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RESUMO

Matias Jr, 1. Desenvolvimento de modelo experimental de hemisferotomia em ratos. 2019.
87f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo, Ribeiréo Preto, 20109.

INTRODUCAO: A hemisferotomia é uma técnica cirurgica de desconexdo hemisférica
eficaz para o controle das epilepsias refratarias. Porém, os modelos cirdrgicos nas areas
experimentais da neurocirurgia e reabilitacdo ndo abordam a técnica de resseccdo e
desconexao cortical que reproduza as condicOes clinicas de tratamento neurocirurgico. Desta
forma, o uso de um modelo experimental para investigar mecanismos relacionados as
alteracdes neurofisiologicas, a neuroplasticidade e a recuperacdo funcional é relevante para
determinar e compreender novas formas de intervengdes no tratamento da epilepsia, apos
intervencdo neurocirurgica. OBJETIVO: Desenvolver um modelo experimental de cirurgia
em ratos adultos jovens que reproduza os procedimentos da hemisferotomia realizada em
seres humanos; ldentificacdo das vias e fibras desconectadas, através de neurotracamento;
Determinar a atividade encefélica através de tomografia computadorizada (SPECT).
METODOS: Foram utilizados 26 ratos Wistar machos, jovens (pesando 260 + 10g),
distribuidos em dois grupos (cirurgia experimental — CE e controle —CT). O grupo CT néo foi
submetido a cirurgia experimental, sendo constituido por cinco animais e dividido em dois
subgrupos: neurotragcamento (n = 4) e SPECT (n = 1). O grupo CE foi formado por 21
animais. Com relacéo a esse grupo, oito ratos submetidos a hemisferotomia morreram, antes
do desfecho final do experimento; portanto, 13 ratos do grupo CE foram utilizados com a
seguinte distribuicdo: neurotragamento (n=10) e SPECT (n=3). A cirurgia compreendeu as
seguintes etapas: (a) desconexdo frontal; (b) resseccdo cortical; (c) calosotomia; (d)
hipocampectomia; (e) desconexdo temporal; (f) desconex&o posterior. Para identificar vias e
fibras desconectadas ap6s a CE, um neutracador anterogrado ndo fluorescente, a amina
dextrana biotinizada (BDA 10000 MW), foi microinjetado, no no hemisfério direito, na area
motora do neocértex (M1), de acordo com o atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (2007),
segundo as seguintes coordenadas: anteroposterior (AP) = 0,12 mm; médio-lateral (ML) = 2,0
mm e dorsoventral (DV) = 5,8 mm para M1. Duas semanas ap0s o procedimento cirdrgico, 0s
ratos de ambos os grupos: (a) grupo CT (n = 1) e CE (n = 3) foram anestesiados, e imagens
foram obtidas (SPECT), utilizando o farmaco hexametil-propileno-amina-oxima (HMPAO"
99mT¢), para verificar a perfusdo em éreas funcionais do cérebro dos animais. Para a triagem
comportamental e avaliacdo da atividade locomotora (Teste Rotarod), utilizamos 30 ratos
Wistar, machos, jovens e adultos, distribuidos aleatoriamente em trés grupos: CT (10 ratos),
grupo pseudo-operado ou Sham = craniotomia (10 ratos) e CE (10 ratos). Os grupos Sham e
CT néo foram submetidos a lesdo cerebral. RESULTADOS: No CT, as vias corticoestriadas
marcadas com BDA foram encontradas ipsilateralmente aos sitios de microinjecdo de BDA,
sendo possivel iddentificar o cruzamento da linha mediana pelo neurotracador, por meio do
corpo caloso, atingindo o cértex cerebral contralateral e corpos neuroniais localizados na
camada cortical multiforme. No grupo CE, as microinje¢des do neurotracador no cortex motor
primario (M1) mostraram fibras corticais eferentes marcadas ipsilateralmente com BDA e
projecdes intra-hemisféricas colaterais, positivas para BDA, dirigindo-se para o
neostriato, com uma rarefacdo da projec¢éo inter-hemisférica e auséncia de marcacdo do BDA
no hemisfério contralateral, o que sugere uma clara interrup¢do das vias coértico-corticais. A
microinjecdo de BDA no neoestriado (CPu) demonstrou a preservacdo das vias cortico-
neoestriatais, vias dopaminérgicas nigro-estriadas. Nas imagens obtidas por SPECT, podemos
observar que a perfusdo cerebral foi uniformemente distribuida nos hemisférios cerebrais,



considerando as areas encefélicas: rostral/caudal e dorsal/ventral encefélica no grupo CT e
que houve hipoperfusdo ipsilateral no grupo CE. Com relacdo a fungdo motora, segundo a
analise de variancia de duas vias (Two-way ANOVA), houve efeito significativo do
tratamento [F (34,24) = 2; P <0,0001], do tempo [F (2,19) = 27; P <0,007] e da interacdo
tratamento versus tempo [F (4) = 21,26; P <0,0001]. No periodo pré-operatorio, o
desempenho motor foi significativamente afetado, de forma que ocorreu aumento no nimero
de tentativas para manter o equilibrio na barra giratoria do Teste Rotarod, em 10 dias [teste
post hoc de Bonferroni; P <0,001 e 30 dias [teste post hoc de Bonferroni; P <0,001], apds a
CE, em comparacdo com o grupo CT. No entanto, houve tendéncia de recuperacdo do déficit
funcional, ao longo do tempo. CONCLUSAQ: O novo modelo experimental proposto de
hemisferotomia mostrou-se tecnicamente viavel e comparavel aos procedimentos cirdrgicos
utilizados atualmente em pacientes com epilepsia refrataria. Além de esse novo modelo
possibilitar o desenvolvimento de novas estratégias de reabilitacdo em modelos
experimentais, ele permite descrever as bases neuroldgicas desta intervencdo terapéutica em
areas de neurocirurgia, neurologia experimental e de neurorreabilitacéo.

Palavras-chave: Hemisferotomia, Neurotracador, Amina Dextrana Biotinizada nao
fluorescente; Imagens tomograficas in vivo, Cortex cerebral.



ABSTRACT

Matias Jr, 1. Development of experimental model of hemispherotomy in rats. 2018. 87f.
Thesis (Doctorate) - Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2019.

INTRODUCTION: Hemispherotomy is an effective hemispheric disconnection surgical
technique for the control of refractory epilepsy. However, the surgical models in the
experimental areas of neurosurgery and rehabilitation do not address the technique of cortical
resection and disconnection that reproduces the clinical conditions of neurosurgical treatment.
Thus, the use of an experimental model to investigate mechanisms related to
neurophysiological changes, neuroplasticity, and functional recovery is relevant to determine
and understand new forms of interventions in the treatment of epilepsy after neurosurgical
intervention. OBJECTIVE: To develop an experimental model of surgery in young adult rats
that reproduces the procedures of the hemispherotomy; Identification of disconnected
pathways and fibers through neuronal tracttracing; To determine the functional brain
morphology through computed tomography (SPECT). METHODS: Twenty — six male
Wistar rats (weighing 260 £ 10 g) were distributed in two groups (experimental surgery — ES
and control — CT). The CT group was not submitted to experimental surgery, consisting of
five animals and divided into two subgroups: neuronal tract tracing (n = 4) and SPECT (n =
1). The ES group consisted of 21 animals. Eight rats submitted to hemispherotomy died
before the final outcome of the experiment, therefore, 13 rats of the ES group were used with
the following distribution: neuronal tract tracing (n = 10) and SPECT (n = 3). The surgery
comprised the following steps: (a) frontal disconnection; (b) cortical resection; (c)
callosotomy; (d) hypocampectomy; (e) temporary disconnection; (f) disconnection posterior.
To identify unpaired fibers and pathways after EC, the non-fluorescent anterograde neutral -
biotinylated amine dextran (BDA 10000 MW) - was microinjected on the right side of the
motor cortex (M1) according to the stereotaxic atlas of Paxinos and Watson (2007 ) as
follows: anteroposterior (AP) = 0.12 mm; (ML) = 2.0 mm and dorsoventral (DV) = 5.8 mm
for M1. Two weeks after the surgical procedure, rats from both groups: (a) CT group (n = 1)
and ES (n = 3) were anesthetized, and images were obtained (SPECT) using the drug
hexamethyl-propylene-amine-oxime (HMPAO-99mTc) to verify perfusion in functional areas
of the animals' brains. For the behavioral screening and evaluation of locomotor activity
(Rotarod test), we used 30 Wistar rats, male, young and adult, randomly distributed in three
groups: CT (10 rats), Sham = craniotomy (10 rats) and ES (10 rats). The Sham and CT group
were not submitted to brain injury. RESULTS: In CT, BDA-labeled corticostriatal pathways
were found ipsilaterally at BDA microinjection sites, and it was possible to visualize the
crossing of the neurotracer in the corpus callosum, reaching the contralateral cerebral cortex
and neuronal bodies located in the multiform cortical layer. In the EC group, microinjections
of the neurotracer in the primary motor cortex (M1) showed ipsilaterally labeled corticofugal
fibers with BDA and intracortical projections of BDA to neostriatum, with a rarefaction of
interhemispheric projection and absence of BDA marking in the contralateral hemisphere,
which suggests a clear interruption of the corticocortical routes. The microinjection of BDA



in CPu demonstrated the preservation of the cortico-neostriatal, nigrostriatal dopaminergic
pathways. In the images by SPECT, we can observe that the cerebral perfusion was evenly
distributed in the cerebral hemispheres, considering the encephalic areas: rostral/caudal and
dorsal/ventral brain in the CT group and ipsilateral hypoperfusion in the ES group. Regarding
motor function, two-way ANOVA promoted significant treatment effect [F (34,24) = 2; P
<0.0001], time [F (2.19) = 27; P <0.007] and treatment versus time interaction [F (4) = 21.26;
P <0.0001]. In the preoperative period, motor performance was significantly affected, so that
there was an increase in the number of attempts to maintain balance in the Rotarod Test in 10
days [Bonferroni post hoc test; P <0.001 and 30 days [post hoc Bonferroni test; P <0.001],
after ES, compared to the CT group. However, there was a tendency to recover the functional
deficit over time. CONCLUSION: The proposed new experimental model of
hemispherotomy was technically feasible and comparable to the surgical procedures currently
used in patients with refractory epilepsy. In addition to this new model, it is possible to
develop new rehabilitation strategies in experimental models, which allows us to describe the
neurological bases of this therapeutic intervention in neurosurgery, experimental neurology
and neuro-rehabilitation.

Keywords: Hemisferotomy, Neurotracer, Non-fluorescent biotinylated amine Dextran; CT
images in vivo, cerebral cortex.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de epilepsia tem sido alta nos primeiros anos de vida, e a ocorréncia de
crises durante esse periodo altamente plastico do sistema nervoso pode causar disturbios no
desenvolvimento normal do cérebro em etapas tardias (Fisher et al., 2017; Ismail et al., 2017;
Pearl, 2018). Assim, o tratamento farmacoldgico com as drogas antiepilépticas tem sido
essencial na maioria dos casos; porém, uma parte das criancas ainda continua apresentando
crises apés o tratamento medicamentoso (Rosati et al., 2015).

Nesse sentido, a busca por outras formas de tratamento e novas intervencdes
terapéuticas tém se tornado de grande interesse na comunidade médica; dentre elas, a técnica
de hemisferotomia tem recebido especial destaque (Terra-Bustamante et al., 2009; Lew, 2014;
Kim et al., 2018). Este procedimento cirirgico envolve a desconexdo total de um dos
hemisférios cerebrais e tem como objetivo diminuir ou até mesmo extinguir a ocorréncia das
crises epiléticas em criancas com resisténcia ao tratamento medicamentoso (Lew, 2014,
Santos e Machado, 2017).

