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Linha temporal dos procedimentos experimentais.

Grupos experimentais. Dos 17 animais com canulas na amigdala do grupo 30 dias,
dois foram a obito, ap6s a anestesia cirurgica e durante o SE. (*) A analise
comportamental cronica foi realizada em 7 animais do grupo SE. As abreviagdes
indicam: SE (Status Epilépticus) e Ctrl (Controle).

Rato fixado no estereotaxico durante cirurgia para implante de canula intracerebral,
na amigdala.

Sistema utilizado para indugdo de Status Epilépticus (SE).

A e B) Sistema de monitoramento por video das CRE; C) Ratos Wistar utilizados
no experimento.

Cérebros apos perfusio e processamento em PFA 4%.

Imagens representativas da orientagdo de corte — coronal - das sec¢des cerebrais
cortadas em micrétomo para confecg¢@o das ldminas para analise neuropatoldgica
Imagem de secgdo panoramica do hipocampo de um rato corada por FJC,
destacando a regido do Corno de Amon 4 (CA4), mostrando neur6nios em

processo de degeneragdo em fluorescéncia

Imagem de sec¢do panordmica do hipocampo de um rato corada por HE,
destacando a regido do Corno de Amon 4 (CA4), mostrando neur6nios em normais

remanescentes.

Imagem coronal do cérebro do rato, representativa das regides cerebrais do nivel
anterior do tdlamo e hipotdlamo, amigdala e cortices perirrinal ¢ piriforme,
analisadas quantitativamente.

Imagem coronal do cérebro do rato, representativa das regides cerebrais do nivel
posterior do talamo ¢ hipotalamo, amigdala e cortices perirrinal e piriforme, e nivel
anterior do hipocampo, analisadas quantitativamente.

Imagem coronal do cérebro do rato, representativa das regides cerebrais do nivel
posterior do hipocampo, dividido em por¢des dorsal e ventral, analisadas
quantitativamente.

Curva de peso dos grupos controle e SE durante o experimento.

A) Regressao linear entre a duracdo do SE generalizado total (antes e apds o DZP)
e o numero total de CRE registradas entre os dias 8 e 30 apds o SE (n=7). B)
Grafico da evolug@o do nimero de CRE parciais e generalizadas ao longo dos 22
dias (n = 7). C) Numero total de CRE (parciais e generalizadas), no periodo do dia
(7h 4s 18h) e da noite (19h as 6h) detectadas entre os dias 8 e 30 apds o SE.

Regressao linear mostrando correlagdo positiva entre a duragdo do SE total (em
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Figura 16
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Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

minutos) e numero de neurdnios em degeneragdo de CAl do hipocampo nos
animais do grupo 24 horas.

Secgdes coradas por FJC representativas das regides de CA1 e hilo, do hipocampo,
mostrando as diferencas entre a degenerag@o neuronal entre os niveis anterior e
posterior/ dorsal e ventral.

Contagem de neurdnios normais remanescentes do hipocampo dos grupos Controle
(A eB)e SE (C e D)— 24 horas ap0s a inje¢do de pilocarpina ou solugdo salina.
Secg¢des coradas por HE do hipocampo de animais do grupo 24 horas,
comparando-se Ctrl (a esquerda) e SE (a direita).

Regressao linear mostrando correlagdo negativa entre a duragcdo do SE (total e
parcial total, antes e apos o0 DZP) e o nimero de neurdnios normais nas regides em
CALl dorsal posterior direito (Pearson, R = - 0,472 ¢ p = 0,04), CAl ventral
posterior direito (Pearson, R = - 0,447 ¢ p = 0,04), CA3 ventral posterior direito
(Pearson, R =- 0,629 e p = 0,01) e CA3 ventral posterior esquerdo (Pearson, R = -
0,559 e p=0,02).

Secgdes coradas por FJC representativas de degeneragdo neuronal do hipocampo
de um rato do grupo 30 dias que apresentou alta frequéncia de CRE, mostrando as
regides de CAl do hipocampo anterior e posterior (dorsal e ventral) e a
degeneragdo das células granulares do giro denteado do hipocampo anterior e
posterior.

Contagem de neurdnios normais remanescentes hipocampo dos grupos Controle (A
e B) e SE (C e D) — 30 dias apds a injecdo de pilocarpina ou solugdo salina,
mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D).

Secgdes coradas por HE representativas do hipocampo do grupo 30 dias,
mostrando a perda neuronal comparando-se do grupo SE com relagdo ao Ctrl
(Teste t student, p < 0,05).

Regressdo linear mostrando correlagdo positiva entre o numero de CRE parciais e
totais ¢ a degenerag¢@o neuronal de CAl anterior direito (Pearson, R = 0,599 ¢ p =
0,04), CAl anterior esquerdo (Pearson, R = 0,573 e p = 0,04), CAl ventral
posterior direito (Pearson, R = 0,66 e p = 0,02) e CAl ventral posterior esquerdo
(Pearson, R = 0,577 ¢ p = 0,047) ¢ o numero de CRE totais (parciais +
generalizadas)

Regressdo linear mostrando correlagdo negativa entre o niimero de neurdnios
normais e a duracdo do SE generalizado do hilo anterior direito (Pearson, R = -
0,512 e p < 0,001) e do SE parcial total (crises parciais antes e apés o DZP) com
CA1 ventral posterior esquerdo (Pearson, R = - 0,498 e p = 0,0381) nos animais do
grupo 30 dias

Regressdo linecar mostrando correlacdo negativa entre o numero de neuronios

normais do hipocampo e o nimero de CRE totais em CAl anterior esquerdo
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(Pearson, R = - 0,906 e p = 0,009), CA1 dorsal posterior esquerdo (Pearson, R = -
0,659 ¢ p = 0,04), CA1 ventral posterior direito (Pearson, R = - 0,488 ¢ p = 0,009)
e Hilo ventral posterior esquerdo (Pearson, R = - 0,653 ¢ p = 0,03).

Secgdes coradas por FJC representativas de degeneragdo neuronal dos ntcleos da
amigdala e nucleo dorsal endopiriforme.

Contagem de neurdnios normais remanescentes dos nucleos da amigdala dos
grupos Controle (A e B) e SE (C e D) — 24 horas apds a inje¢do de pilocarpina ou
solug¢do salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D).

Secgdes coradas por HE dos nucleos da amigdala de animais do grupo 24 horas,
comparando-se SE e Ctrl.

Secgdes coradas por FIC representativas de degeneragdo neuronal dos niicleos da
amigdala e nicleo endopiriforme dorsal de um rato que apresentou alta frequéncia

de CRE, do grupo 30 dias.

Contagem de neurdnios normais remanescentes dos nucleos da amigdala dos
grupos Controle (A e B) e SE (C e D) — 30 dias apds a inje¢do de pilocarpina ou
solu¢do salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D).

Secgdes coradas por HE representativas dos nucleos da amigdala e nucleo
endopiriforme dorsal de animais do grupo 30 dias, comparando-se Ctrl e SE.
Regressdo linear mostrando correlagdo negativa entre o numero de neurdnios
normais de LaVM posterior esquerdo e o nimero de CRE parciais e generalizadas
(Pearson, R =-0,479 e p = 0,04 e R = - 0,599 e p = 0,04, respectivamente) e o
nimero de neurdnios normais de BLP posterior direita e DEn anterior esquerdo
com o numero de CRE totais (Pearson, R=-0,753 e p=0,02e R=-0,579ep =
0,04, respectivamente).

