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RESUMO

CANTANO, L. M. R. EPILEPSIA ESPONTANEA EM TRINOMYS YONENAGAE
(RODENTIA, ECHIMYIDAE): OCORRENCIA E COMPORTAMENTO. 2013. 112 p.
Dissertacdo (Mestrado). Instituto de Psicologia — Neurociéncias e Comportamento —
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

Apresentamos dados e argumentos que indicam que: a) as crises epilépticas
apresentadas por Trinomys yonenagae em campo e em cativeiro sdo espontaneas e
idiopéticas; e b) elas podem ser decorrentes de processos evolutivos. A epilepsia nesta
espécie foi caracterizada em cativeiro a partir de um cadastro iniciado hd 16 anos,
formado por progenitores e descendentes de seis colénias de T. yonenagae, coletados na
Caatinga de Ibiraba (BA), & e @ adultos (129,90 + 5,929) e filhotes nascidos em
cativeiro num total de 295 individuos. A prevaléncia e a incidéncia em individuos
epilépticos (EE) foram estimadas e as crises epilépticas foram analisadas por meio das
manifestacbes comportamentais, baseando-se na escala de Racine. Aspectos da
procriacdo (n=11), a locomocdo, a ansiedade (testes de arena, n= 35) e indices
fisioldgicos (balango hidrico-alimentar, n=6), importantes ao fitness, foram mensurados.
Somente duas col6nias apresentaram EE representando 9% e 28% dos nascimentos. Do
total de individuos (1653 e 1309) 9,8% sdo EE (n=29; 143 e 159), sendo que as @
representam 52% e os & 48%. A prevaléncia é de 20 a 30% e a incidéncia variou de 2 a
10 casos/ano, nos Gltimos cinco anos. As crises sdo observadas somente em adultos
(n=24) a menor laténcia é de 13m e a frequéncia é varidvel (1 a 24 em seis anos). A
maioria iniciou-se por congelamento e 50% atingiram o estagio 5 da escala de Racine.
Em todos os casais, de 5 a 50% dos filhotes sdo EE e ocorreu estro pds-parto, como
esperado para a espécie. Os filhotes sdo saudaveis e tanto a média de filhotes por
ninhada (1,9+0,3), como a média do nimero de ninhadas por casal (6,5+5,0) é igual a de
casais nao epilépticos (NE). O teste de arena indica que $ descendentes de EE (DE) e as
EE sdo menos ansiosas que as NE. Ndo ha diferenca entre os grupos dos indices
fisiologicos estimados. A diferenca no nimero de EE nas colbnias, a alta prevaléncia e
% de filhotes EE, e a diferenca de comportamento das fémeas DE indicam a base
geneética desta epilepsia. Neste contexto, consideramos que em Trinomys yonenagae, a
epilepsia limbica ndo compromete o fitness, o que abre possibilidades de ser decorrente
de processos evolutivos envolvendo o escalonamento de respostas de anti-predacao.
Palavras-chave: equimideo, crises epilépticas limbicas, reproducdo, balango hidrico e

alimentar, escala de Racine, teste de arena, Trinomys yonenagae



ABSTRACT

CANTANO, L. M. R. SPONTANEOUS EPILEPSY IN TRINOMYS YONENAGAE
(RODENTIA, ECHIMYIDAE): OCCURRENCE AND BEHAVIOR. 2013. 112 p.
Dissertacdo (Master). Instituto de Psicologia — NeC — Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2013.

We present data and discuss the possibility that: a) the seizures presented by Trinomys
yonenagae in the wild and in captivity are spontaneous and idiopathic, and b) they may
be due to evolutionary processes. Epilepsy was characterized in this species in captivity
from a survey started 16 years ago, made up of parents and descendants from six
colonies of T. yonenagae collected in the Caatinga of Ibiraba (BA), & and ¢ adults
(129.90 + 5.92 g) and pups born in captivity in a total of 295 individuals. The
prevalence and incidence in individuals with epilepsy (EE) were estimated and seizures
were analyzed by behavioral manifestations, based on Racine’s scale. Locomotion and
anxiety indexes (open-field test, n = 35), as well as aspects of breeding (n = 11) and
physiological indicators (balance food and water, n = 6), important to fitness were
measured. Only two colonies showed EE, representing 9% and 28% of births.
Approximately 10% of total individuals (165 & and 130 @) are EE (n =29, 14 & and 15
?), and the @ represent 52 and & 48%. In the last five years prevalence is 20-30%, and
incidence ranged from 2 to 10 cases/ year. Seizures are only observed in adults (n = 24),
the lowest latency is 13 months and the frequency is variable (1 to 24 in six years). The
first stage is freezing and 50% reached stage 5 of Racine’s scale. In all couples, 5-50%
of puppies are EE and occurred postpartum estrus, as expected for the species. The
puppies are healthy and both the average offspring per litter (1.9 £ 0.3), as well as the
average number of litters per couple (6.5 = 5.0) is equal to values presented by non-
epileptic couples (NE). The open-field test indicates that ¢ descendants of EE (DE) and
EE are less anxious than NE. There is no difference between EE and NE regarding food
and water intake. The difference in the number of EE in the colonies, the high
percentage of EE pups, and the difference in the behavior of DE @ indicate the genetic
basis of this epilepsy. In this context, we consider that in Trinomys yonenagae the
limbic epilepsy seems to not compromise the fitness, which opens possibilities to be the
result of evolutionary processes involving the escalation of antipredator responses. Key
words: Echimyidae, limbic epileptic seizures, reproduction, food and hydric balance,

Racine’s scale, open-field test, Trinomys yonenagae



INTRODUCAO

Epilepsia

A epilepsia é uma palavra do grego antigo émuinyia significando "apreensao". As
primeiras descri¢des surgiram por volta de 3.500 a.C, pelos egipcios e sumérios. Na
Suméria (Mesopotamia), houve registros de crises epilépticas e as ideias relacionadas a
medicina eram vinculadas a fendmenos sobrenaturais, magia e maldigdes.

No século VI, a medicina grega avangou na compreensao das doencas e do papel
funcional do sistema nervoso. Por volta de 400 a.C, Hipdcrates, afirmou que a causa da
epilepsia estava no cérebro, e ndo em espiritos malignos, tentando desfazer mitos
sobrenaturais. O cérebro também foi identificado como o local-chave para o
entendimento do comportamento humano. Remédios, dieta e habitos saudaveis poderiam
tratar os epilépticos; e ndo sacrificios aos deuses, rezas ou magias. O diagnoéstico era
baseado nos sintomas do doente. Ha descri¢Bes de auras visuais, auditivas e vegetativas
na epilepsia. O termo "aura" (em grego: "brisa") designa a sensacao que ocorre no inicio
da crise e ao perguntar a um epiléptico o que ele havia sentido durante a crise, este ndo
soube responder. No final do século XIX e no inicio do século XX, o estudo das auras
era importante para a localizacéo da regido do cérebro que gerou as crises.

Posteriormente, diversos pesquisadores estudaram a epilepsia, entre eles Areteus
da Capadocia, Galeno de Pergamo e Celso Aureliano. Na ldade Média a epilepsia era
considerada uma doenca contagiosa, um tabu que persistem até hoje, devido a falta de
divulgacdo de informagdes. Na Renascenca e com a Revolugdo Cientifica, o
conhecimento do corpo humano voltou a ser estudado com as dissec¢des. René Descartes
realizou estudos fisioldgicos e anatdbmicos com animais, investigando o sistema nervoso e

iniciando a pesquisa neurofisiologica experimental. O neurologista John Hughlings
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Jackson (seculo XVI1II) afirmou que a disfungdo era causada por uma descarga anormal
das células nervosas (Liga Brasileira de Epilepsia).

Existem relatos de episodios de epilepsias em animais domésticos desde épocas
passadas. Em diferentes culturas, a epilepsia é vista de formas diferentes. Atualmente é
considerada uma desordem crénica na qual ocorre alteracdo temporéria e reversivel da
atividade elétrica cerebral, a epilepsia é uma das afec¢des neuroldgicas mais comuns na
populagdo mundial. Pode se expressar principalmente na forma de crises em diferentes
locais do sistema nervoso.

Disturbios do sistema nervoso podem apresentar além de uma causa proximal,
uma causa distal ou evolutiva. Por exemplo: nauseas e vomitos relacionados a gravidez
revelam um processo de significado adaptativo de protecdo do tecido nervoso fetal
(NESSE, 1964). Neste contexto, a compreensao da origem evolutiva da epilepsia pode ser
um importante passo para libertar epilépticos do preconceito, até mesmo em sociedades
ocidentais. Por outro lado a ocorréncia de epilepsia espontanea em populacgdes silvestres
reforca uma interpretacdo dentro de uma visdo evolutiva dos processos fisiopatologicos e
abre possibilidades para estudar a origem distal da epilepsia.

A epilepsia pode ter diversas origens: lesdo cerebral por trauma, doencas
sistémicas, acidente vascular cerebral e infecgbes (por ex. meningite, encefalite,
cisticercose). O diagndstico € basicamente clinico, mas pode ser complementado por
estudos de eletroencefalograma. Embora esteja associada a varias patologias, em uma
parcela significativa da populacdo humana a origem das crises é desconhecida, chamada
de epilepsia idiopatica.

Cada episadio de distarbio neurolégico é chamado de crise epiléptica. Esta pode

ser convulsiva, quando acompanhada por manifestacbes motoras, ou ndo convulsiva,;
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qguando se manifesta por meio de outras alteragfes, como sensoriais, cognitivas e
emocionais (LORENZATO et al. 2002).

ConvulsBes reflexas sdo crises que podem ser provocadas por estimulos
especificos ou eventos. O gatilho mais comum em pessoas € a oscilacdo de luz,
geralmente a partir de uma televisdo, no entanto imersdo em agua quente, leitura, certos
sons, e comer também podem desencadear crises. Pacientes humanos descrevem
sensacgOes diferentes durante suas auras, incluindo tonturas, formigamento e ansiedade.
Manifestagcdes comuns de auras em animais sdo quando o animal se esconde, buscando o
proprietério, agitacdo e vémitos (THOMAS 2010).

De 45 a 100 milhdes de pessoas no mundo sofrem de epilepsia ativa (FONG e
FONG, 2001 apud PARINEJAD et al. 2009), sendo a incidéncia de epilépticos maior em
paises em desenvolvimento (MAC et al. 2007 apud PARINEJAD et al. 2009). Nos EUA 1 %
da populacéo € afetada por esta disfungdo da excitabilidade neuronal, e é bastante comum
a crise epiléptica se expressar na forma de convulsdes (HAUSER e HESDORFFER, 1990
apud MCNAMARA, 1994). A epilepsia acomete individuos de ambos 0s sexos e de todas
as faixas etérias, com maior frequéncia em criancas abaixo de 2 anos e idosos acima de
65 anos.

As epilepsias podem ser classificadas de acordo com a etiologia, idade de inicio
das crises, topografia das descargas elétricas, manifestacbes clinicas, achados
eletroencefalograficos ou tipos de crises. A classificagdo mais usada é proposta pela Liga
Internacional contra a Epilepsia. Crises parciais ou focais, que ocorrem em uma regiao
cortical localizada, representada pelo foco epiléptico. J& crises generalizadas envolvem
simultaneamente todo o cortex (Lorenzato et al. 2002), ambos os hemisférios; crises

generalizadas tonico-clénicas (grande mal) s@o o tipo mais comum de crise reconhecida
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em animais e o tipo de crise frequentemente vista em animais com epilepsia idiopatica
(KNOWLES, 1998).

Em humanos, a forma mais frequente é a epilepsia do lobo temporal (TLE)
(CHAKIR et al. 2006 apud PARINEJAD et al. 2009) e mais de 40% dos pacientes com
epilepsia tornam-se resistentes as drogas anticonvulsionantes (FReNCH, 2007 apud
PARINEJAD et al. 2009). Pelo menos de 40 a 50% de todas as formas de epilepsia s&o
idiopaticas, e isso indica uma origem genética. As caracteristicas genéticas e
fisiopatolégicas envolvidas na epilepsia sdo criticas para uma melhora no tratamento de
um terco de pacientes epilépticos que ndo respondem bem a medicamentos.

Epilepsia idiopatica (IE) é uma das mais comuns e trataveis desordens
neuroldgicas em pequenos mamiferos; ndo tem especificamente fatores causadores
identificAveis e uma base genética tem sido suspeita (ANDERMAN 1982 apud FRANKEL et
al. 1994, KNowLES, 1998). A designagdo de IE implica em crises recorrentes ndo
provocadas, nas quais nenhuma anormalidade cerebral existe ou pode ser identificada.

Cachorros e humanos, ambos sofrem de ocorréncia natural de epilepsia, a
estimativa da incidéncia de epilepsia canina é de 1 a 2%. Ha dois tipos de epilepsia
canina: a epilepsia progressiva mioclénica (PMEs) e a idiopatica (EKENSTEDT et al.
2012). Pode existir uma predisposicdo dos machos a IE. A facilidade com que a crise
pode ser induzida varia entre os animais, devido a diferencas individuais de limiar
(KNOWLES, 1998). A maioria dos cées com IE sofre sua primeira crise entre 1 e 5 anos de
idade, embora as apreensdes ocasionalmente comecem antes dos 6 meses ou por volta
dos 10 anos de idade, sendo que qualquer raca, incluindo mistura de racas, pode ser
afetada.

Com base na anélise do pedigree, uma base genética para a epilepsia idiopatica é

suspeita de varias racgas, incluindo o beagle, Tervuren belga, Keeshond, dachshund,
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Alsation briténico, labrador, golden retriever, Pastor de Shetland, wolfhound irlandés,
Vizsla, cachorro Bernese montanha e Inglés springer spaniel. Fatores genéticos sdo
provaveis em outras racas afetadas, embora estudos ndo tenham sido publicados
(THOMAS, 2010). A base hereditaria familiar ou genética tem sido investigada e proposta
para cada uma das ragas, descrevendo o fenotipo clinico, examinando os pedigrees e
sugerindo um modo potencial de heranca. A idade de inicio das crises variou: das 20
racas estudadas oito delas iniciaram as crises com no minimo um ano de idade
(EKENSTEDT et al. 2012).

A IE é menos comum em gatos do que em cdes, no entanto, ela ocorre. A base
genética para convulsGes ndo foi documentada em gatos e a epilepsia felina é mais
provavel de ser sintoméatica do que idiopéatica, quando comparado aos cdes. Em um
estudo recente, a maioria dos gatos com epilepsia idiopética teve sua primeira crise entre
cercade 1 e 5 anos de idade (THOMAS, 2010).

