=1593
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período crônico, onde se observa o aparecimento de CERs (Reddy; Kuruba, 

2013) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Etapas de efeitos patofisiológicos na epileptogênese envolvida no 
modelo de ELT em camundongos induzido por pilocarpina. 

 

O Insulto inicial do modelo ocorre pela injeção sistêmica de pilocarpina 

que leva a um quadro de SE e pode ser mantido por um período variável de 

tempo (90 a 240 minutos). Uma vez que o animal não se restabelece do SE 

espontaneamente, tais crises são geralmente abortadas com o uso de um 

anestésico geral (Tiopental sódico®) ou benzodiazepínico (Diazepam®).  

Após o período de latência, sem a presença de alterações 

comportamentais e com duração média de 14 dias (período latente) 

(Fernandes, 2013), o cérebro normal se torna epiléptico e o animal começa a 
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apresentar crises espontâneas que recorrem durante toda a vida (período 

crônico) (Cavalheiro et al., 1991; Scorza et al., 2005).  

Danos nas regiões da formação hipocampal e ao redor dessa região, 

assim como alterações comportamentais e cognitivas, que se assemelham às 

crises parciais complexas e à patologia associada à esclerose hipocampal 

encontrada em pacientes com ELT, são observadas durante o período crônico 

(Stables et al., 2002; Reddy; Kuruba, 2013; Liu et al., 2014).  

Logo, o período crônico caracteriza-se pelo surgimento de CERs que 

variam desde automatismos faciais, clonias de patas anteriores e posteriores, 

elevação e perda do equilíbrio, até crises clônicas generalizadas com durações 

variáveis (40-60 segundos/crise).  

Segundo Heng e colaboradores (2013), camundongos machos pesando 

entre 20-25g são mais propensos a desenvolver o SE, além de terem uma taxa 

maior de sobrevivência ao insulto inicial.  Além disso, as crises ocorrem, com 

maior frequência, durante o período diurno (Cavalheiro et al., 1991; Arida et al., 

1999). 

O modelo de SE possibilita o estudo para o desenvolvimento de novos 

fármacos antiepilépticos mais efetivos, uma vez que ainda não foi possível a 

oferta de novos compostos com alta eficácia para a ELT, onde apenas 11% 

dos pacientes apresentam a remissão das crises (Bialer; White, 2010).  

Uma abordagem mais direcionada para o tratamento de epilepsias 

fármaco-resistentes é extremamente necessária (Kwan et al., 2011). Além 

disso, existe uma grande necessidade em buscar novas alternativas que 

possam gerar medicamentos mais eficazes e com menos efeitos adversos.  

Nos últimos anos, diversos compostos isolados da peçonha de vespas com 
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atividade no SNC de mamíferos têm sido descritas, especialmente os 

peptídeos (Mortari et al., 2007). 

 

1.8.  Peptídeos neuroativos identificados na peçonha de vespas sociais 

As peçonhas de insetos vêm sendo utilizadas desde 3000 a.C pela 

medicina tradicional chinesa e coreana, e também por civilizações egípcias e 

gregas, com o intuito de controlar várias doenças, entre elas, as neurológicas 

(Pemberton , 1999; Adewole et al., 2013; Bogdanov, 2015; Silva et al., 2015). 

Nos últimos anos, o interesse nas moléculas biologicamente ativas 

presentes na peçonha de animais teve um grande crescimento, especialmente 

na procura por novos medicamentos baseados nessas peçonhas (Silva et al., 

2015). 

A peçonha de vespas já é reconhecida por conter moléculas 

neuroativas, com grandes potenciais para o desenvolvimento de novos 

fármacos e também como possíveis ferramentas farmacológicas, que visam 

auxiliar o estudo das funções normais e patológicas do sistema nervoso 

(Mortari et al., 2007; Silva et al., 2015). 

Entre as moléculas neuroativas presentes na peçonha de vespas 

sociais, os peptídeos destacam-se, pois representam aproximadamente 70% 

da peçonha bruta seca (Dohtsu et al., 1993; Dias et al., 2014). Atualmente, 

esses peptídeos têm sido divididos quanto à sua função biológica em 

antimicrobianos, quimiotáticos, inflamatórios e neuroativos.  

Os estudos de peptídeos neuroativos têm sido pouco explorados, uma 

vez que, sua porcentagem na peçonha é pequena em comparação com os 

peptídeos antimicrobianos. Além disso, apenas na última década, a primeira 
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descrição da potencialidade da peçonha de vespas sociais para a obtenção de 

compostos antiepilépticos foi realizada (Mortari et al., 2007a).   

Em 2005, Cunha e colaboradores demonstraram que a peçonha 

desnaturada da vespa Polybia ignobilis protegeu os animais contra crises 

induzidas pelos epilépticos padrões bicuculina, picrotoxina e ácido caínico.  

Em 2012, Couto e colaboradores demonstraram um efeito antiepiléptico 

da fração de baixa massa molecular da vespa social Polybia paulista no 

modelo de indução de crises por pentilenotetrazol (PTZ).  

Mortari e colaboradores (2005) demonstraram também, que a peçonha 

desnaturada da vespa social Polybia occidentalis (Figura 7), quando injetada 

intracerebroventricularmente (i.c.v.) em ratos, era capaz de proteger os animais 

contra crises epilépticas induzidas pelos epilépticos químicos padrões: 

bicuculina, picrotoxina, ácido caínico e PTZ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Exemplar da vespa social Polybia occidentalis. Disponível em: 
http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/30677. 

 

A partir destes últimos dados, foi feito o isolamento e a caracterização 

estrutural de um novo peptídeo antiepiléptico, denominado Occidentalina-1202 

http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/30677
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(OcTx-1202) (Mortari, 2007b), sendo formado por nove resíduos de 

aminoácidos (Glu-Gln-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2) (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.  Fórmula estrutural da Occidentalina-1202. Massa molecular de 1202 
Da e nove resíduos de aminoácidos: E-Q-Y-M-V-A-F-W-M. (Representação 
estabelecida por Solange Rego, 2012). 

 

Quando avaliado em modelos de crises epilépticas, esse peptídeo 

promoveu um potente efeito antiepiléptico no teste de indução aguda de crise 

com ácido caínico (DE50 - dose que protege 50% dos animais = 0.6 μg/rato, via 
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i.c.v.) e PTZ (DE50 = 4.5 μg/rato, via i.c.v.). Além disso, nas doses em que 

ocorreram crises, as latências para o início das crises foram significativamente 

aumentadas (Mortari, 2007b).  

Com o intuito de melhorar a eficiência do peptídeo Occidentalina-1202 e 

a biodisponibilidade no SNC de mamíferos, um novo peptídeo, chamado de 

Neurovespina, foi desenhado, sintetizado e teve sua ação antiepiléptica 

avaliada. Os dados de sua sequência peptídica ainda não podem ser revelados 

devido ao sigilo exigido pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). 

Em 2014, a patente desse composto foi depositada com o título: 

“Peptídeo modificado da peçonha de vespa social e seu uso como 

antiepiléptico e neuroprotetor” (*). Número do registro: BR1020140047280. 

 

1.9.  O peptídeo neurovespina no tratamento da Epilepsia  

Primeiramente, a neurovespina foi avaliada em um modelo agudo de 

crise epiléptica. Os resultados revelaram que a neurovespina ,quando injetada 

via i.c.v. e via intraperitoneal (i.p.), apresentou uma potente atividade 

antiepiléptica contra crises induzidas pelo epiléptico padrão ácido caínico.  

Além disso, o peptídeo também apresentou um efeito neuroprotetor 

indireto, ou seja, não houve alteração na expressão da proteína c-fos 

(marcador de hiperativação neuronal) na formação hipocampal, nas maiores 

doses avaliadas, e houve uma redução da expressão dessa proteína nas 

camadas CA1 e CA3 da formação hipocampal, nas menores doses avaliadas 

(Dos Anjos, 2013).  
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Tais resultados fizeram da neurovespina um composto com alto 

interesse farmacológico, sendo alvo de grande interesse para o 

desenvolvimento de um novo medicamento para o tratamento da epilepsia.  

No entanto, os dados obtidos foram realizados apenas em modelos 

agudos, não apresentando total equivalência à principal epilepsia que atinge os 

humanos, a ELT, caracterizada por CERs. Ademais, a busca por novos 

antiepilépticos deve levar em consideração os efeitos de toxicidade, visando à 

segurança farmacológica do composto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(*) 2014, Brasil. Patente: Privilégio de Inovação. Número do registro: 
BR1020140047280, data de depósito: 27/02/2014, Instituição de registro: 
Instituto Nacional da Propriedade Industrial – INPI.  
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2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo Geral 

 Avaliar a atividade antiepiléptica e neuroprotetora do peptídeo 

neurovespina no modelo crônico de Epilepsia do lobo temporal (ELT) 

pela indução de status epilepticus (SE). 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar o efeito antiepiléptico do peptídeo neurovespina injetado por via 

i.p. no modelo crônico de ELT pós insulto por pilocarpina em 

camundongos. 

 Definir a DE90, assim como a curva dose-resposta, utilizando o modelo 

crônico de ELT após avaliação da atividade antiepiléptica. 

 Avaliar o efeito neuroprotetor do peptídeo neurovespina injetado por via 

i.p. no período latente do modelo crônico de ELT pós insulto por 

pilocarpina em camundongos. 

 Realizar a avaliação do efeito neuroprotetor em diferentes regiões da 

formação hipocampal: giro denteado, CA3 e CA1, através da coloração 

de Nissl (Cresil Violeta), após avaliação da atividade antiepiléptica e 

neuroprotetora. 

 Avaliar os registros eletroencefalográficos, através de um sistema de 

video-EEG, durante a fase I do tratamento, após a administração i.p. da 

DE90 do peptídeo neurovespina utilizando o modelo crônico de ELT 

induzido por pilocarpina em camundongos. 
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 Realizar estudos de toxicicidade, após a administração de diferentes 

doses do peptídeo neurovespina, através dos testes de citoxicidade, 

genotoxicidade e hematotoxicidade. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Síntese e avaliação do grau de pureza do peptídeo Neurovespina 

O peptídeo neurovespina foi sintetizado pela empresa Aminotech 

Pesquisa e Desenvolvimento LTDA, utilizando a técnica de síntese em fase 

sólida – Fmoc. A confirmação do grau de pureza, a inspeção da massa 

monoisotópica e a confirmação da sequencia do peptídeo foi realizado pela 

empresa responsável pela síntese e antes do início dos experimentos. Além 

disso, alíquotas do peptídeo foram submetidas às análises citadas a cada seis 

meses a fim de monitorar e garantir a estabilidade do composto em estudo. 

As análises foram realizadas por espectrometria de massa MALDI 

TOF/TOF UltraFlex II (Bruker Daltonics®, Alemanha) após uma alíquota do 

peptídeo ser ressuspendida em água deionizada e misturada a uma matriz 

pronta de ácido α-cyano-4-hidroxi-cinâmico em acetonitrila e água deionizada 

com 3% de ácido trifluoracético, 5/4/1, v/v/v. Essa mistura foi aplicada em 

triplicata em uma placa Bruker MTP Massive 384, seca à temperatura ambiente 

e analisada. O espectrômetro de massa estava equipado com laser 

SmartBeam e foram empregados dois modos de operação: o refletido positivo, 

para a obtenção de espectros de MS, e o LIFT, para a obtenção de espectros 

de MS/MS. A faixa de detecção da razão massa/carga (m/z) foi de 600 a 3000 

e a calibração foi realizada com a mistura Peptide Calibration Standard I 

(Bruker Daltonics®, Alemanha). Para análise, utilizamos o software FlexControl 

3.0 (Bruker Daltonics, Leipzig, Germany). 
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3.2. Bioensaios 

O manuseio dos animais experimentais procedeu em pleno acordo com 

a Lei no 11.794/2008, mais conhecida como Lei Arouca, que regulamenta o 

uso de animais em pesquisa. Além disso, os princípios éticos do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) foram 

rigorosamente seguidos. O projeto foi aprovado pela Comissão de ética em uso 

animal (CEUA) da UnB, processo de número 139668/2014 (anexo 1) e 

autorizado pelo Conselho de gestão do patrimônio genético (CGEN) 

(010476/2013-0) (anexo 2). 

 

3.3. Animais experimentais 

Para proceder com a realização dos experimentos, foram utilizados 

camundongos Swiss machos, com 5 a 6 semanas de idade, pesando entre 17 

e 23 g (n=6-8/grupo) obtidos do biotério do Instituto de ciências biológicas da 

Universidade de Brasília. Os animais foram mantidos no biotério em condições 

controladas: oito animais experimentais por caixa de polipropileno 

(41x34x16cm - comprimento x largura x altura), ciclo claro/escuro de 12/12 

horas, temperatura de 25C e umidade de 55%. Além disso, água e 

alimentação (ração específica para camundongos – Labina) ad libitum ficaram 

disponíveis durante todo o período experimental. Para identificar os sujeitos 

experimentais, utilizou-se caneta permanente para marcar a cauda e o dorso. 