Secgdes coradas por FJC representativas de degeneragdo neuronal dos cortices
perrrinal e piriforme do grupo 24 horas.

Contagem de neurdnios normais remanescentes dos cortices perirrinal e piriforme
dos grupos Controle (A ¢ B) ¢ SE (C ¢ D) — 24 horas ap0s a injecdo de pilocarpina
ou solu¢do salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D).
Secgdes coradas por HE representativas dos cortices perirrinal e piriforme de
animais do grupo 24 horas, comparando-se Ctrl e SE. A densidade neuronal do
cortex perirrinal dorsal foi similar entre o grupo Ctrl e SE.

Secgdes coradas por FJC representativas de degeneragdo neuronal dos cortices
perrrinal e piriforme do grupo 30 dias.

Contagem de neurdnios normais remanescentes dos cortices perirrinal e piriforme
dos grupos Controle (A e B) e SE (C e D) — 30 dias apds a injecdo de pilocarpina
ou solu¢do salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D).

Secgdes coradas por HE representativas dos cortices perirrinal e piriforme de
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Figura 39
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Figura 42

Figura 43

Figura 44

Figura 45

Figura 46

Figura 47

animais do grupo 30, comparando-se Ctrl e SE.

Secgdes coradas por FJC representativas de degenera¢do neuronal do tilamo do
grupo 24 horas.

Regressdo linear mostrando correlagdo positiva entre a duragdo do SE total (todas
as crises antes e apos DZP) e SE parcial (todas as crises parciais antes do DZP)
com o numero de neurdnios em degeneragdo em VM anterior direito (Pearson, R =
0,576 e p = 0,02), VM anterior esquerdo (Pearson, R = 0,461 ¢ p = 0,04) e VPPC
posterior esquerdo (Pearson, R = 0,494 e p = 0,03).

Contagem de neurdnios normais remanescentes dos nulcleos do talamo e
hipotalamo dos grupos Controle (A e B) e SE (C e D) — 24 horas apoés a injegdo de
pilocarpina ou solugdo salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B
e D).

Secgdes coradas por HE representativas dos nucleos do tadlamo de animais do
grupo 24 horas, comparando-se Ctrl e SE.

Secgdes coradas por FJC representativas de degeneragdo neuronal do tdlamo de um
rato com alta frequéncia de CRE com forte marcacdo FJC. As setas indicam
neurdnios em degeneracao.

Regressao linear mostrando correlagdo positiva entre a duragdo do SE generalizado
total (antes e apds o DZP) e nimero de neurénios em degeneragdo de VM anterior
direito (Pearson, R = 0,611 e p = 0,01) nos animais do grupo 30 dias e correlacio
positiva entre o nimero de CRE totais e a degeneragdo neuronal dos ntcleos
laterais do tdlamo em LPLR posterior esquerdo (Pearson, R = 0,913 e p = 0,00006);
LPMR posterior esquerdo (Pearson, R = 0,910 ¢ p = 0,0008); LDVL anterior
esquerdo (Pearson, R = 0,759 ¢ p=0,01).

Contagem de neurdnios normais remanescentes dos nutcleos do tidlamo e
hipotalamo dos grupos Controle (A ¢ B) ¢ SE (C e D) — 30 dias apds a injegdo de
pilocarpina ou solugdo salina, mostrando niveis anteriores (A e C) ¢ posteriores (B
e D).

Secgdes coradas por HE representativas dos nucleos do tdlamo de animais do
grupo 30 dias, comparando-se Ctrl e SE.

Regressdo linear mostrando correlagdo negativa entre a duragdo do SE
generalizado ¢ o numero de neurdnios normais em PVP anterior esquerdo
(Pearson, R = - 0,488 ¢ p = 0,03) ¢ VM anterior direito (Pearson, R = - 0,659 e p =
0,008) nos animais do grupo 30 dias e correlagdo negativa entre o nimero de CRE
parciais e o numero de neurdnios normais em PVP anterior direito (Pearson, R = -
0,587 e p = 0,04) e niimero de CRE totais ¢ o nimero de neurdnios normais em

PVP anterior esquerdo (Pearson, R =- 0,575 e p =0,04)...
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LISTA DE SIGLAS, ABREVIACOES E SIMBOLOS

BLA - Nucleo amigdaloide basolateral anterior
BLP - Nucleo amigdaloéide basolateral posterior
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RESUMO

Introducéo: Epilepsia do lobo temporal (ELT), a epilepsia focal mais frequente entre
adultos, caracteriza-se por apresentar perda neuronal em estruturas limbicas como
hipocampo e amigdala. Estudos eletrofisiologicos t€ém demonstrado que a aplicagdo de
pilocarpina na amigdala de ratos induz Status Epilepticus (SE). Contudo, ainda ndo ha
dados disponiveis sobre as caracteristicas comportamentais do SE induzido por
aplicacdo intra-amigdalar de pilocarpina, nem sobre o efeito desse SE no
comportamento e na morfologia de estruturas limbicas. Estudos utilizando modelos de
aplicacdo de acido cainico ou de estimulagdo elétrica na amigdala sugerem que esta
estrutura, além de ser suscetivel a gerar crises epilépticas, pode estar envolvida no
desenvolvimento da doencga cronica. Objetivo: Caracterizar alteracdes comportamentais
e neuropatoldgicas, agudas e cronicas, que ocorrem apos a indugdo de SE por aplicacdo
de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar adultos. Material e Métodos: Foram
utilizados ratos Wistar adultos e machos (N total = 32). Foi implantada uma cénula na
amigdala direita de todos os animais e, apds uma semana, foi aplicada pilocarpina para
inducdo do SE (0,9 mg/uL, Grupo SE, N= 18) ou solucio salina 0,9% (1 ul, Grupo Ctrl,
N = 14) na amigdala. O SE foi tratado 4 horas apds seu inicio com diazepam (10mg/kg,
1.p). A seguir, os animais foram distribuidos ao acaso em dois grupos caracterizados de
acordo com o tempo de estudo, apos o inicio do SE e a eutandsia: 24h e 30 dias. O
comportamento de todos os animais foi registrado por video a partir das inje¢cdes na
amigdala até 24 horas (grupo 24h), 30 dias (grupo 30 dias) apds o SE e, apos cada
periodo, os cérebros foram perfundidos, processados em parafina e cortados em sec¢des

coradas por hematoxilina-ecosina (HE) e fluoro-jade C (FJC) para contagem de
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neurdnios normais ¢ em degeneracdo, respectivamente. Resultados: 1) A injecdo de
pilocarpina no complexo amigdalo-piriforme de ratos Wistar induziu SE em 100% dos
animais de ambos os grupos, sendo que, ao total, 83,3% apresentaram SE com crises
predominantemente generalizadas (Racine> 3); 2) 100% dos animais do grupo cronico
apresentaram Crises recorrentes espontaneas (CRE), predominantemente parciais, que
sofreram picos de aumento em até 30 dias; 3) O numero de CRE generalizadas foi
dependente da gravidade e duragdo do SE, ocorrendo com muita frequéncia em quatro
dos sete animais avaliados; 4) O nimero de CRE parciais e generalizadas definiu o grau
de lesdo neuronal de maneira geral. 5) Foi encontrada lesdo neuronal — incluindo
degeneracdo e perda neuronal — no hipocampo (regides do Corno de Amon 1, 3 ¢ 4 -
CAl, CA3, CA4), hilo e células granulares do giro denteado — este ultimo apenas no
grupo 30 dias), nuacleos da amigdala (laterais mediais e mediais corticais,
predominantemente — LaVM, MePV e PMCo), nucleo endopiriforme dorsal (DEn),
nicleos do tidlamo (predominantemente nucleos mediais, paraventriculares e
parvicellulares — PVP, MDM, VM e VPPC) e hipotdlamo (apenas posterior, niicleo
ventral pré-mamilar — PMV) e cortices perirrinal (por¢des dorsais e ventrais) e piriforme
(por¢des laterais e mediais). Conclusdo - A inje¢do de pilocarpina no complexo
amigdalar em ratos Wistar induz SE, epilepsia e lesdo neuropatoldgica de estruturas

limbicas, similares a ELT humana.