Apesar do controle dessas crises e outros beneficios, tais como a reversdo do quadro
de regressdo do desenvolvimento neuropsicomotor e melhora cognitiva, a técnica de
hemisferotomia apresenta desvantagens inerentes a esse tipo de cirurgia, tais como
hemiparesia residual, perda do controle voluntario dos membros, alteracfes proprioceptivas e
do ténus muscular (De Bode et al., 2007; De Bode et al., 2009). Por outro lado, a notavel
recuperacdo motora, caracterizada pela melhora neuroldgica global, observada em criancas
submetidas a ampla resseccdo hemisférica tem impressionado varios autores. Segundo
Machado et al. (2003), o questionamento seria como esses pacientes recuperam-se dos
déficits motores, sensoriais e de fala em um curto espaco de tempo, ap6s ampla resseccao de
um hemisfério cerebral (Marino et al., 2001; Machado et al., 2003).

Tais resultados sdo dificeis de serem interpretados a luz da neurologia classica; no
entanto, evidéncias crescentes apontam para as capacidades plasticas do sistema nervoso
central (SNC), embora 0s mecanismos nos quais ocorre essa plasticidade ainda ndo sejam
bem compreendidos (Machado et al., 2003).

O melhor entendimento de tais meios de recuperacdo pode ser obtido através de
modelos experimentais; desta forma, o desenvolvimento deles torna-se importante na medida
em que auxiliam no melhor conhecimento da fisiologia, etiopatogenia das doencas, da acdo de

medicamentos ou dos efeitos das intervencdes cirurgicas (Pasupuleti et al., 2016; Andersen e
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Winter, 2017).

Com relacéo a epilepsia, os modelos experimentais transformaram-se drasticamente
nos Gltimos anos, devido aos avangos biotecnoldgicos que contribuiram para o crescente
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na geracdo de crises, sendo um desses
catalisadores o rapido desenvolvimento da genética molecular (Loscher, 2011; 2017).

Uma ampla diversidade de modelos animais esta disponivel para o estudo da epilepsia,
e eles tém uma histéria comprovada no avanco da nossa compreensdo dos processos que
conduzem a doenca, como mecanismos bioldgicos de farmacorresisténcia, desenvolvimento
de terapias modificadoras de doenca e neuroplasticidade apés lesdo do SNC (Garcia Garcia et
al., 2010; Loscher, 2017). Todavia, é importante observar que os modelos que mais se
assemelham a epilepsia de seres humanos, com mecanismos de lesdo, intervencao cirdrgica e
recuperacdo apos lesbes do SNC, ou que guardam estreitas relacdes com esta, permanecerao
em uso, enquanto os demais que ndo apresentem uma boa possibilidade de reproduzir
caracteristicas da epilepsia que tendem ao ostracismo (Loscher, 2017). No campo da
neurocirurgia experimental, foram realizadas pesquisas para a andlise dos efeitos
comportamentais e clinicos da intervencdo neurocirirgica sobre adaptacdes
funcionais/morfoldgicas de estruturas neurais, resultando em reorganizacdo neural e
recuperacdo funcional ap6s hemisferectomia e hemidescorticacdo (Marino et al., 2001;
Umeda e Funakoshi, 2014; Wanakhachornkrai et al., 2014). Esses estudos foram baseados em
modelos experimentais de técnicas cirurgicas e utilizaram roedores, felinos e primatas
(animais de laboratério jovens e adultos). Nakai et al. (2001) e Hashizume e Tanaka (2001),
por exemplo, utilizaram ratos e gatos em modelos experimentais de epilepsia focal, nos quais
executaram amigdalo-hipocampectomia, calosotomia e transecgdo subpial mdltipla (TSM),
com o objetivo de remover o foco cortical epileptiforme e interromper as crises epilépticas
(Hashizume e Tanaka, 1998; Tanaka et al., 2001).

No que diz respeito a neurologia experimental, ela investiga os complexos
mecanismos neurobioldgicos envolvidos na epileptogénese e manutencdo de crises (Leite et
al., 1990), desenvolvimento de novos farmacos antiepilépticos (Cunha et al., 2005; Fachim et
al., 2011; Gelfuso et al., 2013), alteracBes na plasticidade sindptica (Vianna et al., 2005;
Althaus et al., 2016; Willemse et al., 2016; Lenz et al., 2017), alteragdes neurofisiologicas e
neurofarmacologicas na sindrome de imobilidade pés-ictal (Coimbra et al., 2001; de Oliveira
et al., 2006; Cycowicz et al.,, 2008; Freitas et al., 2009; de Freitas et al., 2016),
neurofisiologia do estado ictal e pds-ictal (Merricks et al., 2015) e recuperacdo pos-cirdrgica
(Hertz-Pannier et al., 2002; Fournier et al., 2008; Save-Pedebos et al., 2016; Bulteau et al.,
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2017).

Apesar de variadas abordagens, nenhuma dessas linhas de pesquisa esta relacionada a
resseccdo de areas expressivas do cérebro e as desconexdes de tratos corticais em animais
submetidos a modelos agudos e cronicos de inducdo epiléptica generalizada, multifocal ou
limbica e reorganizagdo cortical. O objetivo deste estudo, portanto, é descrever um novo
modelo neurocirdrgico experimental de hemisferotomia em ratos Wistar jovens. A nova
abordagem cirurgica auxiliara estudos sobre o tratamento cirurgico da epilepsia em modelos
experimentais crénicos da doenca, recuperacdo de alteracbes comportamentais induzidas
por lesdo no SNC, mas também pode abrir novas perspectivas sobre a plasticidade dos

circuitos corticais e a recuperacdo sensorio-motora pds-hemisferotomia.

1.1 Hemisferotomia

No ano de 1886, foi realizada a primeira resseccdo cirargica em um adulto que sofria
de crises epilépticas por Sir Victor Horsley (Eadie, 2005). A partir de entdo, a operacdo era
quase exclusivamente reservada a adultos até que, cada vez mais, passou a ficar claro que os
primeiros anos de vida sdo criticos para a maturacdo cerebral e também sdo o periodo de
maxima plasticidade.

A primeira hemisferectomia foi realizada, em 1928, em um adulto com glioma de
infiltracdo difusa (Dandy, 1928), e, desde 1938, o procedimento tem sido usado para
tratamento de epilepsias. No entanto, nos anos de 1960, devido a relatos de fatalidades pos-
operatdrias causadas por hidrocefalia, traumas de cabeca e hemossiderose, a hemisferectomia
foi quase abandonada (De Almeida et al., 2006).

Rasmussen prop6s, dessa forma, em 1983, o que chamou de hemisferectomia
funcional. A técnica consiste em remover o lobo temporal e a parte central dos lobos frontal e
parietal; com isso, 3/4 a 4/5 de parénquima cerebral sdo preservados da remocao em relacéo a
hemisferectomia anatbmica. Posteriormente, as porcdes sobressalentes dos lobos frontal e
occipital sdo desconectadas, o que os torna isolados funcionalmente do restante do cérebro
(Rasmussen, 1983).

Seguindo o mesmo principio basico de remocdo cortical parcial associada a
desconexao hemisférica, surgiram variantes da abordagem de Rasmussen. Tanto esta como

suas variantes, por vezes com nomes particulares, fazem parte de um grupo referido
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atualmente como hemisferectomia funcional (De Almeida et al., 2006; Marras et al., 2010)
(Figura 1).

A

Figura 1 - Técnicas de desconexdo e resseccéo cortical. Hemisferectomia funcional. A — Abordagem proposta
por Rasmussen (1983). B — Abordagem lateral proposta por Delalande (1992).

1.1.1 Técnicas de desconexao e ressecgao cortical

Existem diversas estratégias cirargicas que podem ser empregadas no tratamento das
epilepsias. Estas sdo classificadas em trés grandes grupos: (a) o das cirurgias paliativas
(calosotomia); (b) o das cirurgias ressectivas e (c) o das cirurgias desconectivas (Kishima et
al., 2013; Jayalakshmi et al., 2014; Jayalakshmi et al., 2017).

No que se refere as técnicas desconectivas (hemisferotomia), elas consistem na
remogéo de quantidade variavel do cortex cerebral associada & desconex&o inter-hemisférica
(Villemure e Mascott, 1995; Delalande et al., 2007; De Ribaupierre e Delalande, 2008;
Jayalakshmi et al., 2017).

Todas essas técnicas desconectivas tém em comum a feitura da ressecgdo cortical
parcial, calosotomia, desconexao dos lobos frontal e occipital e podem ser resumidas em trés

grupos: (i) hemisferectomia funcional descrita por Rassmussen, na qual uma ampla janela é
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aberta nos lobos frontal e parietal para desconexdo hemisférica (Rasmussen, 1983); (ii)
técnicas que usam a via lateral, trans-sylviana e peri-insular (Villemure e Mascott, 1995) e
(iii) a técnica que se utiliza do acesso parassagital para desconectar o hemisfério cerebral —
Abordagem Vertical, (Delalande e Dorfmuller, 2008):

Figura 2 - Técnicas cirdrgicas de desconexdo e resseccdo cortical: (A) Hemisferectomia funcional. (B)
Hemisferotomia — abordagem lateral (trans-sylviana). (C) Hemisferotomia — abordagem lateral (peri-insular).
(D) Hemisferotomia — abordagem vertical (parassagital). Adaptado de Marras et al (2010).

Apesar de Delalande (1992) ter sido o primeiro autor a usar o termo hemisferotomia,
somente anos depois sua técnica de desconexdo parassagital foi descrita com detalhes
anatdmicos adequados (Schramm, 2002; Delalande et al., 2007; Delalande e Dorfmuller,
2008):
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Figura 3 - Hemisferotomia vertical parassagital. Acompanhamento pés-operatério em um caso de doenga de
Sturge-Weber. Adaptado de Delalande & Dorfmuller, (2007).
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Segundo Delalande et al. (2007), a abordagem vertical da hemisferotomia difere das
outras técnicas desconectivas em dois aspectos principais (Delalande et al., 2007):

1) o principio fundamental é reduzir ainda mais a extensdo da resseccao cerebral, de
forma a aumentar a quantidade de desconexdo, introduzindo, assim, o conceito de
hemisferotomia;

2) o0 uso da abordagem vertical, ao invés da abordagem lateral, oferece a possibilidade
de fazer exatamente as incisdes realizadas na hemisferectomia anatdmica, com base em
pontos de referéncia confiaveis. 1sso permite que o cirurgido assegure que uma desconexao
total efetiva do hemisfério seja alcangada.

A técnica descrita por Delalande et al. (2007) se inicia com uma corticectomia parietal
alta. Por essa abertura, o ventriculo lateral é exposto, e uma calosotomia realizada. Utiliza-se,
entdo, uma incisdo, passando pela capsula interna, até o corno temporal, onde as estruturas
mediais desse lobo séo ressecadas.

