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Neurodegeneracdo observada em regido cortical por meio da técnica de
impregnacao por prata (De Olmos et al, 1994) em que neurdnios mortos devido a
excitotoxicidade glutamatérgica ficam impregnados por uma solucdo de prata
(argirofilia). Observe-se em vermelho a contra-coloracdo por vermelho neutro

mostrando células viaveis.
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Resumo
Grisote, Samuel Amorin. Um estudo comparativo de neurodegeneracdo em dois modelos
experimentais de Status Epilepticus: &cido cainico e pilocarpina. 2021. 71 f. Disserta¢do
(Mestrado em Fisiologia) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sdo Paulo, Ribeiréo Preto/SP, 2021.

A epilepsia do lobo temporal (ELT), uma das formas mais comuns de epilepsia, afeta 1%
da populacdo mundial. Aproximadamente 30% desses pacientes tém a caracteristica de
serem refratarios, sem remissdo, mesmo com tratamentos. A ELT é caracterizada por
hiperexcitabilidade e hipersincronia neuronal cronica, principalmente por crises
espontaneas iniciadas no lobo temporal mesial, em particular no hipocampo, as quais
podem ser secundariamente generalizadas. A administracdo sistémica de acido cainico
(AC) e pilocarpina (PILO) tem sido amplamente utilizada para estudar Status Epilepticus
(SE), evento grave que constitui o chamado insulto inicial, e que pode levar a
manifestacdes como as da ELT. Apos o insulto inicial segue o periodo de laténcia,
quando ocorre 0 processo de epileptogénese e crises recorrentes espontaneas (CRE).
Embora ambos o0s modelos possam exibir neurodegeneracdo, 0S Mecanismos
responsaveis por esse evento podem diferir em sua patologia. Métodos: Foram utilizados
ratos Wistar adultos machos (250-280 g), procedentes do Biotério principal do Campus
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, os quais receberam injecédo
intraperitoneal Unica de PILO (320 mg/kg) ou KA (9 mg/ g). Metil-escopolamina foi
injetada 30 min (1 mg/kg, i.p) antes da injecdo de PILO para minimizar os efeitos
periféricos colinérgicos. Os animais foram tratados com Diazepam (10 mg/kg, i.p) 90 min
apos o inicio do SE. Em seguida, 24, 48 ou 72 h apos o final do SE, os animais foram
perfundidos com PBS 0,1 M gelado e solucdo de paraformaldeido a 4% em PBS. Os
cérebros foram removidos, congelados e cortados (30um) em criostato. A degeneracao
neuronal foi detectada com a técnica amino cupro argéntica. As imagens foram adquiridas
com microscopio Olympus BX-61. O nimero de células impregnadas de prata (Ag*) no
hipocampo foi quantificado pelo software ImageJ. Protocolos aprovados pela CEUA
(protocolo n° 028/2010) Resultados: A estimativa da densidade celular mostra que em
PILO-SE o nimero de células Ag * em CA1 é semelhante a CA-SE (PILO =48,7 + 32,7;
CA =36,9 £5,3). Em CA2 de PILO-SE ha mais células Ag* do que CA-SE (PILO =6,9
+ 0,7, CA = 0,9 £ 0,9). Resultados semelhantes foram encontrados para CA3 (PILO =
32,4+52; CA=10,3+0,6)e GD (PILO=61,5+38,3; CA=8,6+2,8). Ap6s 48 (PILO



=53,6+0; CA=20,4+45)e72h (PILO=54+0; CA =204 + 6,2), PILO-SE mostra
mais células em CAL1 Ag + do que KA-SE. No entanto, as 48 h CA2, CA3 e GD mostram
densidade semelhante ao tempo de 72 h para células Ag*, quando comparados os dois
tipos de SE (dados ndo mostrados). Curiosamente, exceto para CA1l, todas as regides do
hipocampo de animais PILO-SE, apresentam uma diminuicdo na densidade de células
Ag" ao longo dos periodos, especialmente em GD. No caso de CA1, densidades celulares
semelhantes foram observadas ao longo dos periodos. J& em CA-SE, observamos
densidade semelhante de células Ag* em todas as regifes ao longo dos periodos, enquanto
em CAL, a densidade de células Ag* caiu de 24 para 48 h e permaneceu a mesma em 72
h, entretanto nenhum dos resultados apresentados possui valores estatisticos de p < 0,05.
Embora ambos o0s modelos possam exibir neurodegeneracdo, 0S mMecanismos
responsaveis por esse evento podem diferir em sua patologia. No cérebro de rato, o
hipocampo se mostra particularmente susceptivel a geragédo de crises induzidas por AK
ou PILO e foi escolhido como o foco de nossa anélise das mudancas temporais associadas
a génese das CRE. Conclusédo: Embora o presente estudo teve como objetivo observar a
neurodegeneracdo causada por PILO-SE e CA-SE as 24 h, 48 h e 72 h sobretudo no lobo
temporal, ndo foram apenas areas hipocampais que apresentaram neurodegeneracao, mas
sim uma extensa parte do encéfalo, o que traz o questionamento de se estes modelos de
SE devem ser considerados seletivos de ELT. Propomos entdo uma revisao critica da
literatura para confirmar esta hipétese.

Palavras-chave: Epilepsia; Status Epilepticus, neurodegeneracdo, Acido Cainico,

Pilocarpina



ABSTRACT
Grisote, Samuel Amorin. A comparative study of neurodegeneration in two experimental
models of Status Epilepticus: kainic acid and pilocarpine. 2021. 71 p. Dissertation
(Master in Physiology) - Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo,
Ribeiréo Preto/SP, 2021.

Temporal lobe epilepsy (TLE), one of the most common forms of epilepsy, affects 1% of
the world's population. Approximately 30% of these patients are refractory, without
remission, even with treatments. LTE is characterized by hyperexcitability and chronic
neuronal hypersynchrony, mainly by spontaneous recurrent seizures, initiated in the
mesial temporal lobe, in particular in the hippocampus, that can be secondarily
generalized. Kainic acid (KA) and Pilocarpine (PILO) administration have been vastly
used to induce Status Epilepticus (SE) which is known as the primary insult followed
by a latent period, where epileptogenesis occurs and afterwards spontaneous recurrent
seizures (SRS). Methods: Adult male Wistar rats (250-280 g), from the main Vivarium
of the Ribeirdo Preto Campus at the University of S&o Paulo were used, which received
a single intraperitoneal injection of PILO (320 mg/kg) or KA (9 mg/kg). Methyl-
scopolamine was injected 30 min (1 mg/kg, i.p) prior to PILO injection to minimize
cholinergic peripheral effects. Animals were treated with Diazepam (10 mg/kg, i.p) 90
min after the onset of SE. Then, 24, 48 or 72 h after the end of SE, animals were perfused
with ice cold PBS 0.1M and 4% paraformaldehyde solution in PBS. Brains were removed,
frozen, and cut (30 um) in cryostat. Neuronal degeneration was detected with the Amino-
Cupric-Silver technique. The images were acquired with an Olympus BX-61 microscope.
The number of silver-impregnated (Ag®) cells in the hippocampus were quantified by the
ImageJ software. Protocols were approved by CEUA (protocol n® 028/2010). Results:
The cell density estimation shows that in PILO-SE the number of Ag™ cells in CA1 are
like KA-SE (PILO=48.7+£32.7; KA=36.945,3). CA2 slices from PILO-SE have more Ag*
cells than KA-SE (PILO=6.9+0.7; KA=0,9+0,9). Similar results were found for CA3
(PILO=32.445.2; KA=10.3+0.6) and DG (PILO=61.5+38.3; KA=8.6+2.8). After 48 h
(PILO=53.6+0; KA=20.4+4.5) and 72 h (PILO=54+0; KA=20.416.2) the CA1 from
PILO-SE showed more Ag"* cells than KA-SE. However, at 48 h CA2, CA3 and DG show
similar density to the time of 72 h for Ag™ cells, when compared the two types of SE (data

not shown). Interestingly, except for CA1, all hippocampal regions of PILO-SE animals,



show a decrease in the density of Ag* cells along time periods, especially in DG. In the
case of CA1, similar cell densities were observed along time periods. In KA-SE, in turn,
we observed similar density of Ag* cells in all regions along time periods, whereas in
CAL1, the density of Ag* cells dropped from 24 h to 48 h and remained the same in 72 h,
however none of the results presented has statistical values of p < 0,05. Although both
models may exhibit neurodegeneration, the mechanisms responsible for this event may
differ in their pathology. In the rat brain, the hippocampus is shown to be particularly
susceptible to the generation of AK-induced or PILO-induced seizures and it has been
chosen as the focus for our analysis of the temporal changes associated with the genesis
of SRS. Conclusion: Although the present study had the aim tot observing the
neurodegeneration, mainly at the temporal lobe, caused by SE-PILO and SE-KA in
different time windows (24 h, 48 h and 72 h), they were not just hippocampal areas that
showed neurodegeneration, but an extensive part of the brain is affected, which raises the
question of whether these models of SE should be considered, selective for TLE. We,

therefore, propose a critical review of the literature in order to confirm this hypothesis.

Keywords: Epilepsy, Status Epilepticus, neurodegeneration, Kainic acid and Pilocarpine.
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Figura 1. Classificagdo quanto a sua definicao e classificacdo das epilepsias de acordo
com o tipo de crise, tipo de epilepsia, sua etiologia, se esta associada a comorbidades.
Imagem modificada do guia da ILAE (www.ilae.org/guidelines Acessado em 20 de julho
de 2020).

Figura 2. Processo de epileptogénese desde uma injuria/insulto inicial ou pela
experimentacdo animal com modelos quimicos e elétricos. Neste momento inicial
podem-se observar perdas neuronais por apoptose e necrose, danos nas meninges e
vasculares. No periodo latente, que pode variar de dias a meses, acontecem processos
neurais como os inflamatorios e principalmente a reorganizacéo dos circuitos neurais, que
culminardo com o surgimento (na fase trés) das crises epilépticas espontaneas. Created

with BioRender.com

Figura 3. Esquema representativo da acdo do AC nos neurénios, levando ao aumento do
glutamato e consequentemente do Ca** intracelular pela acdo direta em receptores
Cainato e AMPA. Created with BioRender.com

Figura 4. Esquema representativo da acdo da PILO em neurdnios pré e pos-sinapticos. A
PILO age em neur6nios muscarinicos M1, levando ao aumento intracelular de glutamato,
que por sua vez atua em receptores NMDA, levando ao aumento de Calcio (Ca™)
intracelular. A acdo conjunta do aumento de Ca*™ e 0 aumento do glutamato levam a
citotoxicidade celular, causando a neurodegeneracdo (Lee, at al. 2017). Created with

BioRender.com

Figura 5. Imagem representiva dos métodos, dosagens e tempos utilizados desde as
aplicacBes dos compostos indutores de SE, passando pelo periodo de perfusdo e o

procedimento histoldgico utilizado, a fim de observar a neurodegeneracao.