 

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/lei/l11794.htm
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3.4. Avaliação do efeito antiepiléptico do Neurovespina no modelo 

crônico de ELT pós-insulto por pilocarpina 

 Para avaliar o efeito antiepiléptico do peptídeo neurovespina, 

empregamos o modelo crônico de ELT, com indução de crises por pilocarpina. 

Este modelo é subdividido em três etapas (Figura 9): insulto inicial, que é 

induzido pela administração sistêmica do agonista colinérgico (pilocarpina). 

Após alguns minutos, os animais começam a apresentar sinais de estimulação 

colinérgica além de respostas comportamentais estereotipadas que progridem 

para o quadro de status epilepticus (SE). 

Após 180 minutos de SE, os animais receberem uma administração 

sistêmica de barbitúrico com o intuito de cessar o quadro de crises ininterruptas 

geradas pelo SE. Os sujeitos experimentais que sobreviveram ao insulto inicial 

(aproximadamente 50% dos animais morrem) passaram para o período latente, 

onde ocorre o início da epileptogênese, e a partir do 15º dia começa o período 

crônico, onde os camundongos começaram a apresentar crises espontâneas e 

recorrentes (CERs). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Desenho esquemático ilustrando cada etapa do modelo crônico de 
ELT induzida por pilocarpina. 
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3.4.1. Indução do Insulto inicial (SE) 

Para estabelecer um insulto inicial, primeiramente, os animais foram 

pesados e recebiam uma injeção intraperitoneal (i.p.) do antagonista 

colinérgico butilbrometo de escopolamina (4mg.Kg-1; Boehringer Ingelheim, 

Brasil) visando prevenir os efeitos periféricos da pilocarpina e reduzir a 

mortalidade e morbidade dos sujeitos experimentais, devido a paradas 

cardiorrespiratórias.. 

Após 15-30 minutos dessa injeção, foi administrado o cloridrato de 

pilocarpina (210 mg.Kg-1; SigmaAldrich®, EUA) solubilizado em salina (NaCl 

150 mM), e em seguida, os camundongos permaneceram em observação e 

seus comportamentos foram monitorados. A dose de pilocarpina foi 

estabelecida em ensaios prévios, sendo selecionada a dose capaz de induzir 

crises epilépticas ininterruptas com a menor taxa de mortalidade. 

O critério de definição do SE (tabela 4) foi baseado na classificação de 

crises límbicas de Racine (1972), modificada por Shibley e Smith (2002), e 

corresponde ao momento em que o animal começou a apresentar crise de 

classe ≥4 ininterrupta, com duração maior ou igual a 30 minutos ou crises 

repetidas de duração menor, sem recuperação entre as crises (Scott, 2014; 

Cross, 2014). Essa classificação também será usada para avaliação de CERs 

durante o período crônico. 

  O SE foi interrompido 180 minutos após o início das crises através da 

administração de tiopental sódico (40 mg.Kg-1; Cristália, Brasil), diluído em 

solução salina (NaCl 150mM), e de sulfato de atropina (0,1 mg/animal, i.p.; 

Hypofarma, Brasil). Os sujeitos experimentais permaneceram no biotério nas 
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condições de bem-estar supracitadas anteriormente durante os 15 dias 

subsequentes ao SE (período latente).  

Tabela 4. Classificação das crises límbicas induzidas por pilocarpina de acordo 

com o índice de Racine (1972), modificado por Shibley e Smith (2002). 

Classe Comportamento 

1 e 2 Automatismos faciais, enrijecimento da cauda, tremores 

 

3 

Crises tônico-clônicas pouco intensas marcadas por mioclonias 

unilaterais dos membros anteriores e os demais 

comportamentos das classes 1 e 2 

4 Crises mioclônicas bilaterais dos membros anteriores com 

elevações e manifestações da classe 3 

5 Crises mioclônicas bilaterais dos membros anteriores e 

posteriores com perda transitória do controle postural  

(crise generalizada) 

 

3.4.2. Grupos experimentais submetidos ao protocolo experimental para 

avaliação da atividade antiepiléptica  

Os sujeitos experimentais submetidos ao protocolo para avaliação da 

atividade antiepiléptica foram divididos em seis grupos independentes:  

 Grupo sadio (salina) (n=7): animais não submetidos ao insulto inicial e 

tratados com solução salina (NaCl 150mM) por via i.p. 

(100µL/animal). Esse grupo não apresenta CERs e corresponde ao 

grupo controle saudável.  

 Grupo epiléptico (n=8): animais submetidos ao insulto inicial, que 

desenvolveram o SE e foram tratados com solução salina (NaCl 150 

mM) por via i.p. (100µL/animal). Esse grupo representa os animais 

que apresentam as CERs e corresponde ao grupo controle negativo.  
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 Grupo neurovespina (n=7-8 por grupo, N total = 22): animais 

submetidos ao insulto inicial, que desenvolveram o SE e foram 

tratados com três doses independentes do peptídeo neurovespina: 1, 

2 ou 4mg/Kg, solubilizada na hora do uso em 10% de DMSO (Sigma-

Aldrich, Alemanha) em solução salina (NaCl 150mM),  administradas 

por via i.p. (100µL/animal). 

 Grupo diazepam (DZP) (n=7): animais submetidos ao insulto inicial, 

que desenvolveram o SE e foram tratados com Diazepam (Compaz®; 

4mg/kg, i.p, 100µL/animal; Cristália, Brasil). Esse grupo representa o 

controle positivo.   

 

3.4.3. Tratamento no período crônico 

Quinze dias após os animais (grupos epiléptico, neurovespina e 

diazepam) terem sido submetidos ao insulto inicial, que configura o início do 

período crônico (15º ao 30º) dia, foi realizado o tratamento dos sujeitos 

experimentais.  

Para essa etapa, diariamente, os animais foram pesados e recebiam 

uma injeção por via i.p de salina (150 mM), neurovespina (doses 1, 2 ou 

4mg/Kg)) ou Diazepam (4mg/Kg)  e foram monitorados utilizando uma câmera 

filmadora (Sony®, Câmera Gravadora de Vídeo Digital  DCR-SR47, Brasil), 

instalada acima da caixa dos sujeitos experimentais (Figura 10), a uma 

distância aproximada de 50 cm, no próprio biotério, sempre iniciando às 8h, por 

um período de 9 horas/dia, para observação de CERs. 

Os animais do Grupo sadio não sofreram o insulto inicial, mas foram 

submetidos ao mesmo protocolo de tratamento.  
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Figura 10. Câmera filmadora instalada acima da caixa dos sujeitos 
experimentais, no próprio biotério, para observação de CERs, no período 
crônico do modelo. 

 

3.4.4.  Avaliação das crises espontâneas e recorrentes 

Após o término dos 15 dias no período crônico, a quantificação das 

CERs em cada grupo experimental foi contabilizada em relação ao tempo (em 

segundos), ao número e a categorização das crises apresentadas segundo a 

tabela 4 (classe 1 a 5).  

Os resultados das análises de CERs foram apresentados sobre 

diferentes perspectivas: quantificação total de CERs (todas as horas de CERs 
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da filmagem no período crônico - 120 horas) e uma quantificação temporal em 

cada um dos 15 dias de tratamento. Além disso, para detectar um possível 

efeito da eliminação do peptídeo pelo organismo antes do fim do período de 

filmagem diário, a quantificação total e temporal foi dividida em duas fases: 

Fase I (uma até cinco horas após o tratamento) e Fase II (cinco a nove horas 

após o tratamento).  

 

3.5. Determinação da DE90 

O cálculo da DE90 foi realizado a partir da curva dose-resposta do efeito 

antiepiléptico obtido durante o tratamento com o peptídeo neurovespina no 

período crônico do modelo.  Essa é a dose que foi utilizada para obtenção dos 

padrões epileptiformes por Vídeo-EEG. 

 

3.6. Avaliação dos padrões epileptiformes por Vídeo-EEG  

3.6.1. Procedimento experimental para a implantação dos eletrodos 

Para avaliar o efeito antiepiléptico do peptídeo neurovespina através de 

registros amostrais da atividade epileptiforme por vídeo-EEG, também foi 

aplicado o modelo crônico de ELT, com indução de crises epilépticas por 

pilocarpina, subdividido em três períodos: insulto inicial, período latente e 

período crônico (Figura 11).  
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Figura 11. Desenho esquemático ilustrando cada etapa do modelo crônico de 
ELT induzida por pilocarpina para obtenção dos registros 
eletroencefalográficos.  

 

No décimo dia do período latente, os animais foram anestesiados via i.p. 

com cloridato de quetamina (75 mg.Kg-1; Ceva, Brasil.) e cloridato de xilazina 

(15 mg.Kg-1; Ceva, Brasil), diluídas em solução fisiológica (150mM), e fixados 

em um estereotáxico (Insight Equipamentos®, Brasil). Uma injeção local de 

lidocaína (30 mg.mL-1, Dentsply Pharmaceutical, Brasil) foi administrada e 

após assepsia com iodopolividona 10% (Vic Pharma®, Brasil), foi realizada a 

tricotomia da cabeça, sendo, a seguir, o crânio do animal exposto para a 

implantação dos eletrodos, tendo como base o bregma, de acordo com o Atlas 

Estereotáxico de Paxinos & Watson (2001).   

Pares de três eletrodos foram implantados nos córtices cerebrais e um 

par de eletrodos intrahipocampais foi implantado profundamente no tecido 

encefálico (Figura 12). 
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Figura 12. Etapas da implantação dos eletrodos para registro de vídeo-EEGs. 
(A) Superfície dorsal com os eletrodos corticais implantados. (B) Eletrodos 
corticais e intrahipocampais implantados. (C) Conector posicionado para 
conexão aos fios dos eletrodos. (D) Conector acoplado aos eletrodos e selado 
com resina acrílica.  

  

Os eletrodos corticais eram constituídos por parafusos estéreis 

acoplados a fios condutores de 5 cm de comprimento (8403, Pinnacle 

Technologies, EUA) (Figura 13A) e os eletrodos intrahipocampais eram 

formados  por fios de prata revestidos com material isolante (AGW1510, WPI – 

World Precision Instruments, EUA).  

Ao final do procedimento, todos os fios dos parafusos e dos eletrodos 

intrahipocampais foram conectados aos oito pinos de um conector (8415-SM, 

Pinnacle Technologies, EUA) (Figura 13B) que foi fixado acima do crânio do 

animal com resina (Dentbras®, Brasil) polimerizada com líquido acrílico 

(Dentbras®, Brasil).  
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Uma pomada tópica de sulfato de neomicina e bacitracina (5 mg.g-1 e 

250 Ul.g-1; Medley, Brasil) foi aplicada ao redor do capacete de resina, 

auxiliando na cicatrização e impedindo infecções locais. Os animais ficaram em 

observação por 6 horas após a cirurgia e depois foram acondicionados no 

biotério (2 animais por caixa).  Cinco dias após esse procedimento, os animais 

foram submetidos aos tratamentos no período crônico e a obtenção do video-

EGG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. (A) Eletrodos corticais. (B) Conector de oito pinos com fios de prata 
soldados aos pinos visando garantir melhor contato com os eletrodos. Esses 
componentes foram adquiridos da Pinnacle Technologies para aquisição do 
vídeo-EEG. 

 

Em relação à inserção dos eletrodos corticais, eles foram chamados de 

pontos frontais, pontos parietais e pontos occipitais. 

Os pontos frontais correspondem aos dois eletrodos do córtex motor 

primário, onde um deles está posicionado no hemisfério esquerdo (eletrodo 

referência: Shared/EEG Common) e o outro, no hemisfério direito (eletrodo 
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terra: AGND) que é o encarregado em diminuir os ruídos externos e os 

movimentos dos animais. Os pontos parietais correspondem aos dois eletrodos 

implantados no córtex somatossensorial primário e os pontos occipitais são os 

dois eletrodos colocados no córtex visual primário. Cada eletrodo, de cada par, 

foi colocado em um hemifério. 

Os eletrodos intrahipocampais foram implantados no extrato de células 

piramidais da camada CA1 da formação hipocampal, cada um em um 

hemisfério. 