O rato EL/Suz tem sido descrito como modelo genético para crises parciais
complexas em humanos com generalizagBes secundérias (BRIGANDE et al. 1989 e
SEYFRIED et al. 1992 apud LEGARE et al. 2000). As crises sdo originadas no cértex
parietal (ISHIDA et al. 1993 apud LEGARE et al. 2000) ou hipocampo (MUTOH et al. 1993
apud LEGARE et al. 2000), e aos 90 dias de idade, os ratos EL se tornam susceptiveis as
crises apos manejo de rotina (handling) (LEGARE et al. 2000).

Em cavalos, convulsdes sem danos estruturais do cérebro ou fendmenos
metabolicos sdo chamadas de idiopaticas, mas uma predisposicdo genética € suspeita
(LAcoMBE et al, 2011; MITTEL, 1987 apud LICHTER-PELED et al. 2012). A epilepsia
idiopatica juvenil (JIE) é uma desordem neurologica que resulta em crises ténico-clonicas
em potros jovens arabes, que vao a partir de 2 dias a 6 meses de idade (MITTEL,1987,

MAYHEW, 1989, ALEMAN et al, 2006 apud LICHTER-PELED et al. 2012).
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A epilepsia é muito estudada em diferentes modelos animais (ver, por exemplo,
PTACEK et al. 2003; CAVALHEIRO et al. 1990; HOLMES et al. 1993; STAFSTROM et al.
1993; S. LETTY et al. 1995; ONGINI et al. 1995; DepAuULIS et al. 1997; CARVALHO et al.
2003; BELZUNG et al. 2003; ERDOGAN, 2004, 2005; MIDZYANOVSKAYA et al. 2005;
ARIDA et al. 2005; OKAICHI et al. 2006; STEWART et al. 2006; BROMFIELD et al. 2008;
PAN et al. 2009; PARINEJAD et al. 2009; MATOS et al. 2010; EKENSTEDT et al. 2012;
KNOWLES, 1998; THOMAS, 2010; MITTEL,1987; MAYHEW, 1989; LEGARE et al. 2000)
incluindo grupos naturais de roedores como o gerbil, Meriones unguiculatus (LOMAX et
al. 1976, 1983) e os ratos-de-espinho Proechimys guyannensis e Trinomys yonenagae
(ARIDA et al. 2005; CARVALHO et al. 2003; NASCIMENTO et al. 2007; CANTANO et al.
2009; 2010, 2011 e 2012).

Os modelos de experimentacdo mais comuns abordados nesta dissertacdo para
discussdo s@o: WAG (epilepsia audiogénica) (MIDZYANOVSKAYA et al. 2005), PTZ
(pentilenetetrazol) (ERDOGAN et al. 2005), acido cainico, pilocarpina (epileptogénico

agonista colinérgico muscarinico) e o kindling da amigdala.

Epilepsia e Trinomys yonenagae

Durante expedicGes de coleta realizadas na Caatinga no estado da Bahia (10°48'S,
42°50'W) foram observadas crises epilépticas, aparentemente espontaneas, em roedores
conhecidos como Trinomys yonenagae (Rocha, 1995). Rocha (comunicacdo pessoal)
relatou que alguns animais apresentavam prostracdo, auséncia de reacdo e salivagdo
guando os trabalhos de coleta estavam sendo finalizados, ou seja, quando possivelmente
alguns animais estavam ha um certo tempo restritos as armadilhas e expostos a queda de
temperatura noturna que ocorre na Caatinga semiarida. O quadro apontado por Rocha foi

considerado por n6s como semelhante ao de crises epilépticas.
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Apos este relato passamos a observar atentamente o comportamento desses
animais mantidos em colénias no Biotério de Roedores Silvestres do Laboratério de
Ecofisiologia e Comportamento (LECO) e pudemos confirmar a ocorréncia de epilepsia
nesses roedores. A partir dai houve o interesse e a necessidade de caracteriza-la em T.

yonenagae mantidos em cativeiro.

Trinomys yonenagae, um roedor equimideo Neotropical

A ordem dos roedores constitui a mais numerosa ordem de mamiferos com
placenta contendo mais de 2000 espécies (NowAK, 1999). Corresponde a cerca de 40% das
espécies viventes da classe dos mamiferos recentes (Woobs, 1993). A ordem ¢ dividida
em subordens segundo critérios anatdmicos. Considerando as diferencas no arco do
zigomético e no musculo masseter (ver WoobD, 1948; WILSON e REEDER, 2005) ela ¢
dividida em trés subordens: Sciuromorpha (esquilos), Myomorpha (ratos e camundongos)
e Hystricomorpha (capivaras e pacas).

A familia Echimyidae forma o mais abundante grupo de mamiferos ndo-voadores
nas florestas Umidas, constituida por 15 géneros (EMMONS, 1997) e é a maior e mais
variada familia dos Caviomorfos. Sua distribuicdo encontra-se na figura 1 (retirada de
MARES & OJEDA, 1982). O grupo € de interesse ja que permite estudos comparativos de
espécies filogeneticamente proximas, mas que vivem em ambientes distintos entre si como

as florestas neotropicais e a Caatinga.
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" Echimyidae

Figura 1. Distribuigdo geografica dos roedores da familia Echimyidae na América do Sul segundo Mares
& Ojeda (1982)

Ratos-de-espinho ou equimideos como sdo chamados, possuem formas bem
diversas em suas adaptacdes gerais, nas suas dimensdes (MOOJEN, 1952) e geralmente sdo
ativos a noite (NOWAK, 1991).

Nesta familia, o género Proechimys apresenta o maior nimero de espécies
distribuidas nas florestas da América Central e do Sul, da Nicaragua até o norte do
Paraguai, estdo entre 0s mais numerosos mamiferos terrestres (EMMONS, 1982, 1990).
Sdo solitarios e considera-se que o género compreenda mais de 70 taxons, figurando entre
0s maiores contribuintes para a biomassa de mamiferos ndo voadores. Estes animais
alimentam-se basicamente de sementes, frutos, fungos e artrépodes (EMMONS, 1982).

Proechimys era reconhecido com dois subgéneros Proechimys (Proechimys) J. A.
Allen, 1899 e Proechimys (Trinomys) Thomas, 1921. A inclusdo de dados moleculares
nos estudos da filogenia de roedores trouxe modifica¢fes significativas a este cenario,
como serd discutido abaixo.

Lara e colaboradores (1996) propuseram a elevagdo de Trinomys a género baseado
em estudos com DNA mitocondrial. Trinomys ocupa o sudoeste do Brasil, desde S&o

Paulo até a Bahia, é constituido por varias espécies de animais noturnos que, na sua
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maioria, habitam florestas ou clareiras, frequentemente perto da agua (MOOJEN, 1952).
Recentemente Lara e Patton (2000) sugeriram uma filogenia para o género que é
composto de trés clados distintos (Fig. 2) sendo um distribuido ao longo das matas da
costa sudeste, um nas florestas semideciduas internas e o terceiro na vegetacdo xérica, e

um aumento no numero de espécies, inclusive a espécie de nosso estudo.

T albispinus (loc 1)

T. 5. setosus (loc 1,2)
100

[ cLADE 3]

% T s elegans (loc9)

T i denigratus (loc §)

100 T yonenagae (loc3)

[ cLADE 2]

T i. eliasi (loc 18)
100

T i paratus {loc 5, 10)
T. dimidiatus (loc 14)

- T. dimidiatus (loc 13)

T dimidiatus (loc 17)
100

T dimidiatus (loc 15,19)

100 o
T i. iheringi (loc 20,21,22,23,24)
T spilocd)

T i. gratiosus (loc T)

CLADE |

90 T i. gratiosus (loc 11, 12)
60 T, i. bonafidei (loc 16)
100 T i. gratiosus (loc 6)

T i, gratiosus (loc T)

outgroups

Figura 2. Filogenia proposta por Lara & Patton (2000) com os trés clados para 0 género Trinomys.
Trinomys yonenagae estd destacado no clado 2 que tem espécies ligadas a ambientes com vegetagdo
xérica
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Apesar da espécie T. yonenagae viver no semiarido, ha a hipétese de que ela
tenha um ancestral de ambiente florestado Umido, o que é refletido em aspectos
fisiol6gicos, como o balango hidrico, que em muitos aspectos é semelhante as espécies
de mata, diferente do que seria esperado para espécies de ambientes secos (OLIVEIRA et
al 1995; MENDES, 1998; SCHMIDT-NIELSEN, 1964).

Trinomys yonenagae (Rocha, 1995) é uma espécie de roedor neotropical, social,
terrestre, noturno e fossorial (RocHA, 1995) (Fig.3). E considerada uma excegdo por
habitar tlneis escavados em dunas formando tocas (Fig.4) onde permanecem durante o
dia, vive em col6nias; e é considerada a menor espécie do género, 0 que estaria
relacionado com uma diminuicéo de gastos de manutengéo do corpo (RoCHA, 1992).

O rabo-de-facho é conhecido e estudado nos aspectos comportamentais e
fisiologicos (SPINELLI OLIVEIRA et al. 1995; MENDES et al. 1998; MANAF 2000, MANAF et
al. 2003a, 2003b; MARCONATO et al. 2003; FREITAS et al. 2003, 2005; LUCHESI et al.
2010; RosA et al. 2011). E endémico e o Unico representante de mamiferos de pequeno
porte de campos de dunas fixas localizadas a margem esquerda do Rio S&o Francisco, BA
na Caatinga (ROCHA, 1992). E considerada uma espécie monogamica (MANAF &SPINELLI
DE OLIVEIRA 2009), a gestacdo tem duracdo de trés meses e a média do nimero de
ninhadas por casal é de 7,2 com nimero de filhotes por ninhada igual a 2,0 + 0,61
(LucHEsiI et al. 2010).

Possui caracteristicas convergentes com roedores de deserto como patas traseiras
mais longas, locomocdo saltatorial ao inves de exclusivamente quadrupetal (ROCHA,
2007), pincel de pelos na extremidade da cauda (o que os tornam conhecidos localmente
como rabos-de-facho) que estabiliza a sua locomocéo, pelagem criptica que atua como
camuflagem no ambiente e bula timpénica inflada, a maior do género, que pode

possibilitar detec¢do de ondas sonoras de baixa frequéncia (ROCHA, 1991 e 1995). Essas

19



caracteristicas sdo vantajosas em um ambiente como a Caatinga, um bioma brasileiro
caracteristico por um regime de chuvas escassas e irregulares, baixa umidade relativa do

ar, alta intensidade solar e altas temperaturas (REIS, 1976).

Figura 3. Trés exemplares de Trinomys yonenagae em cativeiro, sendo dois adultos (m=130g) e um filhote
(m=25g)

Figura 4. Entrada da toca de Trinomys yonenagae na Caatinga, BA (Martim de Franga Silveira Ribeiro)
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O ambiente da Caatinga:

A Caatinga esta localizada na regido nordeste do Brasil, em uma é&rea de
aproximadamente 844.453 km? (IBGE 2004)" E caracterizada por um regime escasso e
irregular de chuvas, um alto grau de radiacdo solar, a mais alta variacdo de temperatura
e a mais baixa umidade relativa do ar no Brasil (AB’SABER, 1970; REIS, 1976).

A vegetacdo é esparsa e rasteira, formada por arbustos e arvores de pequeno
porte (1,5m a 2,0m), podendo-se observar a presenca de bromeliaceas e cactaceas
proximas as tocas de Trinomys yonenagae. (ver ROCHA, 1992). As dunas de areia onde
sdo encontrados os rabos-de-facho estdo localizadas a margem oeste do S&o Francisco
(BA) e podem chegar a 100m em relag&o ao nivel do rio (RODRIGUES, 1991), sendo que
as diferencas entre os cumes e vales atingem valores entre 10 e 30m de altura (ROCHA,
1992). A regido de 7.000 km? abriga uma fauna com altos indices de endemismos
(RODRIGUES, 1996), e presentemente é conhecida como “Area de Preservagio
Ambiental das Dunas e Veredas do Médio Rio Sdo Francisco”, de acordo com o Centro
de Recursos Ambientais da Bahia.

Estudos realizados no LECO caracterizaram 0 comportamento de enterrar e
estocar alimentos (MARCONATO, 2000), ambos de importancia para uma espécie de
dunas. MARCOMINI & SPINELLI (2003) e MARCOMINI (2004) estudaram o ritmo de
atividade-repouso de T. yonenagae, e confirmaram que é uma espécie de habitos
noturnos, como a maioria dos roedores, apresentando pico de atividade durante a noite, o
que evita a exposic¢do as altas temperaturas da Caatinga, que sdo encontradas em situacéo
de ensolacdo. T. yonenagae apresenta uma ampla variedade de comportamentos anti-
predatorios como saltar, tamborilar e pular, e de comunicacéo tatil e auditiva (MANAF &
OLIVEIRA, 2000), sugerindo a existéncia de uma organizacdo comunal complexa e com

alto grau de tolerancia, inclusive com cuidados parentais e alo parentais. Estas
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caracteristicas foram comprovadas em estudos do comportamento aflitivo do rabo-de-
facho, comparado intra e interespecificamente. A intensidade de afiliagdo tem um grau
alto, sendo a espécie de maior grau de afiliagdo entre os Trinomys j& estudados e nédo
difere entre animais de um mesmo grupo social e de diferentes grupos sociais (FREITAS et
al. 2008 e 2009).

MANAF, BRITO-GITIRANA e SPINELLI OLIVEIRA (2003) constataram a
presenca de uma glandula anal complexa cuja secre¢do, em contato com o ar, exala um
odor parecido com o de tutti-fruti. Essa glandula parece ter importancia nas interagdes
sociais e esta presente em outros membros da familia Echimyidae (MANAF & SPINELLI
OLIVEIRA, 2006).

Em estudos de balanco alimentar, T. yonenagae parece ser tolerante a aumentos
da concentragdo osmatica do sangue, ja que mantém a ingestdo de alimento em regime de
restricdo hidrica e diminuiu o volume de excrec¢do de urina, evitando a perda de &gua, de
um modo diferente de outros roedores de deserto, que geralmente concentram urina
(MENDES et al. 1998).

Diante disso, atualmente T. yonenagae é uma das espécies mais conhecidas entre
0s equimideos principalmente por ser adequada a estudos da interacdo entre ambiente e
filogenia, possibilitando comparagdes evolutivas com outras espécies proximas de habitat
distinto (BARROS et al, 1998; FREITAS et al, 2003, 2008, 2010; FONSECA, 1998; MANAF,
2000, 2005; MANAF & SPINELLI OLIVEIRA, 2000, 2006, 2009; MANAF et al, 2003a, 2003b;
MARCOMINI, 2004; MARCOMINI & SPINELLI OLIVEIRA, 2003; MARCONATO, 2003,
MENDES, 1998; MONEIA, 2004; RIBEIRO, 2004; ROCHA, 1992, 1995; SPINELLI OLIVEIRA,

2003; SANTOS, 1997, 2004).