Apos essa etapa, os ventriculos sdo utilizados como pardmetro para a desconexdo dos
lobos frontal e occipital (Delalande et al., 1992; Delalande et al., 2007; Delalande e
Dorfmuller, 2008):
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Figura 4 - Diagrama esquematico da sequéncia cirargica — Hemisferotomia vertical parassagital. (A) Incisdo na
pele. (B) Abordagem ventricular. (C) Calosotomia posterior. (D) Incisdo do assoalho do trigono ventricular. (E)
Incisdo talamica lateral acima do corno temporal do ventriculo. (F) Calosotomia anterior. (G) Resseccao da parte
posterior do giro reto (H) Jungdo com a incisdo talamica lateral. (1) Hemisferotomia abordagem vertical
parassagital. Adaptado de Delalande & Dorfmiiller, (2007).
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1.1.2 Modelo experimental

A utilizacdo de modelos animais esta presente em estudos relevantes de diferentes
areas. Eles sdo desenvolvidos para o estudo cientifico, e sua utilizacdo engloba todos os
campos das pesquisas médicas atuais, além de possuirem a finalidade de representar uma
situacdo ou condigéo real (Andersen e Winter, 2017). Esses modelos devem ser precisos e 0
mais semelhante possivel ao que se deseja estudar, uma vez que sdo ferramentas Uteis para
desvendar os mecanismos da fisiologia humana e oferecem suporte cientifico a novas
abordagens terapéuticas (Ellenbroek e Youn, 2016).

A determinacdo do modelo animal para pesquisa cientifica deve ser realizada durante
o planejamento do projeto, pois esta escolha dependeréa do que sera analisado e quais serdo 0s
objetivos a cumprir. Atualmente, vérias espécies sdo utilizadas no desenvolvimento de
estudos cientificos; entre elas, as mais comuns sdo coelhos, camundongos, ratos e macacos
(Davidson et al., 1987).

Nesse contexto, nas investigacdes experimentais, 0s ratos tém uma série de vantagens
por permitirem analises etoldgicas claras (Ellenbroek e Youn, 2016); desta forma, através de
uma revisdo da literatura, podemos encontrar uma ampla gama de descricBes de
comportamentos (Balcombe, 2006), estudos detalhados do padrdo de recuperacdo na
regeneracdo morfofuncional, e em procedimentos cirdrgicos, tais como: lesdo medular (Kjell
e Olson, 2016), lesdes cerebrais traumaticas (Bondi et al., 2015) e modelos de epilepsia (Yang
et al., 2015; Becker, 2018).

Com relacdo ao uso de modelos experimentais em neurociéncias, apesar das
diferencas, entre seres humanos e ratos, os resultados de pesquisas interdisciplinares sobre
comportamento demonstram que a atividade neural entre essas duas espécies segue as
mesmas leis que controlam outros tipos de comportamento; por isso, 0 mecanismo cerebral
gue comanda estes comportamentos sdo muito parecidos (Silva et al., 2016). Em
neurociéncias, nos estudos sobre anatomia comparada entre seres humanos e outros animais,
constatamos que o0 sistema nervoso apresenta caracteristicas que sdo adaptadas ao tipo de vida
do animal; portanto, com relacdo ao SNC, o cérebro ndo ¢ um érgdo homogéneo, podendo ser
formado por diferentes estruturas. Suas regides apresentam diferencas em seus ritmos de
crescimento, ou seja, 0 desenvolvimento anatdmico, quimico e fisioldégico do cérebro pode
apresentar periodo critico de desenvolvimento conforme a espécie (Haartsen et al., 2016). Ao
considerarmos a informacéo acima, o primeiro grande evento do desenvolvimento do SNC em

todos os vertebrados é a formacdo do tubo neural, do qual a medula espinhal e o cérebro
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subsequentemente se diferenciam (Stiles e Jernigan, 2010).

Nos roedores, a formacdo do tubo neural ocorre aproximadamente na metade da
gestacdo, considerando os dias gestacionais (DG) dos roedores que compreende o periodo 20-
21, e a formacdo do tubo neural em ratos e camundongos ocorre no DG 10,5-11 e 9-9,5,
respectivamente (Rice e Barone, 2000) (Ver Figura 5).

Em seres humanos, esse evento ocorre mais cedo durante o desenvolvimento pré-natal,
entre os dias 24 e 28 (3-4 semanas), tendo em vista que o periodo de gestacdo é de 40

semanas. (Desesso et al., 1999; Rice e Barone, 2000).

Prosencéfalo—{—

|einau eselq

Mesencéfalo—\ .

Rombencéfalo—\\ .

Corte frontal

|ednau eselyg

Figura 5 - Desenvolvimento do tubo neural. Desenvolvimento do tubo neural de roedores: DG — 10,5 a 11.
Adaptado de Swanson (1992).

Na anatomia comparativa (cérebros de seres humanos e de roedores), 0 neocértex
humano distingue-se em comparacdo com a maioria dos outros mamiferos, ndo apenas pelo
seu grande volume absoluto, mas também pelo seu grande tamanho em relacdo ao
rombencéfalo (Snyder et al., 2018).

Uma diferenga notavel entre o cérebro em desenvolvimento de seres humanos e dos
roedores € a auséncia de fissuras, giros e sulcos no cérebro do roedor, com excecao da fissura
longitudinal que divide os dois hemisférios, devido a mudancas na densidade celular e

maturacao dos tratos de fibras subcorticais (Bayer et al., 1993; Levine e Barnes, 1999; Dubois

et al., 2008).
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A espessura da matéria cinzenta e a quantidade de substancia branca subjacente sdo
muito maiores em seres humanos em relacdo aos roedores, como consequéncia da maior
conectividade intra-hemisférica e intra-hemisférica necessaria para suportar processos
cognitivos, como indicado pelos giros no cérebro humano.

A partir  dessas informagdes,  verifica-se que a expansdo de
células neuroepiteliais neocorticais (em ratos) em relacdo a mesencéfalo e do rombencéfalo
ndo é pronunciada. Inicialmente, a expansdo das células neuroepiteliais neocorticais € menor
do que na regido do mesencéfalo/rombencéfalo (Martinez et al., 2012).

Portanto, é impossivel delimitar regides especificas do cérebro do roedor com base na
superficie topografica, enquanto tais subdivisdes sdo prontamente definidas para o cérebro

humano, através dos giros visiveis e sulcos (Snyder et al, 2018):

A Cortex cerebral B
Cértex cerebral

Hipocampo

Talamo —

Talamo

Amigdala ' Cerebelog

Hipocampo

Cerebelo
' Hipotalamo

Figura 6 - Topografia cerebral: Superficie topografica do cérebro de seres humanos (A) e de ratos (B). Note no
cortex cerebral de seres humanos a formacéo de giros e sulcos. Adaptado de Paxinos e Watson (2007) e Snyder
et al. (2018).

Outro fator que devemos considerar na anatomia comparativa € que no neuroeixo dos
roedores o desenvolvimento € linear, ou seja, de rostral para caudal, ja nos seres humanos, em
razdo da postura bipede, ocorre uma curvatura (90°) no sentido horizontal (orientacdo do

cérebro) para o plano vertical (orientacdo do tronco encefalico) (Snyder et al., 2018).
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Figura 7 - Desenvolvimento do cérebro: (A) Desenvolvimento linear (rostrocaudal) em ratos. (B)
Desenvolvimento em angulo em seres humanos (90°). Note a forma do SNC na regido do tronco encefalico nos
seres humanos em comparagdo com o tronco encefalico dos roedores. Adaptado de (Swanson, 1992).

A adaptacdo postural em bipedes, em combinacdo com o maior volume do cortex
cerebral e de substancia branca em primatas, resultou em diferencas significativas no
posicionamento de algumas estruturas neuroanatdmicas em seres humanos, em comparagao
com roedores (Dunbar et al., 1986; Takakusaki, 2017).

Dessa forma, considerando as diferencas significativas no posicionamento das
estruturas neuroanatdmicas, a melhor maneira de garantir a extrapolacdo de dados na
comparacdo dos roedores com 0s seres humanos nos estudos neuroanatbmicos esta
relacionada ao entendimento dos pontos equivalentes e divergentes do cérebro e da medula
espinhal como, por exemplo, caracteristicas internas, como os limites das substancias cinzenta
e branca que podem ser observados em cortes transversais de roedores e seres humanos
(Sozmen et al., 2012; Semple et al., 2013; Snyder et al., 2018) Figura 8.
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Figura 8 - Cortes dos enccéfalos de roedores e de seres humanos: Comparagdo do desenvolvimento linear do
cérebro de roedores (A) e em curvatura em seres humanos (B). O neuroeixo humano é Gnico porque tem uma
curvatura de 90 °. Adaptado de Snyder et al. (2018).
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2 JUSTIFICATIVA

O modelo de tratamento cirdrgico experimental para estudo da epilepsia refrataria e 0s
mecanismos da neuroplasticidade, através da resseccdo hemisféricas (hemisferectomia)
atualmente disponiveis, ndo simulam a técnica mais usada na pratica neurocirirgica para
tratamento da epilepsia refrataria, a hemisferotomia. Assim, propomo-nos a desenvolver um
modelo experimental de hemisferotomia, estabelecendo pardmetros que permitam a
reprodutibilidade do modelo, tais como medidas anatdmicas e reconhecimento das vias e
fibras desconectadas. Esse método deve permitir estudos futuros que auxiliem pesquisas nas

diversas areas da neurologia e neuroanatomia experimental.



3 Objetivos



Objetivos |33

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um modelo experimental de cirurgia em
ratos adultos jovens que reproduza os procedimentos da hemisferotomia realizados em seres

humanos com epilepsia refrataria ao uso de farmacos antiepilépticos.

3.2 Objetivos Especificos

A. Desenvolver um modelo reprodutivel e validado, no qual serdo determinados e
detalhados todos os parametros cirdrgicos, com precisdo de medidas e relacdes

anatomicas.
B. Identificag8o das vias e fibras desconectadas através de neurotragamento.

C. Determinar a atividade encefalica de animais hemisferotomizados através de

tomografia computadorizada por emissao de foton unico (SPECT).
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4 MATERIAI E METODOS

4.1. Animais

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados 26 ratos Wistar
machos, jovens (pesando 260 + 10g), com média de idade de 45 dias. Durante o0s
experimentos, 0s animais ficaram alojados no biotério do prédio da Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo, em caixas de polipropileno com tampa gradeada de aco em
grupos de até quatro animais por caixa.

Antes de iniciar o experimento, 0s animais passaram por um periodo de adaptacdo e
ambientacao de 24 horas, com ciclos de claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas das 7h as 19h
e desligadas das 19h as 7h) e com controle da temperatura ambiente entre 22 e 25°C. Dieta
comercial (NUVLAB CRI-NUVITA) e 4gua foram oferecidas ad libitum.

4.2. Aspectos éticos

Todos os procedimentos envolvendo os animais estavam de acordo com as diretrizes
estabelecidas pelo comité local, 0 Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo — CETEA) —processo 54/2015 —
e do Hospital Israelita Albert Einstein — processo SGPP # 2870-16 — em conformidade com a
ética em pesquisa animal adotada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), entidade filiada ao International Council for Laboratory Animal
Science (ICLAS).

Todos os esforgos foram feitos a fim de minimizar o sofrimento e a quantidade de

animais usados nesta pesquisa.
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4.3. Grupos experimentais: hemisferotomia experimental

Os ratos foram distribuidos em dois grupos experimentais: grupo controle (CT, n = 5)
e cirurgia experimental (CE, n = 21). Todos 0s grupos receberam uma injecdo do
neurotragador anterégrado dextrana amina biotinizada (BDA), no hemisfério cerebral direito
(Figura 1A).

Para a microinjecéo do tracador, utilizamos as seguintes coordenadas:

Cértex motor primario (M1)
Antero-posterior (AP) = 0,12 mm (Bregma);
Médio-lateral (ML) = 2,0 mm;
Dorso-ventral (DV) = 5,8 mm.
Caudado-Putamen (Cpu)

Antero-posterior (AP) = 1,92 mm (Bregma);
Médio-lateral (ML) = 2,6 mm;
Dorso-ventral (DV) = 5,0 mm.