Figura 6. Em A presenca de um neurdnio necrético com coloracdo de Hematoxilina
Eosina (HE). Em B a seta apontando para um nicleo picnético de um neurdnio em
degeneracdo, corado por HE. Imagens extraidas do acervo de imagens do site

http://anatpat.unicamp.br/lamneuro3.html.
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Figura 7. Imagens de cortes histologicos que apds perfusdo passaram pela técnica de
impregnacdo por prata de De Olmos (1994), onde é possivel observar neurénios em
degeneracdo (seta amarela) com ndcleos densamente corados. A seta azul em A, D, E,
H, 1 e L indica de qual local as demais imagens sofreram o aumento de 20 vezes. As
imagens A, B, E, F, | e J, pertencem ao grupo PILO-SE e as restantes ao grupo AC-SE.
Também estdo apresentadas as janelas temporais de 24 horas em A, B, C e D, 48 horas
emE,F,GeHe72horaseml, J, K, e L.

Figura 8. Imagens representativas da formacdo hipocampal e de neurbnios que a
compdem. Em (i) imagem representativa das vias de entrada, conexdes e saida da
formacé&o hipocampal, bem como localizacao representativa de cada area CA1, CA3, GD.
Em (ii) desenho esquemaético de neurdnios piramidais de CAl e CA3 e de células
granulares do GD, em (a) estdo as ramificacGes dendriticas apicais, em (b) arvore
dendritica basilar (basal). (i) imagem modificada de Deng et al., 2010. (ii) imagem
modificada de Spencer (2019).

Figura 9. Densidade de células Ag" em funcéo das janelas temporais analisadas de 24 h,
48 h e 72 h ap6s SE-PILO (esquerda) e SE-AC (direita). (n= PILO-SE= 6; AC-SE=7).

Figura 10. Densidade de células Ag* na regido hipocampal de CA1 no periodo de 24
horas ap0s o SE por PILO e AC sdo semelhantes, mas ndo ha variacao estatistica entre os
tempos de tratamento (F [2,4] = 0,1316 p = 0,8804). Nos periodos de 48 h e 72 h,
respectivamente, 0 modelo de PILO-SE apresenta maior densidade de Ag* que em AC-
SE. Resultados expressos em média £ SEM, anélise two-way ANOVA. (n= PILO-SE= 6;
AC-SE=7).

Figura 11. Imagens representativas da regido CA1 dos modelos de PILO-SE e AC-SE
nas trés janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h onde € possivel ver a morfologia nuclear dos
neurdnios degenerados (setas amarelas), bem como alguns processos dendriticos (seta
azul).

Figura 12. Contagem de células na regido CA2. No periodo de 24 h a densidade de PILO-
SE é maior que em AC-SE, enquanto nos periodos de 48 h e 72 h tendem a ser

semelhantes, porém ndo ha variacdo estatistica entre os tempos de tratamento (F [2,4] =



0,1474 p = 0,3315). Resultados expressos em média + SEM, analise two-way ANOVA.
(n=PILO-SE=6; AC-SE=T7)

Figura 13. Imagens representativas de CA2 dos modelos PILO-SE e AC-SE nas trés
janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h, onde é possivel observar os nlcleos (tem certeza?)
(setas amarelas) e alguns processos dendriticos corados pela impregnacéo de prata (setas

azuis) .

Figura 14. No periodo de 24 h a densidade de PILO-SE é maior que em AC-SE na regido
de CA3 enquanto nos periodos de 48 h e 72 h tendem a ser semelhantes, mas ndo ha
variacdo estatistica entre os tempos de tratamento (F [2,4] = 0,6,121 p = 0,0607).
Resultados expressos em média £ SEM, analise two-way ANOVA. (n=PILO-SE= 6; AC-
SE=7).

Figura 15. imagens representativas de CA3 dos modelos de PILO-SE e AC-SE nas trés
janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h e em preto a morfologia nuclear (certeza?) (setas
amarelas), assim como alguns prolongamentos de seus dendriticos (setas azuis) dos

neurdnios degenerados.

Figura 16. No periodo de 24 h a densidade de neurdnios Ag* no PILO-SE é maior que
em AC-SE, especificamente na regido do GD, enquanto nos periodos de 48 h e 72 h
tendem a ser semelhantes, entretanto ndo ha variacdo estatistica entre os tempos de
tratamento (F [2,4] = 0,1624 p = 0,3046). Resultados expressos em média + SEM, analise
two-way ANOVA (n= PILO-SE= 6; AC-SE=7).

Figura 17. Imagens representativas de GD dos modelos de PILO-SE e AC-SE nas trés
janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h. Notam-se neur6nios granulares (setas amarelas) e

alguns processos (setas azuis) de dendritos marcados em sua tonalidade quase preta.



Lista de Tabelas
Tabela 1. Numero de profissionais e centros especializados em epilepsia por regido e
Estado.

Tabela 2. Dados de area, contagem e normalizagio de neurdnios Ag*/mm? ap6s 24 h da
inducdo de PILO-SE.

Tabela 3. Dados de area, contagem e normalizagdo de Neurdnios Ag*/mm?apds 48 h de
injecdo de PILO para inducdo de SE

Tabela 4. Dados de area, contagem e normalizacdo de Neurdnios Ag*/mm? obtidos apds
72 h da injegdo de PILO para desencadeamento de SE.

Tabela 5. Dados de area, contagem e normalizagio de neurdnios Ag'/mm? de injecéo
AC apos 24 h da indugéo de SE.

Tabela 6. Dados de area, contagem e normalizacdo de neurdnios Ag*/mm? obtidos apds

48 h da injecdo de AC para desencadeamento de SE.

Tabela 7. Dados de area, contagem e normalizacdo de neurdnios Ag*/mm? obtidos apds

72 h da injecdo de AC para desencadeamento de SE.

Tabela 8. Apds PILO-SE as areas hipocampais CAl, CA2, CA3 e DG, nos tempos de
24 h,48he 72 h.

Tabela 9. Apds AC-SE as areas hipocampais CAl, CA2, CA3 e DG, nos tempos de 24
h,48he72h.



Lista de abreviag6es

WHO World Health Organization

LBE Liga Brasileira de Epilepsia

ILAE International League Against Epilepsy

EEG Eletroencefalograma

CRE Crises recorrentes espontaneas

CBD Canabidiol

PTZ Pentilenotetrazol

SE Status Epilepticus

PILO Pilocarpina

AC Acido cainico

SE-PILO Status Epilepticus induzido por pilocarpina
SE-AC Status Epilepticus induzido por acido cainico
AMPA Receptores N-metil-D-aspartato

NMDA Receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico

Ag* Neuroénios impregnados por prata — argirofilicos



1. Epilepsia
1.1.  Asepilepsias no mundo e no Brasil

Epilepsia estd contida dentro das desordens cerebrais e tem como uma das
caracteristicas interrup¢des das fungdes normais do cérebro, estas podendo ser recorrentes
ou ndo (FISHER, Robert S. et al., 2005). A Organizacdo Mundial da Saude (World
Health Organization, WHO), estima que 50 milhdes de pessoas pelo mundo sofram com
algum tipo de epilepsia, ou seja, de 4 a 10 pessoas a cada 1000 apresentam essa desordem
neuroldgica, tornando-a a mais comum. Dentre as pessoas com epilepsia  cerca de 80%
delas vivem em paises pobres ou em desenvolvimento. Ainda, de acordo com a WHO,
70% podem viver sem apresentar crises fazendo o uso de tratamento com o0s
anticonvulsivantes apropriados (World Health Organization, WHO, 20 June 2019).

No Brasil, de acordo com a WHO e a Liga Brasileira de Epilepsia (LBE) a desordem
atinge cerca de 3 milhdes de pessoas, assim 14 a cada 1000 brasileiros. Com informacdes
contidas na pagina virtual da LBE (Tabela anexo A; LBE — 15 de outubro 2020), o nUmero
de profissionais e centros especializados em epilepsia tem distribuicdo desigual entre
Estados e regides sendo que Sao Paulo possui 195 profissionais e centros, enguanto
Estados da regido Norte como Acre e Ronddnia apresentam apenas 2 cada um (LBE — 15
de outubro 2020).

Os poucos trabalhos da prevaléncia da epilepsia no Brasil, sdo datados de décadas
atras, ha trabalhos sobre a prevaléncia na grande Sdo Paulo, onde 11,9 habitantes por
1000 eram estimados com epilepsia (Marino et al., 1986). Outro levantamento realizado
em duas cidades do sudeste do Brasil mostra que as classes menos favorecidas e os idosos
tem a maior prevaléncia, 7,5 e 8,5 por 1000 habitantes respectivamente (Noronha et al.,
2007). Tais dados continuam, até os dias atuais, sendo apresentados pelo Ministério da
Salde e Secretaria de Atencdo a Saude (PORTARIA CONJUNTA N° 17, DE 21 DE
JUNHO DE 2018). O relatorio “Epilepsy: a public health imperative” de 2019
apresentado pela WHO, traz que a incidéncia no Brasil possui variacdo de 5,1 a 8,2 casos
por 1000 habitantes.

22



1.1.1. Classificagoes

Define-se como crises epilépticas a ocorréncia transitoria de sinais e/ou sintomas
devido a atividade neuronal excessiva ou sincrona anormal, enquanto a epilepsia é o
distarbio do cérebro caracterizado por uma predisposi¢do duradoura para gerar crises
epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas e sociais
dessa condicdo, portanto epilepsias sdo um conjunto de desordens neuronais
extremamente diversificado. No entanto, para que o diagnostico de um tipo de epilepsia
seja considerado, o paciente devera apresentar a0 menos uma crise epiléptica, sendo essa
caracterizada pela atividade neuronal anormal excessiva e/ou sincronica de grupos de
neurdnios (FISHER, et al., 2005; GOLDBERG, 2013).

A primeira classificacdo internacional das epilepsias foi apresentada pela
International League Against Epilepsy — ILAE durante reuniéo realizada na cidade de
Marselha na Franca, em 1964 e estabelecida por Henri Gastaut e colaboradores (Gastaut,
1964). Os autores basearam a classificacdo da doenca com base nos tipos de crises
epilépticas apresentados pelos pacientes, sendo esses 0s seguintes grupos: 1- crise s
parciais; 2- crises generalizadas; 3- crises unilaterais, tdnicas ou clénicas em criancas; 4-
crises erraticas em recém-nascidos; 5- crises ndo classificadas. Essas classes foram
propostas com o auxilio de padrdes de atividade eletroencefalografica (EEG). Assim as
comissdes se reuniram durante os periodos de 1970 e 1975 para atualizar as
classificagdes, usando de artificios tecnoldgicos da época como as filmagens de crises
epilépticas para a discussdo (Gastaut, 1970; ILAE,1981) Atualmente as epilepsias séo
classificadas quanto ao: tipo de crises, como convulsivas motoras ou ndo motoras (crises
de auséncia) (Brigo, et al., 2018) apresentada pelo paciente, podendo estas serem focais,
generalizadas ou desconhecidas. Essa classificacdo das crises define o tipo de epilepsia
que segue a mesma classificacdo; focal, generalizada, a combinacéo focal e generalizada
ou desconhecida (Fisher, el al., 2017).

As sindromes epilépticas estdo contidas em clusters de caracteristicas que podem
ocorrer ao mesmo tempo (Holmes, 2013; Pack, 2019; SCHEFFER, 2017). A sindrome
estd associada com a idade, assim, sendo caracterizada como de origem: neonatal, infantil,
adolescente, adolescente adulto (Pearl, 2018), tipo e causas da crise, se ha fatores
genéticos, qual area cerebral estd envolvida. A primeira classificagdo pela ILAE em 1989

e atualmente o site da ILAE possuem uma lista de sindromes epilépticas, como a epilepsia
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reflexa (Wolf, 2017), epilepsia autossdmica dominante com caracteristicas auditivas
(Michelucci & Nobile,1993), sindrome de Dravet (Kuo et al., 2019) entre outras.