Este conjunto de dados a respeito de T. yonenagae permite a elaboracdo de

hipdteses relacionadas a aspectos de importancia para a sobrevivéncia da espécie e que
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ainda ndo foram estudados. A hipotese do presente trabalho é que individuos epilépticos
(EE) desta espécie se diferenciariam dos ndo epilépticos (NE) no teste de arena, ja que
dados da literatura indicam esta possibilidade em outros modelos de epilepsia (OKAICHI
et al. 2006; ERDOGAN, 2004, 2005; PAN et al. 2009). Porém em relacdo aos aspectos da
reproducdo e fisioldgicos, os epilépticos ndo se diferenciariam dos ndo epilépticos ja que

propomos que em T. yonenagae a epilepsia ndo parece afetar o fitness da espécie.

Crises epilépticas aparentemente espontaneas (ndo induzidas) e idiopéticas (sem
causa conhecida) foram observadas em situacdo de campo e cativeiro durante o contato
com individuos desta espécie. Os rabos-de-facho sdo déceis e de facil manuseio em
laboratério, no entanto, os animais epilépticos e filhos de epilépticos (grupo
experimental) aparentemente mostram uma atividade motora maior do que 0S outros
animais ndo epilépticos (grupo controle). Com o intuito de verificar a atividade motora e
outros comportamentos, que séo influenciados pela epilepsia, realizamos os experimentos

no teste de arena com fémeas e machos (epilépticos e ndo epilépticos).
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Analise comportamental de animais epilépticos

Testes de arena ou open-field test tém sido utilizados para aferir o comportamento
de ratos da linhagem Wistar sob os efeitos da epilepsia experimental. O grupo com
epilepsia induzida cruzou mais quadrados na arena do que o grupo controle, mostrando
que o teste de arena € capaz de detectar diferencas comportamentais, no caso a atividade
locomotora, decorrentes da epilepsia em situacdo experimentais (PAN et al. 2009).

Este teste também demonstra que o hipocampo € essencial em diversos aspectos
do comportamento. Danos no hipocampo podem liberar tendéncias inibitdrias naturais em
ratos normais, e foi demonstrado que a atividade exploratdria no teste de arena aumenta
depois da inducdo KA, como resultado de um dano hipocampal em ratos adultos ou
imaturos (STAFSTROM, 1993).

Em estudos-piloto com T. yonenagae, Cantano e colaboradores (2009) mostraram
que fémeas descendentes de epilépticos também cruzaram mais quadrados do que fémeas
sem parentesco epiléptico. Além disso, passaram mais tempo na area aversiva (central) da
arena do que as fémeas do grupo controle, demonstrando menor ansiedade quando
expostas a um novo ambiente. Os dados confirmaram a nossa hipétese inicial, ja que no
contexto de rotina do Biotério do LECO é possivel observar que as fémeas com parentes
epilépticos sdo mais agitadas e se locomovem mais nas gaiolas de manuten¢do, embora
ndo apresentem crise. O fato do teste de arena apontar diferencas estatisticamente
significativas entre 0s dois grupos experimentais aponta para a existéncia de um
componente genético na epilepsia experimental vista em Trinomys yonenagae. Este dado
deve ser mais estudado j& que pode representar um modelo adequado para estudos de
epilepsia.

O teste de arena foi introduzido por Calvin Hall, em 1934. O aparato constitui

uma arena com uma area periférica e uma area central, marcadas por quadrados,
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permitindo uma quantificacdo da atividade do animal, que é colocado na arena por um
periodo fixo de tempo (ver DENENBERG, 1969, TREIT et al. 1989, LISTER, 1990; RAMOS,
1998). No teste, ha um paradigma, pois 0 animal esta em uma situacdo de conflito no novo
ambiente, podendo explora-lo a procura de parceiro sexual, alimento, abrigo ou ter medo e
ndo explorar, permanecendo em areas protegidas, no caso da arena a area periférica. A
preferéncia de ratos de laboratdério pela periferia da arena esta associada a tigmotaxia
(SImMON et al. 1994) e é considerada como parte do repertorio defensivo natural de um
roedor. O teste de arena ja foi utilizado para estimar diferencas comportamentais, como o
nivel de ansiedade e a atividade locomotora, decorrentes da epilepsia experimental.
STAFSTROM et al. (1993) ratos adultos ou imaturos com dano hipocampal induzido pelo
acido kainico mostraram aumento da atividade exploratdria no teste de arena.

A hipétese é a de que os rabos-de-facho que apresentam crises epilépticas se
diferenciariam do grupo controle, no teste de arena (PAN et al. 2009). Para tanto existem
as seguintes justificativas: a) a observacdo de que o0s animais epilépticos sao
aparentemente mais ativos, que pode ser revelado pelo teste de arena; b) dados da
literatura em que ratos dos modelos WAG e PTZ apresentaram hiperlocomogéo quando
submetidos ao teste (BELZUNG et al. 2003; ERDOGAN et al. 2005; MIDZYANOVSKAYA et
al. 2005; BROMFIELD et al. 2008). Seria esperada para 0s ratos epilépticos uma alteracao
no indice de ansiedade. Na literatura, ratos Wistar WAG mostraram um aumento da
ansiedade (MIDZYANOVSKAYA et al. 2005). J& ratos tratados com PTZ tiveram uma
diminuicdo da ansiedade (ERDOGAN et al. 2005).

Em vista do valor da reproducéo para a aptidao (fitness) da espécie nos propomos
a estudar aspectos da reproducdo em T. yonenagae de ambos 0s sexos, portadores de
epilepsia. Na literatura, a gravidez de mulheres com epilepsia apresenta maior risco de

complicacdes, como doenca hipertensiva especifica da gravidez, parto cesarea, parto pré-
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termo, recém-nascidos de baixo peso, malformagfes congénitas e mortalidade perinatal.
A gravidez pode alterar o curso da epilepsia, alterando a frequéncia das crises
(LorReNzATO et al. 2002) e segundo Bromfield et al (2008), em modelos animais, a prole
de mées epilépticas recebe menos cuidado parental. Pretendemos levantar evidéncias se
h& um comprometimento da reproducao nos rabos-de-facho epilépticos.

Na espécie humana, a epilepsia manifesta-se em diferentes idades, sendo mais
comum em criangas e idosos. A literatura mostra que crises associadas a estados febris
sdo comuns em criangas, afetando de 3 a 5% delas (SHINNAR et al., 1990; VERITY et al.
1991; HAUSER, 1994 apud DusBt et al. 2000). Pretendemos identificar padrGes de

ocorréncia das crises em rabos-de-facho de acordo com a idade do animal.
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Modelos de epilepsia experimental

Sendo a epilepsia uma das doengas crbnicas neuroldgicas mais comuns,
caracterizada em populacdes de neurdnios, em neuronios individuais ou canais 10nicos
(MCNAMARA, 1994), por crises repetidas devido a uma disfungdo da excitabilidade
neuronal, ha grande interesse no desenvolvimento de modelos experimentais para estudos
de diferentes enfoques. Esses estudos em animais tém contribuido para o entendimento da
epileptogénese e do mecanismo de acao de drogas antiepilépticas (PITKANEN et al. 2005).

A bomba de sédio e potéassio (Na*, K™ ATPase) controla a excitabilidade neuronal
mantendo gradientes eletroquimicos de Na* e K™ que atravessam a membrana plasmatica.
Portanto, tem sido sugerido que uma anormalidade na bomba de Na® e K* poderia
desencadear crises epiléticas. Dentro deste contexto inibi¢cGes parciais da atividade da
bomba de Na'/K* com glicosideos cardiacos tem sido utilizadas para induzir crises
epiléticas em ratos (CLAPCOTE et al. 2009).

Modelos de epilepsia limbica induzida pelo &cido cainico (KA) e kindling da
amigdala sdo também exaustivamente estudados. Foi mostrado que o reconhecimento
social depende da amigdala (THomPSON apud S. LETTY et al. 1995), enquanto que a
memoria espacial depende principalmente do hipocampo (KESNER apud S. LETTY et al.
1995). O hipocampo esta envolvido com o desenvolvimento de crises focais e
generalizadas, tanto no modelo do kindling da amigdala, como na epilepsia induzida por
injecdo intra-amigdala de KA (BEN-ARI, ENGEL apud S. LETTY et al. 1995).

Pan e colaboradores (2009) estudaram o modelo de epilepsia da penicilina, em
ratos de diferentes idades. As habilidades exploratdrias foram testadas através da arena,
ratos adultos foram mais sensiveis aos danos da epilepsia, enquanto que ratos mais jovens
foram mais resistentes. Erdogan (2004) demonstrou que o estado epiléptico (SE) é mais

prevalente em criancas do que em adultos. J& o uso de PTZ (pentilenetetrazol) induziu o
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SE, com disfuncdo temporéria emocional da memoria, em ratos adultos (ERDOGAN et al.
2005). Ratos imaturos tratados com PTZ tiveram reducdo do medo e da ansiedade depois
do SE. Um SE generalizado causou uma hiperatividade temporaria, ansiedade reduzida e
efeitos hipocampais transitorios em cérebros em desenvolvimento, enquanto que esses
efeitos ndo puderam ser vistos em ratos adultos (ERDOGAN, 2005).

A associacao entre crises epilépticas e ciclo ovulatdrio foi investigada por Herkes
(1993), que concluiu que o numero de crises aumenta na fase perimenstrual (ao redor da
menstruacdo), e que ha um aumento da atividade da crise na fase folicular, quando o nivel
de estradiol esta alto. Estrogenos, ACTH (hormonio adrenocorticotréfico) e cortisona
tendem a aumentar a susceptibilidade a convulsdes, enquanto que testosterona,
progesterona e DCA (acetato de deoxicorticosterona) tendem a diminuir a excitabilidade

do cérebro (LONGO et al., 1956).
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A epilepsia espontanea em Trinomys yonenagae

Crises epilépticas foram observadas em Trinomys yonenagae tanto no campo
como em cativeiro. Nesses animais, a epilepsia parece ser idiopéatica e do lobo temporal
(limbica), que esta relacionada com o hipocampo (estrutura envolvida com aprendizado,
memoria e emocgdes). A ocorréncia de epilepsia espontanea em populacfes silvestres
pode ter uma interpretacdo ndo patoldgica dentro de uma visdo evolutiva dos processos
fisiopatologicos. Assim como ocorre com a imobilidade tonica, que é considerada um
ultimo recurso anti-predatério (SARGEANT et al. 1975; TESCHKE et al. 1975), a epilepsia

pode ndo ser necessariamente uma patologia, tendo um significado bioldgico préprio.

Proechimys guyannensis, um equimideo da Amazonia, é considerado resistente a
pilocarpina — epileptogénico agonista colinérgico muscarinico (CARVALHO et al. 1999) e
ao kindling da amigdala, podendo ter mecanismos anticonvulsionantes enddgenos
naturais e ser um modelo de animais resistentes a tratamentos epileptogénicos (ARIDA et
al. 2005; CARVALHO et al. 2003; CAVALHEIRO et al. 2007). Esses dados sdo de grande
importancia pela proximidade filogenética de P. guyannensis e T. yonenagae, uma vez
gue pertencem a mesma familia de roedores.

Em parceria com o laboratério de Neurologia Experimental da UNIFESP-SP
foram feitos estudos eletrofisioldgicos in vitro do hipocampo de T. yonenagae e de ratos
Wistar, ndo se observando atividade epileptiforme espontéanea e nem diferenca entre as
especies com relacdo ao limiar das populacGes de neurdnios, mesmo com altas
concentracdes de potassio extracelular (NASCIMENTO et al. 2007). Os dados também
mostraram que com o0 aumento das concentracOes extracelulares de potassio, e
estimulacdo méxima de 50 volts, houve um aumento significante da amplitude em T.
yonenagae. Um aumento na concentracdo do potassio extracelular poderia ocorrer em

certas situacOes naturais em T. yonenagae, pois foi visto que mesmo em restri¢ao hidrica,
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este roedor continua a comer (MENDES, 1998). Como esse roedor € incapaz de produzir
uma urina hiperosmatica supdem se que ocorra um aumento da concentracdo osmoética do
sangue nessa situacdo. A alimentagdo estd relacionada com um aumento do potéssio
extracelular e este aumento despolarizaria neurénios, aumentando a excitabilidade da

membrana.
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OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho é estudar a epilepsia em Trinomys yonenagae,
utilizando manifestagdes clinicas e comportamentais em cativeiro. Os objetivos
especificos sdo:

1.  Caracterizar a epilepsia em rabos-de-facho quanto ao tipo, através da
escala de Racine e ao padrdo de ocorréncia das crises epilépticas em fémeas e machos
verificando a ocorréncia das crises em diferentes idades;

2.  Estimar a prevaléncia e incidéncia de epilépticos no LECO nos ultimos
cinco anos;

3. Em casais epilépticos, estimar aspectos da reproducdo (numero de
ninhadas, total de filhotes e % de epilépticos, a existéncia de estro-pds parto, 0 nimero e
o intervalo entre as gestacdes) devido a importancia desta para a aptiddo da espécie.

4. Aplicar teste de arena, estimando locomogéo e ansiedade;

5. Aplicar teste de balanco hidrico-alimentar, mensurando a quantidade de
alimento e agua ingerida, assim como a massa corporal; como indices fisioldgicos
fundamentais para a sobrevivéncia da espécie;

Este trabalho pretende contribuir para compreender a origem das epilepsias
idiopéticas; apresentando dados e argumentos que favorecem o ponto de vista que certos
tipos de epilepsia podem ser decorréncia de processos adaptativos; estabelecendo que é

uma epilepsia, usa-la como modelo de estudo de epilepsia.
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MATERIAL e METODOS

Todos os experimentos foram realizados sob a licenca da Comisséo de Etica no
Uso de Animais-CEUA (Protocolo n° 09.1.1084.53.4) da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. Todos os cuidados
foram tomados para assegurar 0 bem-estar dos animais; seguimos as recomendacdes do
COBEA, especialmente devido a peculiaridade dos animais. Somente pessoas

autorizadas entram no biotério do LECO.

Definimos como epilépticos, os animais que apresentaram pelo menos uma
crise, considerando esta a manifestacdo comportamental da epilepsia. O nimero de crises
Unicas foi estimado a partir de uma populagdo de 24 animais machos e fémeas adultos e
epilépticos, de 2008 a 2012.

Definimos como prevaléncia, 0 nimero total de casos existentes numa
determinada populacdo em um determinado momento temporal, expresso em

porcentagem e incidéncia como o numero de casos novos como consta a literatura.