Palavras-chave: Status Epilepticus; Pilocarpina; Epilepsia do Lobo Temporal;

Amigdala; Neurodegeneragao.
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ABSTRACT

Introduction: Temporal Lobe Epilepsy (TLE), the most frequent focal epilepsy among
adults, is characterized by neuronal loss in limbic structures such as the hippocampus
and amygdala. Electrophysiological studies have shown that the application of
pilocarpine in amygdala of rats induces Status Epilepticus (SE). However, there is no
data yet available on the behavioral characteristics of SE induced by intra-amygdalar
application of pilocarpine as well as on the effect of this SE on the behavior and
morphology of limbic structures. Studies using models of application of kainic acid or
electrical stimulation in the amygdala suggest that this structure, besides being
susceptible to epileptic seizures, may be involved in the development of chronic
disease. Objective: To characterize the acute and chronic behavioral and
neuropathological alterations occurring after SE induction by the application of
pilocarpine in the amygdala of adult Wistar rats. Material and Methods: Adult and
male Wistar rats (total N = 32) were used. A cannula was implanted in the right
amygdala of the animals and after one week pilocarpine was applied for SE induction
(0,9 mg/ul, SE group, N= 18) or saline solution (1 ul, Ctrl group, N = 14) in the
amygdala. Rats were treated 4 hours after SE-onset with diazepam (10mg / kg, i.p).
Afterwards, the animals were randomly assigned to two groups characterized according
to the time of study after SE onset and euthanasia: 24h and 30 days. The behavior of all
animals was recorded by video since the intra-amygdala injections up to 24 hours
(group 24h) and 30 days (group 30 days). At the end, brains were paraffin-processed,
sectioned and stained with Hematoxylin-Eosin (HE) and Fluoro-Jade C (FJC) for
counting of normal and degenerating neurons, respectively. Results: 1) Injection of

pilocarpine into the amygdalo-piriform region of Wistar rats induced SE in 100%;
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83.3% of the animals had SE with predominantly generalized seizures (Racine>3); 2)
100% of the animals in the chronic group displayed predominantly partial Spontaneous
Recurrent Seizures (SRS); 3) The number of generalized SRSs was dependent on the
severity and duration of SRS, occurring very frequently in four of the seven animals
evaluated; 4) The number of partial and generalized SRSs defined the degree of
neuronal lesion in general. 5) Neuronal lesion - including degeneration and neuronal
loss - was found in the amygdala nuclei (cortical and medial lateral, predominantly -
LaVM, MePV and PMCo), dorsal endopriform nuclei (Den), thalamus nuclei
(predominantly medial, paraventricular and parvicellular nuclei - PVP, MDM, VM and
VPPC) and hypothalamus (posterior only, pre-mammillary ventral nucleus - PMV) and
peririnal (lateral and medial portions) and piriform cortices (lateral and medial
portions). Conclusion - Injection of pilocarpine into the amygdala of Wistar rats
induces SE, epilepsy and neuropathological injury of limbic structures, similar to human

ELT.

Keywords: Status Epilepticus; Pilocarpine; Temporal Lobe Epilepsy; Amygdala;

Neurodegeneration.






1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia do Lobo Temporal — Aspectos gerais

A epilepsia consiste em um distirbio de ordem neuronal caracterizado pela
predisposicdo do cérebro em gerar crises epilépticas espontaneas e recorrentes, podendo
ser convulsivas ou ndo." Isto ocorre devido a alteragdo na atividade elétrica cerebral

que ¢ gerada por uma hipersincronizagio e hiperexitabilidade neuronal.®)

Atualmente, a epilepsia pode ser considerada um problema de satde publica, em
funcdo das consequéncias sdcio-econdmicas, psicoldgicas e organicas geradas, que sao
prejudiciais a qualidade de vida do paciente.®* Mundialmente, estima-se que 1% a 2%
da populagio tenha epilepsia, afetando, atualmente, cerca de 50 milhdes de pessoas.-®
Destes pacientes, até 90% vivem em paises em desenvolvimento.”® Nos Estados
Unidos, a epilepsia é correspondente ao terceiro disturbio neurolégico mais comum
(Comorbidity in adults with epilepsy--United States, 2010, 2013).”) Dentre a populagio
brasileira, cerca de 1 milhdo de pessoas apresenta epilepsia, sendo que, entre elas, 380

mil ndo sdo tratados adequadamente.!?)

Dados estatisticos demonstram que, no Brasil, no periodo de agosto de 2015 a
agosto de 2016 foram registradas 55.638 internagdes por epilepsia, com o valor total
gasto de 43 milhdes de reais. Adicionalmente, foram registrados 1.365 6bitos, com uma

taxa de mortalidade de 2,37% neste periodo.!!)

A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ a forma mais comum de epilepsia em
adultos, de conhecida resisténcia ao tratamento farmacoldgico e caracterizada por perda

neuronal hipocampal e comprometimento cognitivo progressivos.!'” A maioria dos
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casos de ELT, aproximadamente 60%, correspondem a epilepsia do lobo temporal
mesial (ELTM), de elevada prevaléncia e propor¢do de pacientes com crises epilépticas

refratarias ao tratamento medicamentoso — cerca 30% dos casos.(!314

Pacientes que sofrem de epilepsia sdo mais propensos a apresentar transtornos
cognitivos, comportamentais ou psicossociais.'> E conhecida, desde a antiguidade, a
associagdo entre epilepsia e transtornos psiquidtricos,'® sendo comum relaciona-la a
fendmenos sobrenaturais, como bruxas, deuses, e até mesmo demonios. A isto se deve o
grande estigma que os pacientes portadores desta doenca sofrem. Dentre as
comorbidades psiquidtricas prevalentes associadas a ELT, estdo a depressdo e

ansiedade.('”

Os mecanismos que envolvem a génese e progressdo da ELTM parecem ser de
origem multifatorial, relacionados aspectos genéticos, disturbios metabolicos,
vasculares, doencas infecciosas, fatores toxicos ou traumas, embora ndo sejam ainda

bem elucidados.!31®)

1.2 Manifestacdes Clinicas da ELT — Crises Epilépticas

Crises epilépticas sdo manifestacdes apresentadas por pacientes portadores de
epilepsia, que consistem em descargas hipersincronicas anormais de uma conjunto de
neurdnios cerebrais, podendo ser convulsivas ou ndo-convulsivas. O diagnostico da
epilepsia ¢ definido eletroclinicamente, ou seja, a partir da caracterizacdo do tipo de
crise epilética por avaliagdo clinica e dos padrdes anormais de eletroencefalograma

(EEG), indicando a presenca de ondas de padrio epileptiforme.!”)

A Comissao para a Classificagdo e Terminologia da Liga Internacional contra a



Epilepsia (The International League Against Epilepsy - ILAE), propos duas
classificagdes conceituais sobre epilepsia e crises epilépticas. Embora haja uma mais
atual e realizada em decorréncia de estudos mais modernos em epilepsia, a classificacio
e terminologia originais (ILAE, 1981) s@o mais aceitas e utilizadas na pratica clinica e

baseiam-se nas manifestagdes clinicas e eletroencefalograficas das crises.?”