H&, no entanto, pacientes que apresentam alguns episodios de crises convulsivas ou
ndo convulsivas como ja exposto anteriormente. Nestes casos as crises assim como as
epilepsias e sindromes epilépticas podem apresentar diversas etiologias estruturais,
genética, infecciosa, metabdlica, imune ou desconhecidas e podem estar acompanhadas
de comorbidades (SCHEFFER, 2017).

Classificacdo das Epilepsias

Etiologia

Estrutural
@ Genético

Tipos de epilepsia Infecgbes

Combinagdo

Focal H Generalizada ] gEu=slizass Metabdlicas
& focal

Imunes

Desconhecida

‘

Figura 1. Classificacdo quanto a sua definicao e classificacdo das epilepsias de acordo com o tipo

Sindromes epilépticas

de crise, tipo de epilepsia, sua etiologia, se esta associada a comorbidade. Imagem modificada do

guia da ILAE (www.ilae.org/guidelines Acessado em 20 de julho de 2020).

1.1.2. Diagnostico e Tratamento

Entender os tipos de crises convulsivas, mesmo ndo sabendo de onde provém, quando
um paciente chega ao atendimento e principalmente nas sindromes € importante, assim
com o bom e detalhado diagndstico, que ocorrem em 90% dos casos, viabilizara um
tratamento adequado e pertinente a cada paciente (Shneker & Fountain, 2003; Kanner,
2008).

De forma breve o diagndstico utiliza-se da versao mais recente das classificacfes das
epilepsias proposta pela ILAE (Fisher, et al., 2017). Para o correto diagnostico sdo

realizados procedimentos associados com a descricdo precisa da semiologia e uso de
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EEG e métodos diagndsticos suplementares tais como exames de imagem (Tyvaert, 2017;
FALCO-WALTER, 2018). O EEG é considerada uma das mais importantes ferramentas,
uma vez que permite acompanhar a evolucdo da desordem neuroldgica e com tal método
é possivel fazer a localizacéo de regides epileptogénicas e junto com o video, de fato com
0 sincronismo video-EEG, auxiliar na determinacdo do tipo de crise (Guerreiro, 2016;
Maganti, 2013). Outros possiveis meios de diagndstico suplementares de imagem podem
incluir a Tomografia computadorizada (Bronen, 1996) e ressonancia magnética, sendo
essa uma importante aliada no diagnostico da epilepsia de lobo temporal mesial e de
tumores (Guerreiro, 2016; Cendes, 2013). Recentemente ha a possibilidade do uso de
testes genéticos (Weber et al., 2017) para a complementacdo do diagndstico.

Feito o diagndstico correto, como na maioria dos medicamentos para outras
patologias, as drogas antiepilépticas (DAE), os riscos de efeitos adversos e a eficacia tém
de ser ponderados e uma serie de avaliagdes deve ser levada em conta, tais como a
toxicidade, o ndo controle das crises (farmacorressisténcia) e as comorbidades associadas
(Perucca & Tompson, 2011).

As DAE possuem trés classificacBes, DAE de primeira geracdo, segunda geracao e
terceira geracao e tais classificacfes estdo correlacionadas com as suas respectivas datas
de desenvolvimento sendo de 1910 a 1970, 1971 a 2000 e 2000 a atualidade,
respectivamente (Loéscher, 1998; Perucca & Tompson, 2011; Vidaurre & Herbst, 2019).
As acdes mais classicas das DAE, tem como alvos a diminuicdo da acdo glutamatérgica
excitatoria, acdo de modulacdo em canais de Na+, K+, Ca++ e aumento da
neurotransmissao GABAEérgica inibitoria (Macdonald & Kelly, 1995; Ldscher, 1998;
Kwan et al., 2001; LaRoche, & Helmers, 2004; Mortari, et al., 2007).

N&o ha de se passar despercebido o uso de outros medicamentos fora das DAES
classicas, entre eles 0 uso de toxinas naturais advindas de animais venenosos, geralmente
invertebrados, com alvos para o desenvolvimento de novas DAEs (Mortari, el al., 2007).
O uso de canabidiol (CBD), que desde a década de 70 ja se mostrava como uma
interessante DAE, e pesquisas atuais mostram-no como um eficiente blogueador de crises
tonico-cldnicas generalizadas devido a sua acao potencializadora GABAérgica inibitoria,
entre outros possiveis mecanismos como a mobilizacdo de célcio dos canais de potassio

ativado por célcio. (Chesher & Jackson, 1974; Lazarini-Lopes et al., 2020).
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1.2. Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)

Dentre as formas de epilepsia, a mais comum € a epilepsia de lobo temporal (ELT)
que chega a afetar 1% da popula¢do mundial. Desses casos, 30% possui a caracteristica
de serem refratarios, ou seja, sem remissdo mesmo com tratamentos (Kwan & Brodie,
2010; Nirwan, 2018). A ELT é caracterizada por hiperexcitabilidade e hipersincronia
neuronal cronica que se manifesta como crises parciais recorrentes de inicio no lobo
temporal mesial, em especifico no hipocampo, com ou sem generalizacdo (Bender &
Baram, 2007 Cavazos et al., Cross 2004). O diagnostico da ELT da-se, como descrito
anteriormente de forma mais abrangente, com a combinacdo de técnicas de anélise
comportamental, video-eletroencefalograma (V-EEG), junto com exames de imagens tais
como ressonancia magnetica (Guerreiro, 2016).

A ELT em geral é adquirida como descrito a seguir, porém, quando ndo ocasionada
por lesbes, acredita-se que até 20% dela tenha caracteristicas genéticas ou herdadas
(Perucca, et al., 2017; Eadie, 2018). As displasias corticais sdo umas das causas mais
frequentes que levam ao diagnostico de ELT (Gataullina, el al., 2015) o que pode
ocasionar, mais em adultos do que em criancas, esclerose hipocampal, que pode estar
associada com a atrofia de outras areas como a amigdala, giro parahipocampal,
hipocampo e cértex entorrinal (Thom et al., 2009; Tatum, 2012; Gataullina, el al., 2015)
(Figura 1). Entre outras causas menos frequentes tém-se 0s tumores, isquemias, hipdxia
isquémica, acidentes vasculares encefalicos, cavernoma (Ho, et al.,1998; Moran, et al.,
1999; Prayson, et al., 2010; Thom,2014; Wang, et al., 2015; Karunakaran, et al., 2018).

Como consequéncias secundarias a ELT tem-se as suas comorbidades, sendo a
depressdo a mais comum nos pacientes. Para o estudo da associacdo ELT-comorbidades
h& modelos animais que permitem estudar eventos tipo depressdo os que corroboram
esta comorbidade (Kanner, et al., 2012). Doenca de Alzheimer, distarbios emocionais,
alteracdes cognitivas entre outras comorbidades psiquiatricas podem estar presentes em
individuos com ELT (Li, et al., 2015; Yilmazer-Hanke, et al., 2016; Garcia-Morales, et
al., 2018; Chauviére, 2019).

1.3. A epileptogénese

Uma caracteristica dos modelos animais (que sera apresentada ao decorrer do trabalho
é que eles mimetizem a ELT em humanos, especialmente quanto a presenca de crises
recorrentes espontaneas (CRE) (Lothman & Collins (1981),Turski et al 1983, Ben-Ari,
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1985, Cavalheiro et al.,2006) . Especificamente 0 processo de epileptogénese (Figura
2) é o periodo compreendido entre as primeiras crises e a ocorréncia de CRE. No periodo
compreendido entre esses eventos, que pode durar semanas Ou meses, 0Correm pProcessos
dindmicos de excitabilidade, interconexfes e reestruturacdo (neuroplasticidade) da
circuitaria neural até o aparecimento das primeiras CRE (Pitkdnen & Lukasiuk, 2011).

Duragao de dias: -
-processos inflamatdrios e }
edemas.
reorganizacao de circuitos:
morte: neuronal de glial

® neurogénese e gliogénese .
plasticidade axonal e dendritica

Insulto inicial:
Status Epilepticus

- L I periodo latente I - linha
injunas primarias | ! ' surgimento de crises |
modelos: o i tempora
: ‘ epilépticas espontaneas
quimicos e /
eletricos \
o,
. - neurodegeneragio
. - danos: vasculares e
& meningeais

Figura 2. Processo de epileptogénese desde uma injuria/insulto inicial ou pela experimentacdo
animal com modelos quimicos e elétricos. Neste momento inicial podem-se observar perdas
neuronais por apoptose e necrose, danos nas meninges e vasculares. No periodo latente, que pode
variar de dias a meses, acontecem processos neurais como os inflamatérios e principalmente a
reorganizacdo dos circuitos neurais, que culminardo com o surgimento (na fase trés) das crises

epilépticas espontaneas. Created with BioRender.com

O processo inicial tem sempre um gerador ou um insulto. Em modelos animais um
dos métodos é o Status Epilepticus (SE) por meio de modelos quimicos ou elétricos
(PITKANENEt al.,2007). O SE ¢ definido pela ILAE como “uma ocorréncia transitoria
de sintomas e/ou sinais devida a atividade neuronal excessiva”. Tal condicdo se
caracteriza por uma crise epiléptica suficientemente prolongada ou repetida em intervalos
curtos, de modo a levar a uma condigdo duradoura” (Trinka, et al., 2015). Em humanos o
SE pode estar associado a, por exemplo, derrames ou traumatismos encefalicos, como 0s

descritos ja por Hesdorffer et al. (1998).
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No periodo caracterizado como latente, que pode durar de dias a meses, ocorre a
reorganizagdo de circuitaria onde as conexdes anteriormente normais mudam para
conexdes que podem levar a uma excitabilidade alterada, provocando a sustentabilidade
das CRE, sendo essa a fase trés do processo de epileptogénese com a ELT instaurada.
(PITKANEN, et al.,2007; Loscher & Brandt, 2010; PITKANEN, et al.,2015).

1.4. Modelos animais de ELT

As epilepsias e sindromes epilépticas tem um amplo espectro de variedades, como
exposto anteriormente, assim, estuda-las ao longo de décadas € um trabalho que exige
métodos especificos a cada condicdo e sempre que possivel modelos animais,
computacionais e clinicos tem que conversar entre si, visando o aperfeicoamento, para
trazer aos individuos com epilepsia, 0 melhor beneficio de tratamento e a resolucdo da
doenca. Portanto, e para tanto, os modelos animais sdo bem descritos na literatura,
entretanto exigem cautela ao se fazer a translacéo para a clinica. Ja que a ELT ¢ a forma
mais comum, na literatura encontram-se varios modelos a fim de garantir um estudo
robusto da geracdo ao controle das crises e a proposic¢ao de novas DAE.

Para o estudo da ELT, os modelos usualmente utilizados sdo os elétricos, genéticos,
patologias neurais e quimicas (Kandratavicius, et al., 2014; Depaulis & Hamelin, 2015).
Entre esses modelos ha duas divisdes: modelos agudos compreendendo modelos
geneticos, elétricos de estimulagdes Unicas e alguns modelos quimicos como o
pentilenotetrazol (PTZ), e modelos crénicos quimicos que geram um processo de
epileptogénese que leva a CRE. Os modelos geradores de SE induzidos pela pilocarpina
(PILO), o acido cainico (AC) e elétrico com estimulagdes elétricas repetidas, chamado de
abrasamento (kindling) em um local definido, que pode levar a perda e alteracao neuronal
(Loscher & Dieter, 1988; De Deyn, et al., 1992; Mclntyre, at al., 2002; Kandratavicius,
et al., 2014; Van Erum, et al., 2019).