As coordenadas estereotaxicas foram obtidas com auxilio do atlas do encéfalo de rato
em coordenadas estereotaxicas de Paxinos e Watson (2007). A coordenada antero-posterior
utilizou como referéncia o bregma.

Os animais remanescentes (n = 4 do CT e CE = 10) foram sacrificados 10 dias ap0s
procedimentos de neurotracamento e/ou neurotragcamento/neurocirurgia.

Oito ratos submetidos & hemisferotomia morreram antes do desfecho final do
experimento; portanto, 13 ratos foram utilizados na presente investigagdo neuroanatémica
(Figuras 9A e 9B).

4.4. Grupos experimentais: Tomografia computadorizada por emissdo de foton
anico (SPECT)

Para a obtencdo de imagens por SPECT, formou-se um grupo independente de ratos
Wistar constituido por um rato do grupo de controle (naive) e trés ratos do grupo sugmetido a
cirurgia experimental. A perfuséo cerebral foi feita com Tecnécio [99mTc] HMPAO SPECT,

duas semanas apos a cirurgia (Figura 9B).
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Figura 9 - Fluxograma das atividades experimentais. 1A: Os ratos do grupo CT ndo foram submetidos a
neurocirurgia e foram avaliados através de neurotracamento e tomografia computadorizada (SPECT). A
intervencdo cirurgica foi realizada nos animais submetidos & CE (Hemisferotomia Experimental - HE). O grupo
CE foi inicialmente composto por 21 animais: 8 morreram, 10 foram submetidos ao neurotracamento e 3 foram
submetidos a SPECT. 1B: Delineamento experimental da investigacdo neuroanatomofisiolégica: 12 horas ap6s o
neurotragamento, os animais foram submetidos a HE. O acompanhamento da avaliacdo clinica ocorreu durante
10 dias, e a aquisicao das imagens SPECT foi realizada 2 semanas ap0s a HE. Revelacao do neurotragador BDA
= visualizacdo de conexdes inter-hemisféricas; Histologia 1 = preparacdo de tecido encefalico: perfusdo,
diafanizacao e fixacéo de parafina; Histologia 2 = seccionamento cerebral para o procedimento histoquimico.
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4.5. Grupos experimentais: Teste de Comportamento (Teste Rotarod)

Um segundo grupo, formado por 30 ratos (n=10 ratos por grupo) Wistar, machos, foi
distribuido aleatoriamente em outros trés grupos: controle (naive), pseudocirurgia (Sham) e
cirurgia experimental (hemisforotomia). Esses animais foram utilizados para avaliagdo motora

por meio do teste Rotarod. Os grupos Sham e controle ndo sofreram leséo cerebral:

Delineamento experimental - Teste Rotarod

Habituagio no

biotério
— Teste Rotarod Teste Rotarod Teste Rotarod
DO 3 D4 D5 D10 D30

>

Intervencgéo cirargica:
Grupos: Sham e cirurgia experimental

e

260 £10g

Figura 10 - Delineamento experimental — Teste de comportamento (Rotarod): habituagéo no biotério da FMRP
— USP (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo), Departamento de Cirurgia e
Anatomia por 3 dias. Teste Rotarod antes da cirurgia no quarto dia; no quinto dia procedimento cirlrgico nos
grupos hemisferotomia experimental e Sham e teste de Rotarod 10 e 30 dias apds a cirurgia.

4.4. Neurocirurgia: hemisferotomia experimental

Os experimentos cirargicos foram desenvolvidos em sala com controle térmico, com
temperatura ambiente mantida a 21°C. Os animais foram colocados individualmente na
camara anestésica, e a anestesia foi induzida com uma mistura 5% de isoflurano (Isoforina,
Cristdlia Farmacéutica e Quimica Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil) e 100% de oxigénio,
fornecidos a uma taxa de 1L/min, até perda do reflexo postural.

Em seguida, foi reduzida a concentracdo de isoflurano para 1,5-2% em 100% de
oxigénio, administrado por intubacdo endotraqueal e mantido sob ventilacdo controlada (CR
Bion) a uma taxa de 1L/min.

Cada rato foi tratado com uma injegéo intramuscular de penicilina G-Benzatina (120
000 UI; 0,1 ml), seguida de injecdo subcutanea do analgésico e anti-inflamatério Flunixina
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meglumina (2,5 mg / kg) e posicionado em mesa cirlrgica aquecida para pequenos roedores,
em decubito ventral (Figura 3A).

A regido dorsal da cabeca foi tricotomizada, seguida de assepsia e antissepsia com
solucéo de clorexedina a 0,5% (VIC PHARMA Industria e Comércio Ltda., Taquaritinga, Sao
Paulo, Brasil).

Uma inciséo cirdrgica foi feita na linha mediana com bisturi Iamina 15, envolvendo
pele, subcutaneo e periosteo, de 2 mm a frente da sutura coronal até 1mm atrds da sutura
lambdoide. O periosteo do lado esquerdo do cranio foi descolado, até exposicao a das suturas

coronal, lambdoide e sagital, e identificacéo da linha temporal:

A

Lambdoide

Insergao do
Musculo temporal

Figura 11 - Posicionamento: (A) Posicionamento do animal em decubito dorsal ap6s anestesia. (B) Inciséo,
deslocamento do periésteo e exposi¢do das suturas coronal, lambdoide e sagital, e identificagdo da linha
temporal.

Com auxilio de um motor elétrico (DREMEL®, Flex Shaft, MultiPro, Modelo 225 T2,
Illinois, Chicago, EUA) com broca de ponta esférica, diamantada e delicada, um retalho 6sseo
foi retirado cuidadosamente, mantendo a integridade das meninges de dura-mater
subjacentes.

Foram respeitados os seguintes limites para a craniectomia: anterior = 2mm a frente da
sutura coronal; medial = %2 mm lateral & sutura sagital (com preservacdo de estreita faixa
Ossea sobre 0 seio sagital superior); posterior = sutura lambdoide; lateral = linha temporal ou

inser¢do do musculo temporal):
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Figura 12 - Limites para a craniectomia.

Foi realizada uma incisdo no formato C e, com base na linha mediana, foi feita na
dura-mater, com auxilio de um microscopio estereotaxico (D.F Vasconcellos S.A, Séo Paulo,
Brasil), e instrumentos usados em cirurgia oftalmica, como minipincas curvas e minitesoura
delicada, dentro dos limites da craniectomia.

Ap0s criteriosa hemostasia com minicoagulador bipolar, iniciou-se a hemisferotomia,

de acordo com as seguintes etapas:

4.4.1. Desconexdo frontal:

A desconexao do lobo frontal foi realizada 1 mm a frente da projecao da sutura
coronal imediatamente a frente da comissura anterior, através de um instrumento de ponta

redonda, de forma que o limite inferior da desconexdo foi a base do cranio:
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DESCONEXAO FRONTAL
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Figura 13 - Desconexdo frontal. Primeira etapa da hemisferotomia experimental. Visdo encefélica sagital:
desconexao do lobo frontal e comissura anterior (cabecas de setas vermelhas).

4.4.2. Ressecgdo do parénquima cerebral:

O parénquima cerebral foi ressecado por aspiracdo no limite da desconexao do lobo
frontal. O limite mais profundo da ressecc¢éo foi a visualizacdo de estruturas subtelencefalicas
e arqueocortex. Considerando os limites anterior e lateral da ressec¢do, houve a exposicédo do
corno anterior do ventriculo lateral e do caudado-putamen. Quanto ao limite posterior da
resseccdo cortical, este foi definido pelo surgimento do hipocampo dorsal. Nesta fase
cirlrgica, o cirurgido manteve a integridade destas estruturas.
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RESSECGCAO DO PARENQUIMA CEREBRAL

Ventriculo Cortex cerebral
IateraL ‘

Caudado- — Comissura anterior

putamen

Figura 14 - Resseccdo do parénquima cerebral. Segunda etapa da hemisferotomia experimental. Visdo
encefalica sagital: a linha tracejada representa a remocéo do bloco tecidual, constituido por cortex cerebral e
substancia branca subcortical (linha tracejada).

4.4.3. Procedimento de calosotomia:

Apds a resseccdo do parénquima cerebral, o microscopio estereoscépico foi utilizado
para visualizar o corpo caloso (localizacdo das referéncias: anterior - caudatdo-putamen e
ventriculo lateral, posterior — hipocampo) e o instrumento de desconexdo (medida:
aproximadamente 12 mm de comprimento, 0,25 mm de didmetro e com 1 mm em uma
extremidade afiada e dobrada no angulo de 10 °) foi posicionado paralelo em relagcéo ao corpo
caloso. Esse corpo caloso foi seccionado no plano rostrocaudal, de forma que ele
acompanhasse 0 angulo desta comissura com a extremidade cortante do instrumento
direcionada ligeiramente para cima. O limite anterior da desconexdo (visando ao joelho do
corpo caloso) foi de 2 mm a frente da craniectomia e do limite posterior (visando ao esplénio
do corpo caloso) 1 mm apos a craniectomia, com a extremidade cortante do instrumento

ligeiramente para baixo:



Materiais e Métodos |43

CALOSOTOMIA Corpo
caloso >
Caudado )
putédmen - Hipocampo
Ventriculo lateral
Cortex cerebral o
Corpo Esplénio

caloso

” " Hipocampo

Joelho Ventriculo lateral

< . ‘(;,
Comissura
anterior

Caudado
putamen

Figura 15 — Calosotomia. Terceira etapa da hemisferotomia experimental. Visdo encefalica sagital: desconexdo
do corpo caloso (linha tracejada).

4.4.4. Hipocampectomia:

Com a resseccdo do parénquima cerebral, remoc¢do da substancia branca subcortical e
desconexao do corpo caloso, a saliéncia dorsal do hipocampo foi identificada e ressecada por
aspiracdo. A hipocampectomia foi cuidadosamente realizada até a identificacdo visual do
tdlamo dorsal, no assoalho do ventriculo lateral. Apos visualizar o fornix, ele também foi

cuidadosamente seccionado, como estd mostrado na Figura 16.
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Figura 16 - Hipocampectomia. Quarta etapa da hemisferotomia experimental. Visdo enceféalica sagital e corte
coronal posterior demonstrando hipocampectomia dorsal (linha tracejada).

4.4.5. Desconexdo do lobo temporal:

A desconexdo da capsula externa foi realizada com um dissecador cirurgico, seguindo
0 angulo da céapsula externa lateral ao caudado e putamen. O limite anterior foi 0 mesmo da
regido da desconexdo frontal (1 mm a frente da projecdo da sutura coronal imediatamente a
frente da comissura anterior), e o limite posterior desta etapa foi a regido da sutura lambdoide
dorsal e lateralmente ao ventriculo lateral. A base do crénio foi o limite inferior da

desconexdo, como podemos observar na Figura 17.
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LOBECTOMIA /

Figura 17 — Lobectomia. Quinta etapa da hemisferotomia experimental. Desconexdo da cdpsula externa (linha
tracejada).