O local para o posicionamento de cada eletrodo para obtenção dos 

registros está demostrado na figura 14 e as medidas de referência encontram-

se descritas na tabela 5. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Delineamento esquemático do posicionamento dos eletrodos e do 
conector para os registros de video-EEGs em camundongos (modificado de 
Gomes, 2015). (A) Protótipo de configuração do conector a ser acoplado aos 
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eletrodos para obtenção dos registros EEGs. (B) Superfície dorsal do crânio de 
camundongo com indicação dos locais de implante. (C) Local de implantação 
dos eletrodos intrahipocampais nas CA1, modificada do Atlas Estereotáxico de 
Paxinos & Franklin (2001). 

 

Tabela 5. Medidas de referência para posicionamento dos eletrodos corticais e 
intrahipocampais em camundongos (Swiss) segundo o Atlas Estereotáxico de 
Paxinos & Franklin (2001). 
 

 Mesolateral Anteroposterior Dorsoventral 

Frontais ± 1,5 mm + 1 mm - 

Intrahipocampais ± 2 mm - 1 mm -1,3mm 

Parietais ±1,8 mm - 2,2 mm - 

Occipitais ± 3 mm - 3 mm - 

 

3.6.2. Obtenção dos registros eletroencefalográficos e comportamentais  

Durante o período de tratamento (período crônico do modelo), foi 

realizado um monitoramento amostral por um sistema de registros por vídeo-

EEG (Pinnacle Technologies, EUA). Foram utilizados três sujeitos 

experimentais para cada grupo (sadio; epiléptico; DZP e DE90 da neurovespina 

- 3,43 mg/Kg).  

O vídeo-EEG possibilita correlacionar o perfil eletroencefalográfico 

adquirido ao comportamento exibido pelo animal e foi obtido na fase I 

(primeiras cinco horas após a administração do tratamento com o veículo, o 

peptídeo neurovespina ou o fármaco DZP), após o período crônico de o modelo 

ter inicado (15º dia após o insulto inicial).  
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Para obtenção dos registros, os animais foram acoplados ao sistema de 

monitoramento de vídeo-EEG (Pinnacle Technologies, Estados Unidos) 

durante o período crônico do modelo nos dias: 15º, 18º, 21º, 24º, 27º e 30º, 

onde foi feito simultaneamente o registro eletroencefalográfico e a filmagem do 

animal.  

A figura 15 ilustra o sistema de aquisição e os seus componentes 

durante o registro da atividade elétrica cerebral de um camundongo em um dos 

experimentos realizado nesse trabalho. 
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Figura 15. Sistema de aquisição de vídeo-EEG para camundongos. Conector 
adjunto ao cabo blindado (8413-M, Pinnacle Technologies, EUA): permite que o 
animal efetue giros de 360° com liberdade de movimento. Sistema de 
condicionamento e aquisição de dados (8401-HS) amplifica e filtra os dados e 
bloqueia os ruídos eletromagnéticos externos, principalmente, na frequência de 
60 Hz. 
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O software Sirenia Acquisition exibe os dados dos quatro canais de 

aquisição (8406-SE4, Pinnacle Technologies, EUA) e o registro de cada canal 

do EEG é feito a partir da diferença de potencial entre dois eletrodos 

(derivação). Os canais 1 e 2 (EEG 1 e EEG 2), apresentam as derivações de 

cada um dos pinos dos eletrodos intrahipocampais (esquerdo e direito) e o pino 

EEG Common apresenta a derivação do eletrodo de referência. Em relação 

aos canais 3 (parietal) e 4 (occipital), o registro é o resultado da derivação entre 

os lados esquerdo e direito de cada ponto da montagem bipolar (Tabela 6).  

Para destacar ou eliminar atividades de frequências mais altas sem 

afetar as mais baixas, foi utilizado um filtro de alta frequência (40.000 Hz) e 

para eliminar atividades de frequências mais baixas sem afetar as mais altas, o 

filtro de baixa frequência foi utilizado (1 Hz).  

Após os tratamentos, os primeiros 600 segundos de registro foram 

desconsiderados, uma vez que, os animais encontravam-se muito agitados 

devido à administração dos compostos e a conexão ao equipamento.  

Para análise dos padrões epileptiformes obtidos com o software Sirenia 

Acquisition®, foi utilizado o software Sirenia Seizure Pro® que é amplamente 

utilizado na análise de ocorrência de crises em modelos animais de epilepsia. 

Foram contabilizadas quantas crises eletroencefalográficas (n) os animais 

apresentaram e o tempo (em segundos) de cada crise.  
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Tabela 6. Correlação entre os locais dos eletrodos, a derivação (diferença de 
potencial entre dois eletrodos) e os canais de registro do sistema de vídeo-EEG 
(Pinnacle technologies, EUA) em camundongos. 
 

Local do eletrodo Derivação Canal 

Intrahipocampal 

Esquerdo 

EEG 1 e EEG Common 1 

Intrahipocampal 

Direito 

EEG 2 e EEG Common 2 

Parietais 

(esquerdo e direito) 

EEG 3 (direito) e  

EEG 3 (esquerdo) 

3 

Occipitais 

(esquerdo e direito) 

EEG 4 (direito) e  

EEG 4 (esquerdo) 

4 

 

 

3.7. Avaliação do efeito neuroprotetor no modelo crônico de ELT 

Para avaliar o efeito do peptídeo neurovespina no desenvolvimento da 

epilepsia, também foi empregado o modelo crônico de ELT, com indução de 

crises por pilocarpina, subdividido em três etapas: insulto inicial, período latente 

e período crônico da mesma forma que descrito anteriormente. No entanto, o 

tratamento dos sujeitos experimentais ocorreu durante o período latente do 

modelo (Figura 16). 
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Figura 16. Desenho esquemático ilustrando cada etapa do modelo crônico de 
ELT induzida por pilocarpina para avaliação do efeito neuroprotetor. 

 

3.7.1. Grupos experimentais  

Os sujeitos experimentais submetidos ao protocolo experimental para 

avaliação da atividade neuroprotetora foram divididos em cinco grupos 

independentes:  

 Grupo Sadio (n=7): animais não submetidos ao insulto inicial e 

tratados com solução salina (NaCl 150mM) por via i.p. 

(100µL/animal). Esse grupo não apresenta CERs e corresponde ao 

grupo controle saudável.  

 Grupo Epiléptico (n=9): animais submetidos ao insulto inicial, que 

desenvolveram o SE e foram tratados com solução salina (NaCl 

150mM) por via i.p. (100µL/animal). Esse grupo representa os 

animais que apresentam as CERs e corresponde ao grupo controle 

negativo.  
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 Grupo neurovespina (n=7-8 por grupo; N total=22): animais 

submetidos ao insulto inicial, que desenvolveram o SE e foram 

tratados com três doses independentes do peptídeo neurovespina: 

2.5, 4 ou 8mg/Kg, solubilizadas na hora do uso em 10% de DMSO 

(Sigma-Aldrich, Alemanha) em solução salina (NaCl 150mM),  

administradas por via i.p. (100µL/animal). 

 

3.7.2. Indução do Insulto inicial (SE) 

A indução do SE foi realizado exatamente conforme descrito acima no 

item: 3.4.1. 

 

3.7.3. Tratamento no período latente 

Os animais submetidos ao insulto inicial (grupos epiléptico e 

neurovespina), do 1º aos 15º dia (período latente), foram pesados e tratados 

diariamente, sempre iniciando o tratamento às 16h de cada dia. Vale ressaltar 

que os animais do grupo sadio não sofreram o insulto inicial, mas foram 

submetidos ao mesmo protocolo.  

 

3.7.4. Período crônico 

Os sujeitos experimentais foram marcados com caneta permanente no 

dorso e no rabo, para diferenciação entre um e outro, e filmados por câmera 

filmadora (Sony®, Câmera Gravadora de Vídeo Digital  DCR-SR47, Brasil), 

instalada acima da caixa dos animais (Figura 10), a uma distância aproximada 
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de 50 cm, no próprio biotério, por um período de 9 horas/dia, para observação 

de CERs.  

 

3.7.5. Avaliação das crises espontâneas e recorrentes 

Após o término do período crônico, a quantificação das CERs em cada 

grupo experimental foi contabilizada em relação ao tempo (em segundos), ao 

número e a categorização das crises apresentadas segundo a tabela 4 (classe 

1 a 5). Os resultados foram apresentados em relação a todas as horas de 

filmagem no período crônico, ou seja, 120 horas.  

 

3.8. Análises histológicas 

Após avaliação do efeito antiepiléptico e neuroprotetor, os animais foram 

eutanasiados e uma perfusão transcardíaca foi realizada para retirada do 

tecido encefálico com o intuito de analisar morfologicamente a formação 

hipocampal, visando a verificação de alterações na sua citoarquitetura. 

Os animais foram anestesiados profundamente com tiopental sódico 

(120 mg.Kg-1, i.p.; Cristália, Brasil) no 30º dia de experimento, em seguida, a 

caixa torácica e o coração foram expostos para a perfusão transcardíaca ser 

realizada.   

Os camundongos foram perfundidos através do ventrículo esquerdo 

cardíaco com influxo de solução tampão fosfato de sódio (PBS; diluído em 

água destilada) seguida de solução fixadora de formaldeído 4% (diluído em 

PBS tamponado; Vetec, Brasil). Ambas as soluções foram drenadas através de 

uma secção no átrio direito e foram infundidas com um volume de 10 mL, por 

um período de 5 minutos, a uma pressão de 50 mmHg.  
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Após a perfusão transcardíaca os encéfalos foram extraídos, refixados 

em formaldeído a 4% e armazenados a 4ºC por um período de 72h. Dois dias 

antes de serem seccionados (cortes coronais) a 50µm no vibrátomo (KD-400 

Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental, China) (figura 17), os 

encéfalos foram colocados em solução desidratante de sacarose 30% (diluída 

em PBS; Sigma-Aldrich®, EUA) visando a crioproteção (prevenção da perda da 

citoarquitetura do tecido encefálico). 

Para avaliação da formação hipocampal, a região de interesse 

(formação hipocampal) foi selecionada (entre 1,6 e -2,8 mm) segundo 

referências do Atlas Estereotáxico de Paxinos & Franklin (2001). As secções 

foram conservadas a 4° C em placas de 24 poços contendo solução anti-

congelante (solução: diluir 19.5g de sacarose em 50 mL de PBS, adicionar 30 

mL de etilenoglicol, completar com PBS até 100 mL) até a montagem das 

lâminas. 

Para montagem das lâminas, três a cinco cortes do tecido encefálico, de 

cada sujeito experimental, foram distendidos em lâminas de vidro (Exacta, 

Brasil) anteriormente gelatinizadas, com solução de gelatina (Vetec, Brasil) e 

cromosulfato de potássio (Carlo Erba Reagents, França) a fim de serem 

submetidas à coloração de Nissl.  

 

 

 

 

 

Figura 17. Posicionamento do tecido cerebral para iniciar as secções utilizando 
o Vibrátomo KD-400. 
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3.8.1. Coloração de Nissl 

A coloração de Nissl foi empregada para evidenciar a presença de 

neurônios nas regiões de interesse da formação hipocampal, visto que, o 

corante concentra-se especificamente na substância de Nissl (material granular 

presente no retículo endoplasmático rugoso do corpo celular e dos dendritos 

dos neurônios).  

Para obter melhores resultados, o corante violeta de cresila é o que 

fornece resultados mais confiáveis na revelação da substância de Nissl. Em 

neurônios lesados e em degeneração, ocorre um processo conhecido como 

cromatólise, onde a substância de Nissl se rompe e se redistribui pela periferia 

do corpo celular.  

A coloração de Nissl foi utilizada para visualizar os neurônios dos 

extratos piramidais das regiões CA1 e CA3, e dos extratos granulares do hilus 

do giro denteado (GD), a fim de estimar a densidade das células neuronais. 

Antes de iniciar a técnica da coloração de Nissl (Figura 18), as lâminas 

previamente montadas com os cortes de tecido encefálico contendo as regiões 

da formação hipocampal foram colocadas na estufa a 58°C, por 30 minutos, 

para secagem.  

Após secagem, todo o procedimento da coloração de Nissl ocorreu em 

uma capela de fluxo laminar. Doze lâminas de cada vez foram colocadas em 

um suporte de plástico acetal e imersas em uma cuba contendo água destilada, 

por três vezes, e depois foram submersas em uma cuba com a solução do 

corante de Nissl (Acetato de cresil violeta; Sigma-Aldrich®, Brasil), por 30 

minutos.  
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Posteriormente, as lâminas foram imersas cinco vezes em água 

destilada e o excesso de corante foi retirado. Na sequência, foram submersas 

cinco vezes em solução de álcool etílico (Vetec, Brasil) em duas 

concentrações: 50 e 70%. 

Logo depois, uma imersão rápida em uma solução diferenciadora (1 mL 

de ácido acético em 100 mL de álcool etílico absoluto) foi realizada e, em 

seguida, foram  recobertas por 1 minuto cada em  soluções de etanol em 

diferentes concentrações: 70, 96 e 100% (v/v, em água destilada). 