Modelos animais de estimulacdo elétrica, como ja diz o nome, se utilizam da
estimulacdo elétrica de areas especificas ou total do cérebro, a fim de gerar crises, tendo
como vantagem a alta reprodutibilidade e a baixa mortalidade dos animais (Loscher &
Dieter, 1988; Kandratavicius, et al. 2014; Pitkanen, et al., 2017). Dentre os métodos
mais estudados estd o de crises induzidas por eletrochoque que ativa a uma frequéncia
de 50 — 60 Hz todo o cérebro, gerando crises cldnicas minimas (Browning &

Nelson,1985; Frankel, et al., 2001), em contrapartida a estimulagdo elétrica em areas
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especificas, geralmente limbicas, é amplamente utilizado para o estudo da eletrofisiologia
das crises e de crises focais que tendem a generalizacéo (Velisek & Mares, 2004; Sloan,
et al., 2011). O kindling elétrico incorpora respostas comportamentais crescentes
avaliadas pela escala de Racine (1972). O protocolo geralmente é cronico, com repetidas
estimulagbes em um intervalo de tempo estabelecido, que aumenta a susceptibilidade do
surgimento de CRE (Goddard, et al., 1969; He, Wen e McNamara, 2014). Usualmente o
registro ideal de video-EEG permite avaliar o sincronismo entre 0s eventos
comportamentais e os EEGraficos, as chamadas p6s descargas. (Goddard et al, 1969).

A genética é um fator que pode levar a ocorréncia de crises, assim ha modelos
desenvolvidos para o estudo das epilepsias, entre eles temos 0s modelos audiogénicos,
que apresentam crises audiogénicas com gravidade (medida por indices especificos,
escala de gravidade do tronco cerebral (Garcia-Cairasco et al, 1992; e escala para crises
limbicas (Racine, 1972) associada inicialmente a generalizacdo quando da repeticdo de
crises audiogénicas (kindling audiogénico; Marescaux et al, 1987). Este fendmeno
inicialmente foi descrito por Pavlov na década de 20 (Ross & Coleman, 2002) e
posteriormente deu origem a mais antiga linhagem audiogénica do mundo a Krushinski-
Molodkina, [KM], (Poletaeva et al, 2017), os animais da linhagem “Wistar Audiogenic
Rat (WAR)”, obtidos a partir do cruzamento endogamico entre irmaos ¢ que respondem a
um estimulo sonoro de alta intensidade (110-120 decibéis) (Doretto, et al. 2003; Garcia-
Cairasco et al, 2017).  Outros modelos tais como os “Wistar Albino Glaxo/Rijwijk rats
(WAG/RIj)” ¢ os “Wistar Audiogenic Sensitive Rat” de Strasbourg também apresentam
crises audiogénicas (Van, et al., 1986; Marescaux, et al., 1987). Ha modelos genéticos de
crises de auséncia que mimetizam o que ocorre na clinica com a descarga de ponta e onda
lenta, de aproximadamente 3Hz (nos modelos pré-clinicos usualmente esta frequéncia
varia de 6Hz a 8Hz), e caracteristicas como letargia e menor peso/crescimento ha nos
animais da linhagem “Genetic Absence Epilepsy in Rats from Strasbourg
(GAERS) "(Felix, 2002; Akman, et al., 2009).

Crises febris, traumatismo craniano e hipdxia estdo associados a patologias neurais,
que geralmente ocorrem na infancia e que elevam o risco para o desenvolvimento e ou
pré-disposicdo da epileptogénese e por consequéncia aparecerem CRE e ELT (Holmes,
2009; Rakhade & Jensen, 2009). O modelo de percussdo lateral de fluido e o impacto
cortical controlado é um exemplo de traumatismo utilizado para o estudo da ELT
(Loscher & Brandt, 2010).
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Os modelos quimicos cronicos, de drogas convulsivantes, sdo os mais utilizados para
mimetizar a ELT. A PILO e 0 AC, as substancias convulsivantes mais utilizadas de forma
sistémica ou diretamente em estruturas cerebrais (Furtado et al, 2002; Leite, et al., 2002).
Microinjecbes feitas diretamente em estruturas hipocampais e ou na amigdala
majoritariamente, permitem estudar a ELT com menor morte neuronal do que o modelo
sisttmico (Castro et al, Furtado et al, 2011; Rattka, et al., 2013). Aplicadas
sistemicamente, PILO e AC induzem SE (SE-PILO e SE-AC) e levam ao processo de
epileptogénese (Leite, et al., 2002; Dudek et al.,2006), porém ha implicaces que devem
ser consideradas, discutidas em breve.

Para modelos quimicos, assim como 0s anteriormente descritos, o grau de gravidade
das crises é aferido utilizando a escala de Racine (1972) modificada por Pinel & Rovner
(1978) que possui variacao de escores de 0 a 8: 0- sem crise,1- movimentos orofaciais, 2-
balancgar de cabeca, 3- mioclonia de membro anterior, 4- extenséo dorsal (levantamento),
5- perda de equilibrio com queda, 6- duas ou mais quedas, 7- pulo e corrida, 8- crise
tonico-clonica (Racine, 1972; Pinel & Rovner, 1978)

1.5.  Status Epilepticus induzido por Acido Cainico e Pilocarpina

1.5.1. Acido cainico

O AC, um composto que vem sendo utilizado como indutor de crises desde o final da
década de 70 (Nadler et al., 1978), € extraido e isolado de uma alga vermelha, Digenea
simplex, encontrada nos oceanos tropicais e subtropicais, pela primeira vez na década de
50 (Ben-Ari, 1985; Lévesque & Avoli, 2013). Inicialmente foi utilizado contra o0 verme
Ascaris lumbricoides no combate da ascaridiase (Shinozaki & Shiro, 1970).

A neurotoxicidade do AC foi demonstrada por Olney e colaboradores (1974) o que
deu inicio a experimentos que concluiram se tratar de um potente analogo do glutamato
(Ben-Ari, 1985)e que atua como agonista dos receptores ionotrépicos, AMPA
(Receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico) e cainato (ndo-NMDA -
receptor N-Metil-D-Aspartato). Os receptores cainato recebem esse nome devido a alta
afinidade que algumas subunidades desse receptor apresentam pelo composto (Figura 3)
(Bettler & Mulle, 1995; Vincent & Mulle 2009).

As caracteristicas miméticas que fazem do AC um modelo de ELT s&o a inducdo de

SE e subsequentemente, a epileptogénese com a presenca das CRE (Stables et al., 2002;
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Dudek, et al.,2006). A acdo geradora de SE pelo AC, se deve a ativacdo sustentada de
areas do hipocampo, principalmente CA3, via receptores AMPA e cainato, o que resulta
em despolarizagdo prolongada dos mesmos e em sinapses glutamatérgicas nos
interneurénios GABAérgicos, causa um aumento da inibi¢do tonica pela ativacao (Olney
et al., 1974; Ben-Ari & Cossart, 2000), além de potencializar o efeito do glutamato

enddgeno impedindo a sua recaptacdo (Castillo et al., 2006) devido a lesdes de areas e

regides especificas (Castillo et al., 2006).
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|
Figura 3. Esquema representativo da acdo do AC nos neurdnios, levando ao aumento do
glutamato e consequentemente do Ca™ intracelular pela acdo direta em receptores Cainato e
AMPA. Created with BioRender.com

1.5.2. Pilocarpina

Assim como o AC, a PILO, extraida do Pilocarpus jaborandi ja era utilizada na area
médica, especificamente na clinica oftdlmica como um regulador de pressdo ocular
(Holmstedt, et al., 1979), antes de ser usado como modelo de mimetizacao de ELT.

De fato, Turski e colaboradores (1983) ja estudaram os efeitos da administracao
sistémica de PILO e observaram que causava alteragdes comportamentais, que com o
passar dos minutos levava a crises limbicas motoras, e alterac6es histolégicas (Turski, et
al. 1983a). O mesmo grupo fez um estudo com variagdes de doses de 100 a 400 mg/kg
de PILO e observou os comportamentos acoplados a registro eletroencefalografico, o que

permitiu detectar crises limbicas (Turski, et al. 1983b). Em ambas as ocasides 0s
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pesquisadores  notaram o dano causado em outras regides do encéfalo, além das areas
hipocampais. Subsequentes estudos (Turski et al., 1989), com o mecanismo de agonistas
muscarinicos colinérgicos ja conhecidos (PILO € um agonista M1), propuseram a PILO
como um novo modelo para o estudo de drogas anti-epilépticas (DAE) (Turksi, 2000).

p
® Glutamato : l\ Receptor NMDA ' ' Receptor muscarinicoM1 (@) Pilo
A

Figura 4. Esquema representativo da acdo da PILO em neurdnios pré e pds-sinapticos. A PILO
age em neurbnios muscarinicos M1, levando ao aumento intracelular de glutamato, que por sua
vez atua em receptores NMDA, levando ao aumento de Calcio (Ca™) intracelular. A acdo
conjunta do aumento de Ca™" e 0 aumento do glutamato levam a citotoxicidade celular, causando
a neurodegeneracdo (Lee, at al. 2017). Created with BioRender.com

O mecanismo de acdo da PILO tem inicio sisttmico com a ativacdo colinérgica
de receptores muscarinicos do tipo M1, devido a sua acdo de agonista muscarinico e esse
efeito colabora com a ativacdo de receptores do tipo NMDA, sustentando as crises
epilépticas (Figura 4) (Hamilton, et al. 1997; Nirwan et al., 2017; Lee, at al. 2017)).

2. Neurodegeneracdo observada pela técnica de impregnacédo por

prata

O nosso objetivo é detectar neurdnios em degeneracdo impregnados por prata
(argirofilia Ag™), por meio de uma modificacdo da técnica original de Golgi (essa técnica

é diferente da proposta por Golgi em 1873). Mesmo com modificacdes como a de Vints
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e colaboradores (2019) que deixa a técnica com maior resolucéo, aquela modificada por
De OIlmos (1994) tem algumas especificidades para a citotoxicidade glutamatérgica.
Assim, a técnica de De Olmos (1994) permite a identificacdo apenas de neurdnios em
degeneracéo associados com o SE-PILO e SE-AC.

Em diferentes janelas de tempo, 24 h, 48 h e 72 h, foram feitas as imagens das laminas
previamente confeccionadas a partir da técnica de impregnacao por prata de De Olmos
(1994). Utilizando essas imagens foi feita uma comparagdo da morfologia de neurdnios
na situacdo controle (estado normal), como ja descritos na literatura, por comparagao com
os neurbnios Ag®, degenerados. A quantificacdo de neurodegeneracdo da area do
hipocampo permitiu obter a densidade de neurdnios Ag+. Apresentam-se resultados
preliminares conforme a descri¢do. Esses dados deveriam ser complementados com
protocolos que utilizam a técnicas de histoflurescéncia para Fluoro-Jade C (Schmued et
al., 1997; Castro et a., 2011) que marca neurénios em neurodegeneragao por necrose, e
que seriam executados durante o ano de 2020. Entretanto com as adversidades mundiais
impostas pela pandemia do Covid-19, ndo houve a possibilidade de realizar essa

complementacéo.