Sujeitos
T. yonenagae adultos (129,90 + 5,92g) nascidos no LECO e/ou coletados em

Ibiraba, BA (10°48'S, 42°50'W) (licenga IBAMA n°. 129/98).

O estudo do padrdo de ocorréncia das crises epilépticas em fémeas e machos de
acordo com a idade foi feita em 24 animais (123 e 129). Foram analisados aspectos da
procriacdo em 11 casais epilépticos, sendo que pelo menos um individuo de cada casal é
epiléptico.

A duracdo das crises e a avaliacdo pela escala de Racine foram mensuradas

através de 35 filmagens (de 1829 e 177; sendo dez @ e noved diferentes). Além destas,

32


http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o

foram realizadas 5 filmagens de animais epilépticos, com duracdo de aproximadamente
12h cada filmagem e em 5 animais foram realizadas tentativas de induzir as crises,
mimetizando a pesagem dos animais.

Nos experimentos da arena foram utilizados trinta e cinco animais (142 e 219), e
no teste de balango hidrico-alimentar, seis fémeas nascidas e alojadas no Biotério do
LECO da FFCLRP-USP, divididas em grupos de descendentes de epilépticos (DE),
epilépticos (EE) e ndo epilépticos (NE).

O ndmero de entrada/nascimento e a filiagdo dos animais encontram-se em

anexo (V).

Manutenc¢ao dos animais

Os animais foram mantidos em salas isoladas de interferéncias externas, com
sistema de renovacao de ar (Springer- Carrier modelo Splitt, on a cada 6h), temperatura
controlada (24,0 + 2,0-C), ciclo claro/escuro invertido (12h escuro: 12h claro — luzes
acessas as 2:00h). A limpeza das gaiolas, dunas ou baias, como a troca de maravalha e
higienizacdo, foram feitas semanalmente, assim como a pesagem dos animais.

Os animais sdo alojados em gaiolas de polipropileno tamanho-padrédo (40 x 33 x
16 cm) com tampo de metal, aos pares ou em grupos de dois ou trés adultos; as familias
sdo alojadas em gaiolas dunas (38 x 64 x 29cm) ou em baias no chdo (25 x 60 x 60cm),
com numero variavel de filhotes de até trés meses de idade; quando atingem a maturidade
sexual. A alimentacdo e 4gua sdo oferecidas ad libitum: racdo para roedores (Nuvilab CR-
1 para ratos e camundongos, Nuvital Nutrientes Ltda., Brasil) complementada uma vez por

semana frutas e sementes variadas (sementes para papagaio).
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Cadastro do Biotério do LECO

Todos os animais coletados ou nascidos no LECO fazem parte de um cadastro
que é rotineiramente atualizado e que contém todos os dados referentes a cada individuo.
Utilizamos dados desse cadastro referentes a formacdo de seis col6nias a partir de ratos
coletados (n=23). Os critérios para a escolha dos animais que formaram as col6nias
foram: ter boa saude, apresentar massa corporal similar e ser oriundo de sistemas de tocas
distantes, 0 que assegura que ndo sejam parentes.

Um mapa genealdgico foi feito a medida que ocorriam o0s nascimentos de
filhotes nas colbnias; os dados desse mapa foram usados para: a) quantificar o total de
animais nascidos, separados por sexo, idade e filiacdo; b) quantificar o total de animais
epilépticos nascidos, também separados por sexo, idade e filiacdo e a porcentagem desses
na amostra populacional das col6nias; ¢) quantificar todos os registros de ocorréncia de

crises de epilepsia e d) fazer a analise de parametros reprodutivos de casais epilépticos.
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Procedimentos

A equipe de trabalho foi treinada para reconhecer episddios de crise epiléptica
em T. yonenagae e documenté-las nos cadernos de registros do Biotério. As crises
epilépticas estimadas em T. yonenagae ocorreram principalmente em situagGes de rotina,
como durante a limpeza de gaiolas e a pesagem dos animais (periodo de 3h, 1x por
semana). A pesagem é feita com um pote de pléstico com tampa (9,5 x 10 x 14,5cm), no
qual os animais sdo transportados individualmente de uma gaiola pra outra.

O fato das crises ocorrerem aleatoriamente em situacGes de rotina, ndo significa
que elas ndo ocorram em outras situacdes, ja que a janela de tempo em que fazemos as
observacdes é pequena. Possivelmente a amostra que temos refere-se a algumas horas de
alguns dias, estamos subestimando o total de crises.

Selecionamos alguns animais que apresentavam epilepsia com alta frequéncia de
crises epilépticas para estudos-piloto de inducdo de crises. Foram feitas tentativas de
mimetizar as situacdes de rotina, em que o animal (n=5) ficava no pote de plastico por um
tempo maior (aproximadamente 5min) do que o de costume nessas SituagOes. Foram
feitas também tentativas de filmagens por 12h de registro continuo (60h) de epilépticos

no periodo de atividade dos animais.
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Padrao comportamental no teste de arena

Grupos experimentais

Para o teste de arena, os animais foram divididos em dois grupos de acordo com
a disponibilidade do Biotério: o grupo de T. yonenagae epilépticos, denominado EE e o
grupo controle (sem parentesco com epilépticos) denominado NE; sendo EE @ (n=10),
NE @ (n=11), EE d(1n=7) ¢ NE J&(n=7). Todos os animais foram alojados
individualmente com um més de antecedéncia antes do teste. E importante lembrar que
utilizamos um grupo heterogéneo em relacdo a idade, porém acreditamos que a idade néo
influencia nossos resultados, ja que sabemos que nesta espécie 0s animais em cativeiro
séo de vida longa, podendo atingir > de 10 anos de idade com plenitude de desempenho

motor e reprodutivo (Spinelli Oliveira e Manaf, em preparacéo).

Equipamentos e procedimentos na arena

O teste foi feito baseado no protocolo de Manaf et al (2003) que foi modificado
em relacdo ao equipamento utilizado (as medidas da arena utilizada s&o maiores do que a
do protocolo). Os animais foram colocados em uma arena de madeira (94 x 94 x 40 cm)
quadriculada com 81 quadrados, dividida em uma area periférica e uma area central (32 e
49 quadrados, respectivamente) (Fig.5), com nivel méaximo de luminosidade de dez lux.
Foi feita a filmagem através de um sistema de video (cAmera Sony handycam DCR-
DVD810, televisdo Toshiba TV-2066 SU 207, VCR Samsung VM-K87e aparelho de
DVD LG). Cada sessdo durou 5min e entre as sessoes, a arena foi completamente limpa

com pano umido embebido em alcool 70%.
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Figura 5. Aparato de madeira utilizado no teste de arena (94 x 94 x 40 cm)

O teste de arena foi feito de modo duplo-cego, onde o observador ndo sabia qual
animal pertencia a qual grupo. Na fase de treinamento, a confiabilidade das medidas
comportamentais foi confirmada entre medidas de duas observadoras atraves do teste de
concordancia (Kappa) na qual as estagiarias quantificaram o desempenho dos animais no
teste de arena e depois era feita uma comparacao entre os resultados com o objetivo de
padronizar a analise, diminuindo o nimero de erros. Os comportamentos foram
analisados através do programa Etholog 2.2 (OTTONI 2000) e 0s seguintes parametros
foram medidos: o tempo na area central (C) e periférica (P), o0 nimero de quadrados
cruzados em C, em P e total de quadrados cruzados (T) e a relagdo C/T (nimero de
quadrados centrais cruzados/nimero de quadrados totais cruzados), levantar (rearing),

auto-limpeza (grooming), defeca¢do (numero de bolos fecais).
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Balancgo hidrico-alimentar de T. yonenagae em situacgao ad libitum

Realizamos experimentos de balanco hidrico-alimentar diario de T. yonenagae
epilépticos e ndo epilépticos com o intuito de verificar a hipotese da hiperlocomocao (se
o animal epiléptico consome a mesma quantidade de alimento que os ndo epilépticos e
tem menor massa corporal, significa um maior gasto energético, consequentemente uma

maior locomog&o).

Procedimentos experimentais

Inicialmente os animais foram colocados em gaiola metabodlica (didmetro: 20 cm
e altura: 18 cm; Movart, Brasil) por sessbes de 24 horas, até que a perda ou ganho de
massa corporal fosse considerada irrelevante (menor que 10% da massa do animal)
considerando a quantidade de fezes e urina eliminadas, esse periodo foi denominado
habituacdo. Apos a habituacdo os animais foram submetidos a duas sessdes experimentais
consecutivas.

Assim como feito por RIBEIRO et al (2004) e MENDES et al (2005), cada
sessdo teve inicio com a pesagem dos animais, que em seguida foram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais. Cada gaiola disponha de agua e comida (NUVLAB CR1
— Alimento completo para camundongos e ratos) ad libitum em quantidades iguais entre
as gaiolas e conhecidas pelo experimentador. Também foram colocados tubos Falcon
para estimar a perda de urina pela evaporacao.

Ap0s 24h, os animais foram pesados novamente e foram recolhidas as fezes,
urina, racdo e agua deixados pelo animal e foram recolhidos os tubos para estimativa de
perda de urina por evaporacdo. Agua e fezes encontradas na gaiola foram pesadas. Em
sequida as fezes foram levadas para a estufa (65°C) por cinco dias, juntamente com a

racdo coletada. Apos esse periodo a racdo foi pesada pela primeira vez e as fezes foram
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pesadas pela segunda no intuito de aferir a massa seca das fezes. Com os dados coletados
foram calculados: alimento ingerido, 4gua ingerida (racdo + bebedouro), fezes Umidas,

fezes secas, perda de dgua nas fezes, volume de urina e aproveitamento alimentar.
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Analise estatistica

Para o teste de arena e experimento de balanco hidrico-alimentar, a comparacao
estatistica foi realizada entre os grupos EE e NE, tanto em machos como em fémeas, para
cada varidvel estudada. O teste t de Student para dados independentes (ZAR, 1999) foi
aplicado. Os célculos estatisticos foram efetuados através do programa SPSS 16.0 e o

nivel de significancia (o) adotado foi de 5%.

40



RESULTADOS e DISCUSSAO

A escolha pela analise sintomatologica das crises em detrimento do uso de EEG
foi feita para evitar o uso de técnicas invasivas, assegurando o bem-estar do animal ja
que a expressdo da epilepsia é feita basicamente por um diagnostico clinico. Esta
sintomatologia é muito clara e na espécie humana e esta mesma abordagem tem sido
suficiente para diagnosticar a epilepsia.

Os resultados apresentados serdo divididos em duas partes: A) aqueles obtidos a
partir do cadastro do LECO e B) aqueles obtidos através de experimentos (teste de arena

e balanco hidrico-alimentar).

A)
Atualizacao dos dados disponiveis no cadastro do Biotério do LECO

Segundo a andlise dos dados disponiveis no cadastro de ocorréncia de eventos
epilépticos, verificamos que a porcentagem de epilépticos é relativamente alta, sendo

semelhante entre machos e fémeas nesta populacéo (Fig.6).

B Fémeas (n=15)

B Machos (n=14)

Figura 6. Porcentagem de fémeas e machos em uma populacdo de epilépticos de T. yonenagae (n=29)
mantidos no LECO (Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento), representando 9,8% de epilépticos
(de uma amostra de 295 ratos) e observada ao longo de dezesseis anos, de 1996 a 2012. As col6nias foram
formadas a partir de ratos coletados (n=23) em campos de dunas de Ibiraba (BA)
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Da andlise da primeira geracdo de cada colbnia inicial de ratos (Tab.1l) foi
observado que a prevaléncia de epilepsia variou de acordo com as col6nias. A coldnia 1
(n=21) teve dois EE (1M/1F; 9,5% dos nascimentos) e a coldnia 6 (n=7) teve duas fémeas
EE, representando 28,6% dos nascimentos. As colonias 2 (n=12), 3 (n=11), 4 (n=7) e 5
(n=7) n&o tiveram nenhum caso de epilepsia observado. Os valores da porcentagem de
EE nesta amostragem, tanto os 9,8% resultante do cruzamento aleatorio de membros das
diversas col6nias, como os da primeira geracdo das colonias 1 e 6 (9,5% e 28,6%,
respectivamente) é muito superior ao encontrado nas populacdes humanas (redor de 1%)
(HAUSER e HESDORFFER, 1990 apud MCNAMARA, 1994). O fato de haver uma grande
diferencga da prevaléncia de epilepsia entre as colénias sugere um componente genético, 0
que merece ser futuramente estudado.

Tabela 1. Seis colbnias de T. yonenagae formadas a partir de ratos coletados na Caatinga

(n=23), com o total de filhotes, nimero de filhotes epilépticos (EE) e porcentagem de
epilépticos

Colonia| N2 filhotes |FilhotesEE| % de EE
1 21 2 9,5
12
11
7
7
7

28,6

VR WN
NIOoO I o|o|Oo

No LECO, a incidéncia variou entre 2 e 10 casos, enquanto que a prevaléncia
manteve-se na faixa de 19,8 e 30,2 % e o0 numero total de crises foi de 157, sendo 84 em

fémeas e 73 em machos, em um intervalo de cinco anos (Tab. 2).
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Tabela 2. Numero total de individuos Trinomys yonenagae, numero total de epilépticos
(EE), prevaléncia (%) incidéncia (nUmero de casos novos) e numero total de crises no
LECO por ano em um periodo de cinco anos

Ano | n(total) | n(EE) | P (%) | (Criges)
2008 63 19 30,2 2 2
2009 86 17 19,8 4 11
2010 77 17 22,1 10 34
2011 72 16 22,2 6 37
2012 66 16 24,2 7 73

N: nimero; EE: epilépticos; P: prevaléncia; l:incidéncia

Com relacéo a este topico, os dados mostram que um numero de crises em fémeas
é maior do que machos, a prevaléncia mantem-se em um ndmero elevado e a incidéncia
tende a estabilizar-se ao redor de sete casos/ano.

Esses valores relativamente altos quando comparados com a espécie humana,
podem ser em parte explicados pelo fato de estarmos lidando com animais mantidos em
cativeiro que sdo acasalados a partir das matrizes iniciais. Temos indicios que a % de EE
também € alta em campo. O conjunto de dados sustenta a interpretacdo de que a epilepsia

em T. yonenagae € idiopatica com base genética.