Por último, as lâminas foram submersas em solução de xilol (Dinâmica®, 

Brasil) por 1 minuto e ao final, as lâminas foram deixadas em outro solução de 

xilol até, uma a uma, serem recobertas com lamínula de vidro (Exacta, Brasil) 

empregando Entellan® (Merck KGaA©, Alemanha) como meio de montagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Cubas contendo as soluções utilizadas na técnica de coloração de 
Nissl (em capela de fluxo laminar). 
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3.8.2. Avaliação da citoarquitetura da formação hipocampal  

A análise quantitativa dos neurônios foi verificada através de um sistema 

de captura de imagens de um microscópio óptico (Leica DM2000, Leica 

Microsystems, São Paulo) com uma câmera de vídeo digital (Leica DFC 310 

FX, Leica Microsystems, São Paulo), conectados a um computador equipado 

com o software (Leica, Las V4.1.0, Leica Microsystems, São Paulo) (Figura 19). 

 

Figura 19. Microscópio óptico com câmera de vídeo digital, conectados a um 
computador equipado com o software (Leica, Las V4.1.0, Leica Microsystems, 
São Paulo) mostrando a formação hipocampal no aumento de 40x. 
 

3.8.3. Análise semiquantitativa do dano neural  

A análise semiquantitativa do dano neuronal foi realizada em cada um 

dos sujeitos experimentais submetidos aos protocolos de avaliação descritos 

anteriormente, exceto os submetidos ao vídeo-EEG.   
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Foram obtidas sete imagens de cada lado da formação hipocampal 

(hemisférios direito e esquerdo), de regiões previamente delimitadas, das 

camadas de células piramidais das regiões CA1 (3 imagens) e CA3 (3 

imagens) e da camada de células granulares do GD (1 imagem) no aumento de 

400x.  

A diferença de densidade óptica (DO), que se correlaciona com a 

quantidade de células presentes no tecido, foi obtida com auxílio do software 

ImageJ (National Institute of Health - NIH, EUA), e calculada a partir da fórmula 

a seguir:  

Log10 = 255 / (255 - VC) 

VC: valor de cinza (DOárea - DOfundo) 

 

A DOárea corresponde a medida de densidade óptica de uma região 

delimitada do extrato celular (de cada uma das três regiões avaliadas) 

calculada pelo software, sendo que nas regiões CA1 e CA3, foi feita uma média 

das três imagens obtidas nessas regiões. A DOfundo é a densidade de uma 

região fora do extrato celular (sem células) (Sestito et al., 2011). 

 

3.9. Ensaios de toxicidade do peptídeo  

3.9.1. Grupos experimentais  

Os ensaios de toxicidade aguda (figura 20) foram realizados em 

camundongos Swiss machos, com três meses de vida, pesando entre 38 a 

45g. Os sujeitos experimentais submetidos ao protocolo experimental para 

avaliação da atividade citotóxica, genotóxica e hematotóxica foram divididos 

em dois grupos independentes:  
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 Grupo Sadio (n=6): animais tratados com solução salina (NaCl150 

mM) por via i.p. (100µL/animal).  

 Grupo neurovespina (n=6/grupo N total=18): animais tratados 24 

horas antes da autanásia com três doses independentes do peptídeo 

Neurovespina: 4, 8 ou 12mg/Kg, solubilizada na hora do uso em 10% 

de DMSO (Sigma-Aldrich, Alemanha) e salina (NaCl 150mM),  

administradas por via i.p. (100µL/animal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema dos testes de toxicidade aguda em camundongos. 
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3.9.2. Hematotoxicidade 

 O sangue foi coletado através de uma seringa contendo EDTA (10%). A 

coleta foi feita através do ventrículo esquerdo cardíaco e o sangue obtido foi 

submetido imediatamente à análise hematológica para contagem de hemácias 

e obtenção do hematócrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM) e 

hemoglobina corpuscular média (HCM). No leucograma foram realizadas as 

contagens total e diferencial dos leucócitos. A análise do sangue obtido foi 

realizada em um hematímetro automatizado, calibrado para camundongos 

(Sysmex pocH-100iV Diff) (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Hematímetro automatizado utilizado para as análises quantiattivas 

do sangue dos camundongos tratados com o peptídeo neurovespina. 

 

3.9.3. Citotoxicidade e genotoxicidade 

O teste de proliferação de eritrócitos em medula óssea (figura 20) seguiu 

o manual da ANVISA (2013) com algumas modificações. 
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Vinte quatro horas após o tratamento com salina ou com o peptídeo 

Neurovespina, os animais foram eutanasiados e o fêmur direito e esquerdo 

foram retirados para extração de medula óssea.  

Cortes nas epífises dos ossos foram feitos para expor o canal da 

medula. A agulha da seringa, previamente preenchida com soro fetal bovino, foi 

inserida na abertura do fêmur de modo a empurrar a medula para dentro de um 

tubo de centrífuga, previamente etiquetado com o código do sujeito 

experimental.  

A medula óssea extraída foi centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm e o 

sobrenadante foi descartado com o auxílio de uma pipeta de Pasteur. O 

sedimento foi ressuspendido e em seguida foram colocadas duas gotas da 

suspensão na extremidade de uma lâmina previamente marcada com o código 

do animal e, com o auxílio de outra lâmina inclinada em um ângulo de 45º, foi 

feito um esfregaço. 

Após a secagem das lâminas à temperatura ambiente, foi feita a fixação 

do material.  As lâminas foram imersas em metanol por 10 minutos e coradas 

por 7 minutos em uma cuba de coloração contendo o corante Giemsa a 5%, 

por 3 minutos e a seguir, o excesso de corante foi retirado com água destilada. 

Para avaliação da citotoxicidade, foi feita a correlação entre eritrócitos 

policromáticos (EPC) e normocromáticos (ENC) em aproximadamente 2000 

células de medula óssea. A contagem de EPC e ENC é realizada até que uma 

das duas linhagens atinja 1000 células e então é feita a proporção entre as 

células na medula óssea. Para o teste de genotoxicidade, foram contados os 

micronúcleos (MN) em eritrócitos EPC e ENC em 2000 células de medula 

óssea.  
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A contagem das células foi feita utilizando um contador manual. A 

visualização das lâminas foi feita em um microscópio óptico (Leica DM2000, 

Leica Microsystems, São Paulo), utilizando objetiva de 100X para visualização 

de EPC e ENC e MN.  

 

3.10. Análise estatística  

Os testes foram realizados através do software GraphPad Prisma. Em 

grupos com mais de duas amostras foi utilizada a análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguido do teste de Tukey, para distribuições normais de 

variância semelhante (avaliado com o teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-

Wilk) considerando-se p<0,05 e p<0,001. Para o cálculo da DE90 foi utilizada a 

análise de Regressão não-linear. Para análise da significância dos resultados 

obtidos nos experimentos de incidência e score de crises recorrentes e 

espontâneas, foram utilizadas ANOVA não paramétrica seguida do teste 

Kruskal-Wallis.   
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4. RESULTADOS 

4.1. Determinação da dose de pilocarpina utilizada para a indução do SE 

A dose de pilocarpina ideal para a indução do SE foi estabelecida após 

um ensaio padrão de indução de SE. Foram testadas as doses de 350, 300, 

250, 210 e 190 mg/Kg (nessa ordem).  

Utilizando a dose de 210mg/Kg, 100% dos animais apresentaram um 

quadro de SE e a taxa de mortalidade foi entre 30-50%. Nas doses superiores 

a 210 mg/Kg, os animais apresentaram SE, no entanto a taxa de óbito foi 

superior a 90%. Na dose de 190 mg/Kg, os animais ou não apresentaram SE 

ou reverteram o SE espontaneamente.  

 

4.2. Efeito antiepiléptico do peptídeo neurovespina durante o período 

crônico do modelo de ELT 

A primeira hora de cada filmagem foi descartada das análises, uma vez 

que, os animais ficaram muito agitados devido à manipulação e à 

administração dos compostos. As análises foram divididas nos seguintes 

parâmetros: tempo (em segundos), número e categorização das crises 

apresentadas, segundo a tabela 4.  

 

4.2.1. Tempo de duração das crises epilépticas  

A Figura 22 representa o resultado obtido quanto ao tempo em 

segundos de CERs apresentadas pelos sujeitos experimentais, durante todo 

período crônico [F(7,49) = 12.45; p<0,01]. Diferenças significativas foram obtidas 

entre o grupo epiléptico e os grupos: sadio e neurovespina (p<0,001). 
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Figura 22. Tempo (segundos) da somatória das CERs durante o período 
crônico. Os valores representam médias ±EPM. Todos os dados foram 
submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste 
Tukey-Kramer, [F(7,49) = 12.45; p<0,01].  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
 

Na Figura 23 está ilustrada a duração em segundos das CERs, 

apresentadas pelos animais, em cada dia do período crônico.  

Nos grupos: epiléptico e DZP, os camundongos começaram a 

apresentar crises desde o primeiro dia do período crônico e a duração das 

crises foi aumentando no decorrer dos dias. No grupo Sadio os animais não 

apresentaram CERs.  

No grupo tratado com o peptídeo neurovespina, na dose de 1 mg/Kg, 

alguns animais começaram a apresentar crises no quarto dia de tratamento 

(18º dia do modelo). Na dose de 2 mg/Kg e 4 mg/Kg, as crises começaram no 
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sexto e décimo primeiro dias de tratamento (20º e 25º dia do modelo), 

respectivamente. Foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

no decorrer do período crônico entre o grupo epiléptico e os grupos: sadio e 

neurovespina; e entre o grupo sadio e o grupo DZP (p<0,05) 
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Figura 23. Tempo (segundos) de CERs em cada dia do período crônico após 
tratamento durante o periodo crônico do modelo de ELT. Os valores 
representam médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos à análise de 
variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, sendo 
considerado p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico .  
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio. 
(A). 15º dia: [F(7,49) = 6.348]. (B). 16º dia: [F(7,49) = 7.714]. (C). 17º dia: [F(7,49) = 
5.226]. (D). 18º dia: [F(7,49) = 4.637]. (E). 19º dia: [F(7,49) = 4.564]. (F). 20º dia: 
[F(7,49) = 4.802]. (G). 21º dia: [F(7,49) = 9.924]. (H). 22º dia: [F(7,49) = 4.900]. (I). 23º 
dia: [F(7,49) = 3.976]. (J). 24º dia: [F(7,49) = 4.975]. (K). 25º dia: [F(7,49) = 3.915]. 
(L). 26º dia: [F(7,49) = 8.925]. (M). 27º dia: [F(7,49) = 6.401]. (N). 28º dia: [F(7,49) = 
4.547]. (O). 29º dia: [F(7,49) = 6.331].  
 

A Figura 24 representa a duração total (segundos) das CERs, 

apresentadas durante todo o período crônico, dividido em duas fases: I (até 

cinco horas após o tratamento) e II (quatro horas restantes) [F(7,49) = 10.74; 

p<0,01]. Diferenças significativas foram obtidas entre o grupo epiléptico e os 

grupos: sadio e neurovespina (p<0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Duração total das CERs (segundos) em cada fase de todo o período 
crônico no modelo de ELT. Fase I: primeiras cinco horas logo após o 
tratamento. Fase II: quatro horas restantes de observação. Os dados passaram 
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pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise 
de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer   
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I (p<0,01).  
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I 
(p<0,01). 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II (p<0,01). 

 

Na figura 25 estão ilustrados os resultados, em relação ao tempo, em 

que os animais apresentaram CERs, em cada dia do período crônico, dividido 

em duas fases: I (até cinco horas após o tratamento), eII  (de cinco até nove 

horas após o tratamento).  

No grupo epiléptico e DZP, todos os animais apresentaram CERs nas 

fases I e II a partir do primeiro dia da período crônico. No grupo Sadio, os 

animais não apresentaram nenhuma crise.  

No grupo neurovespina, na dose de 1 mg/Kg, foi observado que os 

animais não apresentavam crises na fase I, nos primeiros 10 dias de 

tratamento do período crônico. Na dose de 2 mg/Kg os animais não 

apresentavam crises na fase I nos primeiros 12 dias. A partir do 11º dia e 13º 

dia, respectivamente, os animais começaram a apresentar crises na fase II, no 

entanto, em ambas as doses, o tempo em crise era maior na fase II em 

reelação à fase I. Na dose de 4 mg/Kg, os animais não apresentaram crises na 

fase I do modelo. 