4.4.6. Desconexdao posterior:

O instrumento de dissecacdo foi inserido no ventriculo lateral no plano sagital lateral
na linha meédia da craniectomia na inser¢do do musculo temporal e dirigido ao plano sagital
para o limite medial posterior do crénio, frontal a sutura lambdoide cerca de 1 mm, apds a
craniectomia, desconectando o complexo amigdaloide e as fibras do cértex entorrinal do

hipocampo (amigdalo-hipocampectomia), conforme mostra a Figura 18.
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Figura 18 — Amigdalectomia. Sexta etapa da hemisferotomia experimental (desconexdo posterior). Leucotomia
anteroposterior do complexo amigdaloide e do lobo occipital.

Apbs revisdo da hemostasia, o retalho da dura-mater foi reposicionado e realizou-se o
fechamento da incisdo de pele. O rato, entdo, recebeu uma dose de analgésico (cetoprofeno)
por injecdo intramuscular. Posteriormente, ap6s completa recuperagdo anestésica, o animal foi
recolocado em sua caixa-alojamento de origem e observado diariamente quanto aos aspectos
clinicos gerais, ingestdo de dgua e comida e condicdes neuroldgicas.

Depois de cuidadosa revisdo da hemostasia (WEM Electronic Equipment Ltda, HF —
120 Ribeirdo Preto, Séo Paulo, Brasil), a dura-mater foi reposicionada, e a pele do animal foi
suturada com fio de nylon 4-0 (POLYSUTURE, NP53340, Sdo Sebastido, Minas Gerais,
Brasil). Ao final do procedimento cirargico, o animal foi mantido entubado (recuperagéao
anestésica) para oxigenacdo em uma maquina de respiracdo automatica.

Cada rato foi recolocado em sua caixa-alojamento de origem, ap6s o periodo de
recuperacdo anestésica, e observado diariamente para registrar aspectos clinicos gerais,

comportamento de ingestdo de alimentos e agua e condic¢Ges neuroldgicas.
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4.5. Imagem — SPECT

Para a obtencdo de imagens por SPECT, formou-se um grupo independente de ratos
Wistar constituidos por um rato do grupo de controle e trés ratos do grupo de hemisferotomia,
0s quais foram submetidos ao protocolo de imagem por SPECT. A perfuséo cerebral foi
avaliada por Tecnécio [99mTc] HMPAO SPECT, duas semanas apds a cirurgia.

O hexametil-propileno-amina (HMPAO) foi obtido na forma de um kit, disponivel
comercialmente contendo o produto liofilizado e reconstituido por [99mTc] pertecnetato, de
acordo com as instrucoes do fabricante.

Cada animal foi anestesiado com cetamina a 92 mg / kg (Ketamina Agener®, Uniéo
Quimica Farmacéutica Nacional, Brasil, 0,2 mL de solucdo a 10%) e xilazina a 9,2 mg / kg
(0,1 mL) (Dopaser®, Hertape / Calier, Juatuba, Minas Gerais, Brasil) e recebeu 350 MBq de
[99mTc] HMPAO, injetado perifericamente através da veia dorsal superficial do pénis (Ver
Figura 19).

Para aquisicdo de imagens, utilizou-se uma cdmera gamma clinica atualizada e
equipada com um colimador de 1,5 mm de didmetro e um estagio rotativo controlado por

computador para posicionamento de alvo (Mejia et al., 2016).

Figura 19 - Cadmara miniSPECT. Imagem cdmera Discovery VH e o dispositivo de adaptagdo miniSPECT.
Adaptado de Meija et al. (2016).

As projecdes foram registradas comecando pouco depois da injecdo do
radiofarmaco. Os animais foram posicionados verticalmente no tubo porta-alvo (suporte do
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animal), com a cabeca na frente do colimador e 40 projecdes de 45 segundos cada uma, para
um tempo de imagem total de 30 minutos.

A resolucdo em energia foi ajustada para 10% a 140keV, e o colimador de orificio
para o eixo de rotacdo foi ajustado para 315 e 43 mm, respectivamente. As projecdes foram
gravadas em 256x256 pixels e subampliadas a 128x128 pixels para processamento. As
imagens tomogréaficas foram obtidas utilizando uma versdo interna implementada do
algoritmo de Maximizacdo da Expectativa do Subconjunto Ordenado, com 10 interaces, 4
subconjuntos de projecGes e suavizado 3D com uma funcdo Kernel gaussiana de 1,5 pixel de

largura a meia altura entre iteragdes.

4.6. Neurotracamento

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg / kg, ip) e xilazina (10 mg / kg,
ip) e levados a um aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, CA, EUA). A barra para
incisivos superiores foi fixada em 3,3 mm abaixo da linha interaural para que o cranio ficasse
na posicdo horizontal entre o bregma e o lambda. A cabeca do roedor foi fixada ao aparelho
estereotaxico pelo rochedo temporal.

Para o grupo controle, antes da exposi¢do da calota craniana, a pele e o tecido
subcutaneo foram anestesiados com solucgéo de lidocaina a 2% (0,1 mL, s.c.). O periésteo foi
retirado, e a calota craniana tratada com H,O, a 10%.

No grupo de cirurgia experimental, uma incisdo cirtrgica foi feita na linha mediana
com bisturi lamina 15, envolvendo pele, subcutaneo e periosteo. O neurotragador dextran
amina biotinizada anterégrado nao fluorescente (BDA, 10000 MW) foi microinjetada na area
cortical (cértex motor primario — M1), de acordo com o atlas do cérebro de ratos em
coordenadas estereotéaxicas (Paxinos G e C, 2007).

Os ratos receberam subsequentemente uma injecdo intramuscular de penicilina G-
Benzatina (Pentabiotic, 600.000 Ul, 0,2 ml; Fort Dodge, lowa, USA), seguida de injecdo
subcutanea do analgésico e anti-inflamatério Flunixina meglumina (Banamine, 2,5 mg / Kkg;
Schering-Plough, Hertfordshire, United Kingdom).

O BDA (10%, 10000 MW, Molecular Probes, USA) foi solubilizado em solugéo-
tampéo fosfato, e as microinjecdes foram realizadas durante a cirurgia, enquanto os animais
estavam anestesiados. Para microinjecdo, utilizou-se uma técnica j& descrita por Carvalho et
al., (2013) atraves de uma agulha tipo-Mizzi era acoplada a um catéter de polietileno
conectado a uma seringa (Hamilton, 10 pL).
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As infusdes foram administradas utilizando uma bomba de infusdo (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, EUA), a um volume de 0,5 uL. de BDA por hemisfério, e injetadas
durante 300 s. A concentracdo do neurotracador e o tempo de injecdo foram baseados em
estudos prévios (Veenman et al., 1992; Ribeiro et al., 2005; Castellan-Baldan et al., 2006). O
deslocamento de uma bolha de ar dentro do tubo de polietileno que ligava a seringa a agulha
de injecdo foi utilizado para monitorizar as microinje¢es. A agulha foi deixada no local
durante 5 min apés o fim de cada microinjecdo, para permitir a difusdo local do
neurotracador.

No grupo submetido a cirurgia, o BDA (10.000 MW) foi injetado no cdrtex motor
(M1), 12 horas antes da hemisferotomia experimental, e no caudado-putamen (CPu) 72 horas

apos a hemisferotomia:

Neurotragcamento

BDA Lado direito

N

Figura 20 — Neurotracamento. Visdo esquemética do procedimento neuroanatbmico (microinjecdo do
neurotragador anterégrado). A imagem demonstra a microinjecao do neurotracador anterogrado BDA (cabeca de
seta) na area M1 do neocdrtex dos ratos Wistar (hemisfério direito).
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4.7. Andlise Estatistica

Dados obtidos a partir da exposicdo de do grupo controle (naive), e submetido ou a
pseudocirurgia (Sham) ou a cirurgia experimental (hemisforotomia) ao teste Rotarod foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a andlise de varidnvcia de medidas
repetidas (repeated measure two-wat ANOVA), considerando fatores o tratamento e o tempo.
Em caso de interacdo significativa do tratamento versus tempo, os dados foram submetidos

ao teste post hoc de Bonferroni. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.8. Histologia

Apds 10 dias da microinjecdo do neurotragador, os animais foram anestesiados com
uma solugédo na proporcéo de 0,1 ml de cetamina a 10% (Agener, na dose de 25 mg/kg, IP)
para 0,2 ml de xilasina a 4% (Dopaser, na dose de 10 mg/kg, IP) e perfundidos, por via
transcardiaca, com solucdo salina tamponada (STF — solucdo-tampéo fosfato a 0,1 M; pH =
7,4), seguida de paraformaldeido tamponado a 4% (0,1 M; pH = 7,4), para fixacdo do tecido.

As amostras foram desidratadas em solucfes crescentes de alcool (50% a 100%)
diafanizadas em xilol e emblocadas em parafina. Também foram cortadas coronalmente em
micrétomo rotativo em seccBes de 6um de espessura, e os cortes foram estendidos em laminas
histoldgicas.

Para analise por histoquimica, as laminas foram mantidas em estufa (60°C) por uma
hora para derretimento da parafina. Em seguida, os cortes foram submetidos ao processo de
desparafinizacdo, seguidos de banhos sequenciais de xilol, alcool em concentracGes
decrescentes e agua.

A marcacdo com BDA foi visualizada utilizando um método-padrdo com complexo
ABC (avidina-biotina-peroxidase de rabano silvestre) e reacdo de dicloridrato de peroxidase
3,3'-diaminobenzidina intensificada com niquel. Por fim, as laminas foram submetidas a
contracoloragdo com Nissl, lavadas em solugdo-tampdo de fosfato a 0,1 M (pH 7,4),
desidratadas por uma serie sequencial de banhos crescentes de alcool e xilol, recobertas por
laminulas montadas com Permount® e vistas sob um fotomicroscopio (Axiolmager Z1,

Zeiss, Oberkochen, Alemanha).
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As éareas de microinjecdo foram analisadas, e os sitios confirmados histologicamente
foram identificados de acordo com o atlas de cérebro de ratos em coordenadas estereotéxicas
de Paxinos e Watson (2007).
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5 RESULTADOS

5.1. Neurocirurgia

Vinte e seis ratos foram utilizados no presente estudo: selecionaram-se cinco ratos
para o0 grupo CT, e 21 ratos foram submetidos a cirurgia experimental (hemisferotomia).
Dentre os 21 animais operados, 13 sobreviveram até o final do experimento e foram utilizados
para investigagdo neuroanatdmica estrutural (neurotragamento, n=10) e funcional (SPECT,
n=3). Os outros oito ratos operados morreram dentro das primeiras 24 horas apos a cirurgia,

apos sangramento profuso intraoperatorio. A duracdo da hemisferotomia foi de 50 £ 10 min.

5.1.1. Avaliagdo clinica

No pds-operatorio imediato (ou seja, nas primeiras 24 horas), as seguintes
caracteristicas apos a HE foram registradas: tremores (8%, n = 1), sangramento através da
pele (31%, n = 4), edema no local de cirurgia (69%, n = 9), diminuicdo da atividade motora
(85%, n = 11), ptose palpebral (38%, n = 5), aumento do ténus muscular dos musculos dorsais
(69%, n = 9) e discreto sangramento nos olhos e nariz (15%, n = 2).

No segundo dia de acompanhamento, observaram-se: diminui¢do da ingestdo de agua
e alimentos (85%, n = 11), diminuigéo da atividade motora (85%, n = 11), edema no local de
cirurgia (69%, n = 9), agressividade (69%, n = 9), dispneia (8%, n = 1), ptose palpebral (38%,
n =5), aumento do ténus muscular dos muasculos dorsais (85%, n = 11) e discreta hemorragia
nos olhos e nariz (15%, n = 2).