Padrao de ocorréncia das crises epilépticas

As crises ocorreram principalmente em situacdes de rotina de limpeza de gaiolas
e a pesagem dos animais, que possibilitavam um contato préximo e prolongado entre o
pesquisador/tratador e os animais. Nessas situa¢Oes, embora se tenha atencdo e cuidado
em minimizar os ruidos e o desconforto causado pela situacdo e ndo existe manuseio
propriamente dito (handling), pois 0s animais séo transportados num pote de plastico,
ainda assim ha certo impacto devido ao tempo necessario para a limpeza de todas as

gaiolas, ja nas situacOes experimentais somente um animal por vez é trocado de gaiola.
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Nos estudos-piloto, foram feitas tentativas de mimetizar as situagGes de rotina e
tentativas de filmagens (60h) de epilépticos (que apresentavam crises com alta
frequéncia) alojados individualmente e em todas essas tentativas, os animais néo

desencadearam nenhuma crise epiléptica; durante o periodo de atividade.

Embora as crises epilépticas em T. yonenagae ocorram em situacdes de rotina de
limpeza e pesagem dos animais, consideramos que elas sdo de natureza espontanea. Ao
longo dos dezesseis anos, somente em duas ocasifes ocorreram crises epilépticas durante
diferentes situacGes experimentais, uma delas, no teste de arena e em outra, durante teste
de discriminacdo olfatéria. Tanto as situacGes de rotina como as experimentais envolvem
a manipulacédo dos animais, porém as crises tem um carater de ocorréncia aleatério ja que
ndo ocorrem em todas as situacGes e em todos os animais. Os dados sdo fortes para
dispensar um diagnostico pela abordagem eletroencefalogréfica, embora seja importante

em estudos futuros.

Avaliacao pela escala de Racine

As crises epilépticas seguem o padrdo da escala de Racine (Racine, 1972),
podendo ser acrescidas de vocalizacdo, piloerecdo e exoftalmia. A maioria das crises
(70%) iniciam-se por congelamento e 50% delas atinge o estagio 5, porém nem todas
ocorrem na mesma ordem da escala, algumas terminam antes do 5, outras chegam até o0 5
e recomecam imediatamente a partir do 1 (Tab. 3). A escala de Racine tem sido utilizada
para caracterizar a epilepsia do lobo temporal, portanto, nossos resultados indicam que T.

yonenagae apresenta epilepsia limbica (do lobo temporal).
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Tabela 3. Crises epilépticas (n=35) em Trinomys yonenagae (n=19; machos e fémeas
adultos) segundo a escala de Racine, de seis estagios de comportamentos

Andlise das filmagens das crises epilépticas em Trinomys yonenagae
Escala de Racine (estagios)
0 1 2 3 4 5
_ Imobilidade Automa}tismos Mioclonias de ClonL_Js da_s patas Elevacio| Queda
Animal facias cabeca e pescoco dianteiras
1 X
1 X X X X
2 X
2 X X X
2 X X
2 X X X X X
3 X X X X X X
3 X X X X X
3 X X X X X
3 X X X X X
3 X X X X X
3 X X X X X
3 X X X X X X
4 X X
4 X X X
4 X X
4 X X X X
4 X X X X
[ 5 X
5 X X X X
6 X X
" 6 X X X X X X
7 X X
8 X X X X X
9 X X
10 X X
11 X X X X X X
12 X X X
13 X X X
14 X X X
r 15 X X X
16 X
17 X X X X X X
18 X X X
19 X X X

Nesta tabela, foi usada a terminologia original da escala de Racine (ex. imobilidade=freezing). O nimero
do animal esté representado de 1 a 19, sendo que 0s nimeros repetidos correspondem aos mesmos animais
com diferentes crises, e estas estdo em ordem crescente. A marcacdo com X significa que o animal
apresentou determinado estagio durante a crise.
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As crises sdo limbicas iniciando-se por congelamento, que em outras
circunstancias é considerada uma estratégia anti-predatéria. Do levantamento de crises
epilépticas verificamos que: a) crises epilépticas ndo foram observadas em filhotes (< trés
meses); b) em todos os animais (n=24; 129 e 123, a primeira crise ocorreu a partir do
primeiro ano de idade (de 13 a 92m em machos; mediana: 39m e de 14-81m em fémeas;
mediana: 38,5m); c) As crises variaram em frequéncia (1 a 24) e duragéo (de 24s a 780s,
mediana: 3min).

De acordo com dados da literatura a duragdo das crises varia de acordo com o
modelo experimental. As induzidas pelo &cido cainico em ratos Wistar podem atingir de
10 a 180min (TowrIGHI et al. 1999). Ja a duracdo da primeira crise espontanea no modelo
de pilocarpina com ratos Wistar ndo ultrapassa 50-60s (CAVALHEIRO et al. 1991)
enquanto que as recorrentes tem maior duracdo. Os valores estimados em Trinomys
yonenagae sdo intermediérios aos desses exemplos.

A ocorréncia de animais com somente uma crise é de 35% (n=8) em uma amostra
que compreende os ratos epilépticos (n=24). Para alguns autores considera-se que 0
animal é epiléptico quando ele apresenta mais de um evento. No entanto, como estamos
estudando eventos aparentemente ndo induzidos decidimos considerar também os animais
gue apresentaram somente uma crise como ratos epilépticos. Chama também a atencéo o
fato de que alguns animais apresentam repetidas crises. Entretanto esses ratos que
apresentam maior frequéncia de crises aparentemente ndo sdo comportamentalmente
diferentes dos demais, sejam esses ndo epilépticos ou epilépticos com somente um dnico
evento de epilepsia. Aparentemente também nédo apresentam déficits fisiologicos ou
fisicos, 0 que merece uma analise mais detalhada.

Em modelos de pilocarpina, convulsdes espontaneas podem desenvolver-se depois

de uma laténcia média de 14 a 15 dias, e permanecem constantes por Varios meses
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(Cavalheiro et al. 1991). Na amostra do LECO ainda ndo conseguimos explicar a grande
variacdo existente na frequéncia das crises, o0 que pode ser decorrente de fatores genéticos
que levariam a uma maior susceptibilidade de alguns individuos a agentes promotores ou
facilitadores. As condic¢des de manutengdo no LECO séo constantes, mas consideramos
que seria de interesse provocar variagdes principalmente, do nivel de glicemia, do grau de
confinamento ou da temperatura ambiente, que parecem ser fatores desencadeadores de
crises nos episddios das coletas no campo.

O estudo do padrdo de ocorréncia das crises de epilepsia mostra que existe
variacdo entre os individuos, porém alguns individuos, tanto fémeas (Fig. 7) como
machos (Fig.8) apresentam certa regularidade nos intervalos das crises. O maior nimero
de crises em quatro anos foi em um macho, com 24 eventos de crises epilépticas. O

restante apresentou de duas a 20 crises no intervalo de seis anos.
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Figura 7. Ocorréncia de crises epilépticas em fémeas de Trinomys yonenagae em relagdo a idade (m) em
um periodo de seis anos. A coluna a direita mostra os individuos, sendo que os dois primeiros nimeros
representam o ano de nascimento de cada animal (n=12)
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Figura 8. Ocorréncia de crises epilépticas em machos de Trinomys yonenagae em relacdo a idade (m) em
um periodo de cinco anos. A coluna a direita mostra os individuos, sendo que os dois primeiros nimeros
representam o ano de nascimento de cada animal (n=12)
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Nas figuras 7 e 8 temos a ocorréncia de crises epilépticas em 12 fémeas e em 12
machos de T. yonenagae em relacdo a idade. Embora exista varia¢do entre os individuos,
em alguns machos um padrdo semelhante é mantido até os cinco anos de idade. J& para as
fémeas ndo foi possivel delimitar um padrdo em relacdo a idade, mas também houve
regularidade individual. H& alguns individuos que tiveram sua primeira crise com 6-8
anos de idade, sendo que a mediana para a primeira crise em fémeas é de 38 meses e
meio; e para machos 39 meses.

Uma analise qualitativa mais detalhada das figuras mostra animais com dois
padrdes diferentes: chamamos de padrdo A aquele que tem duas fases, onde a primeira
fase compreende a ocorréncia de um intervalo grande entre a primeira e a segunda crise; a
segunda fase compreende um aumento de frequéncia nas crises com certa regularidade
entre os intervalos. Ja o padrdo B é irregular. Fémeas adultas, em geral mostram um
intervalo grande entre as primeiras crises, e depois regularidade. Os individuos machos
070386 e 080406 sdo irmé&os, e apresentam padrdo de distribuicdo das crises semelhante e
sdo os dois que apresentam mais crises entre 0os machos. Neste caso, embora nao
possamos afirmar, hd uma indicacdo de uma base genética para esses comportamentos

durante a crise.
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Analise dos aspectos da procriacao

Através da andlise dos onze casais (Anexo Ill), nos quais pelo menos um
individuo é epiléptico, observamos que pais epilépticos sdo capazes de ter uma vida
reprodutiva normal (Tab. 4), ou seja, os pais epilépticos reproduzem-se e tem cuidado
parental com os filhotes. O intervalo entre cada gestacdo (mediana: 136.5d) foi
equivalente ao periodo gestacional estimado para a espécie (mediana: 90d). Também se
observa a presenca de estro pos-parto, outra caracteristica da espécie (SPINELLI OLIVEIRA
E MANAF, em preparagéo).

O namero de filhotes variou (dois a 37) e 12,4% sdo epilépticos depois de adultos.
A média de filhotes por ninhada (1,95+0,30) e do nimero de ninhadas por casal
(6,45+5,05) é igual a de casais ndo epilépticos (2,0+0,6 e 7,2; respectivamente) (LUCHESI,
2010). A fémea mais reprodutiva (do casal 8) teve 15 ninhadas gerando 37 filhotes, e
presenca de estro pds-parto sete vezes em um intervalo de 5 anos. Em um caso especifico,
o casal 2 (ambos epilépticos) tiveram 14 ninhadas, gerando um total de 32 filhotes (9%
sdo epilépticos) em um periodo de 53m; todos eles foram aparentemente bem cuidados e
criados. Tanto &' como Q epilépticas reproduzem-se; ocorreu estro pés-parto, os filhotes

sdo saudaveis e se reproduzem quando adultos.
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Tabela 4. Reproducdo em casais de Trinomys yonenagae (n=11) em que pelo menos um individuo de cada
casal é epiléptico (EE)

Casal |n ninhadal | T (filhotes n EE % EE FIN
nascidos)

1 6 7-20 11 2 18 18
2 14 36 32 3 9 23
3 3 6-15 5 1 20 17
4 7 512 11 2 18 16
5 6 311 13 2 15 22
6 3 1-22 6 1 17 20
7 2 5 1 25 2.0
8 15 217 37 2 5 25
9 12 3-10 21 2 10 18
10 1 - 2 1 50 2.0
11 2 1-12 3 1 33 15

Total 71 : 145 18

Média | 65 - 13.2 16 20 1,9
dp 5,0 0,3

A tabela mostra o nimero (n) de ninhadas, intervalo entre as gestagdes (l), total de filhotes nascidos (T),
total de filhotes epilépticos nascidos (n EE) e sua porcentagem (%EE); nimero de filhotes nascidos por
ninhada (F/N).

Segundo a literatura, mulheres gravidas com epilepsia apresentaram risco maior
para uma variedade de complicacdes (LORENZATO et al. 2002; YERBY et al. 2004). Em
roedores, maes epilépticas tém alto risco de afetar a prole, sdo mais lentas para iniciar o
cuidado parental e passam menos tempo amamentando (BROMFIELD et al. 2008). Seria
esperado que se esse fendbmeno — comprometimento do cuidado parental e do aleitamento
- ocorresse em rabos-de-facho os filhotes teriam menor chance de sobrevivéncia, o que

aparentemente nédo ocorre.
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B)
Padrao comportamental no teste de arena

Os resultados dos testes na arena estdo organizados e separados por sexo. Os

dados individuais das medidas comportamentais estdo em anexo (VI a IX e XI, X1l e XIV).

Fémeas

O grupo EE passou mais tempo em C (217,4 + 58,6s) do que NE (151,8 + 49,7s)
[p =0,03; t= 2,3], o tempo gasto em P para EE (82,7 + 58,6s) foi inferior e estatisticamente

diferente de NE (148,2 + 49,7s) [p=0,03; t= -2,3] (Fig. 9).

ks

Figura 9. Tempo (s) gasto no centro e periferia da arena por fémeas epilépticas (EE) (n=6) a esquerda e
ndo epilépticas (NE) (n=9) a direita. Média £ EPM. Teste t-Student [p *= 0,03; t= 2,3]
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O numero de quadrados cruzados em C por EE foi 198,0 + 152,6 e por NE: 96,0 £
67,1 [p= 0,07; t= 1,92]. O numero de quadrados periféricos cruzados por EE foi 108,0 +
90,7 e NE 104,0 + 77,0 [p= 0,78; t= 0,28]. A relacdo C/T (nimero de quadrados
centrais/total de quadrados cruzados) para EE e NE foi 0,7 + 0,2 e 0,5 = 0,1;
respectivamente [p= 0,05; t= 2,1] o que sugere um menor nivel de ansiedade em EE. Os
resultados da medida do tempo nas duas areas da arena também apontam para um menor

nivel de ansiedade entre epilépticos.
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Figura 10. Média do nimero de quadrados cruzados na area central (C), periférica (P) e total (T) para as
fémeas epilépticas (EE) e fémeas ndo epilépticas (NE). Média + EPM

O total de quadrados cruzados pelo grupo EE (306,0 + 232,5) e NE (200,0 +
136,6) [p= 0,2; t= 1,2] ndo foi estatisticamente diferente (Fig. 10). Embora o teste
estatistico ndo tenha apontado diferencas significativas para este parametro (que indicariam
hiperlocomocao), é observado no Biotério que os EE sdo aparentemente mais ativos. Outra
maneira de se avaliar o grau de atividade seria atraves da comparacgao das massas corporais
(Anexo XV) ja que as massas refletem o gasto de energia, sendo esperada menor massa
corporal nos EE. Houve diferenga estatistica entre fémeas EE (124,3 + 11,79g) e NE (136,9
+ 7,29) [p= 0,03; t= -2,4] (Fig. 11), mas nédo entre machos EE (132,9 + 13,1g) e NE (138,3

+ 8,49) [p=0,3; t=-0,9].
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Esses dados mostram que fémeas EE possuem menor massa corporal do que

fémeas NE; indicando novamente uma diferenca da epilepsia quanto ao género.
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Figura 11. Massa corporal (g) de fémeas epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) de Trinomys yonenagae. O
teste estatistico indica que as fémeas EE apresentam menor massa corporal que as NE. Os dois primeiros
nameros a direita corresponde ao ano de nascimento dos animais. * p=0,03 Teste t-Student

Com relacdo a ansiedade medida pelo teste de arena, na literatura existem
controvérsias. Os estudos de Midzyanovskaya et al. (2005) com ratos Wistar
geneticamente modificados (WAG) mostraram um aumento da ansiedade, definido pelo
aumento da auto-limpeza (grooming). Ja ratos tratados com PTZ (pentilenotetrazol, um
antagonista gabaérgico) tiveram uma diminuicdo da ansiedade (ERDOGAN et al. 2005).
Testes de arena mostram que ratos com epilepsia, por exemplo, nos modelos WAG e PTZ,
apresentam hiperlocomocdo, (BELzUNG et al. 2003; ERDOGAN et al. 2005;

MIDZYANOVSKAYA et al. 2005; BROMFIELD et al. 2008).
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Machos

N&o houve diferenca estatistica entre EE e NE em nenhuma variavel medida:
tempo gasto na area central (EE: 185,5 + 54,0s e NE: 154,09 * 63,08s) [p= 0,65]; tempo
gasto na area periferica (EE: 114,56 + 53,97s e NE: 145,95 + 63,05s) [p= 0,65; -1,23];
(Tab.1); o total de quadrados cruzados (EE: 136,20 + 74,70; NE: 127,00 £ 49,00) (p= 0,25;
t= 1,19), a relacdo C/T (EE: 0,61 = 0,11 e NE: 0,62 £ 0,12) [p= 0,24]; namero de
quadrados cruzados em C: EE: 84,70 £ 53,00; NE: 78,00 + 35,00 [p=0,60; t=0,52] eem P
(EE: 51,50 + 31,60; NE: 49,00 + 26,00) [p= 0,16; p= 1,48] (Fig. 12). Os dados com T.
yonenagae indicam diferencas entre os machos e as fémeas epilépticos quando comparados
com grupos do mesmo sexo sem epilepsia, sendo as fémeas epilépticas diferentes no grau

de ansiedade das nédo epilépticas.
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Figura 12. Média do nimero de quadrados cruzados na &rea central (C), periférica (P) e total (T) para
machos epilépticos (EE) e machos ndo epilépticos (NE) . Média + EPM.