Diferenças estatisticamente significativas foram obtidas no decorrer do 

tratamento. 
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Figura 25. Duração das CERs (segundos) em cada fase de todo o período 
crônico. Fase I: primeiras cinco horas logo após o tratamento. Fase II: quatro 
horas restantes de observação. Os dados passaram pelo teste de normalidade 
Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de 
uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(A). 15º dia: [F(7,49) = 13.95]. (B). 16º dia: [F(7,49) = 8.056]. (C). 17º dia: [F(7,49) = 
7.320]. (D). 18º dia: [F(7,49) = 14.09]. (E). 19º dia: [F(7,49) = 8.010]. (F). 20º dia: 
[F(7,49) = 6.406]. (G). 21º dia: [F(7,49) = 6.824]. (H). 22º dia: [F(7,49) = 10.82]. (I). 23º 
dia: [F(7,49) = 4.328]. (J). 24º dia: [F(7,49) = 5.357]. (K). 25º dia: [F(7,49) = 7.753]. 
(L). 26º dia: [F(7,49) = 9.335]. (M). 27º dia: [F(7,49) = 3.944]. (N). 28º dia: [F(7,49) = 
3.547]. (O). 29º dia: [F(7,49) = 15.00].  
 

4.2.2. Número de crises epilépticas  

A Figura 26 representa o resultado obtido quanto ao número de CERs 

apresentadas pelos sujeitos experimentais, durante todo período crônico [F(7,49) 

= 32.90; p<0,01]. Diferenças significativas foram obtidas entre o grupo 

epiléptico e os grupos: sadio e neurovespina (p<0,001). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Número de crises espontâneas e recorrentes  durante todo período 
crônico no modelo de ELT. Os valores representam médias ±EPM. Todos os 
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dados foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido 
pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(7,49) = 32.90; p<0,0001].  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo Epiléptico 
(p<0,001). 

 

Na figura 27, está ilustrada a análise do número de CERs apresentadas 

pelos camundongos, em cada dia do período crônico.  

 No grupo epiléptico e DZP, os animais começaram a apresentar crises 

desde o primeiro dia do período crônico e a quantidade de crises foi 

aumentando no decorrer dos dias. No grupo sadio os animais não 

apresentaram crises espontâneas e recorrentes. No grupo neurovespina, na 

dose de 1 mg/Kg, os animais começaram a apresentar crise no quarto dia do 

período crônico (18º dia do modelo). Na dose de 2 mg/Kg, as crises 

começaram no sexto dia (20º dia do modelo) e na dose de 4 mg/Kg, no décimo 

dia (25º dia do modelo). Nas três doses avaliadas, a quantidade de crises foi 

aumentando no decorrer dos dias, sendo  observadas diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) entre o grupo epiléptico e os grupos: 

sadio e neurovespina durante todos os dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
70 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
71 

Figura 27. Número de CERs em cada dia após tratamento durante o período 
crônico no modelo de ELT. Os valores representam médias ±EPM. Todos os 
dados foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido 
pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio. 
(A). 15º dia: [F(7,49) = 18.31]. (B). 16º dia: [F(7,49) = 17.94]. (C). 17º dia: [F(7,49) = 
27.42]. (D). 18º dia: [F(7,49) = 56.83]. (E). 19º dia: [F(7,49) = 40.98]. (F). 20º dia: 
[F(7,49) = 5.242]. (G). 21º dia: [F(7,49) = 24.98]. (H). 22º dia: [F(7,49) = 15.29]. (I). 23º 
dia: [F(7,49) = 17.05]. (J). 24º dia: [F(7,49) = 12.70]. (K). 25º dia: [F(7,49) = 18.04]. 
(L). 26º dia: [F(7,49) = 16.18]. (M). 27º dia: [F(7,49) = 17.83]. (N). 28º dia: [F(7,49) = 
7.729]. (O). 29º dia: [F(7,49) = 17.52].  

 

Na Figura 28 encontram-se os resultados quanto ao número de CERs, 

durante o período crônico, dividido nas duas fases: I e II [F(7,49) = 20.98; 

p<0,01]. Diferenças significativas foram obtidas entre o grupo epiléptico e os 

grupos: sadio e neurovespina nas duas fases (p<0,001). 

 

Figura 28. Número de CERs (segundos) em cada fase de todo o período 
crônico . Fase I: primeiras cinco horas logo após o tratamento. Fase II: quatro 
horas restantes de observação. Os dados passaram pelo teste de normalidade 
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Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de 
uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer , sendo considerado p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase 
II. 
 

Na Figura 29 está ilustrada a análise do número CERs que os animais 

apresentaram em cada dia do período crônico, dividido em duas fases: I (até 

cinco horas após o tratamento) e II (de cinco até nove horas após o 

tratamento).  

No grupo epiléptico e DZP, todos os animais apresentaram CERs, nas 

fases I e II, a partir do primeiro dia do período crônico. No grupo Sadio, os 

animais não apresentaram nenhuma crise.  

No grupo neurovespina, na dose de 1 mg/Kg, foi observado que os 

animais não apresentavam crises na fase I nos primeiros 10 dias de tratamento 

do período crônico. Na dose de 2 mg/Kg, os animais não tinham crises na fase 

I nos primeiros 12 dias. A partir do 11º dia e 13º dia, respectivamente, os 

animais começaram a apresentar crises na fase II, no entanto, em ambas as 

doses, o tempo das crises era maior na fase II. Na dose de 4 mg/Kg, os 

animais não tiveram crises na fase I do modelo. 

Diferenças estatisticamente significativas foram obtidas no decorrer do 

dos dias do período crônico. 
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Figura 29. Quantidade de CERs (n) em cada fase do período crônico. Fase I: 
primeiras cinco horas logo após o tratamento. Fase II: quatro horas restantes 
de observação. Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, 
seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(A). 15º dia: [F(7,49) = 16.94]. (B). 16º dia: [F(7,49) = 13.15]. (C). 17º dia: [F(7,49) = 
19.82]. (D). 18º dia: [F(7,49) = 27.91]. (E). 19º dia: [F(7,49) = 22.33]. (F). 20º dia: 
[F(7,49) = 15.17]. (G). 21º dia: [F(7,49) = 10.94]. (H). 22º dia: [F(7,49) = 7.468]. (I). 23º 
dia: [F(7,49) = 10.57]. (J). 24º dia: [F(7,49) = 10.99]. (K). 25º dia: [F(7,49) = 19.47]. 
(L). 26º dia: [F(7,49) = 10.61 p<0,05]. (M). 27º dia: [F(7,49) = 13.11]. (N). 28º dia: 
[F(7,49) = 6.416]. (O). 29º dia: [F(7,49) = 10.57].  
 

4.2.3. Classe das crises epilépticas  

 Os resultados obtidos quanto à classe das CERs, durante o período 

crônico do modelo de ELT induzido por pilocarpina, estão representados na 

figura 30.  A análise foi feita de acordo com a tabela de classificação de crises 

límbicas de Racine (1972) modificada por Shibley e Smith (2002) (Tabela 4). 

Em relação ao grau de severidade das CERs apresentadas pelos 

sujeitos experimentais durante todo período crônico, o teste de Kruskal-Wallis e 

o pós-teste de Dunn revelaram que o tratamento com o peptídeo amenizou a 

severidade das crises [K = 66.77; p<0,0001]. 

Diferenças significativas foram obtidas entre o grupo epiléptico e os 

grupos sadio e neurovespina nas doses de 2 e 4 mg/Kg (p<0,05). 
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Figura 30. Classe das CERs, de acordo com a classificação de crises límbicas 
de Racine (1972) modificada por Shibley e Smith (2002), observadas durante 
todo período crônico. Os valores representam medianas Todos os dados 
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn, 
sendo considerado p<0,05 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio 
(p<0,001). 
 

 

Na figura 31 está ilustrada a classe de gravidade das CERs 

apresentadas pelos animais em cada dia do período crônico.  Segundo a 

Tabela 4, quanto maior a classe, mais grave a crise. 
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Foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) 

entre o grupo epiléptico e os grupos: sadio e neurovespina na dose de 4 

mg/Kg, durante todos os dias.  

Nos grupos epiléptico e DZP, os animais começaram a apresentar crises 

de classe 3 ou 4 (crises tônico-clônicas pouco intensas marcadas por ioclonias 

unilaterais dos membros anteriores e crises mioclônicas bilaterais dos 

membros anteriores com elevações) desde o primeiro dia de avaliação do 

período crônico, e a classe das crises foi aumentando no decorrer dos dias. No 

grupo Sadio, os animais não apresentaram crises espontâneas e recorrentes.  

O teste de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn revelaram que o 

tratamento com o peptídeo, em todas as concentrações testadas, amenizou a 

severidade das CERs ao longo dos dias de tratamento. 

Na dose de 1 mg/Kg, alguns animais começaram a apresentar crises 

mais severas no quarto dia do período crônico (18º dia do modelo) e na dose 

de 2 mg/Kg, as crises começaram a se agravar no sexto dia (20º dia). Na dose 

de 4 mg/Kg, as crises começaram a se agravar no décimo dia (25º dia). Nas 

três doses avaliadas, a classe das crises foi aumentando no decorrer dos dias.  
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Figura 31. Classes máximas das CERs de acordo com a classificação de 
crises límbicas de Racine (1972) modificada por Shibley e Smith (2002), 
observadas em cada dia do período crônico. Os valores representam 
medianas. Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis 
seguido do pós-teste de Dunn, sendo considerado p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio. 
(A). 15º dia: (K = 40.96). (B). 16º dia: (K = 40.57). (C). 17º dia: (K = 41.15). (D). 
18º dia: (K = 37.42).  (E). 19º dia: (K = 35.09). (F). 20º dia: (K = 31.28). (G). 21º 
dia: (K = 35.79). (H). 22º dia: (K = 34.22). (I). 23º dia: (K = 27,19). (J). 24º dia: 
(K = 31.46). (K). 25º dia: (K = 23.22). (L). 26º dia: (K = 24.98).  (M). 27º dia: (K 
= 28.38). (N). 28º dia: (K = 23.75). (O). 29º dia: (K = 27.92). 

 

A Figura 32 representa a mediana da classe máxima das CERs 

apresentada pelos animais durante todo o período crônico, dividido em duas 

fases: I (até cinco horas após o tratamento) e II (quatro horas restantes) [K = 

152.9; p<0,0001]. Diferenças significativas foram obtidas entre o grupo 

epiléptico e os grupos: sadio e neurovespina, em todas as doses avaliadas na 

fase I, e nas doses 2 e 4 mg/Kg na fase II. 

       

Figura 32. Classe máxima das CERs  apresentadas pelos animais em cada 
fase do período crônico. Fase I: primeiras cinco horas logo após o tratamento. 
Fase II: quatro horas restantes de observação. considerando-se p<0,05. Os 
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valores representam medianas. Os dados passaram pelo teste de normalidade 
Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de 
uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer (K = 152.9). 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase 
II. 

 

Na Figura 33 está ilustrada a análise da classe das CERs em cada dia 

do período crônico, dividido em duas fases: I (até cinco horas após o 

tratamento) e II (de cinco até nove horas após o tratamento).  

No grupo epiléptico e DZP, todos os animais apresentaram CERs, nas 

fases I e II, a partir do primeiro dia do período crônico. No grupo Sadio, os 

animais não apresentaram nenhuma crise.  

No grupo neurovespina, na dose de 1 mg/Kg, foi observado que os 

animais não apresentavam crises na fase I nos primeiros 10 dias de tratamento 

do período crônico. Na dose de 2 mg/Kg, os animais não tinham crises na fase 

I nos primeiros 12 dias. A partir do 11º dia e 13º dia, respectivamente, os 

animais começaram a apresentar crises na fase II, no entanto, em ambas as 

doses, a gravidade das crises era maior na fase II. Na dose de 4 mg/Kg, os 

animais não tiveram crises na fase I do modelo. 

Diferenças estatisticamente significativas foram obtidas no decorrer do 

dos dias do período crônico. 
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Figura 33. Classe máxima das CERs apresenatdas pelos animais  em cada dia 
do período crônico, dividido em duas fases. Fase I: primeiras cinco horas logo 
após o tratamento. Fase II: quatro horas restantes de observação. Os valores 
representam medianas. Os dados passaram pelo teste de normalidade 
Kolmogorov-Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de 
uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase I. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase I. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico na 
fase II. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio na fase 
II. 
(A). 15º dia: (K = 79.35). (B). 16º dia: (K = 80.30). (C). 17º dia: (K = 82.55). (D). 
18º dia: (K = 78.84).  (E). 19º dia: (K = 77.46). (F). 20º dia: (K = 73.46). (G). 21º 
dia: (K =77.67). (H). 22º dia: (K = 64.83). (I). 23º dia: (K = 72.70). (J). 24º dia: (K 
= 59.48). (K). 25º dia: (K = 52.42). (L). 26º dia: (K = 64.32).  (M). 27º dia: (K = 
60.75). (N). 28º dia: (K = 63.44). (O). 29º dia: (K = 65.43). 