No terceiro dia de observacgdo clinica, observaram-se: diminuicdo da ingestdo de agua
e alimentos (69%, n = 9), negligéncia na autolimpeza (grooming) (85%, n = 11), diminuigéo
do tébnus muscular (85%, n = 11), agressividade (69%, n = 9), edema no local da cirurgia
(31%, n = 4) e diminuicdo da atividade motora (46%, n = 6). Observamos, também, ptose
palpebral (23%, n = 3), aumento do tdnus muscular dos musculos dorsais (85%, n = 11) e
discreto sangramento nos olhos e nariz (15%, n = 2).

No quarto dia ap6s o procedimento cirdrgico, 0s animais apresentaram movimentos
reduzidos das patas contralaterais a abordagem cirlrgica, dificuldade em iniciar os

movimentos e a deambulacdo unilateral (locomogdo para a direita).
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No quinto dia apdés a cirurgia, 0S animais apresentaram comportamento
exploratorio. No entanto, com movimentos reduzidos das patas contralaterais a cirurgia,
aumento na curvatura da coluna vertebral e diminuicdo do equilibrio corporal, durante a

marcha.

5.1.2. Investigacdo neuroanatdmica estrutural

Os cortes histologicos foram observados ao microscopio de luz, e foi constatada uma
hemisferotomia experimental bem-sucedida em todos os animais submetidos a neurocirurgia.
A Figura 21 mostra os cortes histoldgicos da cirurgia experimental. As imagens sdo as
amostras do grupo experimental e demonstram as etapas de resseccdo e desconexdo

hemisférica.

Figura 21 - Visdo histologica representativa do encéfalo de rato demonstrando os procedimentos da
hemisferotomia experimental — Corte parassagital (A e C) e cortes transversais (B, D e E) do encéfalo (A e C),
cérebro (B e D) e mesencéfalo (E) murino: desconexdo frontal e ressec¢do cortical (A); ressecgdo cortical com
preservacdo do hipocampo (B); calosotomia (C); resseccédo cortical, hipocampectomia dorsal e desconexdo da
capsula externa (D); desconexao posterior (E). Barra = 1000 mm.

A via marcada com o neurotracador de transporte anterégrado - BDA, microinjetado
no cortex cerebral, atingiu as camadas de células piramidais (externa e interna) do cértex

motor (M1), como estd mostrado na Figura 22.
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Figura 22 - Procedimento neuroanatémico. Visdo esquematica de microinjecdo do neurotracador anterdgrado
BDA 10000. A: Parte superior: A imagem demonstra a microinjecdo do neurotragador anterégrado BDA
(cabega de seta) na area M1 do neocdrtex dos ratos Wistar (hemisfério direito). Parte inferior: Corte transversal
do cérebro de rato Wistar demonstrando, em uma visdo esquematica, proje¢des neurais conectando 0s
hemisférios cerebrais através do corpo caloso. A fotomicrografia a esquerda representa a confirmacéo
histolégica de um sitio de microinje¢do do BDA no telencéfalo de rato Wistar. (B): Fotomicrografia de um corte
coronal do telencéfalo de rato Wistar, mostrando a confirmacdo histolégica de um sitio microinjecéo
intratelencefalica do neurotracador anterégrado BDA no cortex motor priméario (M1). (C): Representacdo dos
sitios (confirmados histologicamente) de microinjecdes BDA no M1 de animais do grupo CT e CE, apresentados
em anagramas modificados do atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (2007).
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No grupo CT, as vias corticoestriadas marcadas com BDA foram encontradas
ipsilateralmente (Figura 23 A) aos sitios de microinjecdo de BDA. E posssivel observar que
as vias corticocorticais foram amplamente marcadas com BDA. Torna-se possivel identificar
0 cruzamento do neurotracador no corpo caloso (Figura 23B e C), atingindo o cdrtex cerebral
contralateral e fibras de corpos neuronais localizadas na camada cortical multiforme (Figura
23 D).

BDA M1

BDA

!V”

Figura 23 — Fotomicrografias mostrando neurotragamento no grupo controle. Um corte coronal esquematico do
telencéfalo de um rato Wistar (controle), mostrando vias corticocorticais, pode ser visto a esquerda. A: As vias
corticofugais (seta preta) originaram-se do hemisfério cerebral direito ipsilateral ao local de microinjecdo do
neutrogador anterégrado Amina Dextrana Biotinizada (BDA) no cértex motor primario (M1) com projec6es
neuronais para o neostriato (pontas se setas abertas). B: Vias corticais inter-hemisféricas (pontas de setas negras)
cruzando a linha média pelo corpo caloso. C: Detalhe do trajeto cértico-cortical (pontas de setas negras) de
axdnios marcados com BD, com origem no hemisfério cerebral direito, ipsilateral ao sitio de microinjecdo do
BDA no cortex motor primario, cruzando a linha média pelo corpo caloso. D: Cortes coronais do hemisfério
cerebral esquerdo mostrando fibras marcadas com BDA (pontas de seta pretas) atingindo a camada cortical
multiforme contralateral ao sitio de microinjecdo do neutrocador anterégrado, envolvendo os neurénios locais.
CPu: Caudado putamen; CC: corpo caloso.

Entretanto, nos animais submetidos a hemisferotomia experimental, as microinjecdes
do neurotracador anterogrado no M1 mostraram fibras cortico-corticais marcadas
ipsilateralmente com BDA (Fig. 24A e B) com projecOes intracorticais colaterais de BDA
para o neostriato (Figura 24A).

Embora tenha sido observada a presenca de fibras marcadas no corpo caloso (Figura
24C), verificou-se uma rarefacdo da projecao inter-hemisférica (Figura 24B), cruzando a linha

mediana do corpo caloso (Figura 24C). Como consequéncia, ha uma auséncia de marcagédo de
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fibras axdnicas com BDA no hemisfério contralateral (Figura 24 D), sugerindo uma clara
interrupcdo das vias cortico-corticais, desconectadas pelo procedimento de HE. As vias
cortico-neostriada (Figura 25, A-C), neoestriado-nigral (Figura 25D) e a via nigro-estriatal

(Figura 25, E e F) sdo exemplos de conexdes preservadas no grupo CE.

Figura 24 - Fotomicrografias mostrando neurotragamento no grupo submetido & cirurgia experimental.  Um
corte coronal esquematico do telencéfalo de um rato Wistar submetido a cirurgia experimental, mostrando vias
cortico-corticais e cortico-neoestriatais, pode ser visto a esquerda. A: Conexfes coértico-neostriatais intra-
hemisféricas (pontas de setas abertas) e as vias cortico-corticais (seta negra) originadas do hemisfério cerebral
direito, ipsilateral ao sitio de microinje¢do do neutrogador anterégrado Amina Dextrana Biotinizada (BDA), no
cortex motor primario (M1) podem ser identificadas na cor marrom. B: vias neurais inter-hemisféricas marcadas
com BDA (seta preta) atingindo o corpo caloso ipsilateral ao sitio de microinjecdo em M1. (C) rarefagdo de
fibras marcadas com BDA nas imediacfes da calosotomia (pontas de seta pretas) cruzando a linha mediana
através do corpo caloso, demonstrando auséncia de fibras ax6nias marcadas com BDA nas camadas do cértex
cerebral contralateral (D). CPu: caudado-putamen; CC: corpo caloso.
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Figura 25 — Fotomicrografias representativas de cortes transversais do neocortex motor (A e B), do corpo
estriado (C) e do mesencéfalo ventral (D-F), mostrando neurotracamento realizado em animais do grupo
submetido a cirurgia experimental, mostrando conexdes ipsilaterais preservadas. A - C: A via corticoneostriatal,
com neurdnios (setas pretas) situados na camada piramidal interna (A e B) do neocértex motor (M1), enviando
axonios (cabecas de setas negras, em B) para o neoestriado (CPu) (C). D: Projecdo GABAérgica neoestriado-
nigral, representada por ax6nios e botfes terminais (cabecas de setas abertas, em D e F) situados na substancia
negra, parte reticulada (SNpr). E e F: Via dopaminérgica nigro-estriatal, representada por neurdnios (setas
negras, em D, E e F) situados na substancia negra, parte compacta (SNpc) conectada ao CPu (cabecas de setas
negras em F indicam dendritos). A seta aberta em C mostra um sitio representativo das microinje¢fes do
neurotracador bidirecional (BDA, 3000 MW) no neostriado. O corpo neuronial (seta negra) demonstrado na
parte inferior da figura D esta situado na SNpc. Axdnios (setas pretas) e puncta negros (pontas setas abertas),
sugerem botdes terminais (figura F, & direita), situados no SNpr. Coloragdo: Cresil Violeta.

5.1.3. Investigagéo funcional (SPECT)

Foram obtidas imagens tomograficas utilizando o farmaco hexametil-propileno-amina-
oxima marcada com *™Tc¢ (HMPAO™*™Tc) para verificar a perfusdo em areas funcionais do
cérebro dos animais. A perfusdo cerebral foi uniformemente distribuida em ambos o0s
hemisférios cerebrais do animal do grupo controle, considerando as seguintes areas
encefalicas: rostral/caudal (Figura 26A) e dorsal/ventral (Figura 26B). No entanto, a perfusédo
cerebral com relacdo aos ratos hemisferotomizados foi maior no hemisfério direito,

considerando as seguintes areas: rostral/caudal (Figura 26C) e dorsal/ventral (Figura 26D) do
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cérebro, com clara hipoperfusdo no hemisfério ipsilateral a cirurgia, como mostrado em cortes

horizontais e coronais (Fig. 26A inferior,26-E).
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Figura 26 - Imagens obtidas pela técnica de tomografia computadorizada por emissdo de préton (SPECT). Cintilografia da perfusdo sanguinea do cérebro de Ratos Wistars
com o farmaco 99™ HMPAO, considerando um rato controle e trés ratos submetidos & hemisferotomia. A: Seccdes cerebrais horizontais e coronais representativas do
animal controle (grupo CT) e dos animais submetidos a hemisferotomia (grupo CE). B - E: Sequéncia horizontal de cortes coronais do cérebro do animal controle e de trés
ratos submetidos & hemisferotomia. E perceptivel a falta de perfusio no lado esquerdo do cérebro dos animais submetidos a hemisferotomia.
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5.1.4. Investigagdo comportamental (Teste Rotarod)

De acordo com os resultados analisados através da repeated measure two-way ANOVA
, houve uma diferenca significativa no efeito do tratamento (Fss24 = 2, p <0,0001), do tempo
(F2,10 = 27, p <0,007) e da interacdo tratamento versus tempo (Fss24 = 21,26, p <0,0001). No
periodo pre-operatorio, nem os grupos controle e Sham, nem aquele submetido a cirurgia
experimental apresentaram diferencas significativas no comportamento motor. Nos
ratos submetidos a neurocirurgia (hemisferotomia experimental), houve um aumento no
namero de tentativas de manter o equilibrio na barra rotatéria do teste Rotarod em 10 dias
(teste post hoc de Bonferroni, p <0,001) e em 30 dias (teste post hoc de Bonferroni, p <0,001)
em comparagdo com os grupos CT e Sham (Gréfico q). No entanto, houve uma tendéncia para

recuperar o déficit funcional, ao longo do tempo.
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Gréfico 1 —Efeito da hemisferotomia experimental no desempenho motor de ratos Wistar no teste Rotarod,
durante 30 dias de acompanhamento psicobioldgico. Os resultados sdo apresentados como média + erro-padréo
da média (n = 10 por grupo); * p <0,05, ** p <0,01 em comparacdo com o grupo controle; #p <0,05, ## p <0,01
em comparagao ao grupo submetido a pseudocirurgia (Sham), de acordo com a analise de variancia de duas vias,
de medidas repetidas (repeated measure two-way ANOVA), seguida do teste post hoc de Bonferroni. PreOp
=Pré-operatorio / linha de base.
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6 DISCUSSAO

A presente abordagem neurocirdrgica experimental resultou em uma hemisferotomia
experimental bem-sucedida em todos os animais submetidos a neurocirurgia, com uma taxa
de sobrevivéncia de 70% e boa recuperacdo pos-cirdrgica. A hemisferotomia foi confirmada
através da investigacdo neuroanatdmica estrutural (neurotragcamentocom BDA 10000 MW e
3000 MW) e funcional (SPECT).