No grupo das fémeas e dos machos ndo houve diferenga estatistica quanto a

frequéncia e tempo (s) de auto-limpeza, levantar e 0 numero de bolos fecais ndo foram
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diferentes entre os dois grupos de fémeas e machos. Nenhuma fémea EE apresentou
comportamento de auto-limpeza, mas em fémeas NE o tempo de auto-limpeza foi de 3,93
+ 7,67s [p= 0,23] e a frequéncia de auto-limpeza (0,37 £ 0,51) [p= 0,10; t= 1,75]. Fémeas
EE apresentaram levantar por 8,54 + 9,10s., sendo a frequéncia do levantar 1,66 + 4,08. J&
fémeas NE apresentaram levantar por 9,66 + 13,01s [p= 0,85 t=-0,18], sendo a frequéncia
de 1,75 + 3,80 [p=0,97; t=-0,03].

Para machos EE, o tempo gasto em auto-limpeza foi de 1,05 £+ 2,78s e para NE
1,06 = 1,40s [p= 0,99]. A frequéncia de auto-limpeza para EE foi 0,43 £ 1,13 e para NE:
0,43 £ 0,53 [p= 1, t= 0]. O tempo gasto em levantar para EE foi de 17,95 £ 18,27s e para
NE: 8,67 + 8,83s [p= 0,25]. A frequéncia de levantar para EE foi 7,14 + 5,87 e para NE:
3,85 £ 3,28 [p= 0,22; t= 1,29]. O namero de bolos fecais para machos foi zero em ambos
0S grupos, e para fémeas EE foi 0,16 £ 0,40 e para NE: 0,83 £ 2,04 [p= 0,45].

Estudos com roedores Caviomorfos na arena (SUAREZ et al. 1982, MANAF et al.
2003) mostraram resultados semelhantes em relacdo a auto-limpeza, o levantar e a
defecacdo. Trés espécies de Trinomys, incluindo T. yonenagae (MANAF et al. 2003) e
Cavia porcellus (porquinho-da-india) (SuARez et al. 1982), foram investigadas e
mostraram baixa taxa de defecacdo em resposta ao novo ambiente da arena, caracteristica
que parece ser compartilhada por membros do grupo, e que pode ser indicativa de uma
resposta anti-predatoria. Com relacdo a esses aspectos etoldgicos a epilepsia parece nao
afeta-los, j& que essas variaveis ndo foram diferentes no teste de arena feito durante o
presente estudo.

Com relacdo a ansiedade e locomocao as trés espécies de Trinomys mostraram
uma preferéncia para as areas protegidas no teste de arena (&rea periférica), o que é
esperado para roedores (MANAF et al. 2003). No entanto, o tamanho da arena utilizada foi

de 60 x 60 x 30cm, sendo que a area central compreendia 16 quadrados, e a periférica, 20
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quadrados (MANAF et al. 2003). A arena que utilizamos é 2,4 vezes maior do que a citada,
a area central € maior que a periférica (49 e 32 quadrados, respectivamente) sendo,
portanto, mais provavel que o animal passasse mais tempo na &rea central, porém o0s
resultados indicam que as fémeas epilépticas passaram mais tempo ainda do que as nao
epilépticas na area central.

A presenca de dimorfismo sexual em testes de ansiedade j& foi demonstrada (ver,
por exemplo: ARCHER, 1975 e FILE et al 1991) sendo que as fémeas de ratos Wistar
parecem ser menos ansiosas do que machos em diferentes modelos de ansiedade (GRAY,
1979; FARABOLLINI et al, 1987 apud LISTER, 1990). Este fato est4 de acordo com nossos
resultados que indicam que fémeas EE apresentam menor grau de ansiedade do que fémeas
NE no teste de arena, e que machos EE e NE ndo se diferiram no teste.

Embora ndo sejam apresentadas evidéncias experimentais de que a origem da
epilepsia em rabos-de-facho seja espontanea, as circunstancias em que as crises ocorrem
ndo parecem estar relacionadas a eventos identificaveis, como por exemplo, situacdes de
estresse. Desta maneira sugerimos e consideramos que a epilepsia em Trinomys yonenagae
é espontanea e idiopatica.

Testes de arena mostram que ratos com epilepsia, por exemplo, nos modelos com
ratos Wistar geneticamente modificados (WAG) e tratados com PTZ (pentilenetetrazol,
um antagonista gabaérgico), apresentam hiperlocomocdo, (BELzUNG et al. 2003;
ERDOGAN et al. 2005; MIDZYANOVSKAYA et al. 2005; BROMFIELD et al. 2008). Com
relacdo a ansiedade medida pelo teste de arena existem controvérsias. Os estudos de
Midzyanovskaya et al. (2005) com ratos WAG mostraram um aumento da ansiedade,
definido pelo aumento da auto-limpeza (grooming). Ja ratos tratados com PTZ tiveram

uma diminuicdo da ansiedade (ERDOGAN et al. 2005).
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Devido ao aumento da disponibilidade de fémeas epilépticas e ao fato de ndo
termos tido aumento da locomogdo vista na literatura em epilépticos, resolvemos ampliar
0 n amostral de fémeas, posteriormente utilizamos outras fémeas epilépticas (n=5) que
apresentaram mais de uma crise no LECO e ndo epilépticas (n=5) no teste de arena.

Ao compararmos estas com as fémeas ja utilizadas no teste anterior obtivemos
diferenga estatistica no pardmetro tempo no centro (EE: 196,38+57,03; NE:
147,20+49,22; p=0,04), tempo na periferia (EE: 103,65+57,01; NE: 152,82+49,20;
p=0,04) (Fig.13) e relacdo C/T (nimero de quadrados centrais/total de quadrados
cruzados) para EE e NE foi 0,6+0,2 e 0,5+0,1 respectivamente [p=0,05; t=2,0] o que
sugere um menor nivel de ansiedade em EE. Os resultados da medida do tempo nas duas
areas da arena também apontam para um menor nivel de ansiedade entre epilépticos.

Em relacdo ao nimero de quadrados cruzados ndo houve diferenca estatistica: o
namero de quadrados cruzados no centro por EE foi 192,3+142,6 e por NE foi 99,1 £60,2
[p= 0,06; t=1,9]. O nimero de quadrados periféricos cruzados por EE foi 111,4 £72,8 e
por NE foi 116,4+74,3[p=0,8; t=-0,1]. O nimero de quadrados cruzados total foi de 303,7

+206,1 para EE e 215,5+124,4 para NE [p=0,2; t=1,2].
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Figura 13. Tempo (s) no centro e periferia da arena para fémeas epilépticas (EE) acima, e ndo epilépticas
(NE) abaixo. Os dois primeiros nimeros dos animais indicam o ano de nascimento dos mesmos; *p=0,04
Teste t-Student
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Figura 14. Tempo (s) no centro e na periferia da arena para fémeas descendentes de epilépticas (DE). A
barra preta corresponde a média dos pontos. Os dois primeiros nimeros dos animais indicam o ano de
nascimento dos mesmos
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Quanto ao nivel de ansiedade, o teste de arena somente foi capaz de discriminar
fémeas EE de NE (Teste t-Student para dados independentes; tempo no centro=
217,4458,6s e 151,8+49,7s, p = 0,03; relacdo numero de quadrados cruzados
centrais/total 0,7+0,2 e 0,5+0,1, p= 0,05, respectivamente).

A comparacdo de fémeas descendentes de epilépticos que ndo mostraram crise
epiléptica no LECO (DE; n=3) e NE (n=3) também revelou diferenca significativa
quanto a ansiedade (tempo no centro= 227,3+43,3s e 103,2+17,5 p= 0,01; e a relacdo
namero de quadrados centrais/total=0,7+0,1 e 0,5+0,1, p=0,05, respectivamente) (Fig.
14). Os dados indicam que fémeas EE e DE s&o menos ansiosas que as NE no teste de

arena.
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Balancgo hidrico-alimentar diario

Os conjuntos dos resultados do teste de balango hidrico-alimentar diério ad
libitum ndo indicam diferenca entre as fémeas EE e NE de T. yonenagae adultas. A figura
15 mostra que o valor da eficiéncia digestoria foi ao redor de 90% que € semelhante ao
encontrado em dados da literatura (MENDES, 1998; MARCOMINI, 2000; FABIO
BRAGA, 2012). Os valores individuais de consumo alimentar relativo estéo
representados na figura 16 e os testes ndo mostraram diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (EE:5,5g e NE:7,5g; Teste t-Student [p=0,35; t=-1,03] na
sessdo 2 e EE: 8,59 e NE: 8,7g; Teste t-Student [p=0,9; t=-0,1] na sessdo 3). Esses valores

sdo semelhantes ao encontrado na literatura.

A figura 17 mostra os valores individuais de consumo hidrico relativo e os testes
ndo mostraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos (EE: 8,89 e NE:
9,79; Teste t-Student [p=0,06; t=-2,5] na sessdo 2 e EE:9,99 e NE:11,1g; Teste t-Student
[p=0,7; t=-0,4] na sessao 3. 0s valores sdo compativeis com os encontrados na literatura e
parece que em NE, a dispersdo dos valores € menor do que em EE. Os dados brutos estéo

em anexo (XIX e XX).
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Figura 15. Valores individuais semelhantes de eficiéncia digestoria (%) de fémeas epilépticas (EE)
e ndo epilépticas (NE) nas sessfes 2 (acima) e 3 (abaixo) de 24h, em sequencia com oferta de alimento e
agua ad libtum. Os dois primeiros nimeros dos animais indicam o ano de nascimento dos mesmos. N&o foi
realizado teste estatistico para este parametro
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Figura 16. Valores individuais de consumo alimentar relativo/100g de massa corporal (g) de
fémeas epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) nas sessbes 2 (acima) e 3 (abaixo) de 24h, em sequencia
com oferta de alimento e agua ad libtum. Os dois primeiros nimeros dos animais indicam o ano de
nascimento dos mesmos. Teste t-Student [p=0,35; t=-1,03] na sessao 2 e [p=0,9; t=-0,1] na sesséo 3
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Figura 17. Valores individuais de consumo hidrico relativo/100g de massa corporal (g) de fémeas
epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) nas sessdes 2 (acima) e 3 (abaixo) de 24h, em sequencia com oferta
de alimento e agua ad libtum Os dois primeiros nimeros dos animais indicam o ano de nascimento dos
mesmos. Teste t-Student [p=0,06; t=-2,5] na sessdo 2 e [p=0,7; t=-0,4] na sessdo 3

Embora usamos uma amostra pequena para as analises fisiologicas, os dados sdo
confiaveis ja que os valores obtidos foram semelhantes aos encontrados na literatura.
Consequentemente podemos assumir que o aspecto do consumo alimentar e hidrico

importante para o fitness esta dentro da normalidade.
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N&o houve diferenca no consumo alimentar e hidrico absoluto e relativo e na
eficiéncia digestoria, 0 que corrobora nossa hipdtese de que a epilepsia nesses animais
ndo afeta pardmetros fisioldgicos basicos fundamentais para a vida.

Do ponto de vista fisioldgico, os animais epilépticos parecem ser tdo saudaveis
quanto os ndo epilépticos e na populagdo geral de animais se mantem ao redor de 60
individuos por ano (ver tabela 2). N&o observamos um aumento no numero de natimortos
e as mortes desses animais sdo raras e distribuidas aleatoriamente entre epilépticos e nao
epilépticos.

A fisiologia e anatomia do hipocampo estdo alteradas nas epilepsias do lobo
temporal. Um aspecto que ainda precisa ser abordado é a questdo do comprometimento
do hipocampo nos animais epilépticos. E conhecido pela literatura que modelos de
epilepsia do lobo temporal apresentam um comprometimento na memoria espacial.
(SCHAWARTZKROIN, 1994; ANG et al. 2006).

Em epilepsias do lobo temporal, ha uma diminuicdo do limiar para crises no
hipocampo. Estudos eletrofisioldgicos feitos in vitro em colaboragdo da UNIFESP
mostram que ndo existem diferencas em relacdo aos condi¢des basais, mas ha diferencas
quando é mudada as concentracGes externas de potassio. Esses dados mostram que
possivelmente h4 uma diferenca na excitabilidade da membrana do hipocampo nos T.
yonenagae epilépticos em relagdo aos individuos normais. A histologia do hipocampo
ndo mostra diferencas na organizacdo neuronal entre EE e NE (Fulvio Scorza,
comunicacdo pessoal). Este é outro aspecto que necessita ser detalhado ja que dados
comparativos de ratos normais (T. yonenagae e Wistar) mostram que a massa cerebral e o
volume do hipocampo de T. yonenagae sdo maiores, e ainda o volume da formagéo

hipocampal é maior nos rabos-de-facho (ROBERTO, 2012).
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Por outro lado, estudos-pilotos do comportamento de EE e NE no labirinto
complexo (J. N de Freitas comunicacdo pessoal) mostraram ndo haver diferenca entre
animais epilépticos (n=5; sendo 2 @ e 3J) e ndo epilépticos (n=5) em relacdo ao
desempenho no labirinto (tempo gasto até o final do labirinto e nimero de erros

cometidos durante o teste).
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A epilepsia é uma doenga conhecida hd mais de trés mil anos, atravessando
culturas e civilizagdes. Neste trabalho, especulamos se a epilepsia ndo é o escalonamento
de respostas anti-predatorias, relacionadas a processos evolutivos (causa distal). Esta
possibilidade de que doencas e disturbios mentais também apresentam uma causa distal,
além da causa proximal estd consolidada na literatura (NESSE, 1964). Por exemplo,
nduseas em mulheres gravidas podem ter um significado adaptativo j& que nduseas e
vOmitos protegem as mulheres gravidas e seus embrides de substancias nocivas dos
alimentos, como microrganismos patogénicos e agentes neurot6xicos (SHERMAN AND
FLAXMAN, 2002).