 

 

4.3. Medidas da massa corporal dos sujeitos experimentais durante o 

período crônico 

Em relação à massa corporal dos animais (Figura 34), não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o primeiro e o 

último dia de tratamento, durante o período crônico [F(7,42) = 2.691; P = 0059]. 
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Figura 34. Massa corporal (gramas) dos sujeitos experimentais no primeiro e 
último dia de tratamento durante o período crônico. Os valores representam 
médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos à análise de variância 
ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(7,49) = 2.691; P = 
0,0059]. 
 
 

4.4. Cálculo da DE90 

O cálculo da DE90 do peptídeo neurovespina (figura 35), foi feito 

utilizando uma regressão não-linear sigmoidal e utlizando os dados de proteção 

[quantidade de animais que não apresentaram crise máxima (classe 5, tabela 

4) durante o período crônico] contra CERs. A DE90 calculada foi de 3.43 mg/Kg 

e o intervalo de confiança foi de  0.5683 -1.639 mg/Kg. R2 = 0,9808. 
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Figura 35: Curva de porcentagem de proteção (animais que não apresentaram 

crises durante a fase I) do peptídeo neurovespina no modelo crônico de ELT 

induzido por pilocarpina. Regressão não-linear sigmoidal; R2 = 0,9808. 

 
4.5. Avaliação dos padrões epileptiformes por vídeo-EEG 

Os resultados obtidos quanto ao tempo e a quantidade de crises 

eletroencefalográficas observadas após o tratamento com o peptídeo 

neurovespina durante os dias: 15º, 18º, 21º, 24º, 27º e 30º do período crônico 

do modelo de ELT induzido por pilocarpina estão representados nas figuras 36 

a 41.   

Em relação ao tempo de crises eletroencefalográficas apresentadas 

pelos sujeitos experimentais durante os dias pré-definidos do período crônico, o 

teste de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn revelou que o tratamento com o 

peptídeo diminuiu o tempo de crises eletroencefalográficas detectada nos 

quatro canais de registro do sistema de aquisição por vídeo-EEG em relação 

ao grupo epiléptico (Figura 36) (p<0,05). 
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Figura 36. Tempo (segundos) de CERs nos dias 15º, 18º, 21º, 24º, 27º e 30º 
do período crônico do modelo de ELT induzido por pilocarpina após o 
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tratamento com a DE90 do peptídeo neurovespina. Os valores representam 
médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e 
o pós teste de Dunn, sendo considerado p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(A): [K = 9.831; p<0,05]; (B): [K = 10.18; p<0,05]; (C): [K = 9,831; p<0,05]; (D): 
[K = 10.18; p<0,05]; (E): [K = 9.732; p<0,05]; (F): [K = 9.732; p<0,05]. 

 

Em relação à quantidade (N) de crises eletroencefalográficas 

apresentadas pelos sujeitos experimentais durante os dias pré-definidos do 

período crônico, o teste de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn revelou que o 

tratamento com o peptídeo diminuiu o tempo de crises eletroencefalográficas 

detectada nos quatro canais de registro do sistema de aquisição por vídeo-

EEG, analisadas de acordo com os padrões pré definidos pelo software Sirenia 

Seizure Pro, em relação ao grupo epiléptico (Figura 37) (p<0,05). 
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Figura 37. Quantidade (N) de CERs nos dias 15º, 18º, 21º, 24º, 27º e 30º do 
período crônico do modelo de ELT induzido por pilocarpina após o tratamento 
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com a DE90 do peptídeo neurovespina. Os valores representam médias ±EPM. 
Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e o pós teste de 
Dunn, sendo considerado p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico. 
(A): [K = 9.504; p<0,05]; (B): [K = 10.24; p<0,05]; (C): [K = 9,831; p<0,05]; (D): 
[K = 9.588; p<0,05]; (E): [K = 9.401; p<0,05]; (F): [K = 10.75; p<0,05]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um sujeito experimental sadio sem detecção de descargas 
epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A montagem referencial dos eletrodos intrahipocampais 
bilaterais e bipolar dos eletrodos corticais; EEG 3 (parietal) e 4 (occipital): gera as derivações observadas separadamente em cada 
um dos quatro canais de aquisição.  
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Figura 39. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um sujeito experimental epiléptico (tratado com salina) com 
detecção de descargas epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A montagem referencial dos eletrodos 
intrahipocampais bilaterais e bipolar dos eletrodos corticais; EEG 3 (parietal) e 4 (occipital): gera as derivações observadas 
separadamente em cada um dos quatro canais de aquisição. 
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Figura 40. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um sujeito experimental epiléptico (tratado com DZP) com 
detecção de descargas epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A montagem referencial dos eletrodos 
intrahipocampais bilaterais e bipolar dos eletrodos corticais; EEG 3 e 4: gera as derivações observadas separadamente em cada 
um dos quatro canais de aquisição. 
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Figura 41. Representação ilustrativa do perfil eletroencefalográfico de um sujeito experimental epiléptico (tratado com a De90 do 
peptídeo neurovespina) sem detecção de descargas epileptiformes sincronizadas (Pinnaccle Technologies). EEG 1 e 2: A 
montagem referencial dos eletrodos intrahipocampais bilaterais e bipolar dos eletrodos corticais; EEG 3 e 4: gera as derivações 
observadas separadamente em cada um dos quatro canais de aquisição.
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4.6. Avaliação do Dano Neural no modelo Antiepiléptico 

Nas figuras 42 a 46 estão representados os resultados obtidos quanto à 

integridade das camadas de células piramidais das regiões CA1 e CA3 e da 

camada de células granulares do Giro Denteado (GD), após o tratamento com 

o peptídeo neurovespina, salina ou DZP durante o período crônico. 

Na análise da densidade óptica, os tratamentos com o peptídeo em 

todas as doses testadas e com o DZP diminuíram significativamente a morte de 

neurônios nas camadas CA3, CA1 e GD, nos lados direito e esquerdo da 

formação hipocampal, quando comparados com o grupo epiléptico (Figura 42). 
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Figura 42. Densidade óptica obtida nos dois hemisférios cerebrais, em três 
regiões da formação hipocampal: (A) Camada de células piramidais de CA3 
[F(6,42) = 28.35; P<0,0001]. (B) Camada de células piramidais de CA1 [F(6,42) = 
21.86; P<0,0001]. (C) Camada de células granulares do Hilus do Giro 
Denteado [F(6,42) = 48.43; P < 0,0001].  
Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram 
submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste 
Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério direito. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério direito. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério esquerdo. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério esquerdo. 
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Figura 43. Imagens das secções coronais (50µm) da formação hipocampal de 
camundongos (aumento de 40x), mostrando a organização das camadas 
celulares, submetidas à técnica de coloração de Nissl. (A) Epiléptico (nota-se 
uma desorganização e uma perda celular evidente em todas as regiões da 
formação hipocampal). (B) Sadio. (C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 
 
 
 

 
 
Figura 44. Imagens das secções coronais (50µm) da camada piramidal da 
região CA3 da formação hipocampal de camundongos, mostrando a 
sobreposição de células (aumento de 400x), submetidas à técnica de coloração 
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de Nissl. (A) Epiléptico(B) Sadio. (C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 
 

 
Figura 45. Imagens das secções coronais (50µm) da camada piramidal da 
região CA1 da formação hipocampal de camundongos, mostrando a 
sobreposição de células (aumento de 400x), submetidas à técnica de coloração 
de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) DZP. (D) 1 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (F) 4 mg/Kg do peptídeo 
neurovespina. 
 
 

 
 
Figura 46. Imagens das secções coronais da camada de células granulares do 
giro denteado da formação hipocampal de camundongos (aumento de 400x), 
submetidas à técnica de coloração de Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) DZP. 
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(D) 1 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 2 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
(F) 4 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
 
 
 

4.7. Avaliação da atividade neuroprotetora do peptídeo neurovespina  

Para a avaliação comportamental das CREs, a primeira hora de cada dia 

de filmagem obtida durante o período crônico do modelo de ELT induzido por 

pilocarpina foi descartada da análise, visto que, os animais ficam muito 

agitados devido à manipulação.  

As análises foram divididas nos seguintes parâmetros: tempo (em 

segundos), número e categorização das crises apresentadas, segundo a tabela 

4. Todos os registros das filmagens foram realizados por dois pesquisadores 

treinados com concordância superior a 95%. 

 

4.7.1. Tempo de duração das crises epilépticas  

A Figura 47 ilustra o tempo (segundos), durante todo o período crônico 

do modelo, em que os animais apresentaram CERs [F(5,33) = 7.787; P = 0,0002], 

quando tratados durante o período latente. Diferenças significativas foram 

obtidas entre o grupo epiléptico e os grupos: sadio e neurovespina nas doses 

de 4 e 8 mg/Kg, p<0,01. 
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Figura 47. Tempo (segundos) de CERs durante todo período crônico após o 
tratamento durante a epileptogênese (período latente do modelo). Os valores 
representam médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos à análise de 
variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(5,33) = 
7.787; P = 0,0002].  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 

 

4.7.2. Número de crises epilépticas  

A Figura 48 representa o resultado obtido quanto ao número de CERs 

apresentadas pelos sujeitos experimentais, durante todo período crônico [F(5,33) 

= 13.41; P = <0,0001] após o tratamento durante a epileptogênese. Diferenças 

significativas foram obtidas entre o grupo epiléptico e os grupos: sadio e 

neurovespina nas doses de 4 e 8 mg/Kg (p<0,05). 
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Figura 48. Número de CERs  durante todo período crônico após o tratamento 
durante a epileptogênese (período latente do modelo). Os valores representam 
médias ±EPM. Todos os dados foram submetidos à análise de variância 
ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, [F(5,33) = 13.41; P = 
<0,0001].  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 

 

4.7.3. Classe de severidade de crises epilépticas  

Os resultados obtidos quanto à classe das CERs apresentadas pelos 

animais durante o período crônico do modelo após o tratamento durante a 

epileptogênese, estão representados na figura 49. A análise foi feita de acordo 

com a tabela de classificação de crises límbicas de Racine (1972) modificada 

por Shibley e Smith (2002) (Tabela 4). 



 
99 

Quanto ao grau de severidade das CERs, o teste de Kruskal-Wallis e o 

pós-teste de Dunn revelaram que o tratamento com o peptídeo amenizou a 

severidade das crises [K = 66.77; p<0,0001]. 

Diferenças significativas foram obtidas entre o grupo epiléptico e os 

grupos sadio e neurovespina na dose de 8 mg/Kg (p<0,05). 

 

Figura 49. Classe de severidade das CERs após o tratamento durante a 
epileptogênese (período latente do modelo), de acordo com a classificação de 
crises límbicas de Racine (1972) modificada por Shibley e Smith (2002), 
observadas durante o período crônico. Os valores representam medianas 
Todos os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-
teste de Dunn, sendo considerado p<0,05. 
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico 
(p<0,001). 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio 
(p<0,001). 
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4.8. Avaliação do Dano Neural no modelo Neuroprotetor 

Nas figuras 50 a 54 estão representados os resultados obtidos quanto à 

integridade das camadas de células piramidais das regiões CA1 e CA3 e da 

camada de células granulares do Hilus do Giro Denteado (HGD), após o 

tratamento com o peptídeo neurovespina ou salina, durante o período latente 

do modelo de ELT induzido por pilocarpina. 

Na análise da densidade óptica, o tratamento com o peptídeo na dose 

de 8 mg/Kg diminuiu significativamente a morte de células nas camadas CA3, 

CA1 e HGD enquanto a dose de 4 mg/Kg reduziu significativamente a morte 

celular nas camadas CA3 e CA1 nos lados direito e esquerdo da formação 

hipocampal, quando comparado com o grupo epiléptico (Figura 50).  
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Figura 50. Densidade óptica obtida dos dois hemisférios cerebrais, em três 
regiões da formação hipocampal: (A) Camada de células piramidais de CA3 
[F(5,25) = 30.59; P<0,0001]. (B) Camada de células piramidais de CA1 [F(5,25) = 
5.37; P<0,0001]. (C) Camada de células granulares do Hilus do Giro Denteado 
[F(5,25) = 27.21; P < 0,0001].  
Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e foram 
submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste 
Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05.  
(*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério direito. 
(#) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério direito. 
($) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo epiléptico no 
hemisfério esquerdo. 
(!) Diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo sadio no 
hemisfério esquerdo. 