O neurotracador anterdgrado, microinjetado unilateralmente no cértex motor (M1)
direito, marcou ambas as vias cortico-neostriatal e inter-hemisférica no grupo controle, mas
houve uma clara rarefacdo das fibras marcadas com BDA cruzando a linha média pelo corpo
caloso em ratos Wistar submetidos ao procedimento neurocirurgico, mostrando a eficiéncia
dessa técnica para desconexdo hemisférica.

Esta evidéncia estrutural foi confirmada através do estudo de neuroimagem funcional
(SPECT) que demonstrou ter havido um claro comprometimento na perfusdo do hemisfério
cerebral ipsilateral, em ratos hemisferotomizados. As abordagens neuroanatdmicas estruturais
e funcionais combinadas com esta intervencao neurocirurgica destacaram a eficiéncia desse
novo procedimento, com um claro potencial para o estudo da epilepsia refratéria e
neuroplasticidade em animais de laboratorio.

As sindromes epilépticas refratarias ttm um progndéstico altamente desfavoravel,
considerando tanto a evolucdo da doenca como os efeitos posteriores aos tratamentos
preconizados. Desde a proposta inicial de hemisferectomia funcional, feita por Rasmussen,
em 1983, procedimentos cirdrgicos com a menor ressec¢do possivel de parénquima cerebral,
associados a desconexdes de tratos neurais da matéria branca, apresentaram-se como a melhor
opcao para tratamento de sindromes hemisféricas associadas a epilepsia de dificil controle
(Winston et al., 1992; Villemure e Mascott, 1995). Por outro lado, os processos envolvidos na
reorganizacdo das areas cerebrais altamente modificadas, apds a cirurgia, ainda requerem
mais esclarecimentos e estudos (Sugano e Arai, 2015).

Uma maneira de estudar as lesfes resultantes de doencas e seus tratamentos é utilizar
modelos animais de intervencBes cirdrgicas. Porém, até o momento, os modelos
experimentais que mimetizam as cirurgias utilizadas no tratamento da epilepsia refrataria séo
a hemisferectomia e a hemidescorticacdo. Essas técnicas sdo realizadas em animais de
laboratdrio neonatos, jovens e adultos (Hicks e D'amato, 1970; 1975; Marino et al., 2001,
Morosanu et al., 2018).



No presente estudo experimental, descrevemos uma técnica que realiza uma
abordagem vertical, similar a hemisferotomia vertical parassagital, descrita por Delalande
(Delalande et al., 1992; Delalande et al., 2007; Delalande e Dorfmuller, 2008).

A abordagem cirdrgica escolhida encontra-se compativel com a conformacdo do
encéfalo murino. Embora encéfalos humanos e murinos tenham algumas semelhangas,
existem varias diferencas entre eles. Um exemplo, é o fato de o cérebro primitivo ser mais
desenvolvido em ratos, e 0 neocortex ser mais desenvolvido em seres humanos, desta forma,
as circunvolugdes cerebrais estdo ausentes no cérebro dos ratos e sdo proeminentes no
encéfalo humano. Além disso, em termos de anatomia comparativa, o cérebro do rato
desenvolveu-se no eixo longitudinal (do plano cranial para caudal).

Dessa forma, com a abordagem vertical, é possivel realizar as desconexfes das
estruturas subcorticais, identificando-se algumas estruturas encefélicas da linha média até os
planos parassagitais, para entdo para determinarem-se as referéncias anatomicas relevantes,
tais como, o ventriculo lateral e o caudado-putamen que esta localizado posteriormente a
comissura anterior e o corpo caloso (Akakin et al., 2014).

Os resultados aqui obtidos, a partir desta abordagem, confirmam que as estruturas
encefélicas acessadas nesta abordagem cirdrgica experimental foram isoladas funcionalmente
do restante do cérebro e desconectadas do hemisfério contralateral, simulando as diferentes
técnicas (hemisferotomia) da clinica neurocirurgica que envolve: (i) desconexdo da capsula
interna e da corona radiata; (ii) resseccdo das estruturas temporais mediais; (iii) calosotomia
e (iv) desconexao das fibras horizontais frontais (De Ribaupierre e Delalande, 2008).

Na pratica clinica, as lesdes cerebrais sdo, por certo, as que provocam maiores e mais
extensos déficits funcionais no ser humano. Nesse sentido, um aspecto importante € que a
observacdo de pacientes com lesdes cerebrais foi durante muito tempo a janela para o
conhecimento do cérebro, ou seja, a forma de determinar déficits funcionais perceptuais,
motores ou cognitivos (Devlin, 2003; Hamad et al., 2013).

Entretanto, por mais graves que sejam as consequéncias dessas lesGes, podemos
constatar que, frequentemente, ocorrem melhoras nos déficits funcionais. Essa recuperacao
pode ser observada em estudos experimentais realizados com modelos animais (Marino et al.,
2001; Machado et al., 2003; Umeda e Funakoshi, 2014; Wanakhachornkrai et al., 2014; Otte
et al., 2015).

Na presente pesquisa, observamos que os animais submetidos a hemisferotomia
experimental apresentaram déficit motor nos 10 primeiros dias de observacdo feita apos a

intervencdo cirargica. No entanto, houve uma melhora no desempenho motor (coordenacéo



motora e equilibrio) destes animais, identificada no Teste Rotarod, apdés 30 dias da
intervengdo experimental, sugerindo ter havido neuroplasticidade cerebral.

Os déficits funcionais foram apresentados principalmente atraves de alteracGes na
coordenacdo motora, causando um aumento do numero de quedas da barra rotatoria,
possivelmente associadas a alteragdes no processamento da informagdo sensorial,
influenciando alguns fatores envolvidos na funcdo motora dos roedores, tais como:
planejamento motor, coordenacdo motora, equilibrio e condicGes fisicas gerais (Xerri et al.,
2004; Xerri e Zennou-Azogui, 2014).

Nosso estudo propde um modelo experimental que oferece a oportunidade para
estudar os mecanismos de neuroplasticidade no hemisfério contralateral a ressec¢do cirurgica,
mas também a reorganizacdo da regido cortical preservada (ipsilateral a cirurgia) e sua
correlagdo com a recuperacdo motora e desenvolvimento de novas projecdes nervosas
(Nishibe et al., 2010; Nudo, 2013; Hua et al., 2016).

Comparando nossos resultados com modelos de hemisferectomia e de
hemidescorticacdo, observamos semelhanca com relatos de outros estudos (Feeney et al.,
1981; Yoshikawa et al., 2011; Otte et al., 2015), a exemplo das informacdes apresentadas por
Machado et al. (2003), referentes ao periodo total de recuperacdo funcional (menos de 2
semanas) que se equipara aos achados de nossa pesquisa. Também observamos que a
recuperacdo motora dos animais submetidos & hemisferotomia experimental pode ter conexdo
com a restauracdo funcional a partir da reorganizacdo cortical e subcortical (Marino et al.,
2001; Machado et al., 2003; Brus-Ramer et al., 2009; Takahashi et al., 2009; Van Meer et al.,
2010; Axelson et al., 2013).

Outro aspecto importante em nossa pesquisa foi a utilizacdo de animais jovens.
Segundo Marino et al. (2001), a recuperacdo funcional estd relacionada com a idade do
animal no momento da cirurgia, ou seja, ratos mais jovens tém uma chance maior de
recuperacao.

Na atual abordagem de neurocirurgia experimental, observamos uma mortalidade
de 30%, com as mortes ocorrendo sempre nas primeiras 24 horas ap6s o procedimento. Como
71% dos Gbitos ocorreram com 0s primeiros animais operados, essas mortes podem estar
relacionadas ao processo de aprendizado e treinamento dos procedimentos cirirgicos por
parte do pesquisador.

Portanto, a fase inicial foi marcada por uma melhora acentuada no desempenho do
cirurgido exprimental, seguida por um periodo de estabilidade, no qual a técnica foi refinada e

dominada pelo pesquisador.



Além disso, ainda com relacdo as mortes dos animais, os estudos anteriores nao
fornecem detalhes sobre a taxa de mortalidade de seus procedimentos ou 0 momento dessas
mortes (Marino et al., 2001)29, ou mengéo da ocorréncia de morte apds a cirurgia (Machado
et al., 2003; Yoshikawa et al., 2011; Umeda e Funakoshi, 2014).

As vantagens de modelos experimentais de hemisferotomia, como aquele aqui
proposto, incluem a oportunidade de estudar a morfologia e as caracteristicas funcionais de
novas conexdes neurais decorrentes da neuroplasticidade adaptativa no cérebro desconectado,
através do surgimento de novas projecOes subcorticais e suas projeces para 0 corno anterior
da medula espinhal (Fouad et al., 2013; Sano et al., 2017).

Além disso, com relacdo a recuperacdo dos animais, devemos enfatizar, ainda, o papel
funcional potencial desempenhado pela atividade neuronial nos nicleos da base, projecdes
reticulo-espinais descendentes do tronco encefalico e cerebelo, plasticidade mielinica (De
Faria et al., 2017), estimulacdo elétrica (Yoon et al., 2012; Lopez-Alonso et al., 2015) e
mecanismos neurofisioldgicos (Song et al., 2017), previamente sugeridos por diversos
pesquisadores (Bury e Jones, 2002; Kolb e Gibb, 2007; Otte et al., 2015).

A notavel recuperacdo motora caracterizada pela melhora neuroldgica global
observada em criancas submetidas a ampla resseccdo hemisférica tornou-se fator decisivo
para indicacBes cirargicas no tratamento da epilepsia refrataria. O reconhecimento e a
divulgacdo dos resultados positivos relacionados a melhora dos déficits motores, sensoriais e
de fala, em um curto espaco de tempo, tém impressionado varios autores. Diante dessas
observacBes, 0 modelo experimental de neurocirurgia relacionado com a ressec¢cdo de
areas expressivas do cérebro e desconexdes de tratos corticais presentemente realizado,
possibilita o desenvolvimento de novas estratégias de reabilitacdo em animais submetidos a
hemisferotomia experimental, para fortalecer a recuperacdo pds-cirurgica, apos lesbes

hemisféricas.
Em concluséo, o novo modelo experimental proposto de hemisferotomia demonstrado

no presente trabalho é tecnicamente viavel e comparavel aos procedimentos atualmente
utilizados para tratar cirurgicamente pacientes com epilepsia refrataria. E, também, adequado

para estudos futuros focados nas areas experimentais de neurocirurgia e reabilitacéo.
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7 CONCLUSAO

O modelo de hemisferotomia experimental aqui realizado mostrou-sse
reprodutivel e foi eficiente em cada etapa neurocirdrgica de leucotomia e

ablacdo cortical, como comprovado histologicamente e por meio de SPECT.