Como ¢ proposto por Nesse, 1964 “For every biological phenomenon, two
different kinds of causes must be understood. Proximate (immediate) causes are those
that explain a structure or event in an individual organism. Ultimate (evolutionary)
causes are those that explain the existence of a structure or capacity in all members of a
specie”. Também de acordo com o mesmo artigo: “The logical pattern for an
evolutionary analysis of a psychiatric phenomenon is essentially the same as the pattern
for analysis of any behavior: 1. Define the phenomenon to be explained. 2. Explicate the
proximal causes (environmental, psychological, and neurochemical). 3. Hypothesize
possible ultimate causes. 4. Drive predictions from these hypotheses. 5. Test the
predictions against the data. 6. If the phenomenon is not an adaptation, but is thought to
represent pathology, then find the level, nature, and etiology of the defect in the
functional adaptive system affected.”

Em cativeiro, as crises observadas em Trinomys yonenagae iniciaram-se pelo
estagio de congelamento - (freezing) que é o componente inicial da escala de Racine
(utilizada para caracterizacao de epilepsia do lobo temporal) - que também é considerado

uma estratégia anti-predatoria. O escalonamento do congelamento nesses roedores
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poderia ter um papel evolutivo, considerando a ecologia do animal, o ambiente extremo

em que ele vive e por ser um animal predado.
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CONCLUSAO

Quanto a caracterizacdo da epilepsia em Trinomys yonenagae a prevaléncia e
incidéncia sdo altas quando comparadas a epilepsia humana. Tanto a duracao das crises, a
frequéncia, e o padrdo de ocorréncia variam entre os individuos. Os dados também
indicam que ha diferenca entre os sexos com relacdo ao nivel de ansiedade no teste de
arena. As crises ocorreram durante situacdes de rotina e temos ciéncia de que
subestimamos o nimero de crises que ocorrem, devido a nossa janela amostral, sabendo
que a frequéncia de crises pode ser maior do que a que foi observada. Embora ndo sejam
apresentadas evidéncias experimentais de que a origem da epilepsia em rabos-de-facho
seja espontanea, as circunstancias em que as crises ocorrem nao parecem estar
relacionadas a eventos identificaveis, como por exemplo, situacoes de estresse agudo.

Propomos que a epilepsia em T. yonenagae tem uma base genética por se
expressar diferentemente em col6nias formadas a partir de ratos coletados aleatoriamente
na natureza, pela alta prevaléncia de EE e alta % de filhotes EE nos casais formados por
pelo menos um individuo EE, individuos EE irm&dos com padrdo semelhante de crise e
frequéncia alta, e pela diferenca entre fémeas DE e NE no teste de arena.

Uma vez que as crises epilépticas ndo ocorrem durante a infancia e
consequentemente poupam a vida adulta dos efeitos negativos relacionados ao
desenvolvimento cerebral, hd uma indicacdo que crises epilépticas podem ser parte do
ciclo natural para esta espécie selvagem. Os dados indicam que a epilepsia em rabos-de-
facho é limbica, sendo, portanto, da esfera emocional e aparentemente ndo afeta o
desenvolvimento e a reproducdo do animal.

Em vista destes dados propomos um papel evolutivo (causa distal) para esta
disfuncéo, que aqui ndo consideramos como uma patologia e sim como o escalonamento

de uma estratégia anti-predatoria da espécie; ja que o primeiro componente das crises
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observadas em rabos-de-facho é o congelamento. Apresentamos um modelo natural de
epilepsia que compartilna algumas caracteristicas com outros modelos, entretanto,
estudos futuros sdo necessarios para a identificacio dos fatores facilitadores/
desencadeadores das crises neste roedor. Uma possibilidade seria investigar o
comportamento de T. yonenegae neste contexto frente a predadores de significado

ecoldgico para a espécie.
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ANEXOS
Esses anexos compreendem todos os dados brutos de cada analise que foi feita no

trabalho por ordem de apresentacéo dos resultados.

Anexo |. Relacdo de Trinomys yonenagae nascidos no LECO em um intervalo de 14
anos. Numero total de filhotes nascidos, fémeas e machos

Nascidos
Ano Total Fémeas Machos
1997-2001 53 18 35
2002-2003 88 43 45
2004 31 12 19
2005 25 14 11
2006 16 11 5
2007 14 8 6
2008 20 7 13
2009 20 8 12
2010 16 6 10
2011 12 3 9
Total 295 130 165
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Anexo Il. Trinomys yonenagae (n=18) utilizados na analise das filmagens de crises
epilépticas. A tabela contem filiacdo e data de nascimento. Os dois primeiros nimeros
correspondem ao ano de nascimento dos animais

Animal Pais Data de nascimento
3030311 | 9 030281 e & 030276 17/12/2003
3060368 2000189 e 3990167 25/02/2006
3070386 2030284 ¢ 3030272 25/05/2007
3080401 Q2030281 e 3000177 21/06/2008
3080406 2030284 ¢ & 030272 24/09/2008
3080411 | Q020222 ¢ & 010207 05/12/2008
4090452 Q 050365 e 4 030285 25/05/2009
3100485 2030284 ¢ & 030272 11/01/2010
4110523 Q 080398 ¢ & 030311 20/04/2011
2030281 | 2990169 e & 000192 01/06/2003
2030298 Q 960034 ¢ 3960019 26/09/2003
£040316 | © 960030 e & 970009/960038 01/03/2004
2040329 2030271 e 3030272 24/06/2004
2050358 Q000189E e 3990167 24/08/2005
2070395 2020222 ¢ 3010207 17/12/2007
2080407 2030284 ¢ 5030272 24/09/2008
Q080416 2030284 ¢ 5030272 23/12/2008
9100498 Q 080398 ¢ 4 030311 20/10/2010
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Anexo Ill. Onze casais epilépticos de Trinomys yonenagae, nos quais pelo menos um
individuo de cada casal é epiléptico, utilizados na mensuracdo de pardmetros
reprodutivos. Os dois primeiros ndmeros dos animais correspondem ao ano de

nascimento dos mesmos

Casal

1 3960019 ¢ 2960034
2 3990167E ¢ 2000189E
3 J010207E e 2020222E
4 3000177 ¢ 2000193E
5 3030272 ¢ 2030284E
6 3970020 € 2970007
7 3030272 e 2030271
8 3010199 e 2010211
9 397009/960038 ¢ 2960030
10 3000185 ¢ Q 000187
11 3030276 ¢ 2030281
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Anexo IV. Trinomys yonenagae (n=35) submetidos ao teste de arena contendo filiacéo e
data de nascimento. Os dois primeiros nimeros dos animais correspondem ao ano de

nascimento dos mesmos

NuUmero Nascimento Mae Pai
Machos
010209 22/10/01 000193 000177
020240 27/07/02 960034 960019
030276 05/05/03 000189 990167
030278 17/05/03 960030 970009/960038
030294 23/07/03 010196 010205
060368 25/02/06 000189 990167
070386 25/05/07 030284 030272
070391 31/10/07 010211 010199
070392 31/10/07 010211 010199
080403 29/06/08 060381 060380
080404 29/06/08 060381 060380
080406 24/09/08 030284 030272
080409 02/10/08 060381 060380
080411 05/12/08 020222 010207
Fémeas
020223 04/03/02 000189 990167
020249 18/10/02 010211 010199
020252 18/11/02 010196 010205
030307 10/11/03 010211 010199
040316 01/03/04 960030 970009/960038
050344 17/01/2005 030281 030276
050356 13-20/7/05 030284 030272
050358 24/08/05 000189 990167
050365 02/12/05 010211 010199
060376 31/05/06 010211 010199
060378 04/09/2006 010211 010199
060379 04/09/2006 010211 010199
070387 25/05/07 030284 030272
070388 24/06/2007 020222 010207
070389 04/08/07 010211 010199
070390 31/10/07 010211 010199
070395 17/12/07 020222 010207
080407 24/09/08 030284 030272
080408 02/10/08 060381 060380
080412 5/12/08 020222 E 010207 E
080416 23/12/08 030284 030272
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Anexo V. Etograma com a relagcdo e descricdo dos comportamentos observados em
Trinomys yonenagae utilizados na analise do teste de arena

Comportamentos Descricéo

Ato de auto-limpeza do animal caracterizada por
Auto-limpeza ou lamber as patas dianteiras passando-as depois

grooming pelo focinho

Quando o animal faz uma elevagéo do tronco
Levantar ou apoiando ou ndo as patas dianteiras na parede da

rearing arena

Excrecdo de fezes caracterizada pelo nimero de
Defecar bolos fecais

Auséncia de movimento, o animal encontra-se
Repouso ou imovel com as quatro patas no chédo
parado

Deslocamento do animal sobre as quatro patas,
Locomocéo ou podendo ser na area central ou na area periférica

andar da arena

Quando o animal cruza de um quadrado a outro,

Cruzamento de colocando as quatro patas no chao do outro

quadrados quadrado
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Anexo VI. Tempo (s) no centro e na periferia da arena para fémeas e machos EE
(epilépticas/os) e NE (ndo epilépticas/os) de Trinomys yonenagae; com a massa
corporal (g)

Fémeas Machos
Tempo(s) Tempo(s)
Massa Massa
corporal Centro Periferia corporal

EE (9) * * EE (9) Centro Periferia
020223 104,00 126,46 173,54 010209 120,00 153,02 147,02
050358 124,00 300,03 0 030276 129,00 127,04 172,97
050365 143,00 183,42 116,67 030278 134,00 220,35 79,70
070388 119,00 226,04 74,06 060368 133,00 150,20 149,80
070390 137,00 246,03 54,05 070386 125,00 225,16 74,87
070395 103,00 222,30 77,74 080406 154,00 108,34 191,65

080411 133,00 188,02 112,02

media 121,67 217,38 82,68 media 132,50 167,45 132,58
mediana 121,50 224,17 75,90 mediana 133,00 153,02 147,02

dp 16,51 58,60 58,59 dp 10,72 45,06 45,05

NE * * NE
020249 132,00 194,83 105,24 020240 118,00 140,19 159,84
020252 130,00 167,07 133,04 030294 125,00 198,44 101,67
030307 114,00 122,81 177,23 070391 149,00 139,96 160,00
040316 126,00 128,88 171,13 070392 149,00 166,81 133,24
060376 131,00 247,86 52,20 080403 131,00 251,55 48,55
070387 143,00 97,27 202,73 080404 136,00 134,72 165,26
070389 133,00 89,37 210,63 080409 140,00 46,96 253,11

080407 134,00 150,86 149,14
080408 127,00 167,35 132,71

media 130,00 151,81 148,23 media 135,42 154,09 145,95
mediana 131,00 150,86 149,14 mediana 136,00 140,19 159,84
dp 7,75 49,74 4971 dp 11,70 63,08 63,05

Foram comparadas as médias do tempo (S) nas areas do centro e periferia da arena entre 0s grupos EE e
NE. O teste utilizado foi o teste t-Student (Independente), * p<0,05. Os dois primeiros nimeros dos
animais corresponde ao ano de nascimento dos mesmos
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Anexo VII. Nimero de quadrados cruzados centrais (C), periféricos (P), total (T) e
relacdo C/T fémeas e machos EE (epilépticas/os) e NE (ndo epilépticas/os) de T.

yonenagae
Machos Numero de quadrados
Fémeas NuUmero de quadrados EE Central Periférico Total C/T
CIT

EE Central Periférico Total * 010209 107 84 191 0,56
020223 27 32 59 0,46 030276 107 124 231 0,46
050358 14 0 14 1,00 030278 142 42 184 0,77
050365 184 177 361 0,551 060368 65 112 177 0,37
070388 288 106 394 0,73 070386 67 61 128 0,52
070390 282 86 368 0,77 080406 20 14 34 0,59
070395 393 244 637 0,62 080411 110 89 199 0,55
media 198 108 306 0,68 media 88 75 163 0,55
mediana 233 96 365 0,62 mediana 107 84 184 0,55

dp 153 91 233 0,20 dp 40 39 65 0,12

NE * NE
020249 38 24 62 0,61 020240 56 28 84 0,67
020252 211 228 439 0,48 030294 97 59 156 0,62
030307 146 161 307 0,48 070391 93 65 158 0,59
060376 126 49 175 0,72 070392 72 55 127 0,57
070387 101 89 190 0,53 080403 136 37 173 0,79
070389 106 168 274 0,39 080404 64 88 152 0,42
080407 11 8 19 0,58 080409 26 10 36 0,72
080408 31 105 136 0,23
media 96 104 200 0,50 media 78 49 127 0,62
mediana 104 97 183 0,53 mediana 72 55 152 0,62

dp 67 77 137 0,15 dp 35 26 49 0,12

Foram comparadas as médias do nimero de quadrados C, P, T e C/T entre os grupos EE e NE. O teste

utilizado foi o t-Student (Independente), *p<0,05. Os dois primeiros nimeros dos animais corresponde ao
ano de nascimento dos mesmos
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Anexo VIII. Relacdo do nimero de quadrados centrais cruzados/total de quadrados
cruzados para fémeas de Trinomys yonenagae EE e NE. (n=15)

C/T
EE = NE *
"020223 046 020249 0,61
" 050358 1 020252 048
"050365 051 030307 048
"070388 073 040316 048
"070390 077 060376 0,72
"070395 062 070387 0,53
"070389 039

080407 0,58

"080408 023

media 0.68 0.50
mediana 0.62 048
dp 0.2 0.14
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Anexo IX. Relagdo do nimero de quadrados centrais cruzados/total de quadrados cruzados
para machos de Trinomys yonenagae EE e NE. (n=14)

C/T
EE NE
"010209 0,56 020240 067
"030276 046 030294 062
"030278 077 070391 059
"060368 037 070392 057
"07038 0,52 080403 0,79
"080406 059 080404 042
"080411 055 080409 0,72

media 0.55 0.62
mediana 0,55 0.62
dp 0.12 0.12
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Anexo X. Teste estatistico t-Student para a relagdo do numero de quadrados centrais
cruzados/total de quadrados cruzados (C/T) em fémeas e machos de Trinomys yonenagae
epilépticas/os (EE) e epilépticas/os (NE)