2.1. Impregnacéo por prata de De Olmos

A técnica de impregnacéo por prata de De Olmos (1994), diferente de outras que nédo
detectam neurodegeneracdo, possibilita tal investigacdo, devido a sua especificidade na
marcacdo pela impregnacdo, pela deteccdo de danos neurais causados por epilepsia,
efeitos de isquemia entre outros traumas que possam vir a causar lesdes. E uma técnica
que possibilita a deteccdo de lesdes por neurotoxinas como a 6-hidroxidopamina,
puromicina, toxina tétanica e os efeitos excitotoxicos do glutamato (De Olmos, et al.,
1994).

2.2. Metodologia

Este projeto faz parte do Edital MCT/CNPqg 05/2007 - PROSUL / Edital 05/2007 —
PROSUL, parte dos protocolos foi aplicada por membros do Laboratorio de
Neurofisiologia e Neuroetologia Experimental — LNNE, equipe composta por: Simone
Marroni, Eduardo Umeoka, Olagide Wagner Castro, Victor R. Santos e Artur Fernandes.
Estes individuos cederam laminas, a fim de permitir fazer a analise histoldgica para a

construcdo desta Dissertacéo.
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2.2.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados dezessete (17) ratos Wistar machos adultos (250-280 g),
provenientes do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de So
Paulo. Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas em ambiente controlado,
com temperatura constante (21°C) e 12/12 horas de ciclo claro / escuro, com as luzes
acesas as 07:00 e apagadas as 19:00 e acesso livre a comida e 4gua. Os procedimentos de
manutengdo e experimentais estavam de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério recomendados pela Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento (SBNeC) e que seguem normas internacionais (Society for
Neuroscience, SfN) de uso de animais em experimentacdo. Todos os esforcos foram feitos
para minimizar qualquer dor, desconforto e estresse dos animais durante o0s
procedimentos experimentais. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com
as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) n® 028/2010 e
aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (CETEA).

2.2.2. Inducéo de SE por PILO e AC

O AC e a PILO estdo entre os modelos experimentais mais utilizados para estudar a
ELT (Leite et al, 2002; Kandratavicius et al, 2014). Sete (7) animais foram tratados com
metil-escopolamina (1 mg/kg, i.p.; todos os medicamentos fornecidos pela Sigma, St.
Louis, EUA) 30 minutos antes do cloridrato de PILO para minimizar os seus efeitos
periféricos. A PILO foi injetada nestes animais em uma dose Unica de 320 mg/kg i.p. O
inicio do SE foi considerado quando os animais sofreram uma crise motora de classe 3
na escala de crises limbicas de Racine (1972), caracterizada por clénus anterior, seguido
por crises tdnico-clonicas sustentadas que duraram mais de 5 min. Todos o0s animais
foram tratados com 10 mg/kg de Diazepam i.p. (Unido Quimica, Sdo Paulo, Brasil) 90
minutos ap6s o inicio do SE.

O AC (Sigma K-0250) foi dissolvido em NaCl a 0,9% e injetado i.p. (9 mg/kg) e
injetados em 10 animais. O desenvolvimento e a duracdo da atividade de crise apos a

injecdo de AC foram observados e o comportamento filmado por 3 horas. O
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desenvolvimento comportamental do SE foi classificado utilizando a escala descrita por
Lothman e Collins (1981). Apenas 0s animais que atingiram o quarto estagio da escala

foram considerados para o estudo.

2.2.3. Perfusao

Os animais foram anestesiados com Tribromoetanol 2,5% (Aldrich). A caixa toracica
foi aberta com auxilio de uma tesoura e a aorta descendente clampeada na altura do
abdbmen, para fixacdo somente do tecido em interesse, o cérebro, e ndo todo o animal.
Em seguida foi injetado no ventriculo esquerdo nitrito de sodio 0,2 ml, uma solugdo
vasodilatadora, na concentracdo de 0,5%, entdo a aorta foi canulada e o rato perfundido
com 150 ml de solucéo lavadora (NaCl 0,8%, sacarose 0,8% e glicose 0,4% diluidos em
100 ml de agua mili-Q) e na sequéncia com 300 ml de solucdo fixadora (sulfito de sddio
na concentracédo de 2%) 2,2 ml, borato de sodio 3,8 g, paraformaldeido 40 g e acido borico
10 g, diluidos em 1000 ml de agua mili-Q, pH 7.4). As cabecas dos ratos foram cortadas,
os cerebros foram retirados e transferidos a solugédo fixadora por 24 h. Depois foram
colocados na sacarose 30% (Merck) diluida em solucéo fixadora para crioprotecao.

ApOls submersdo na sacarose, 0s cérebros foram congelados em isopentano 99%
(Vetec) e gelo seco e transferidos para o freezer —20°C (Kelvinator Scientific, Conway,
USA).

2.2.4. Corte dos cérebros
Os cérebros foram cortados em sec¢des de 40 um em criostato (Microm HM-550-E,
Walldorf, Germany) com temperatura variando de -18° a -20°C. As seccbes foram

colocadas em placas contendo solucéo fixadora e armazenadas na geladeira.

2.2.5. Histoquimica de prata amino cupro argéntica (A-Cu-Ag)

O procedimento iniciou-se com a preparacdo de uma solucdo pré-impregnadora
composta de: agua bidestilada 100 ml, nitrato de prata 100 mg, acido a-amino-butirico
53 mg, D1-alanina 46 mg, nitrato de cobre 0,5%, nitrato de cadmio 0,5%, nitrato de
lantano 0,5 %, vermelho neutro 0,5 %, piridina 1,0 ml, trietanolamina 1,0 ml e

isopropanol 2,0 ml.
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Essa solugdo pré-impregnadora foi aquecida até alcancar 50°C no forno micro-ondas.
Depois de deixar por toda a noite a temperatura ambiente, a solucdo foi filtrada. Apds
filtrar, os cortes foram lavados com agua deionizada (2 banhos de 30 segundos em dois
recipientes distintos), em seguida os cortes passaram pela solucdo pré-impregnadora
aquecidos em constante agitacdo no forno micro-ondas até alcancar os 50°C.

Depois que a solucdo chegou a temperatura ambiente (2 horas aproximadamente) o0s
cortes foram submetidos a 1 banho com agua deionizada e 2 banhos de 30 segundos com
acetona. Apds os cortes foram passados a uma solugdo impregnadora preparada com 0s
seguintes reagentes: nitrato de prata 412 mg, agua bidestilada 5,0 ml, etanol 100% 4,0 ml,
acetona 0,05 ml, hidroxido de litio 0,4% 3,0 ml e amoniaco 0,65 ml.

Neste estagio, 0s cortes permaneceram em agitacdo constante durante 50 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram banhados com uma solugéo redutora
contendo: formalina 10% 11 ml, &cido citrico 1% 6,3 ml, etanol 100% 90 ml e agua
bidestilada 800 ml, durante 25 minutos em rotacdo constante. Foi adicionado a cada 5
minutos um volume de 0,3 ml da mesma solucdo impregnadora utilizada inicialmente.
Depois os cortes foram submetidos a 1 banho com agua deionizada, 1 banho com acido
acetico e 2 banhos com agua deionizada.

No processo de descoloracgdo, os cortes foram submetidos a 1 banho em solucéo de
ferrocianeto de potéssio (3 minutos) e em outro de permanganato de potassio (30
segundos), intercalando estes com banhos de agua bidestilada. Finalmente os cortes foram
banhados com preparacdes estabilizadoras de tiossulfato de sodio e fixador rapido,

permanecendo em agua deionizada por 24 horas.

Cérebros
removidos,
o ey —— b 90 min congelados e
30 min . Ny FP
o) . _ ) \ insulto slices
E Metil- . PllOC?llrpmfl inicial cortados em
Escopolamina 320 mg/kg: ip criostato.
1 mg/kg: 1.p
I.n§u.lt0 . { ( A
1nicial . ’ SN
Diazepam
/ 10 mg/kg; ip
o / Perfusao Histologia
» 240,48 h Impregnagdo
'\;CJ Acido “C ain.ico ouT2h por prata
9 mg/kg; 1p apos SE
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Figura 5. Imagem representativa dos métodos, dosagens e tempos utilizados desde as
aplicagdes dos compostos indutores de SE, passando pelo periodo de perfusdo e o

procedimento histoldgico utilizado, a fim de observar a neurodegeneragao.

2.2.6. Aquisi¢do de imagens

A imagens a fim de serem quantificadas para obtengéo de resultados, foram obtidas
utilizando o microscopio Olympus BX-61, Scan Scope, no Departamento de Biologia
Celular e Molecular e de Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeiréo

Preto no Laboratério Multiusuario de Escaneamento de Laminas.

2.2.7. Analise quantitativa de neurodegeneracao e contagem de células

Para a contagem do numero de células marcadas pela técnica de impregnacgdo por
prata de De Olmos (1994), a qual nos mostra neurodegeneracdo a partir das células
(neurdnios) argirofilicos (Ag*), foi utilizado o programa Image J (Versdo 1.52d Wayne
Rasdand NIH, USA), e o plug-in cell counter (Kurt De Vos, 2010) que permitiu a
contagem manualmente das células Ag+.

Plotagem e analise de dados

Apds contagem, os dados foram plotados em uma planilha do Microsoft Excel®
(Tabelas 2 a 7), onde eram apresentados os dados referentes a cada animal amostrado,
neste caso a area do hipocampo em micrémetros quadrados (um?) e milimetros quadrados
(mm?), nimero de neurdnios Ag+ e por fim os dados normalizados (células Ag+/mm?).
A andlise estatistica foi estabelecida pela analise de variancia de duas vias (two-way
ANOVA), adotando o nivel de significancia em p<0,05. Analises foram feitas com o
auxilio do GraphPad Prism version 7.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla

California USA, assim sendo expresso a média e o erro padrdo médio.
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2.3. Resultados

2.3.1. Andlise morfolégica

Pode-se observar que a técnica de impregnacao por prata foi eficaz em sua marcagéo
para neurodegeneracdo, os tecidos passaram por contra coloracdo de vermelho neutro a
fim de ilustrar que ha celulas viaveis, uma vez que o corante vermelho neutro marca 0s
lisossomos de células vidveis (Borenfreund & Puerner, 1984; Fotakis & Timbrell, 2006).
Ainda de acordo com De Olmos (1994) os neurdnios Ag*, apresentam impregnacdo por
todo o corpo celular, axbnio, dentritos e ramificacbes dendriticas. Detalharemos tais
observacOes mais adiante nos resultados.

Ha, pela técnica de impregnacdo por prata, duas regides cerebrais em que se pode
observar com clareza esta marcacgao: areas corticais e areas hipocampais.

O neocortex apresenta 6 camadas (Figura 5), porém nem sempre € possivel por meio
de técnicas histoquimicas uma perfeita visualizacdo delas separadamente. Assim temos

as seguintes camadas segundo (Kandel, 2000):

I- Camada molecular: a mais superficial, ndo apresenta muitos corpos de neurénios,
axonios horizontais;

II- Camada granular externa: sdo interneurénios do cortex, ramificacdo dendritica
proxima ao corpo e axonios curtos;

I11- Camada de células piramidais ou piramidal externa. Corpo celular com formato
triangular, dando nome a tais neurénios, de tamanhos variados

V- Camada granular interna.

V- Camada piramidal interna (ou ganglionar).