A técnica de neurotracamento mostrou-se extremamente Gtil para demonstrar
projecdes neurais inter-hemisféricas desconectadas por meio da calosotomia,
com preservacdo de vias cortico-neoestriadas ipsilaterais aos depdsitos
tisssuares do neurotracador de alto peso molecular (10000 MW) com transporte

eminentemente anterogrado.

Os procedimentos neurocirurgicos realizados durante a hemisferotomia
experimental preservou as vias cortico-neoestriadas, neoestriado-nigrais, e vias
nigro-estriatais, como demonstrado pelo neurotracamento com BDA de baixo
peso molecular (3000 MW) com transporte bidirecional, o que demonstra haver
vias motoras com boa preservacdo, mesmo apds as amplas resseccoes
realizadas nos procedimentos neurocirdrgicos, e que podem vir a contribuir

para a recuperacdo do controle motor pos-cirargico.

O teste rotarod mostrou-se eficaz para determinar o fenémeno de
neuroplasticidade inerente aos procedimentos cirdrgicos realizados em animais

adultos-jovens.
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de modelo experimental de hemisferotomia em ratos”, sob a
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9.2 Publicacgéo de artigo cientifico - Doutorado
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A new model of experimental hemispherotomy in young
adult Rattus norvegicus: a neural tract tracing and
SPECT in vivo study

Ivair Matias Jr., ScM,"* Daoud Hibrahim Elias-Filho,? Camila Araljo Bernardino Garcia, ScM;
Guilherme Henrique Silva.’ Jorge Mejia, ScD,* Francisco Romero Cabral, ScD,?

Ana Claudia Camargo Miranda, ScM_* Sérgio Gomes da Silva, ScD,**

Luiza da Silva Lopes, MD, ScD, Norberto Cysne Coimbra, MD, ScM, ScD,** and

Hélio Rubens Machado, MD, ScM, ScD'+

*Laberatory of Peciatric Neurcsurgery and Developmental Neuropathology, Department of Surgery anc Anatomy, *Lateratory

of Neuroanatomy ane Neuropsychobiology, Department of Phammacology, and *Newrcele Mutiuser Centre and
Neurcoiclogy of Pain anc Emeicns Labaoratory, Department of Surgery and Anatomy, Ribeirdo Preto Medical School of the
University ofsao Paulo; *Hospial Israsiita Abert Einsiein; and *NOcleo de Pesquisas Tecnoldgicas (NPT), Universidade ge Mogi
oas Cruzes, 530 Paulo, Brazil

OBJECTIVE The objective of this study was to describe 2 new expenmental model of hemispherotomy performed on
laboratory animals.

METHODS Twenty-six male young adult Wister rats were distributed into two groups (surgery and control). The nonfiuc-
rescent anterograde neurotracer bictinylated dextran amine (BOA; 10,000 MW) was microinjected into the motor cortex
area (M) according to The Rat Brain in Stereotaic Coordinates atlas to identify pathways and fibers disconnected after
e experimental hemispherectomy. SPECT tomographic images of #*Tc hexametyloropyleneamine oxime were cb-
tained to venify parfusion in functioning areas of the disconnected and intact brain. A reproducible and volidated surgical
procedure is describad in detail, including exact measurements and anatomical refotionships. An additional 30 rodents (n
= 10 rats per group) were divided info nafve, sham, and hemispherotomy groups and underwent the rotared test.
RESULTS Cortico-cortical neural pathways were identifiad crossing the midline and contacting neuronal perikarya in
the contraliateral brain hemisphere in contrels, but not in animals undergoing hemispherofomy. There was an absence of
perfusion in the lsft side of the brain of the animals undergoing hemispherotomy. Motor performance was significantly af-
fiected by brain injuries, increasing e number of attempts to maintain balance on the moving cylinder in the rotared test
&t 10 and 30 days after the hemispheratomy, with a tandency to minimize the mator performance daficit over time.
CONCLUSIONS The present findings show that the sechnique reproduced neural disconnection with minimal resection
of brain parenchyma in young adult rats, thereby duplicating the hemispherotomy procedures in human patients.
hetps:theins.ongidoifabsi10.3171/2017.12.NS 171150

KEYWORDS hemispherotomy; bictinylated dextran amine neurctracer; cerebdral cortex; corpus callosum; smal-animal
SPECT, epitepsy

EMISPHERECTOMY has been used for decades in the
treatment of children with refractory epilepsy and
unilateral hemispheric lesions. While anatomi-

cal hemispherectomy is still performed, other techniques,
such as i my and functional hemispherectomy,
are now also used to disconnect a cerebral hemisphere 4%
Introduced in the 1990s, hemispherotomy has been de-

scribed as an effective surgical technique for hemispheric
disconnection ™™ This technique allows a complete dis-
connection between both brain hemispheres with pood
results regarding seizure control; it also causes minimal
intraoperative bleeding and the shortest possible surgical
time, with small skin incisions, craniotomies, and the Teast
possible resection of the cercbral parenchyma.* A system-

ABBREVIATIONS EDA = biofinyleted dexiran amine; CPu = caudetusiputamen; HMPAD = hexamethylpropyleneamine axime.
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Abstract

Purpose We investigated the possible neuroprotective effects
of the free radical scavenger edaravone in experimental
hydrocephalus.

Methods Seven-day-old Wistar rats were divided into three
groups: control group (C), untreated hydrocephalic (H), and
hydrocephalic treated with edaravone (EH). The H and EH
groups were subjected to hydrocephalus induction by 20%
kaolin intracisternal injection. The edaravone (20 mg/kg)
was administered daily for 14 days from the induction of
hydrocephalus. All animals were daily weighed and submitted
to behavioral test and assessment by magnetic resonance im-
aging. After 14 days. the animals were sacrificed and the brain
was removed for histological, immunohistochemical, and bio-
chemical studies.

Results The gain weight was similar between groups from the
ninth post-induction day. The open field test performance of
EH group was better (p < 0.05) as compared to untreated
hydrocephalic animals. Hydrocephalic animals (H and EH)
showed ventricular ratio values were higher (p < 0.05), where-
as magnetization transfer values were lower (p < 0.05), as
compared to control animals. Astrocyte activity (glial fibril-
lary acidic protein) and apoptotic cells (caspase-3) of EH
group were decreased on the corpus callosum (p > 0.01), ger-
minal matrix (p > 0.05). and cerebral cortex (p > 0.05), as
compared to H group.

B4 Luiza da Silva Lopes
luslopes @ fimrp.usp.br

Department of Surgery and Anatomy, Division of Anatomy, Ribeirao
Preto Medical School. University of Sao Paulo, 3900 Av. dos
Bandeirantes. Ribeirao Preto. SP 14049-900, Brazil

2

Department of Neurosciences and Behavioral Sciences, Ribeirao
Preto Medical School. University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil

Conclusions We have demonstrated that administration of
edaravone for 14 consecutive days after induction of hydro-
cephalus reduced astrocyte activity and that it has some ben-
eficial effects over apoptotic cell death.

Keywords Hydrocephalus - Young rats - Edaravone -
Neuroprotection

Introduction

The pathophysiology of hydrocephalus is quite complex, char-
acterized mainly by an imbalance between production and re-
absorption of cerebrospinal fluid (CSF). The dilated ventricles
induce parenchymal distortions therefore compressing the brain
hemispheres against the internal surface of the skull [1, 2].

The brain oxidative damage may represent a contributing
factor to the pathogenesis of hydrocephalus. Socci et al. [3]
showed a significant relationship between the progress of
ventriculomegaly and increased lipid peroxidation and the
generation of reactive oxygen species (ROS) in important
brain areas of H-Tx rats. Stretching and compressing forces
leverage injury to the brain tissue by reducing cerebral blood
flow [4-7]. Subsequently, this lack of oxygen leads to a
raised production of free radicals, mostly due to lipid per-
oxidation, whose toxic effect on the cerebral arteries per-
petuates this harmful cycle and ultimately contributes to the
so-called oxidative stress [8, 9].

Hydrocephalus treatment consists in implanting drainage
systems (shunts) or by the third ventriculostomy. Various
shunt systems have been used in an attempt to restore CSF
dynamics, draining the excessive fluid into the right cardiac
atrium or into the peritoneal cavity [10, 11]. Nevertheless,
factors such as poor clinical condition [12, 13], high infection
rates [ 14, 15], and possibility of spontaneous reabsorption of
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ABSTRACT

This article aims to present the results of a bibliographic narrative review on the
use of standardization standards in health informatics for data integration and
semantic interoperability among heterogeneous and distributed health
information systems, a review, bibliographic, descriptive, qualitative and
exploratory study of literature in the last five years (2011 to 2016). The study of
anteriority returned a total of twenty-seven articles. Of this total, only eight were
elected according to the inclusion and exclusion criteria for full reading. The
results found in the literature point to the potential of adopting standardization

Medical School - FMRP / USP, Ribeirdo Preto
(SP), Brazil.
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standards for data integration and interoperability in healthcare systems.

Keywords: Medical informatics, semantics, knowledge bases, information
technology, data collect.

INTRODUCTION

In the field of health generally, structured data repository
information resulting from experimental research, clinical
investigations and semantic interoperability is the basis
for the construction of clinical knowledge (CDC, 2001).

System interoperability stands out mainly when it
provides information exchange between Electronic Health
Records (EHR), allowing a longitudinal follow-up of the
patient (CDC, 2001). Thus, it is possible that the health
services, in their various specialties, exchange information
about the same patient, enabling an improvement in
patient care.

One of the most important characteristics of
interoperability is the ability to share information between
systems. Technically, this requires aggregation between
systems information and systems that share this
information.Interoperability levels can be identified in
systems that use Web Service (Berler et al, 2004)
communication standards and XML schemas, among
others. So, why is adopting standardization and integration
of standards in health informatics (IS) important? The
reasons for adopting standardization and integration of
standards in health informatics are:

1) Because it uses standards that accept structures for new
versions of structures and for sharing patient health
information among professionals in this area;

2) To share patient health information among clinicians in
a multidisciplinary and distributed environment;

3) To interoperate data between organizations within a
company, from municipal, state or national health systems,
or in the future, across national boundaries.

In this context, this article aims to verify the results of
work on the use of IS standardization standards for data
integration and semantic interoperability between
heterogeneous and distributed SIS.

MATERIALS AND METHODS

It is a review, bibliographical, descriptive, qualitative and
exploratory study of the literature in the last five years.
The observed period comprises the period from 2011 to
2016, in English, Portuguese and Spanish.

The scientific bases of the health and the exact areas as
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Effective parameters for gait analysis in experimental models evaluation of peripheral nerve injury in rats

Objective: The aim of this study was through the use of machine learning methods, to
identify the best parameters in the gait analysis for evaluation of peripheral nerve injury.
Methods: Twenty-one male Wistar rats were used in the present study. Two groups were
performed to the same model but with lite bit difference while procedure to development of
peripheral mononeuropathy: CCI 4 ligatures of sciatic nerve (CCI - 4L; n=7) proposed by
Bennett and Xie in 1988, a modified CCI 1 ligature (CCI - 1L; n=7) and Sham group
(n=7). Results: In the analysis of gait parameters in each group, there was a statistical
difference only for the pre-swing parameter (F = 16.78, R? = 0.66, p <0.0001), significant
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Cl = 21.65-59.11) and CCI-1L (t = 3.53, 95% CI = 6.47-45.46). There was no difference
between the pre-swing between the two types of injury (t = 1.96, 95% Cl = -33.9-
5.08).Conclusion: Pre-swing angle of the ankle was the better gait parameter to
differentiate non-lesion from nerve injury and different injury levels.
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