 

 

Figura 51. Imagens das secções coronais (50µm) da formação hipocampal de 
camundongos (aumento de 40x), mostrando a organização das camadas 
celulares, submetidas à técnica de coloração de Nissl. (A) Epiléptico (nota-se 
uma desorganização e uma perda celular evidente em todas as regiões da 
formação hipocampal). (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (D) 
4 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
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Figura 52. Imagens das secções coronais da camada piramidal da região CA3 
da formação hipocampal de camundongos (aumento de 400x), mostrando a 
sobreposição de células, submetidas à técnica de coloração de Nissl. (A) 
Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (D) 4 mg/Kg do 
peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
 
 

 
 
Figura 53. Imagens das secções coronais da camada piramidal da região CA1 
da formação hipocampal de camundongos (aumento de 400x), mostrando a 
sobreposição de células, submetidas à técnica de coloração de Nissl. (A) 
Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (D) 4 mg/Kg do 
peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
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Figura 54. Imagens das secções coronais da camada de células granulares do 
giro denteado da formação hipocampal de camundongos (aumento de 400x), 
mostrando a sobreposição de células, submetidas à técnica de coloração de 
Nissl. (A) Epiléptico. (B) Sadio. (C) 2.5 mg/Kg do peptídeo neurovespina. (D) 4 
mg/Kg do peptídeo neurovespina. (E) 8 mg/Kg do peptídeo neurovespina. 
 

 

4.9. Avaliação da Toxicidade do peptídeo neurovespina 

4.9.1. Citotoxicidade  

Para avaliação da citotoxicidade, foi feita a correlação entre eritrócitos 

policromáticos (EPC) e normocromáticos (ENC) em aproximadamente 2000 

células de medula óssea. Não foi observado potencial do peptídeo 

neurovespina em causar dano à linhagem eritrocitária, ou seja, não houve um 

aumento do número de ENC em relação à EPC (parâmetro utilizado para 

demonstrar a presença de citotoxicidade ou depressão medular), em nenhuma 

das doses avaliadas (Tabela 7). 
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Tabela 7. Resultado do teste de citotoxicidade (relação EPC/ENC) em células 
de medula óssea de camundondo Swiss tratados com o peptídeo neurovespina 
nas doses de 4, 8 e 12 mg/Kg, administrado via i.p 24 horas antes da 
eutanásia. O grupo Sadio recebeu solução salina (NaCl 150mM).   
 

Tratamento EPC ENC EPC/ENC 

Controle (solução salina) 1000 807 ± 42,13 1,23 

Neurovespina (4 mg/Kg) 1000 817,75 ± 46,81 1,22 

Neurovespina (8 mg/Kg) 
 

1000 
 

856,66 ± 26,75 
 

1,16 
 

Neurovespina (12 mg/Kg) 
 

1000 812,46 ± 16,75 1,26 

 
Os dados correspondem à média ± erro padrão da média (EPM). EPC = 
eritrócito policromático; ECN = eritrócito normocromático. Todos os dados 
foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, seguido pelo pós-
teste Tukey. 
 

 

4.9.2. Genotoxicidade 

Para avaliação da genotoxicidade, foram contados os micronúcleos (MN) 

em eritrócitos PCE e NCE em 2000 células de medula óssea. 

 Não foi observado potencial do peptídeo neurovespina em causar 

alterações cromossômicas na linhagem eritrocitária, ou seja, não houve uma 

quantidade acima do normal de micronúcelos em eritrócitos PCE ou NCE em 

nenhuma das doses avaliadas (figura 55). 
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Figura 55. Micronúcleos (n) em eritrócitos EPC ou ENC. Os dados 
correspondem a medianas. PCE = eritrócito policromático; NCE = eritrócito 
normocromático. Os dados passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e foram submetidos à análise de variância ANOVA de uma via, 
seguido pelo pós-teste Tukey-Kramer, considerando-se p<0,05. (K = 3.560). 
 

4.9.3. Hematotoxicidade 

Para avaliação da hematotoxicidade, foi feita a análise do sangue obtido 

em um hematímetro automatizado para contagem de eritrócitos e leucócitos, 

dosagem do hematócrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), 

concentração de hemoglobina cospuscular média (CHCM) e hemoglobina 

corpuscular média (HCM) (Tabela 8).  

Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas em 

nenhum dos parâmetros avaliados. 

 

 

  

EPC ENC 
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 Tabela 8.  Parâmetros hematológicos para camundongos machos. 
 

 
Parâmetros 

 

 
Controle 

 
4 mg/Kg 

do peptídeo 
neurovespina  

 

 
8 mg/Kg do 

peptídeo 
neurovespina  

 

 
12 mg/Kg do 

peptídeo 
neurovespina  

 

 
Leucócitos  

(mm3) 

 
6,08 ± 2,15 

 
6,95 ± 2,45 

 
4,4 ± 1,36 

 
7,74 ± 2,95 

 
Eritrócitos 
(x106 mm3) 

 
9,16 ± 3,23 

 
9,2 ± 3,25 

 
8,5 ± 3,0 

 
10,63 ± 3,75 

 
Hemoglobina 

(g/dL) 

 
13,8 ± 5,8 

 
14,4± 5,1 

 
12,4 ± 4,3 

 
15 ± 3,6 

 
Hematócrito  

(%) 

 
37 ± 1,32 

 
35 ± 1,21 

 
33 ± 1,14 

 
39 ± 1,40 

 
VCM  
(fL) 

 
36 ± 1,3 

 
37 ± 1,3 

 
37 ± 1,3 

 
37 ± 1,3 

 
HCM  
(pg) 

 
15 ± 0,53 

 
16 ± 0,56 

 
15 ± 0,51 

 
15 ± 0,53 

 
CHCM 

(%) 

 
40,8 ± 1,44 

 
41,6 ± 1,47 

 
38 ± 1,34 

 
40,3 ± 1,42 

 
Plaquetas  
(x103 / µL) 

 
458 ± 78,5 

 
414 ± 57,4 

 
394 ± 56,7 

 
  517 ± 36,8 

     

VCM: Volume corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, 
MCHC: Concentração de hemoglobina cospuscular médio.  
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5. DISCUSSÃO 

Desde 1937, os modelos animais têm sido a base para identificação de 

novas terapias para o tratamento da epilepsia sintomática (Bialer; White, 2010; 

Löscher; Schmidt, 2011; Löscher et al., 2013; White; Löscher, 2014). A 

descoberta bem-sucedida de vários novos antiepilépticos desde a década de 

1990 corrobora o papel dos modelos experimentais na identificação de novos 

fármacos promissores (Bialer; White, 2010; White; Löscher, 2014).  

Esses modelos são utilizados para testar a segurança e eficácia de 

novos compostos antes dos ensaios em seres humanos (Golyala; Kwan, 2016) 

e visa identificar novos FAE, avaliar a atividade antiepiléptica contra diferentes 

tipos de crises ou epilepsia, investigar se o novo fármaco tem vantagens em 

relação aos existentes, caracterizar a eficácia pré-clínica durante a 

administração crônica, demonstrar como a epilepsia pode levar a disfunções 

cerebrais crônicas e estimar concentrações plasmáticas nos primeiros ensaios 

clínicos (Löscher, 2011).  

Além disso, são úteis para estudar a epileptogênese, sendo cruciais na 

descoberta de terapias que possam impedir ou modificar o desenvolvimento da 

epilepsia após lesões cerebrais (Löscher, 2011; White; Löscher, 2014; Barker-

Haliski et al., 2015). 

Até o momento, nenhum dos FAE disponíveis foi capaz de prevenir a 

epileptogênese (White; Löscher, 2014; Barker-Haliski et al., 2015) e reduzir 

significativamente a prevalência de epilepsias refratárias ao tratamento e os 

efeitos adversos  (Löscher; Schmidt, 2011; Stables et al., 2012).  



 
108 

Um estudo realizado com cinco mil pacientes europeus, que faziam uso 

de FAE rotineiramente, verificou que 88% dos pacientes apresentavam pelo 

menos um efeito adverso (Perucca et al., 2009).  

Esses efeitos adversos variam desde disfunções no SNC, prejuízos na 

memória, tremores, fadiga, sintomas gastrointestinais, osteoporose, depressão, 

náuseas, alterações de peso, podendo levar ao óbito por anemia aplástica ou 

falência hepática (Carpay et al., 2005; Perucca et al., 2009; Luoni et al., 2011). 

Ademais, diversos estudos têm sugerido que os FAEs também estão 

associados a efeitos psicotrópicos (Ketter et al., 1996; Mula et al., 2003; 

Weintraub et al., 2007; Piedad et al., 2012).  

Em 2014, Kinderen e colaboradores, através de um estudo sobre o custo 

gerado para as famílias de pacientes com epilepsia e para os governos com 

gastos médicos relacionados aos efeitos adversos dos FAEs, demonstraram 

que do ponto de vista econômico, o controle dos efeitos adversos é tão 

importante quanto o controle das crises em relação ao tratamento de pacientes 

com epilepsia, uma vez que, esse custo é extremamente alto, não só para a 

sociedade, mas também para os pacientes. 

Na busca por novos FAEs mais eficazes e com menores taxas de efeitos 

adversos, a avaliação deve ser mais aprimorada e preferencialmente ocorrer 

em modelos animais com epileptogênese (Löscher ; Brandt, 2010;  White; 

Löscher, 2014). Em especial, porque o cérebro epiléptico apresenta alterações 

substanciais em sua estrutura e função, permitindo que esses modelos sejam 

estreitamente relacionados com a epilepsia humana (Löscher, 2011).  

Entre os inúmeros modelos disponíveis, o modelo de ELT pós-status 

epilepticus (SE), devido ao período latente necessário para desenvolver crises 
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espontâneas e recorrentes (CERs), representa um dos três mais utilizados na 

busca de terapias antiepilépticas e antiepileptogênicas (White, 2012; White; 

Löscher, 2014; Barker-Haliski et al., 2015). 

Nesse modelo, a ocorrência de CERs (Sharma et al., 2007; Rattka et al., 

2013; Barker-Haliski et al., 2015) se correlaciona em grande parte com a 

neuropatologia associada a ELT humana (Löscher, 2011; Sadeghi et al., 2016), 

tais como: alterações histológicas, eletrofisiológicas, bioquímicas, 

farmacológicas e comportamentais (Turski et al., 1984, Berkeley et al., 2002; 

Shibley; Smith, 2002; Löscher, 2011; Sadeghi et al., 2016). Ademais, ocorre 

neurodegeneração nas camadas CA1 e CA3 da formação hipocampal e 

dispersão das células granulares no giro dentado (Houser, 1990; Mathern et al., 

1997; Bertram, 2009).  

 Apesar do lançamento quase anual de novos FAE nos últimos 25 

anos, a epilepsia permanece descontrolada em mais de dois terços dos 

pacientes (Golyala; Kwan, 2016), evidenciando a necessidade da continuação 

da busca de novos fármacos. Além disso, a ELT está associada à 

farmacorresistência em mais de dois terços dos casos, reforçando a 

necessidade da busca por novos fármacos. (Semah et al., 1998; Römermann 

et al., 2015). 

Nesse contexto, o presente estudo utilizou o modelo animal com indução 

de epileptogênese pela pilocarpina, a fim de aprofundar o conhecimento acerca 

da ação antiepiléptica e neuroprotetora do peptídeo neurovespina. 

 Na avaliação da atividade antiepiléptica, os animais foram tratados 

diariamente durante o período crônico do modelo. Nesse período, os animais já 

se tornaram epilépticos e apresentam CERs. Todas as doses testadas do 
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peptídeo neurovespina foram capazes de promover uma potente atividade 

antiepiléptica.  

Esse efeito pode ser detectado por diferentes focos de avaliação no 

modelo: duração (s), quantidade (n) e classe das CERs, sempre fazendo a 

comparação com os grupos: epiléptico, DZP e sadio. 

Nesse modelo, à medida que as crises tornam-se mais frequentes, os 

danos vão aumentando progressivamente, visto que, as crises são 

responsáveis pelo aumento do dano neuronal. Sendo assim, uma avaliação do 

efeito do tratamento com o peptídeo no decorrer de cada dia do período 

crônico foi de extrema importância.  

Nessa avaliação, constatou-se que as CERs foram se agravando com o 

passar dos dias. No entanto, o peptídeo neurovespina, nas doses de 2 e 4 

mg/Kg, mantiveram seu efeito antiepiléptico durante todos os dias, diminuindo, 

significativamente, a duração, a quantidade e a classe de severidade das 

crises. Interessantemente, o fármaco DZP não apresentou eficiência similar no 

decorrer dos dias de observação. 

O fármaco DZP foi escolhido devido à via de admnistração ser a mesma 

(injetável) e por ser bastante utilizado na prática clínica. Além disso, sabe-se 

que não existem fármacos antiepilépticos disponíveis que são eficientes no 

controle total de crises espontâneas e recorrentes, tornando a comparação 

praticamente inviável. 