VI- Camada de células fusiformes, multiformes ou pleomérficas: axénio descendente

gue penetra na substancia branca.
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Figura5. Diferentes laminas corticais. Em I- Camada molecular, 11- Camada granular
externa, I11- Camada de células piramidais, IVV- Camada granular interna, V- Camada
piramidal interna, VI- Camada de células fusiformes. Imagem modificada de Kandel
(2000). Principles of Neural Science.

Ao sofrer danos degenerativos, como a excitotoxicidade glutamatérgica pela inducéo de
SE, os neurdnios apresentam alteracfes patologicas tais como retracédo, atrofia e necrose,

apresentando caracteristicas como diminuicdo do volume e ndcleo picnotico. Figura (6).
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PICNOSE NUCLEAR
-~ X EOSINOFILIA CITOPLASMATICA
Flgura 6. Em A presenga de um neuroénio necrotlco com coloragdo de Hematoxilina

Eosina (HE). Em B a seta apontando para um ndcleo picnético de um neurénio em
degeneracdo, corado por HE. Imagens extraidas do acervo de imagens do site
http://anatpat.unicamp.br/lamneuro3.html.

A seguir, pode ser vista em quantidades diferentes, nas 3 janelas temporais 24, 48
e 72 horas presenca de neurodegeneracéo ilustrada pelos neurdnios argirofilicos Ag*. A
citoarquitetura em sua maioria permanece preservada, nucleos densamente marcados,
assim como os nucleos picnoticos apresentados anteriormente (Figura 6) e marcacdo ao

longo da extensdo do axonio (Figura 7).

Figura 7. Imagens de cortes histolégicos que ap6s perfusdo passaram pela técnica de
impregnacao por prata de De Olmos (1994), onde é possivel observar os corpos celulares
de neurbnios em degeneracdo (seta amarela) e a presenca de dendritos apicais (B) em
formato de saca-rolha (corkscrew-like) (K Ishida, et al., 2004) indicados pela seta azul
com nucleos densamente corados. A seta azul em A, D, E, H, | e L indica de qual local
as demais imagens sofreram o aumento de 20 vezes. As imagens A, B, E, F, | e J,
pertencem ao grupo PILO-SE e as restantes ao grupo AC-SE. Também estdo
apresentadas as janelas temporais de 24 horasem A, B, Ce D, 48 horasemE,F,GeHe
72 horasem |, J, K, e L.
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2.3.2. Morfologia e Quantificacdo hipocampal

O hipocampo é formado pelos Cornos de Amon CA1, CA2 e CA3 e junto com o giro
denteado (GD) e o subiculum d&o origem a formacdo hipocampal. A regido de hipocampo
e a do subiculum apresentam, como laminas celulares, principalmente neurdnios com
corpo celulares piramidais, enquanto o0 GD apresenta neurdnios com corpos granulares
(Figura 8) e ambos os tipos celulares, piramidais e granulares, sdo glutamatérgicos
(Spencer, 2019).

Em todas as janelas temporais e nos dois modelos de inducdo de SE, pode ser
observada a presenca de neurbnios argirofilicos, indicando a presenca de
neurodegeneracdo. Além de uma densa marcagdo dos corpos celulares em tons quase
pretos é possivel observar que a técnica de impregnacdo, assim como nos neurénios
corticais, foi capaz de marcar os processos dendriticos. E possivel, através da contra
coloracdo (vermelho neutro) observar a presencga de neurdnios viaveis.

Os achados a partir da quantificacdo ilustram na evolucao temporal que naregido CA1
0 numero de células Ag+ se mantém 72 horas apos o SE induzido pelo SE-PILO.
Interessantemente, nas demais regiées o numero de células Ag+ tende a diminuir apés 72
horas de SE, principalmente na regido do giro denteado DG. Em contrapartida no modelo
de SE-AC, a regido de CA1 apresenta diminuicdo na densidade de células Ag+
correspondentes ao periodo de 24 horas para 72 horas. Neste modelo também, as demais
regides, CA2, CA3 e GD apresentam menor densidade de celulas Ag+ e tendem a se
manter nesses niveis, nos periodos entre 24 horas e 72 horas apds SE-AC (Figura 9).

Assim podemos observar que no modelo em PILO-SE a densidade de células Ag+
em CAL é semelhante ao AC-SE (PILO=48.7+£32.7 vs AC=36.9+5,3) no periodo de 24
horas ap6s SE. Nas demais janelas temporais 48 horas (PILO=53.6+0 vs AC =20.4+4.5)
e 72 horas (PILO=54+0 vs AC =20.4+6.2) a densidade se assemelha para CA1(Figura
10) e presenca de células Ag+ ectopicas (figura 11).

A regido de hipocampo correspondente a CA 2, apresenta densidade maior em 24
horas (PILO=6.9+0.7 vs AC=0,9£0,9) e semelhante nas janelas temporais 48 horas
(PILO=5%0 vs AC=2.7+1.3) e 72 horas (PILO=2.7+0 vs AC=2.4+1.1) (figuras 12 e 13).

42



Via
i temporoammonica
Camada piramidal P

b e e
/ ‘;c;:f::‘—‘-=< " o o—b> QQ:\;'\,_> : — [C

Via colateral - —
de Shaffer. -

Via
perfurante

é CA1
CA3
a /";‘*-/
L% b "
b b

Figura 8. Imagens representativas da formacdo hipocampal e de neur6nios que a
compdem. Em (i) imagem representativa das vias de entrada, conexfes e saida da
formacéo hipocampal, bem como localizacdo representativa de cada &rea CAl, CA3, GD.
Em (ii) desenho esquematico de neurbnios piramidais de CAl e CA3 e de células
granulares do GD, em (a) estdo as ramificacbes dendriticas apicais, em (b) arvore
dendritica basilar (basal). (i) imagem modificada de Deng et al., 2010. (ii) imagem
modificada de Spencer (2019).
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Figura 9. Densidade de células Ag+ em funcdo das janelas temporais analisadas de 24,
48 e 72 horas ap6s SE-PILO (esquerda) e SE-AC (direita). (n= PILO-SE= 6; AC-SE=7)
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Figura 10. Densidade de células Ag* na regido hipocampal de CAL no periodo de 24 h
apos PILO-SE e AC-SE sdo semelhantes, mas ndo ha variacao estatistica entre os tempos
de tratamento (F [2,4] = 0,1316 p = 0,8804). Nos periodos de 48 h e 72 h respectivamente
0 modelo de PILO-SE apresenta maior densidade de Ag* que em AC-SE. Resultados
expressos em meédia + SEM, analise two-way ANOVA. (n= PILO-SE= 6; AC-SE=7).
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24 h

48 h

Figura 11. Imagens representativas da regido CA1 dos modelos de PILO-SE e AC-SE
nas trés janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h onde é possivel ver a morfologia corpuscular
dos neur6nios degenerados (setas amarelas), bem como alguns prolongamentos
dendriticos (seta azul).
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Figura 12. Contagem de células na regido CA2. No periodo de 24 h a densidade de
PILO-SE é maior que em AC-SE, enquanto nos periodos de 48 h e 72 h tendem a ser
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semelhantes, porém nédo ha variagao estatistica entre os tempos de tratamento (F [2,4] =
0,1474 p = 0,3315). Resultados expressos em média + SEM, analise two-way ANOVA.
(n=PILO-SE=6; AC-SE=7)

24 h

PILO-SE

AC-SE

Figura13. Imagens represtatias de CA2 dos odelos PILO-SE e A
janelas temporais 24, 48 e 72 horas, onde é possivel observar os corpos celulares (setas

amarelas) e alguns prolongamentos de dendritos corados pela impregnacao de prata (setas
azuis) .

O modelo de PILO-SE em CAS3 no periodo de 24 h mostrou uma densidade de
células Ag+ maior que AC-SE (PILO=32.4+5.2 vs AC =10.3%0.6), enquanto nas janelas
temporais de 48 h e 72 h a densidade € semelhante 48 h (PILO=16.3+£0 vs AC=11.9+0.1)
e 72 h (PILO=5.9+0 vs AC=10.148.1). (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. No periodo de 24 h a densidade de PILO-SE é maior que em AC-SE na
regido de CA3 enquanto nos periodos de 48 h e 72 h tendem a ser semelhantes, mas nédo
ha variacdo estatistica entre os tempos de tratamento (F [2,4] = 0,6,121 p = 0,0607).
Resultados expresso em media + SEM, analise two-way ANOVA. (hn=PILO-SE=6; AC-
SE=7).

No periodo de 24 h a regido do GD apresenta maior densidade de Ag* em PILO-
SE vs AC-AC 24 horas (PILO=61.5+38.3 vs AC=8.6+2.8). Em 48 h (PILO14.1+0 vs
AC=13.940.92) e 72 h (PILO=10.8+0 vs AC=9.2+6.4), a densidade de células Ag”*

apresenta-se semelhante (Figuras 16 e 17).
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24 h

Figura 15. imagens representativas de CA3 dos modelos de PILO-SE e AC-SE nas trés

janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h e em preto a morfologia corpuscular setas amarelas)
assim como alguns prolongamentos de seus axodnios (setas azuis) dos neurdnios

degenerados.
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Figura 16. No periodo de 24 h a densidade de neur6nios Ag*" no PILO-SE é maior que

em AC-SE, especificamente na regido do GD, enquanto nos periodos de 48 h e 72 h
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tendem a ser semelhantes, entretanto ndo ha variacdo estatistica entre os tempos de
tratamento (F [2,4] = 0,1624 p = 0,3046). Resultados expressos em média + SEM, andlise
two-way ANOVA (n=PILO-SE= 6; AC-SE=7).

24 h 48 h

PILO -SE

AC-SE

Figura 17. Imagens representativas de GD dos modelos de PILO-SE e AC-SE nas trés
janelas temporais 24 h, 48 h e 72 h. Notam-se neurdnios granulares (setas amarelas) e
alguns prolongamentos (setas azuis) de dendritos marcados em sua tonalidade quase

preta.

Assim pode-se concluir que a técnica de prata foi eficaz em mostrar a
neurodegeneracdo, neurdnios argirofilicos (Ag®), assim como auxiliou na deteccdo da
morfologia tipica neuronal, com marcagao conspicua dos somas, processos dendriticos e
axonais. Ha maior densidade de células Ag* em CAl em PILO-SE versus AC-SE. Por
outro lado, as células Ag+ nas regides CA2, CA3 e DG as 72 h tendem a ser semelhantes
nos dois modelos. Desorganizagdo das camadas celulares, principalmente em CALl e giro

denteado (DG) 24 h apos PILO-SE e, em menor extensdo, em sec¢des de AC-SE.

49



Como ja supracitado, a técnica utilizada de De Olmos (1994), tem especificidade para
neurénios degenerados. Com a especificidade do método nas Figuras 7, 11, 13, 15 e 17
as setas amarelas mostram a marcagéo pertinente ao corpo neuronal, com coloracdo de
um castanho escuro chegando ao quase preto pela concentracdo de prata (podendo nao
estar relacionado com a excitotoxicidade, mas ao corte do tecido bem como a sua
espessura), com esta marcagéo de corpo poderia tragcar um paralelo com a coloracéo de
HE a qual mostrando os nucleos picnoticos, pela condensacdo da cromatina (Figura 6)
assim a impregnacdo por prata mostra o corpo € 0 HE o nlcleo. H& a preservacdo da
morfologia de neuronios piramidal, mantendo seu formato triangular, bem como nas
células granulares do GD e hilus, com a citoarquitetura circular. Pode-se notar que a
técnica permite uma 6tima visualizacdo da arborizacdo dendritica no hipocampo (setas
azuis).