Segundo a classificacdo de ILAE (1981), com relagdo as manifestagdes clinicas,
as crises epilépticas podem ser classificadas em: a) Parciais — quando a origem da
descarga ictal se da em dareas corticais localizadas (focos epilépticos), em apenas um
grupo de neurdnios do cérebro; b) Generalizadas — quando se originam em ambos 0s

hemisférios, se propagando no cérebro como um todo.?!-*?

As crises parciais podem ser classificadas em: simples, quando a consciéncia ¢
preservada; complexas, quando ha perda da consciéncia; e secundariamente
generalizadas, quando as crises iniciam-se de maneira focal e posteriormente difundem-
se para outras partes do encéfalo. As crises generalizadas, por sua vez, dividem-se em:
tonico-clonicas, tonicas, miclonicas, atdnicas e de auséncia, envolvendo geralmente
episddios de queda com enrijecimento com clonia muscular, exceto as crises de
auséncia, em que ocorre a interrup¢do de qualquer acdo do individuo por poucos

segundos com perda da consciéncia, mais comum na infancia.!>->3

Geralmente, os pacientes apresentam sintomas ictais, que ocorrem pouco antes
do inicio de uma crise, em sua maioria bem variaveis. Estas sensa¢des sdo
caracterizadas pela presenga de aura, que consiste geralmente em sensagdes
epigastricas, “déja vu” (forma de ilusdo da memoria que leva o individuo a crer ja ter
visto ou vivido alguma coisa ou situacdo de fato desconhecida ou nova para si), “jamais

vu” (oposto de déja vu, quando hd sensacdo de que algo familiar ¢ totalmente



desconhecido), alteracdes afetivas e fenomenos experimentais e psiquicos, podendo ser
seguidos de olhar fixo ndio responsivo e movimentos motores estereotipados.4?* Estas
auras, em geral, possuem duragdo de poucos minutos e estdo presentes em 20 a 90% dos
pacientes com epilepsia do lobo temporal.>> As manifestagdes clinicas apresentadas
pelos pacientes s@o muito variaveis, visto que a hiperexcitabilidade neuronal envolve

diferentes regides cerebrais.

O status epilepticus (SE, ou Estado de Mal Epiléptico) ¢ uma condi¢do de
emergéncia clinica caracterizada pela ocorréncia de uma ou mais crises convulsivas
durante um periodo maior que cinco minutos. Geralmente, o episddio de SE ¢
inicialmente tratado com benzodiazepinicos, como o diazepam.?® Se ndo tratado a
tempo, estd associado ao surgimento de lesdes neuronais e cognitivas graves,

permanentes e muitas vezes irreversiveis.(?

A ocorréncia de episddios de SE pode desencadear futuramente a epilepsia
cronica em humanos e, por isso, designa-se como uma Lesdo Precipitante Inicial (LPI)
para o desenvolvimento da doenga. As crises epilépticas surgem, em geral, na infancia
tardia ou na adolescéncia. Geralmente histdria prévia de convulsdo febril na infancia,
hipdxia, trauma cranio-encefélico, infeccdes do SNC e episddios de SE podem ser
considerados como LPI para o desenvolvimento da epilepsia.?”*?% O periodo de
laténcia entre a ocorréncia da LPI e o desencadeamento da epilepsia cronica € varidvel e
muitas vezes pode levar de meses a anos. Neste periodo, geralmente ocorrem eventos de
plasticidade neuronal (alteragdes que envolvem circuitos sindpticos, neuronais e
neurotransmissores), de origem e mecanismos pouco conhecidos, denominados

epileptogénese.



1.3 Neuropatologia da ELT

Com relagdo a neuropatologia, a ELT geralmente ¢ associada a esclerose
hipocampal, achado encontrado em 50-70% dos pacientes, que caracteriza-se pela morte
neuronal varidvel de estruturas do hipocampo, especialmente das células piramidais do
setor de Sommer (CAl, CA3, e o hilo). Estes achados contribuem para a atrofia
hipocampal, muitas vezes associados a padrdes anormais de EEG. As células granulares
do giro denteado e células piramidais de CA2 geralmente sdo menos afetadas.
Adicionalmente, observa-se reorganizagdo sindptica e axonal, caracterizada com
brotamentos de terminagdes axonicas das células granulares (as fibras musgosas) na
regido da camada molecular interna do giro denteado.!*? Estas altera¢des sdo eventos
de plasticidade neuronal, e estdo relacionadas a geracdo e perpetuacdo das crises
epilépticas. Esta hipotese surgiu a partir da ideia de que novas aferéncias axonicas de
fibras musgosas reinervariam sitios sindpticos vazios em decorréncia da morte celular, o
que geraria um circuito monosindptico de carater excitatorio entre as células

granulares.!%

No entanto, a ELT ndo esté restrita ao hipocampo, podendo englobar uma rede
de estruturas limbicas.®® A amigdala, o talamo, os cortices perirrinal e piriforme fazem
parte da rede neuronal que engloba o sistema limbico, comumente associado as
emogdes. Estudos em modelos de ELT em ratos tém demonstrado que estas regides

podem ser fortemente afetadas, além do hipocampo.

Os mecanismos exatos do processo de morte neuronal a partir de uma crise
epiléptica ainda ndo foram completamente esclarecidos, mas acredita-se que a liberagdo
de substancias excitotoxicas - como o glutamato - em grande quantidade na fenda

sindptica estaria relacionada ao aumento da hiperexcitabilidade neuronal com



consequente morte celular.¥

1.4 Modelos Experimentais de ELT

Estudos sobre a epilepsia visam poder reproduzir em animais as principais
caracteristicas encontradas nos pacientes com ELT, com o objetivo de proporcionar
conhecimento sobre fisiopatologia da doenga. Estudar o desenvolvimento e curso de
uma doenga em um modelo ¢ uma forma de entender como ela se manifesta nos seres
humanos, e isto contribui para o desenvolvimento de métodos e estudos que visam a
melhora da qualidade de vida dos pacientes — incluindo o desenvolvimento de novos
farmacos. No caso da ELT, este conceito se fortalece ainda mais no sentido de definir os
mecanismos responsaveis por sua génese e progressdo, que ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Além disso, o modelo pode demonstrar com uma visdo mais ampla
fendomenos de plasticidade neuronal decorrentes da lesdo em questdo. As principais
caracteristicas investigadas nos modelos experimentais de ELT sdo os focos epilépticos
no sistema limbico, a esclerose hipocampal, o periodo latente para o desencadeamento

de crises espontaneas, a LPI, dentre outros.®>

Virias espécies e géneros de animais, incluindo roedores (rato, camundongo,
cobaia, gerbilo), insetos (género drosofila), primatas (gé€nero Papio, macaca, saguis),
aves (género Gallus), dentre outros, ja foram empregados em estudos para modelar
epilepsia.®® No entanto, os camundongos e ratos sdo mais utilizados pelo baixo custo,
facil manuseio e facilidade para se criar em laboratdrio, além do conhecimento
neuroanatdmico e comportamental ja adquirido nessas espécies. Os modelos
experimentais de epilepsia podem ser realizados tanto in vivo, quando o animal ¢

submetido a um protocolo de inducdo de crises por agente quimico, fisico (criogenia) ou



elétrico, e mantido vivo para acompanhamento do curso e desenvolvimento da doenca
cronica, ou in vitro, quando se empregam fatias de tecido, cultura de células ou células

dispersas para estudar substancias ou procedimentos convulsivantes.®?