Na tentativa de elucidar o tempo de ação do peptídeo no organismo do 

camundongo, foi feita uma avaliação logo após a sua administração (fase I) e 

após um período de 5 horas (fase II).  
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Nas doses de 1 e 2 mg/Kg, os animais começaram a apresentar CERs 

na fase I após o 10º e 12º dia do período crônico, respectivamente, no entanto, 

a duração, a quantidade e a classe de severidade das crises foram menores 

em relação à fase II.  

Na dose de 4 mg/Kg, os camundongos não apresentaram crises na fase 

I. Esses resultados demonstram que o peptídeo, a partir de 5 horas da 

administração, começa a perder sua efetividade. Provavelmente, isso ocorre 

devido à sua metabolização e eliminação. Um tratamento mais eficiente pode 

ser realizado aumentando o número de doses do peptídeo, por exemplo, 

utilizando três doses diárias, visto que, os roedores geralmente metabolizam 

rapidamente a maioria dos fármacos, o que encurta a meia-vida dos FAE, 

havendo a necessidade de múltiplas administrações diárias do composto.  

Na avaliação da diferença de densidade óptica, devido a secção de 50 

µm apresentar grande sobreposição de células, optou-se pelo cálculo da 

densidade de células. A análise de densidade de neurônios na formação 

hipocampal demonstrou diferenças significativas em todas as regiões e doses 

avaliadas em comparação com os animais doentes tratados com salina (grupo 

epiléptico). 

Nesse grupo de animais epilépticos, todas as camadas sofreram perda 

celular e desorganização da citoarquitetura evidentes após o SE, indicando que 

o modelo experimental proposto foi adequado, visto que, produziu alterações 

morfológicas distintas quando comparado aos animais que não foram 

submetidos ao insulto inicial (grupo sadio). 

Com o intuito de avaliar o desempenho do peptídeo durante a fase I do 

modelo antiepiléptico (primeiras cinco horas após administração dos 
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compostos), foi utilizada a análise eletroencefalográfica, que é muito rica em 

informações, tais como foco epiléptico, sincronização e tipos de ondas e 

complementa as observações comportamentais.  

Nessa avaliação, após a obtenção dos dados comportamentais no 

modelo antiepiléptico, foi feita uma curva dose-reposta, onde foi considerada a 

proteção contra crises: quantidade de animais que não apresentaram crises 

nas primeiras 5 horas após o tratamento – Fase I do modelo e que não 

apresentaram crise máxima (classe 5 da tabela 4) durante a fase II do modelo. 

A partir desses dados, foi obtida a DE90 do peptídeo (3.43 mg/Kg). Essa foi a 

dose utilizada para avaliação dos registros eletroencefalográficos, pois 

representa um único ponto dentro da curva dose-resposta. 

 Na análise do EEG, os camundongos que foram submetidos ao insulto 

inicial e que foram tratados com salina durante o período crônico, 

apresentaram crises eletroencefalográficas durante todos os dias avaliados do 

período amostral.  Os camundongos tratados com DZP também apresentaram 

de crises. Diferentemente, os animais sadios e os tratados com a DE90 do 

peptídeo não apresentaram crises durante o período avaliado, corroborando os 

dados obtidos na avaliação comportamental, ou seja, o peptídeo neurovespina 

é capaz de proteger os animais contra CERs durante a fase I do modelo.   

Ainda em relação ao modelo de epileptogênese induzido por pilocarpina, 

após o insulto inicial, é sabido que a epilepsia adquirida é seguida por um 

"período latente" (Löscher, Brandt, 2010; White, 2012; White; Löscher, 2014). 

Esse período latente proporciona uma "janela de oportunidade" em que uma 

potencial terapêutica neuroprotetora poderia ser administrada com o intuito de 



 
113 

prevenir, retardar ou modificar o processo epileptogênico desencadeado pelo 

insulto inicial (White; Löscher, 2015). 

Nesse sentido, para avaliar a atividade neuroprotetora do peptídeo, os 

animais foram tratados diariamente durante o período latente do modelo. Os 

resultados demonstraram que as doses de 4 e 8 mg/Kg  foram capazes de 

promover uma notória atividade antiepileptogênica. Esse efeito pode ser 

detectado por diferentes focos do modelo: duração (s), quantidade (n) e classe 

de severidade das CERs, avaliados durante o período crônico do modelo, 

sempre comparando com os grupos epiléptico e sadio. 

Nessa avaliação, em comparação com o grupo epiléptico, constatou-se 

que a duração, a quantidade e as classes das CERs foram significativamente 

menores no grupo tratado com a dose de 8 mg/Kg, enquanto que a dose de 4 

mg/Kg reduziu significativamente a duração a quantidade das CERs. Ou seja, 

apesar da diminuição, os animais apresentaram crises durante o período 

crônico. 

De acordo com White e Löscher (2015), o tratamento ideal com o 

composto que está sendo estudado deve começar imediatamente após o início 

do SE e continuar durante o período latente. No entanto, o tratamento foi 

administrado 5 horas após o SE ter sido induzido. O SE ocasiona danos 

irreversíveis na formação hipocampal, ou seja, uma administração do peptídeo 

imediatamente após o início do SE poderia ter diminuído esses danos iniciais e 

causado um efeito neuroprotetor mais proeminente. No entanto, dificilmente os 

pacientes conseguem o tratamento imediatamente após o insulto, ou seja, esse 

tempo foi escolhido fazendo referência ao tempo entre um possivel insulto e a 

possibilidade do início do tratamento pelo paciente. 
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Além disso, como supracitado, os roedores geralmente metabolizam 

rapidamente a maioria dos fármacos. Apesar de a administração ter sido diária, 

só foi feita uma vez por dia. Talvez se a administração tivesse sido feita em 

várias doses diárias, a atividade neuroprotetora fosse mais eficiente.  

Existem pouquíssimos estudos que examinam se o composto com 

atividade antiepilética também seria capaz de modificar a progressão da 

epilepsia, ou seja, se teria um efeito neuroprotetor (White; Löscher, 2015).   

Um estudo com a rapamicina, um composto natural obtido a partir da 

bactéria Streptomyces hygroscopicus, demonstrou que esse composto possuía 

uma atividade antiepiléptica quando avaliado em dois modelos animais pós SE 

(Zeng et al., 2009; Buckmaster et al., 2009). No entanto, Heng e colaboradores 

(2013) demonstraram que ela não era capaz de modificar o desenvolvimento 

da doença, ou seja, não possuía um efeito neuroprotetor. 

 Alguns FAE disponíveis no mercado, particularmente valproato e 

topiramato, demonstraram atividade neuroprotetora em modelos animais 

(Löscher; Schmidt, 2012), ou seja, a pesquisa da atividade epiléptica associada 

à atividade neuroprotetora é de extrema importância porque representariam 

duas alternativas terapêuticas, uma para os pacientes portadores de epilepsia 

de difícil controle e outra para indivíduos com fatores de risco para desenvolver 

a doença. 

Com o intuito de estimar a quantidade de neurônios presentes na 

formação hipocampal após o tratamento com o peptídeo no período latente, foi 

feita a análise da diferença de densidade óptica entre as camadas celulares e 

as regiões de fundo das secções de tecido encefálico coradas com Nissl. Essa 

análise demonstrou diferenças significativas em todas as regiões avaliadas na 
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dose de 8 mg/Kg quando comparado com os animais doentes tratados com 

salina (grupo epiléptico). Nas outras doses também foram observadas uma 

redução do dano neural. 

Ademais, como o peptídeo neurovespina mostrou-se muito promissor e 

poderá tornar-se um medicamento no futuro, estudos não clínicos de 

segurança farmacológica de dose única (aguda) foram conduzidos.  

Para estudos de segurança farmacológica, um parâmetro essencial é a 

avaliação da hematotoxicidade, realizada através da análise do sangue 

periférico, obtida por meio de hemograma completo (Bloom; Brandt, 2008). 

Outro teste essencial nesse estudo é o de proliferação de eritrócito em 

medula óssea, sendo utilizados para avaliar a toxicidade de agentes químicos 

ou outras substâncias sobre a linhagem eritrocítica tantos de animais 

experimentais como de seres humanos (Pereira et al., 2004).   

O teste de micronúcleo (genotoxicidade) em eritrócitos policromáticos 

(EPC) e normocromáticos (ENC) de roedores é realizado para avaliar se um 

dado agente apresenta potencial de causar danos cromossômicos. Durante a 

divisão celular, os micronúcleos (MN), que são estruturas resultantes de 

cromossomos inteiros ou fragmentos cromossômicos, não conseguem se ligar 

às fibras do fuso e, assim, são excluídos do núcleo das células filhas, 

permanecendo no citoplasma das células (Ribeiro, 2003).   

O teste do micronúcelo é amplamente aceito pelas agências 

internacionais e instituições governamentais, sendo preconizado pelo ANVISA, 

como requisito para avaliação da toxicidade para registro de produtos 

químicos, farmacêuticos ou usados no meio ambiente (Ribeiro, 2003; Vasquez,  

2010). 
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Na avaliação de micronúcleos (MN) em eritrócitos policromáticos (EPC) 

e normocromáticos (ENC) de camundongos, 24h após a administração de 

diferentes doses do peptídeo neurovespina (4, 8 e 12mg/Kg), não foram 

observadas diferenças significativas entre os números de MNs detectados nos 

grupos tratados e no grupo controle negativo, revelando que o composto 

estudado não apresenta potencial genotóxico. 

Adicionalmente à genotoxicidade, o teste em medula óssea permite 

avaliar também a citotoxicidade do composto estudado. A toxicidade é indicada 

quando ocorre uma redução significativa na porcentagem de EPC (Ribeiro et 

al., 2003).  

Observou-se, no presente estudo, que os valores encontrados na 

relação EPC/ENC nos grupos tratados (4, 8 e 12 mg/Kg) não demonstraram 

redução na frequência de EPC, sendo esta relação semelhante à detectada 

nos grupo controle negativo. Este achado evidencia que o peptídeo 

neurovespina não gerou citoxicidade na medula óssea dos camundongos. 

 Na avaliação dos parâmetros hematológicos, em comparação com o 

grupo controle, não houve alteração significativa em nenhum dos componentes 

após administração do peptídeo, demonstrando que o mesmo não causa 

hematoxicidade. Os dados hematológicos não foram comparados aos da 

literatura, uma vez que, é imprescindível que cada laboratório ou biotério 

estabeleça o respectivo conjunto próprio de valores de referência dos animais 

saudáveis, pois o equipamento utilizado, a metodologia empregada, a 

linhagem, gênero e idade de cada espécie utilizada influenciam diretamente 

nos resultados obtidos (Dantas et al., 2006).  
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6.  CONCLUSÕES 

O peptídeo neurovespina, em relação à avaliação da atividade 

antiepiléptica foi capaz de reduzir a frequência, a duração e a gravidade das 

crises espontâneas e recorrentes em todas as doses avaliadas. Além disso, a 

neurodegeneração nas regiões avaliadas da formação hipocampal também foi 

diminuída, demonstrando que o peptídeo pode representar uma alternativa 

terapêutica às epilepsias de difícil controle. 

Na avaliação das crises eletroencefalográficas, a administração da DE90 

do peptídeo impediu que os animais apresentassem crises nas quatro 

primeiras horas após sua administração. 

Adicionalmente, nos testes de toxicidade aguda, o peptídeo não 

apresentou potencial genotóxico, citotóxico ou hematotóxico, demonstrando 

sua segurança farmacológica. Faz-se necessário continuar os testes de 

toxicidade para avaliar se o composto apresenta potencial imunotóxico. 

Na avaliação da atividade de evitar o desenvolvimento da doença 

(neuroprotetora), o peptídeo neurovespina nas doses de 4 e 8 mg/Kg foi capaz 

de reduzir a frequência, a duração e a gravidade das crises. Somado a isso, a 

neurodegeneração foi diminuída em todas as regiões analisadas da formação 

hipocampal, na dose de 8 mg/Kg.  

Uma análise da neurodegenaração através de testes específicos de 

marcação neuronal, como a imunofluorescência, será essencial no futuro para 

corroborar os dados obtidos através da coloração de Nissl. 

Sendo assim, a capacidade do composto estudado de prevenir o 

desenvolvimento de epilepsia em camundongos representa uma esperança 

futura. 
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De uma perspectiva translacional, as terapias eficazes na prevenção ou 

modificação do processo epileptogênico em modelos animais, um dia poderão 

ser utilizadas para a população humana com risco de desenvolver a doença, 

representando o "Santo Graal" da pesquisa em epilepsia.  
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8. ANEXOS 

8.1.  Anexo 1 - Declaração do CEUA 
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8.2. Anexo 2 - Autorização de Acesso e de Remessa de Componente do 

Patrimônio Genético. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 