Nas areas corticais apresentadas na Figura 6, podemos observar a maior marcagao em
PILO-SE, assim como nos neurdnios piramidais do hipocampo, os corpos celulares
argirofilicos, assim como a preservacdo de da citoarquitetura e muito claramente 0s
processos e ramificacdes dentriticas nas camadas corticais, onde estdo presentes 0s
dendritos em forato de saca-rolha, devido ao seu formato ziguezagueado conferindo-o

este formato peculiar (de fato, ilustrativo de neurodegeneracao!).

3. Discussao

Numa analise panoramica dos resultados, certamente parciais constantes neste
estudo, podemos concluir que a técnica de prata foi eficaz em mostrar a
neurodegeneracdo, neurdnios argirofilicos (Ag®), assim como permitiu uma descricdo
muito precisa da morfologia neuronal, com a marcagdo dos somas, processos dendriticos
e axonais. Ha maior densidade de células Ag* em CA1 no modelo de PILO-SE versus o
modelo de AC-SE. Por outro lado, as células Ag" nas regides CA2, CA3 e DG as 72 h
tendem a ser semelhantes nos dois modelos. H& uma desorganizacdo das camadas
celulares, principalmente em CAL e giro dentado (DG) 24 h ap6s PILO-SE e, em menor
extensdo, em sec¢Oes de AC-SE.
Apds analise qualitativa de todo o tecido disponivel pode-se observar que o0s dois
modelos induzem neurodegeneracdo em varias areas do encéfalo, além daquelas
consideradas limbicas, dentre as quais areas corticais motoras, cOrtex piriforme, areas

talamicas e hipotalamicas. Nossos resultados corroboram achados de Fujikawa (1996)
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que mostrou que além das areas hipocampais, areas talamicas sao afetadas ap6s o PILO-
SE assim como a neurodegeneracdo presente nas areas CA1, CA3 e GD encontrada  por
Wang e colaboradores no estudo do AC-SE. J& estudos do nosso grupo, feitos por Castro
e colaboradores (2011), com injecOes sisttmicas de PILO e comparadas com
microinjecBes intra-hipocampais, observaram neurodegeneracdo em &reas talamicas,
hipotalamicas e hipocampais, além de areas corticais, utilizando a técnica de Fluoro-Jade.
Embora a morte apds 90 minutos de PILO-SE foi praticamente ausente em animais com
injecdo central, o grau de lesdo necrotica (detectada por Flouro-Jade C) foi ainda

significativo.

3.1. AC versus Pilo

Dados mostram que o AC, quando injetado sistemicamente, pode explicar as relacfes
entre a taxa de animais que apresentam SE com a dose administrada e taxas de
mortalidade. . Um protocolo para diminuir as altas taxas, seria o de aplicar multiplas doses
de até 5 mg/kg (Hellier et al., 1998) por compara¢do com uma Unica dose de 15 mg/kg
ou mais, com essa modificacdo de protocolos a taxa de mortalidade e SE passam a ser
respectivamente, aproximadamente, 15 e 97% (Leite et al., 2002).

Como consequéncia da estimulacdo dos receptores glutamatérgicos, um influxo de
Célcio é gerado nos neurénios (Lipton & Rosenberg, 1994). Ja que o AC, como descrito
acima, prolonga a acao de tais receptores o influxo de Célcio é aumentado causando
toxicidade neural (Koh, et al.1990) o que leva a morte neuronal por apoptose,
particularmente nas areas CAl e CA3 assim como no GD, além de levar a respostas
inflamatdrias e ativacdo de células da glia, semelhante ao que € descrito nas doencas
neurodegenerativas (Wang, et al., 2005). Um estudo feito com diferentes linhagens de
camundongos observou outras areas além do hipocampo como neocortex dorsal e ventral,
cortex piriforme, nucleos talamicos rostral e ventral, e ha diferencas nas linhagens quanto
ocorre ou ndo neurodegeneracdo e em intensidades diferentes (McLin & Steward, 2006).
Um método modificado o método de AC-SE, em que junto com o a inje¢cdo de AC
administrou-se lorazepam, um benzodiazepinico, fez com que o animal ndo apresentasse
crises, porém ndo afetou a neurodegeneracdo e posterior ao periodo latente as CRS.
(Kienzler-Norwood et al., 2017)

A injecdo intraperitoneal de PILO, na dose que pode provocar SE em uma

aplicacdo, possui algumas implicagfes como a taxa de mortalidade no momento da
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aplicacdo que é de cerca de 30-40% (Turski, et al. 1983b), em doses de 200 mg/kg induz
crises motoras limbicas de alta gravidade, enquanto 400 mg/kg, dose proxima a utilizada
para a inducdo de PILO-SE, apresenta neurodegeneragéo intensa em regides cerebrais
susceptiveis 24 h a 72 h (Turski et al., 1983 a) porém em outras pesquisas onde a duracao
do SE é de 120 minutos, as taxas de mortalidade superaram 40% (Leite, et al., 1990;
Fujikawa, et al., 1999, Goffin, et al., 2007). Uma solucdo possivel para diminuir a
mortalidade, seria a divisdo da dose em duas etapas como proposto por Glien et al.,
(2001).

Estudos com multiplas aplicacdes de PILO feitos pelo grupo de Rashid e
colaboradores (2021), para o estudo de um novo composto alcaloide natural antioxidante,
0 Zingero, isolado do gengibre, mostra que a PILO-SE resulta em aumento de espécies
reativas de oxigénio, formacdo periférica de peroxidacao lipidica e na diminuicdo de
antioxidantes como o ¢xido nitrico, catalase e glutationa catalase, além de alteracOes
histologicas. Mostra que o modelo de PILO produz toda uma cascata e vias

neuroinflamatorias resultando em neurodegeneragéo severa (Rashid et al, 2021).

Conclusoes e Perspectivas

Os modelos PILO-SE e AC-SE, sao essenciais para o estudo de novas DAE’s
e em cada fase do processo desde o SE, passando pelo periodo latente e chegando as CRE
(Leite, et al., 2002). Com as dificuldades, éticas, técnicas e burocraticas com o0s que a
pesquisa clinica esbarra, as investigacdes com modelos animais e culturas celulares,
garantindo os cuidados éticos de experimentacdo, sdo meios de entender a fisiopatologia
do SE e ELT. Entretanto ndo ha um modelo que apresente todas as caracteristicas
observadas em humanos (Seinfeld et al.,2016). Outros fatores também sdo fundamentais,
tais tais como custo, tempo e esforco para criar e manusear essses modelos, ambiente e
matériais disponiveis e para o estudo das epilepsias a susceptibilidade as crises (Ahmed
et al., 2020).

Pela definicdo atual, SE em humanos tem dois tempos chaves, sendo o tempo 1 o
periodo em que o tratamento deve ser iniciado, sendo este de 5 minutos para a crise inicial
de SE, pois provavelmente sera duradoura. O tempo 2 refere-se as consequéncias de longo
prazo que podem ocorrer, este tempo é de 30 minutos (Trinka et al., 2015). O tratamento
para SE, sempre que possivel, deve ser iniciado o quanto antes (Seinfeld et al.,2016), pois
como vemos pelos dados preliminares e literatura aqui expostos, 0s modelos animais

apresentam uma alta mortalidade e SE prolongado induz les6es cerebrais extensas.
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Entretanto, apesar de serem bons modelos para estudar mecanismos e
biomarcadores de epileptogénese ou DAE (Grone & Baraban, 2015) deve ser levado em
consideracdo que os modelos aqui apresentados possuem vias de ativacdo diferentes
como ja descrito na se¢cdo 1.5. Além do mais, podemos notar que ha uma diferenca no
padréo de degeneracdo e como Castro e colaboradores (2011) e Fujikawa (1996) mostram
uma extensa lesdo por todo o encéfalo para o SE-PILO. Ambos os modelos tém limitacoes
quanto as manifestacfes, sejam comportamentais, na mortalidade (Morimoto, et al.,
2004) ou padréo de neurodegeneracdo e em especifico deste ltimo citado, ndo sdo aos
mesmo observados em pacientes com ELT (Naegele, 2007) os modelos de SE podem
acabar ndo sendo os ideais para a descobertas de tratamentos inovadores (Grone &
Baraban, 2015).

Os modelos de PILO-SE e AC-SE, apresentam desvantagens ao tentarem simular
as condigdes de ELT humana. No modelo de PILO, uma dose elevada é necessaria para
desenvolver SE, entretanto, causa elevada mortalidade dos animais, além de extensa
neurodegeneracao em todo o cérebro, assim as modificacBes sdo necessarias, como o pré-
tratamento para aumentar a sobrevida em ratos quando induzir o SE (Nirwan el al., 2017),
uma alternativa proposta é a aplicacdo de cloridrato de litio 18 horas antes da aplicacao
de PILO (Fan et al., 2020). O pré-tratamento com Litio aumenta a sensibilidade a PILO
0 que leva ao uso de uma menor concentracdo, reduz o tempo para inicio do SE, porém,
gera 0s mesmos efeitos do modelo tradicional (Ahmed et al.,2020). Contudo, mesmo as
alteracdes com Litio, alguns empecilhos permanecem como a morte de varios animais e
a ineficacia das DAE em interromper as crises (Ahmed et al.,2020).

Enquanto ao modelo de AC, também mostra extensa perda neuronal extra-
hipocampal como no cértex entorrinal, bulbo olfatério, substancia nigra, talamo entre
outras (Kienzler-Norwood et al., 2017). SE-AC apresenta alteracdes na sensibilidade ao
modificar a linhagem, idade, sexo e peso dos animais (Hattiandy el al.,2011; Nirwan el
al., 2017). Na revisdo de Lévesque & Avoli (2013) os autores concluem que o modelo
de AC, éisomorfico com a epilepsia humana, porém, se ira se assemelhar a ELT ou a SE
depende do local da aplicacdo do AC. Enquanto a injecdo intracerebroventricular
assemelha-se a ELT pelas suas caracteristicas focais, a injecdo sistémica se assemelha
mais a SE (Lévesque, & Avoli, 2013).

A influéncia do ciclo circadiano nos padrbes de epilepsia humana é uma chave
importante e interessante para estudos de novos farmacos ou cronofarmacos que atinjam

diretamente o inicio do SE ao invés de conter as CRE (Mizuno et al., 2021) assim, podem
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surgir tratamentos individualizados (Loddenkemper et al., 2011). Em humanos foi
mostrado que as crises nas ELT frequentemente ocorrem no periodo de vigilia e na fase
de sono intermediario, enquanto a epilepsia do lobo frontal apresenta crises durante o
sono (Mizuno et al., 2021). Assim, grupos como da Mizuno e colaboradores (2021),
estudam os efeitos do AC-SE por meio de Video-EEG de longa duracéo sobre o ciclo
circadiano e acreditam que seus resultados sejam promissores para estudos de
cronofarmacos que atuem no inicio do SE. Com o intuido de estudar a influéncia do ciclo
circadino, Pitsch e colaboradores observam a inducdo de PILO-SE em camundongos
sobre o ciclo circadiano, porém o grupo também observou que a implantacao de eletrodos
de registro nos camundongos alterou temporariamente o ciclo circadiano. Ambos os
resultados de AC-SE e PILO-SE e a influéncia do ciclo circadiano podem ser uma nova

porta para estudo de novos tratamentos.