No caso dos modelos experimentais in vivo, mais comumente utilizados, o SE ¢
induzido e correspondente a LPI a fim de reproduzir algumas das caracteristicas
histopatologicas e comportamentais observadas na ELT humana, incluindo a ocorréncia
de crises recorrentes e espontaneas (CRE). Os modelos de SE podem ser induzidos por
injecdo sist€émica ou intracerebral de substincias geradoras de crises como, por
exemplo, a pilocarpina e o acido cainico ou por estimulacdo elétrica prolongada de
estruturas limbicas. Os modelos de abrasamento (denominados kindling) sao
desencadeados por estimulos elétricos curtos - de poucos segundos - e repetidos,
portanto ndo induzem SE. Contudo, ao contrario dos demais, sdo importantes para se

conhecer o efeito de crises epilépticas de curta duraciio na fisiopatologia da ELT.(!?

O modelo da pilocarpina, descrito por Turski et al, em 1983, ¢ capaz de
reproduzir em roedores as caracteristicas tipicas da ETLM de humanos. A pilocarpina é
um agonista muscarinico retirado da planta Pilocarpus jaborandi e causa crises
epilépticas quando administrada por via sistémica (intraperitoneal ou subcutianea) ou
intracerebral. J4 foi demonstrado em estudos experimentais que a pilocarpina induz o
SE nos animais, o que representa a LPI observada frequentemente nos pacientes com
ELTM. Além disso, os animais apresentam lesdo neuronal hipocampal similar a
observada nestes pacientes.®%*?) Apés um periodo de laténcia, que varia entre 14 e 15
dias, os animais passam a desenvolver crises espontineas recorrentes (fase da

epilepsia).“4?

A lesdo neuronal resultante apos indug¢do de SE por pilocarpina nao ¢ devida ao



efeito toxico da pilocarpina, mas do efeito excitotoxico que envolve receptores de
glutamato e influxo de ions célcio ativados durante o estimulo. As crises que ocorrem
durante o SE na fase aguda s3o diferentes das CRE na fase cronica da doenga, pois ha
uma mudanga e reorganizag¢do dos circuitos neuronais a partir do estimulo inicial — o

SE.C®)

Até o momento, foram publicados cerca de 1.300 estudos sobre o modelo da
pilocarpina e, destes, mais de 95% referem-se a sua aplicagdo por via sistémica para a
indugdo do SE (extraido de “PubMed” utilizando os unitermos “pilocarpine and status
epilepticus” em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez, em 01/08/2016). Quando a
pilocarpina ¢ aplicada dessa forma, a laténcia entre o inicio do SE e a aplicagdo do
tratamento com anticonvulsivantes, como diazepam ou barbituricos, ¢ diretamente
proporcional a gravidade da lesdo neuronal. Além disso, foi observado que na aplicagdo
por via sist€émica da pilocarpina apenas 60% dos animais entram em SE, sendo que

destes, aproximadamente 70% vao a 6bito.*?

No presente estudo, utilizamos o modelo de pilocarpina intracerebral. Estudos
recentes demonstraram que a aplicacdo de pilocarpina por via intra-hipocampal
(intracerebral) diminui consideravelmente a mortalidade dos animais e representa de
forma eficaz as caracteristicas neuropatologicas da ELT nos modelos animais. Portanto,
o uso de um modelo experimental com baixa mortalidade facilitaria, de forma
significativa, o desenvolvimento de estudos sobre a fisiopatologia da ELTM e, portanto,

de estratégias para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem da doenca.



1.5 A Amigdala

A amigdala ¢ uma estrutura do lobo temporal que, juntamente com outras
regides, forma um sistema envolvido no processamento de memoria emocional,
formacdo de memoria a longo prazo e no comportamento afetivo. Estes circuitos
neuronais responsaveis por tais comportamentos também estdo diretamente relacionados

com a fisiopatologia de transtornos psiquiatricos.*!

A amigdala, ou complexo amigdaloide, ¢ formada por 13 nucleos, com amplas
conexdes internucleares e intranucleares, divididos, basicamente, em trés grupos: 1) o
grupo basolateral (profundo), abrangendo o nucleo lateral, nticleo basal e nucleo lateral
secundario; 2) o grupo cortical (superficial), abrangendo os nucleos corticais e o ntcleo
do trato olfatorio lateral; e 3) grupo centromedial, compreendendo os ntcleos medial e

central, (4>

Os nucleos basolaterais, associados as conexdes neuronais, recebem informagoes
de todo o sistema sensorial e auditivo. Além disso, os nucleos basolateral e basomedial
recebem projecdes do cortex, talamo auditivo e areas ventrais do hipotdlamo.“*? Estas
conexdes entre as diversas estruturas do sistema limbico e o complexo amigdaloide
podem ser excitatorias e inibitdrias, ocorrendo a partir de vias corticais e subcorticais.*>)

Sua atividade ¢, sobretudo, mediada por sinalizagdo glutamatérgica, podendo ser

aumentada em diversas condig¢des.*6-4®)

Pacientes com ELT comumente apresentam atrofia e lesdo neuronal na
amigdala.“*? Estudos recentes em diversos modelos experimentais de epilepsia sugerem
que a amigdala pode apresentar papel importante no processo de epileptogénese,

apresentando maior susceptibilidade a gerar crises epilépticas do que o hipocampo.*3D
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Alguns destes incluem a exposi¢do sistémica ao Soman, modelos de estimulagio

elétrica e abrasamento de estruturas limbicas e inje¢@o de 4cido cainico intra-amigdalar.

Modelos experimentais de exposi¢do por via sistémica de ratos ao Soman, um
inibidor da acetilcolinesterase utilizado como arma quimica, sugerem que o aumento da
atividade colinérgica na amigdala tem papel fundamental na geracdo das crises
epilépticas e da lesdo neuropatoldgica subsequente.®? J4 em modelos experimentais de
inducdo de crises epilépticas de curta duragdo (de um e dois minutos), a estimulacio
elétrica de diferentes estruturas limbicas gera crises convulsivas com caracteristicas
comportamentais similares. Nos modelos de induc¢do de SE por estimulacdo elétrica da
amigdala, o SE convulsivo ocorre associado a indu¢do da epilepsia em cerca de 90%
dos animais. Adicionalmente, esses animais apresentam lesdo neuronal menos difusa do
que a detectada nos modelos de aplicacdo sistémica de pilocarpina.®*3 Os modelos de
inducdo de SE por aplicacdo de acido cainico na amigdala sdo associados a lesdo
neuronal de estruturas limbicas, como amigdala e hipocampo, com predominio no

mesmo lado em que foi aplicado o 4cido cainico.®>

Recentemente, Yi et al., ®® utilizando registros de EEG, observaram que a
aplicagdo de pilocarpina na amigdala de ratos induz SE. Contudo, até o momento, nas
bases de dados disponiveis, ndo ha dados sobre as caracteristicas comportamentais do
SE induzido por aplicagdo intra-amigdalar de pilocarpina nem sobre o efeito de esse SE
no comportamento e na morfologia de estruturas limbicas.