ERRO
MEDIA DESV.PADRAO PADRAO p t

RELACAO

C/T EE 0.68 0.20 0.08 *0,05 2.10

FEMEAS NE 0,50 0,14 0,05
MEDIA  DESV.PADRAO p
RELACAO
C/T EE 0.61 0,11 0,24
MACHOS NE 0,62 0,12
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Anexo XI. Tempo (s) no centro e na periferia da arena gasto por fémeas de Trinomys
yonenagae EE (epilépticas) e NE (ndo epilépticas). Os dois primeiros nimeros dos

animais correspondem ao ano de nascimento dos mesmos (n=21)

EE
n=10 Tempo(s)
Animal CENTRO PERIFERIA
020223 126,46 173,54
040316 165,64 134,33
050358 300,03 0
050365 183,42 116,67
070388 226,04 74,06
070390 246,03 54,05
070395 222,3 77,74
070395 184,28 115,81
080412 105,26 194,76
080416 204,42 95,63
média 196,39 103,66
dp 57,03 57,02
NE
n=11
020249 194,83 105,24
020252 167,07 133,04
030307 122,81 177,23
050356 170,95 129,04
050357 159,28 140,76
060376 247,86 52,2
060378 69,96 230,04
070387 97,27 202,73
070389 89,37 210,63
080407 150,86 149,14
080408 167,35 132,71
media 148,87 151,16
dp 51,28 51,25
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Anexo XII. Ndmero de quadrados cruzados por fémeas de Trinomys yonenagae EE
(epilépticas) e NE (ndo epilépticas) na area central, periférica, total de quadrados e relagéo
C/T (ndmero de quadrados cruzados no centro/total). Os dois primeiros numeros dos
animais correspondem ao ano de nascimento dos mesmos

Fémeas Numero de quadrados
EE Central  Periférico Total CIT
020223 27 32 59 0,46
040316 110 109 219 0,50
050358 14 0 14 1
050365 184 177 361 0,51
070388 288 106 394 0,73
070390 282 86 368 0,77
070395 393 244 637 0,62
070395 378 180 558 0,68
080412 35 69 104 0,34
080416 212 111 323 0,66
media 192,3 1114 303,7 0,6
dp 142,6 72,9 206,2 0,2
NE
020249 38 24 62 0,61
020252 211 228 439 0,48
030307 146 161 307 0,48
050356 161 159 320 0,50
050357 72 78 150 0,48
060376 126 49 175 0,72
060378 87 212 299 0,29
070387 101 89 190 0,53
070389 106 168 274 0,39
080407 11 8 19 0,58
080408 31 105 136 0,23
media 99,1 116,5 215,5 0,5
dp 60,3 74,3 1244 0,1
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tros testados foram: tempo no centro; tempo na periferia; qdcentral: n

A

Anexo XIII. Teste estatistico (teste-t Student Independente) para fémeas de Trinomys
pardme

yonenagae epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) utilizadas no teste de arena. Os
qdtotal: numero de quadrados cruzados totais e relacdo do numero de quadrados cruzados

quadrados cruzados no centro; gdperiferico: nimero de quadrados cruzados na periferia;
no centro/ periferia
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Anexo XIV. Tempo (s) no centro e na periferia da arena e relagdo do numero de quadrados
centrais cruzados/total de quadrados cruzados (C/T) para fémeas de Trinomys yonenagae
descendentes de epilépticos (DE) e ndo epilépticas (NE)

Tempo (S)

DE Centro Periferia
080405 234,2 65,8
060370 180,9 119,1
040327 266,7 33,3

media  227,3 72,7

mediana 234,2 65,8

dp 43,3 43,3

NE
070389 89,4 210,6
030307 122,8 177,2
070387 97,3 202,7
media  103,2 196,9
mediana 97,3 202,7
dp 17,5 17,5

RELACAO C/
DE T
080405 0,7
060370 0,6
040327 0,8
media 0,7
mediana 0,7
dp 0,1
NE
070389 0,4
030307 0,6
070387 0,5
media 0,5
mediana 0,5
dp 0,1
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Anexo XV. Massa corporal (g) de fémeas e machos de Trinomys yonenagae epilépticos
(EE) e ndo epilépticos (NE) utilizados na comparagdo de massa corporal. Os dois
primeiros nimeros dos animais correspondem ao ano de nascimento dos mesmos

Fémeas
EE NE

040316 131 060376 134
070395 111 070387 138
080407 129 060378 152
080412 105 060379 130
080416 125 090478 136
100498 135 050344 132
110530 134 020252 136

media  124,3 136,9
dp 11,7 7,2
Machos
EE NE

060368 146 030276 136
070386 136 080413 126
080401 136 080414 133
080402 112 080415 136
090452 117 070392 151
100484 141 030283 139
100485 142 030294 147
media 1329 138,3
dp 13,1 8,4
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Anexo XVI Teste estatistico (teste-t Student Independente) para massa corporal (g) de
fémeas Trinomys yonenagae epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE)

Group Statistics

GRUPO N Mean Std.
Deviation
r
MASSACORPORAL 1 7 124,29 18,73
"2 7 136,86 7,20
Independe
nt
Samples
Test
Levene's Test for Equality of Variances t-test for Equality of Means
95%
Lower Upper
F Sig. t df iig. (2-tailecan Differen Error Differ
r r r r r
5,20139 -23,9043 -1,23858
massacorporal ariances a< 2,402 ,147 -2,417 12 0,032 -12,57143
Equal variances not assumed -2,417 9,958 0,036 -12,5714 5,20139 -24,1675 -0,97537
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Anexo XVII. Escala de Racine (1972): escala de estagios analisados na crise de ratos Wistar
induzido por pilocarpina no modelo animal de epilepsia do lobo temporal. H& ainda em
Trinomys yonenagae o aumento da salivacéao, saliéncia dos olhos e ericamento dos pélos

Escala de Racine

1. Imobilidade seguida de automatismos faciais;
2. Mioclonias de cabeca e pescogo;
3. Clonus das patas dianteiras;
4. Elevacao;

5. Elevacéo e queda
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Anexo XVIII. Anéalise das filmagens das crises epilépticas em Trinomys yonenagae,
segundo a escala de Racine. As marca¢Ges em X indicam que o animal expressou o
comportamento de determinado estagio durante a crise (n=35 filmagens)

Andlise das filmagens das crises epilépticas em Trinomys yonenagae
Escala de Racine (estagios)

0 1 2 3 4 5
' . Imobilidade Automtbms Mioclonias de cabega Clongs da§ patas Elevacio | Queda

Animal Data da crise facias € Pescogo dianteiras
3080406 20/04/2010 X
9030298 20/04/2010 X X X X X
Q050358 26/04/2010 X X X X X X
3070386 05/05/2010 X
3080406 05/05/2010 X X X X
Q040329 05/05/2010 X X
3030311 19/05/2010 X X
2030281 19/05/2010 X X
2070395 26/01/2011 X X X X X X
2100498 05/11/2011 X X X
3060368 05/11/2011 X X X
3100485 05/11/2011 X X
2070395 05/12/2011 X X X X X
3070386 05/12/2011 X X X
Q040316 05/12/2011 X X
Q080416 05/12/2011 X
3100485 05/12/2011 X X X
3070386 14/03/2012 X X
2070395 14/03/2012 X X X X X
3080401 14/03/2012 X X X
3100485 14/03/2012 X X
Q070395 15/03/2012 X X X X X
Q070395 05/06/2012 X X X X X
Q080407 05/06/2012 X
3080411 05/06/2012 X X X
Q040316 16/07/2012 X X X X X X
Q070395 29/08/2012 X X X X X
Q080407 12/09/2012 X X X X
2090452 12/09/2012 X X X X X X
Q080405 08/10/2012 X X X
32070386 08/10/2012 X X X X X
3100485 08/10/2012 X X X X
2070395 27/02/2013 X X X X X X
3100485 27/02/2013 X X X X
4110523 27/02/2013 X X X
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Anexo XIX. Valores brutos do experimento consumo alimentar e hidrico ad libtum em
fémeas de Trinomys yonenagae epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) nas sessdes 2 e 3

Experimento Consumo alimentar e hidrico didrio ad libtum  Sessdo 2
Alimento Fezes Urina Agua Animal
Massa
Animal | inicial i Comida | Comida | , . , Osm Massa
Comida . R umido agua Massa Massa Massa .| Massa
(e) inicial (g) restante | ingerida (g) seco (g)) n perdida |urina(g) (mmol/k inicial (g)| final (g) consumi final (g)
(g) (g) g) da(g)
EE
" 080407 123 40,1 30,6 9,5 1,3 1,1 80,0 0,1 zero zero 60 48,5 11,5 121
080416 126 40,0 31,5 8,5 1,0 09 440 0,1 zero zero 60 48,8 11,2 120
i 080412 102 40,1 38,1 2,0 1,5 1,2 54,0 0,3 zero zero 60 51,7 8,3 105
NE
" 050356 123 40,0 32,2 7,8 0,7 0,6 480 0,1 zero zero 60 48,2 11,8 119
" 050357 126 40,0 28,5 11,6 1,8 1,6 86,0 0,2 2,7 1122 60 47,9 12,1 132
" 050344 125 40,1 31,2 8,8 1,4 1,3 56,0 0,2 zero zero 60 47,8 12,2 121
media 8,0 1,3 1,1 61,3 0,2 2,7 60,0 48,8 11,2 119,7
dp 3,2 0,4 03 174 0,1 0,0 1,5 1,5 8,6
Experimento Consumo alimentar e hidrico didrio ad libtum  Sessdo 3
Alimento Fezes Urina Agua Animal
Massa
Animal | inicial Comida Comida _Coml_da umido agua Massa Osm Massa Massa Massa .| Massa
(g | . restante | ingerida seco (g)| ne R X (mmol/k|. .. ' consumi | .
inicial (g) (g) perdida | urina(g) inicial (g)| final (g) final (g)
(g) (g) g da(g)
EE
" 080407 121 40,0 33,4 6,6 0,8 0,7 59 0,1 ZERO ZERO 60 48,9 11,1 121
" 080416 120 40,5 27,7 12,8 1,7 1,4 64 0,2 ZERO ZERO 60 42,3 17,7 127
" 080412 105 39,4 29,7 9,7 1,6 1,4 55 0,2 1,49 1979 60 54,0 6,0 103
NE
" 050356 119 40,5 29,2 11,3 1,6 1,4 81 0,2 ZERO ZERO 60 50,0 10,0 118
" 050357 132 40,5 29,9 10,6 1,2 1,1 58 0,2 4,704 946 60 43,4 16,6 134
" 050344 121 40,4 30,1 10,3 1,6 1,3 53 0,3 0,31 1361 60 45,1 14,9 121
media 10,2 1,4 1,2 61,7 0,2 2,2 47,3 12,7 120,7
dp 2,1 0,3 0,3 10,2 0,1 2,3 4,5 4,5 10,4
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Anexo XX. Valores do consumo alimentar, hidrico e da eficiéncia digestéria do
experimento consumo alimentar e hidrico ad libtum em fémeas de Trinomys yonenagae
epilépticas e ndo epilépticas nas sessbes 2 e 3

Animal

Sessdo 2 Sessdo 3
EE Consumo  |Consumo| Eficiéncia Consumo | Consumo | Eficiéncia
Alimentar Hidrico | Digestdria Alimentar Hidrico |Digestdria
080407 7,7 9,3 88,2 5,5 9,2 89,4
" 080416 6,8 8,9 89,5 10,7 14,7 89,0
" 080412 2,0 8,1 39,3 9,2 5,7 85,6
media 55 8,38 72,3 8,5 9,9 88,0
dp 31 0,6 28,6 2,7 4,5 2,1
NE
" 050356 6,3 9,6 91,8 9,5 8,4 87,9
" 050357 9,2 9,6 86,4 8,0 12,6 89,8
" 050344 7,1 9,8 85,7 8,5 12,3 87,3
media 7,5 9,7 88,0 8,7 11,1 88,3
dp 1,5 0,1 33 0,8 24 1,3
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Anexo XXI. Teste estatistico (teste-t Student Independente) para o consumo alimentar
em fémeas de Trinomys yonenagae epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) nas sesstes
2e3

Group Statistics I

grupo N Mean Std. Devia Std. Error Mean
DIA2 1 3 5,49 3,076638 1,776298
2 3 7,53 1,481992 0,855628

CONSUMO ALIMENTAR/100g massa corporal
Independent Samples Test
for Equality of Variar t-test for Equality of Means

F Sig. t df Sig. (2-tail Mean Diff Std. Error 95% Confidence Interval of the Difference
Lower Upper
DIA2 Equal variat 2,831672 0,167712 -1,03468 4 0,359271 -2,04 1,971632 -7,51413 3,434128

Equal variances not assumed -1,03468 2,880695 0,379746 -2,04 1,971632 -8,46422 4,384217

Group Statistics

grupo N Mean Std.
Dewviation
DIA3 1 3| 8,466667| 2,67644
3| 8,666667| 0,763763
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Inte
F Sig. t df Sig. (2-tailan Differe Std. Error Lower Upper
DIA3 Equal vari. 4,285 0,107 -0,124 4 0,907 -0,2 1,60693 -4,66155 4,26155
Equal variances not assumed -0,124 2,324 0,911 -0,2 1,60693 -6,26859 5,86859
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Anexo XXI. Teste estatistico (teste-t Student Independente) para o consumo hidrico em
fémeas de Trinomys yonenagae epilépticas (EE) e ndo epilépticas (NE) nas sessdes 2 e 3

Group Statistics

grupo N Mean Std.
Dewviation
DIA2 '1 3 8,766667 0,61101
'2 3 9,666667 0,11547
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Inte
F Sig. 't df Sig. (2-tail Mean Diff Std. Error Lower Upper
DIA2 Equal variar 4,83 0,093 -2,507 4 0,066 -0,9 0,35901 -1,89677 0,09677
Equal variances not assumed -2,507 2,143 0,121 -0,9 0,35901 -2,3502 0,5502
Group Statistics
grupo N Mean Std.
Deviation
dia3hidricorl 3 9,633333 4,166933
P 3 10,8 2,078461
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Inte
F Sig. t df Sig. (2-tailan Differe Std. Error Lower Upper
dia3hidric Equal vari. 1,005 0,373 -0,434 4 0,687 -1,167 2,688 -8,631 6,298
Equal variances not assumed -0,434 2,937 0,694 -1,167 2,688 -9,827 7,494
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