Consideracoes Finais

Por todo o exposto, os dois modelos quimicos aqui apresentados induzem SE, por
mecanismos diferentes, porém ambos tendem a resultados semelhantes de
neurodegeneracdo hipocampal e extra-lobo temporal. Uma segunda anélise relevante a
todo o contexto apresentado € a diferenca causada pelos dois compostos para inducdo de
SE quanto aos danos neuronais, seja pela neurodegeneracdo, apresentada, pelos processos
exacerbados de inflamacé&o ou pelo aumento de glia. Estudos futuros que complementem
0 presente, deverdo verificar extensamente lesdes em outras areas, além das hipocampais
aqui relatadas.  Em terceiro lugar, as classificacdes das epilepsias em humanos, como
apresentado na primeira metade desta Dissertacdo, precisam do consenso entre
especialistas, com respeito a uma série de critérios para poder chegar ao diagndstico
correto. Certamente critérios semelhantes devem ser levados em consideracao para que a
escolha dos modelos de estudo para epilepsia seja validada. Ir mais a fundo nas avaliacdes
dos modelos que temos hoje, é fundamental para que novos modelos e potenciais novos
DAEs sejam produzidas e tenhamos uma melhor compreensdo melhor da fisiopatologia
das epelepsias, sobretudo a ELT (Nirwan el al., 2017). Areas béasicas de pesquisa e a

clinica devem e precisam conversar e andarem juntas.
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Anexo

A Tabela 1 foi obtida a partir de informacdes do site da Liga Brasileira de
epilepsia, a fim de expressar a quantidade de profissionais e centros especializados em
epilepsia no pais, dividindo-a nas regides brasileiras com seus respectivos Estados,
contendo o nimero total de pessoas atuantes em epilepsia. Por fim é feita a divisdo do
namero total (profissionais e centros especializados) de cada regido pelo nimero de
Estados contidos em cada regido, obtendo a média por regido de atuantes e locais

especializados.

Tabela 1. Numero de profissionais e centros especializados em epilepsia por regido e
Estado.

numero de profissionais e centros numero média por

Regido Estado especializados total/regido regiao
Acre 2
Amapa 2
Amazonas 6
Norte Para 9 26 3,71428571
Rondédnia 2
Roraima 2
Tocantins 3
Alagoas 6
Bahia 19
Ceard 16
Maranhao
Nordeste Paraiba 5 79 8,77777778
Pernambuco 12
Piaui
Sergipe
Rio Grande do Norte
Distrito Federal 17
Centro- Goias 13 49 12.25
Oeste Mato Grosso 10
Mato Grosso do Sul 9
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Espirito Santo

Minas Gerais 28
Sudeste 195 48,75
Rio de Janeiro 44
S3o Paulo 116
Parana 26
Sul Rio Grande do Sul 20 59 19,6666667
Santa Catarina 13
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Apéndice.
Apéndice A. Delimitacdo de area hipocampal de cada animal (rato) contido em cada lamina (se¢do de hipocampo do animal), area em um?

e em mm?, contagem de neurdnios Ag* e posterior normalizacdo pela drea do seu hipocampo correspondente.

Tabela 2. Dados de area, contagem e normalizacio de neurdnios Ag*/mm? apés 24 h da inducéo de PILO-SE.

Pilocarpina 24 horas

A area Contagem neurdnios Ag* Neurdnios Ag*/mm?
rato lamina 5 5
pum mm CAl CA2 CA3 GD CAl CA2 CA3 GD

4 15 2297248 2,297248| 137 20 131 405 59,63657 8,706069 57,02475 176,2979

4 15 3170388,5 3,170388| 350 23 150 329 110,3966 7,254631 47,31281 103,7728

4 14 3735742,1 3,735742| 359 25 85 261 96,09871 6,692111 22,75318 69,86564

4 16 2056355,8 2,056356 106 30 97 301 51,5475 14,58891 47,17082 146,3754

4 19 4858468 4,858468| 373 113 67 76,77317 0 23,25836 13,79036

4 19' 3509634,9 3,509635| 332 30 100 314 94,59674 8,547898 28,49299 89,468
média 81,50821 7,631604 37,66882 99,92835

8 83 1679614,2 1,679614 10 13 49 38 5,953748 7,739873 29,17337 22,62424

8 83 1879795,6 1,879796 58 8 50 42 30,85442 4,255782 26,59864 22,34286

8 83 1914866,9 1,914867 23 16 26 23 12,01128 8,355672 13,57797 12,01128

8 84 1368190,1 1,36819 21 6 54 49 15,34874 4,385356 39,4682 35,81374
média 16,04205 6,184171 27,20454 23,19803




Tabela 3. Dados de area, contagem e normalizacdo de Neurbnios Ag*/mm?ap6s 48h de injeco de Pilo para inducéo de SE.

Pilocarpina 48 horas

area

Contagem neuroénios Ag*

Neurdnios Ag*/mm?

rato lamina m2 mmZ  CAL  CA2  CA3 GD CA1 CA2 CA3 GD

2 31 |3406627,7 3,406628| 2 0 0 3 0,587091 0 0  0,880636

2 31 [3410543,1 3,410543| 1 0 0 5 0,293208 0 0 1466042

2 31 | 3687926 3,687926| 1 0 1 3 0271155 0  0,271155 0,813465
média 0,287864 0  0,150897 0,790036

3 26 |2224841,6 2,224842| O 0 0 0 0 0 0 0

3 26 [2421793,9 2,421794| 1 1 0 4 0,412917 0,412917 0  1,651668
média 0,206459 0,206459 0  0,825834

10 72 23914357 2,391436| 22 ] 30 20 9,199495 -  12,54477 8,363177

10 74 19267714 1,926771| 39 11 36 36 20,24111 5709032 18,68411 18,68411

10 74 |2081469,8 2,08147 | 28 9 37 32 13,45203 4,323868 17,7759 15,37375
média 14,29755 5,01645 16,33492 14,14034

Tabela 4. Dados de area, contagem e normalizagdo de Neurdnios Ag*/mm?obtidos apds 72h da inje¢do de pilocarpina para desencadeamento

de SE.
Pilocarpina 72 horas
. area Contagem neuronios Ag* Neurénios Ag*/mm?
rato [amina 5 5
pum mm CAl CA2 CA3 GD CAl CA2 CA3 GD
6 23 4401106,1 4,401106| 229 17 - 23 52,03237 3,862665 - 5,225959
6 24 3358851,5 3,358852| 157 7 17 40 46,74217 2,084046 5,061254 11,90883

média

53,62913 2,718389 5,98134 10,86466
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Tabela 5. Dados de area, contagem e normalizacdo de neur6nios Ag*/mm? de injecdo AC apds 24 h da inducio de SE.

Acido Cainico 24 horas

area

Contagem neurodnios Ag*

Neurdnios Ag*/mm?

rato - lamina 15 mm? CAl  CA2  CA3 GD CAl CA2 CA3 GD
3 4 | 3185479  3,185479 274 3 22 15 86,01532 0,941774 6,90634 4,708868
3 6 |2992916,1  2,992916 5 3 1 4 1,670611 1,002367 0,334122 1,336489
3 6 |33260653  3,326065 175 11 30 35 52,61472 3,307211 9,019667 10,52294
3 7 22271113 2,227111 65 6 62 15 29,18579 2,694073 27,83875 6,735182
média 42,37161 1,986356 11,02472 5,825871
13 96 21004917  2,100492 56 0 29 24 26,66042 0  13,80629 11,4259
13 97 23247576  2,324758 85 0 13 27 36,56295 0 5591981 11,61411
média 31,61169 0  9,699136 11,52001
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Tabela 6. Dados de area, contagem e normalizagdo de neurdnios Ag*/mm? obtidos apds 48 h da injecdo de AC para desencadeamento de SE.

Acido Cainico 48 horas

area

Contagem neuro6nios Ag*

Neurdnios Ag*/mm?

rato - lamina 5 mmZ  CAL  CA2  CA3 GD CA1 CA2 CA3 GD
7 64  1565168,3 1,565168 49 15 23 35 31,30654 9,583634 14,69491 22,36181
7 65 2818191 2,818191 81 8 24 30 28,74184 12,8387 8,516101 10,64513
média 24,95294 4,140778 11,81524 14,86591
11 92  3174753,4 3,174753 66 2 7 14 20,78902 0,62997 2,204896 4,409791
11 93  2953331,2 2,953331 8 0 9 4 2,708806 3,047406 1,354403
11 93 2360077 2,360077 59 0 46 56 24,99918 19,49089 23,72804
11 93 2308092,5 2,308092 35 5 54 52 15,16404 2,166291 23,39594 22,52943
média 1591526 1,398131 12,03478 13,00542
12 78 1325552,1 1,325552 O 2 12 22 0  1,508805 9,052832 16,59686
12 80  2371966,6 2,371967 31 1 23 37 13,06932 0,421591 9,696595 15,59887
12 80  2866170,5 2,866171 149 14 14 43 51,98574 4,884566 4,884566 15,0026
média 21,68502 2,271654 7,877998 15,73278

Tabela 7. Dados de area, contagem e normalizagdo de neurdnios Ag*/mm? obtidos apds 72 h da injecdo de AC para desencadeamento de SE.

Acido Cainico 72 horas

area

Contagem neuronios Ag*

Neurdnios Ag*/mm?

rato - lamina = mmZ  CA1L  CA2  CA3 GD CA1 CA2 CA3 GD

2 67 |1462057,2 1,462057| 28 0 36 19 19,1511 0  24,62284 12,99539

2 68 |2447117,2 2,447117| 35 9 61 17 14,30254 3,677797 24,92729 6,94695

2 68 |2102307,1 2,102307| 20 9 26 20 9,513358 4,281011 12,36737 9,513358
média 14,48818 3,581937 18,38286 10,26741

4 56 |4516186,4 4,516186| 122 6 9 13 27,01394 1,328555 1,992832 2,878535
média 27,01394 1,328555 1,992832 2,878535
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Apéndice B. Dados estatisticos definidos pela média, erro padrdo da média/standard error of the mean (SEM) e N nimero de animais.
Obtido pelo software GraphPad Prisma.

Tabela 8. Ap6s PILO-SE as areas hipocampais CAl, CA2, CA3 e DG, nos tempos de 24 h, 48 he 72 h
PILO

TEMPO POS SE CAl CA2 CA3 DG
EM HORAS média SEM +/- N média SEM +/- N média SEM +/- N média SEM +/- N
24 48,77 32,73 2 6,905 0,725 2 32,43 5,23 2 61,555 38,365 2
48 53,62 0 1 5,01 0 1 16,33 0 1 14,14 0 1
72 53,62 0 1 2,71 0 1 5,98 0 1 10,86 0 1

Tabela 9. Ap6s AC-SE as areas hipocampais CA1, CA2, CA3 e DG, nos tempos de 24 h, 48 he 72 h.

TEMPO POS SE CAl CA2 CA3 DG
EM HORAS média SEM +/- N | média SEM+/- N | média SEM +/- N | média SEM +/- N
24 36,99 538 2 0,99 0,99 2 10,355 0,665 2 8,67 2,85 2
48 20,43 452 2 2,765 1,375 2 11,92 0,11 2 13,93 0,93 2
72 20,745 6,265 2 2,45 1,13 2 10,185 8,195 2 9,3 6,43 2
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