No presente estudo, utilizamos o modelo de pilocarpina intra-amigdalar (que
consiste na injecdo da pilocarpina diretamente na amigdala), que ainda ndo foi
caracterizado pelos estudos cientificos atuais com relag@o as alteragdes histopatologicas

e comportamentais a longo prazo. A caracterizacdo e validagdo de um novo modelo
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experimental de ELT utilizando a amigdala poderia contribuir com a compreensio do
papel desta estrutura na ELT, da fisiopatologia e alteragdes comportamentais
envolvidas, auxiliando no desenvolvimento de um estudo translacional, que culmine a
médio ou longo prazo na melhora da qualidade de vida dos pacientes, como o

desenvolvimento de novos farmacos.

1.6 Objetivos

7/

¢ Objetivos gerais

Caracterizar alteragdes comportamentais e neuropatologicas, agudas e cronicas —
em até 24 horas e 30 dias, respectivamente - que ocorrem apos a indugdo de SE por

aplicacdo de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar adultos.

» Objetivos Especificos

1. Verificar se a injecdo de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar gera SE.

2. Verificar se, ap6s o SE, sdo desencadeadas CRE — fase da epilepsia cronica — em

até 30 dias ap6s o SE e, se sim, verificar a frequéncia e gravidade destas crises;

3. Verificar se o modelo de injecdo de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar
gera lesdo neuronal — perda e degeneragdo — em até 24 horas e 30 dias apds o

SE, bem como a gravidade destas lesoes.

4. Verificar se ha relagdo entre a gravidade do SE e das CRE com a lesdo neuronal.
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1.7 Hipétese

Espera-se que o modelo de indugdo de SE por injecdo de pilocarpina na amigdala
possa reproduzir nos animais caracteristicas tipicas da ELT em humanos, com lesdo
neuronal da amigdala e outras estruturas limbicas e desencadeando a epilepsia nos

animais, confirmando, portanto, o papel da amigdala na ELT.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Todos os procedimentos foram realizados conforme as normas de ética na
experimentacdo com animais. O protocolo experimental foi avaliado e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Medicina de Sdo José

do Rio Preto - FAMERP (Protocolo n°: 001-0032589/2014; Anexo 1).

Foram utilizados ratos Wistar machos (N total = 38), adultos, com 70 dias de
idade e 200 a 250 g de peso no inicio dos experimentos. Os animais, provindos do
biotério de criagdo da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, foram alojados
em caixas contendo maravalha no biotério de experimentacdo do Laboratorio de
Fisiologia Experimental- FAMERP, com temperatura controlada (de 24°+2C), com

ciclos de 12/12 horas de luz acesa e apagada e livre acesso a agua e alimentagao.

Inicialmente, os animais foram mantidos em grupos e, apos o inicio dos
experimentos, mantidos em caixas de acrilico individuais. Todos os animais foram
monitorados ¢ manuseados diariamente durante o periodo do experimento e, fatores
como ventilagdo, umidade, ruido e qualidade do ar foram controlados o maximo
possivel, bem como as condi¢gdes de alojamento e alimentacdo. Além disso, diariamente
os animais foram colocados para interagir com os demais, no periodo da manha, durante
pelo menos 30 minutos. Isto garantiu que eles se mantivessem doceis € proporcionou
uma boa adaptagdo e relacionamento entre si e com os experimentadores.
Adicionalmente, foi implantado enriquecimento ambiental das caixas (um tubo de PVC
por animal). Em dias alternados os ratos foram pesados durante o tempo de

experimento.
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2.2 Protocolo Experimental

No inicio dos experimentos, todos os animais (N=38) foram submetidos a
cirurgia estereotdxica para implante de uma cadnula na amigdala direita. Apds um
periodo de recuperacdo de 7 dias, os animais foram distribuidos ao acaso nos grupos SE
(N=18) e controle (Ctrl, N=14), que foram injetados respectivamente com pilocarpina
(para indugdo do SE) ou solugdo salina, ambos via intra-amigdalar. O SE foi tratado 4
horas apds seu inicio com diazepam (DZP). O grupo controle recebeu o mesmo
tratamento (Figura 1). Posteriormente, os animais foram distribuidos ao acaso em dois
grupos caracterizados de acordo com o tempo de estudo desde o inicio do SE até a
eutandsia: grupos 24h (N=18) e 30 dias (N=20), para estudo agudo e cronico,

respectivamente.

O comportamento de todos os animais foi registrado por video a partir das
injecdes na amigdala até 24 horas (grupo 24h) e 30 dias (grupo 30d) apds o SE (Figura
2) . Apos a eutanasia, os cérebros foram processados em parafina e cortados em sec¢des
coronais coradas por hematoxilina-eosina (HE) e fluoro-jade C (FJC) para contagem de
neurdnios normais e em degeneracdo, respectivamente. A contagem neuronal foi
realizada nas regides da amigdala, hipocampo, tdlamo, hipotdlamo, cortex perirrinal e

piriforme.

As variaveis registradas foram: a) laténcia para inicio do SE; b) duracdo das
crises parciais e generalizadas no SE, antes e apos a aplicacdo de diazepam no dia do
SE; c) gravidade, frequéncia e horario do dia das crises recorrentes espontaneas (CRE);
d) nimero de neur6nios em degeneracio (células FJC+) e nimero de neur6nios normais

remanescentes (células coradas por HE); e) correlagdo entre a duragdo do SE e a lesdo
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Figura 2. Grupos experimentais. Dos 17 animais com canulas na amigdala do grupo 30 dias, dois
foram a ébito, apos a anestesia cirargica e durante o SE. (*) A andlise comportamental cronica foi
realizada em 7 animais do grupo SE. As abreviagdes indicam: SE (Status Epilépticus) e Ctrl

(Controle).

2.3 Técnicas

2.3.1 Cirurgia estereotaxica

A cirurgia estereotaxica teve por finalidade a implantagdo de uma canula
intracerebral, como via de acesso para administracdo da pilocarpina na amigdala para
inducdo do SE. Primeiramente, todos os ratos foram tricotomizados nas regides de
injecdes farmacoldgicas (regido abdominal, dorso, patas posteriores e cabega). Foram

administrados os seguintes medicamentos: Acepromazina (para pré-anestesia, 1 mg/kg,
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subcutaneo; s.c) e, ap6s 10 minutos, a associagdo Ketamina (50 mg/kg, intramuscular,
i.m) e Xilazina (10 mg/kg, i.m) no membro posterior esquerdo para anestesia geral. A
Ketamina ¢ um anestésico dissociativo e a Xilazina, além de propriedade anestésica,
atua como relaxante muscular. Adicionalmente, foi administrado Pentabiotico (100.000
U.I/kg; im; Benzilpenicilina benzatina 3.000.000 UI; Benzilpenicilina procaina
1.500.000 UI; Benzilpenicilina potassica 1.500.000 UI, Dihidroestreptomicina base

1.250 mg; Estreptomicina base 1.250 mg) — no membro posterior direito.

O estereotdxico comporta o rato anestesiado, em dectbito ventral, e sua cabeca
foi imobilizada adequando-a as barras auriculares. Foi utilizado um campo cirurgico por
animal, deixando-se & mostra somente a regido de resse¢do. A assepsia da cabega foi
realizada com alcool iodado e a anestesia local com Cloridrato de prilocaina com
felipressina (Cloridrato de Prilocaina — 30 mg/ml; Felipressina — 0,03 Ul/ml). A
dissecacdo da pele foi realizada retirando-se o tecido subcutdneo e na sequéncia foi

realizada limpeza do osso com algoddo seco, com o auxilio de uma pinga cirtrgica.

Antes da implantagdo, o cranio foi horizontalizado com relagdo as suturas
bregma e lambda. A coordenada estereotdxica da localizagdo da amigdala foi baseada
no Atlas de Paxinos e Watson (2007), que usou como referéncia o ponto bregma: AP= -
2,0 mm; Lat = - 4,8 mm; Vertical = - 7,2 mm. Uma furadeira com broca limpa e
esterilizada foi usada para furar a superficie do osso do cranio. Além da canula, um
pequeno parafuso foi implantado na superficie do osso de forma a garantir a fixagdo do
capacete, confeccionado com acrilico autopolimerizante, ao final da cirurgia para aderir-
se a canula permanentemente. Apds a confeccdo do capacete, foi instalado um mandril

na canula para evitar contaminagao (Figura 3).

Os animais ficaram em observacdo e foram tratados com o analgésico Flunixina
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Meglumine (1 mg/kg, s.c) — aplicada a cada 24 horas, no total de 3 doses e tiveram

periodo de recuperagdo cirurgica de sete dias.

Figura 3. Rato fixado no estereotaxico durante cirurgia para implante de cédnula intracerebral, na
amigdala (Acervo pessoal). A figura a direita mostra o cranio do rato com as suturas e¢ os referenciais

para localizag@o da coordenada de implante da canula (Modificado de Paxinos e Watson, 2007).

2.3.2 Inducio do status epilepticus

Sete dias apos a cirurgia estereotaxica, foi preparado o sistema de inje¢do de
pilocarpina para inducdo do SE. O sistema de injecdo ¢ composto por um microtubo
contendo pilocarpina, microseringa conectada a um cateter de polietileno e a uma
microagulha na extremidade (Figura 4-A). A microagulha conectada ao cateter e a
microseringa foi introduzida na canula, através da qual foi aplicado 0,9 mg/uL de

solugdo de pilocarpina para a inducdo do SE, em um total de 1 pL por animal. A
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pilocarpina foi injetada a uma velocidade de 0,5 pL/min, no periodo de 1 minuto e 40
segundos para aplicagdo total. Para o grupo controle ou Ctrl, 1uL de solugdo salina
0,9% foi injetada ao invés da pilocarpina, pela mesma via de administragdo. Uma vez
que a pilocarpina ¢ fotosensivel, todo o processo foi realizado em ambiente escuro sob

luz vermelha.

Apds a aplicacdo de pilocarpina, todos os animais foram colocados em caixas de
acrilico transparentes e individuais para observacdo e verificagdo da ocorréncia de SE,
que foi monitorado por video e por observagdo direta (Figura 4-B-C). Geralmente, os
animais apresentam as primeiras crises epilépticas entre 30 segundos e 5 minutos apds a
administracdo de pilocarpina. Quatro horas apds o inicio do SE, foi aplicado DZP (10
mg/kg, intraperitoneal, i.p) para atenuagdo das crises. Os animais Ctrl receberam o
mesmo tratamento 4 horas apds a inje¢do de solugdo salina. Desde o momento apds a
injecdo intra-amigdalar e durante as seguintes 20 horas o comportamento de todos os
animais foi registrado utilizando cdmara de video e quaisquer eventos durante o

experimento foram registrados em ficha individual.

Todos os animais foram hidratados com 2,5 mL solugdo salina 0,9% via s.c a
cada 3 horas, durante o dia e a noite, até cerca de 24 horas ap6s a injecdo de pilocarpina.
A hidrata¢do ¢ importante, pois os animais ficam incapacitados de beberem agua em
decorréncia das crises. Além disso, a hidratacdo constante previne a rabdomidlise. Foi
colocada ra¢do nas caixas de acrilico durante a noite. Em alguns casos, no periodo em
que as crises amenizam ou param, os ratos conseguem se alimentar sozinhos. No inicio
da manha seguinte, o registro por video pds-SE foi interrompido e os animais receberam

banho com dgua morna e sabao neutro.
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Figura 4. Sistema utilizado para indugdo de Status Epilépticus (SE). A) Material utilizado na aplicagdo
intracerebral de pilocarpina ou solugdo salina; B) Sistema de registro de video; C) Rato apresentando

crises generalizadas de Racine 4 apds injegdo de pilocarpina. Acervo pessoal.

2.3.3 Avaliacio comportamental

Em 1972, Ronald J. Racine ©7 caracterizou, em ratos, crises epilépticas em
cinco categorias: 1) ocorréncia de automatismos faciais — olhos, orelhas, bochechas; 2)
mioclonias da cabega; 3) mioclonias dos membros anteriores e/ou posteriores, unilateral
ou bilateral (com aumento ou ndo da base de sustentacdo); 4) elevacdo corporal com ou

sem mioclonias da cabeca e membros anteriores; e 5) elevagdo seguida por queda e
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perda de postura corporal (Racine, R., 1972). As categorias 1 e 2 caracterizam crises
parciais e as categorias 3, 4 e 5, generalizadas.

Para as andlises, o SE foi classificado em: 1) SE parcial ou generalizado: tempo
de SE com predominio de crises parciais ou generalizadas (> 2 horas) durante as 4 horas
antes do DZP; 2) SE parcial ou generalizado total: tempo de SE com predominio de
crises parciais ou generalizadas, em até 20 horas; e, 3) SE total: tempo total do SE, em

até 20 horas, somando-se crises parciais e generalizadas.

Para a avaliagdo da ocorréncia de Crises Espontaneas Recorrentes (CRE), o
comportamento dos animais foi filmado em caixas de acrilico individuais durante 24

horas por dia, diariamente, em até 30 dias a partir do dia do SE (Figura 5).

As analises dos registros comportamentais cronicos foram realizadas a partir do
8° dia apds o SE até o 30° em um periodo de andlise de 22 dias. Para a andlise, as
seguintes variaveis foram registradas: frequéncia e gravidade das CRE em cada animal e

hora do dia de ocorréncia.

As andlises dos registros por video das quatro horas do SE foram realizadas
utilizando o software desenvolvido por Mejia J (2015), que permite quantificar o tempo
e a sequéncia das crises por comandos computacionais. As analises do comportamento
do SE apos a aplicagdo do DZP e registros cronicos foram realizadas manualmente
utilizando o programa Nero ShowTime Essencial 9. Todos os dados contendo a
frequéncia e duracdo das crises foram armazenados utilizando planilhas do programa

Microsoft Office Excel —2010.
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Figura 5. A e B) Sistema de monitoramento por video das CRE; C) Ratos Wistar utilizados no experimento;
imagens mostram o momento da recreacdo, onde ocorreu a interagdo social entre os animais e com 0s

pesquisadores. Acervo pessoal.

2.3.4 Perfusao cerebral

A perfusdo cerebral tem como finalidade fixar o tecido cerebral para
processamento e inclusdo em parafina. No dia do experimento, heparina (5000 Ul/ml;
s.c) foi administrado via subcutdnea e, ap6s 20 minutos, os animais foram
profundamente anestesiados com tiopental sodico (100 mg/kg; i.m). Foi realizada
esternotomia, e por meio de canulacio do ventriculo esquerdo, foram injetados 50 ml de
solugdo salina 0,9% seguida de 250 ml de paraformaldeido (PFA) 4% (durante cerca de
20 minutos). A solugdo fisioldgica tem por finalidade limpar o conteido sanguineo para

boa fixacdo, uma vez que as hemadcias geram artefatos na andlise histoldgica. O PFA 4%
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promove a fixagdo do tecido. Apos o fim do procedimento, os cérebros foram extraidos

cuidadosamente (utilizando-se alicate e tesoura) e colocados em cassetes histologicos

para o processamento (Figura 6).
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Figura 6. Cérebros apds perfusdo e processamento em PFA 4%. A) vista dorsal; B) vista ventral. Acervo

pessoal.

2.3.5 Processamento dos cérebros

Apds a perfusdo, os cérebros foram imersos em PFA 4%, para pos-fixagdo

durante 4 horas. No processamento histoldgico, os tecidos foram desidratados com

solugdes alcodlicas, pois a dgua presente neste ndo ¢ miscivel em substancias polares

como a parafina, meio utilizado para a inclusdo. Solugdes contendo xilol agem como

solvente especifico da parafina para a retirada do 4alcool dos tecidos. Ao final do

processo, os tecidos foram incluidos em parafina. A sequéncia de solugdes de

processamento foi a seguinte: etanol 70% (40 min. a 2 h), etanol 80% (40 min), etanol

90% (40 min), etanol 95% (40 min), etanol absoluto I (90 min), etanol absoluto II (90
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min), etanol absoluto III (1 h), etanol absoluto IV (1 h), etanol 50% - etileno 50% (1 h);
xileno I (1 h), xileno II (1 h), xileno III (1 h), xileno IV (1 h); parafina I (1h30min),

parafina II (2h), parafina III (2h).

Os blocos de parafina contendo os cérebros foram cortados, usando microtomo
(Leica, RM 2245), em secc¢des coronais de 8,0 um de espessura, que foram colocadas
em laminas previamente gelatinizadas. As ladminas foram confeccionadas e montadas
com sec¢des em niveis cerebrais, de acordo com o plano anteroposterior (AP) com
referéncia ao ponto Bregma: Nivel anterior (coordenada — 2,92 mm) e Nivel posterior
(coordenada — 3,72, para amigdala, tdlamo, hipotdlamo e cdrtices perirrinal e piriforme

e — 5,04, para hipocampo) (Figura 7).

Hand desdl

Figura 7. Imagens representativas da orientagdo de corte — coronal - das sec¢des cerebrais cortadas em
micrétomo para confeccdo das laminas para andlise neuropatoldgica. Fonte: www.medscape.com e
acervo pessoal.
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2.3.6 Histoquimica de Fluoro-Jade C

O fluoro jade € um fluorocromo derivado de fluoresceina que permite identificar
neurdnios em processo de degeneracdo. Existem as coloragdes Fluoro Jade®, Fluoro
Jade® B e Fluoro Jade® C. Para o presente estudo foi utilizada a colora¢do de Fluoro
Jade® C (FJC), pois apresenta elevada relagdo entre marcacio da degeneracio e o fundo,
alta defini¢do e bom contraste. Além disso, o FJC ¢ altamente resistente ao desgaste e

compativel com quase todos os processos histoldgicos e protocolos de coloragio.®

Os neurdnios em degeneragdo corados por FJC apresentam-se fluorescentes com
relag@o ao fundo e possuem morfologia anormal, com citoplasma tipicamente irregular,
a0 passo que neurdnios normais ndo apresentam fluorescéncia e mantém a morfologia

normal e regular do nucleo e citoplasma (Figura 8).

As laminas contendo as sec¢des primeiramente foram colocadas em estufa por
15 minutos a 50° C. Em seguida, passaram por um processo de desparafinizacio e
hidratag¢do. A desparafinizagdo ¢ necessaria para retirada total da parafina remanescente,

e a hidratacdo para a coloragdo se aderir adequadamente ao tecido.

A sequéncia de solugdes utilizadas para colocacdo de FJ-C foi a seguinte: xilol I
(10 minutos); xilol IT (10 minutos); xilol III (10 minutos); xilol 50%: alcool 50% (5
minutos); alcool absoluto (5 minutos); lavagem em agua destilada; alcool basico (5
minutos); etanol 70% (2 minutos); dgua destilada (2 minutos); permanganato de
potassio 0,006% (10 minutos); agua destilada (2 minutos); imersdo em solucdo de FJ-C
0,0001% dissolvido em acido acético 0,1% (10 minutos) e 3 lavagens em agua destilada
(1 minuto cada uma). No final, as sec¢des foram secadas em estufa — 50° C a 60°C (5

minutos) e imersas em xilol (1 a 5 minutos) para montagem com laminulas com DPX.
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Figura 8. Imagem de sec¢do panoramica do hipocampo de um rato corada por FJC, destacando a regido
do Corno de Amon 4 (CA4), mostrando neurdnios em processo de degeneragdo em fluorescéncia. Fonte:
Acervo pessoal.

A coloragdo de HE ¢ a mais comum técnica de coloragdo utilizada em ambito
geral na histologia. Este tipo de coloracdo associa dois corantes classicos, a
hematoxilina e a eosina. A hematoxilina ¢ um corante de carater basico, que cora
estruturas acidas da célula, como os acidos nucleicos contidos no nucleo, conferindo
coloragdo azulada (basoéfila) a estas estruturas (Figura 9). O corante eosina possui
carater acido, portanto cora componentes basicos, normalmente contidos no citoplasma
da célula, conferindo-lhes coloragdo rosada (acidofilo). Em nosso trabalho, utilizamos o
HE com a finalidade de identificar e caracterizar neurdnios normais, ou seja, que nao

sofreram morte celular ou ndo entraram em degeneragao.

O procedimento de coloragdo seguiu as seguintes etapas: Apos a
desparafinizagdo e hidratacdo dos tecidos, as laminas contendo as sec¢des passaram por
solugdes de Xilol I (15 min), Xilol II (15 min), Xilol IIT (15 min), Alcool Abs. I (6
mergulhos), Alcool Abs. II (6 mergulhos), Alcool 50% (6 mergulhos), agua (6

mergulhos), Hematoxilina durante 1 minuto, agua (6 mergulhos), Alcool 70% 1% HCI
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(mergulho rapido), Alcool 80% (6 mergulhos) e FEosina, por 5 segundos.
Posteriormente os tecidos foram desidratados: Alcool Abs. I (6 mergulhos), Alcool Abs.
I (6 mergulhos), Alcool Abs. IIT (6 mergulhos), Xilol I (6 mergulhos), Xilol II (6

mergulhos), Xilol III (6 mergulhos). Ao final do processo, as ldminas foram montadas,

com a fixacdo das laminulas utilizando verniz transparente.

Figura 9. Imagem de sec¢do panoramica do hipocampo de um rato corada por HE, destacando a regido
do Corno de Amon 4 (CA4), mostrando neur6énios em normais remanescentes. Fonte: Acervo pessoal.

2.3.8 Contagem neuronal

As imagens das sec¢des coradas por FJ-C e HE foram capturadas e digitalizadas
utilizando um sistema formado por microscopio OLYMPUS - BX53 de fluorescéncia e
campo claro, acoplado a uma camara Retiga 4000R de alta resolu¢do. Foram adquiridas
imagens das seguintes estruturas: hipocampo, nucleos da amigdala, nucleos do tdlamo e
hipotdlamo, cortex perirrinal e cortex piriforme. As imagens do hipocampo foram

adquiridas com a objetiva de 40x e das demais estruturas em objetiva de 20x.

Foram analisadas a degeneracdo e a perda neuronal. A degeneracdo neuronal foi
realizada pela contagem dos neuronios em processo de degeneragdo, corados por FIC.
Para quantificar a perda neuronal foram contados os neurdnios normais (remanescentes)

em sec¢des coradas por HE. A contagem de neurdnios foi realizada utilizando-se o
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software Image J 1.46 v (National Institute of Health).

Foi contado o numero de células por mm? de cada uma das regides do
hipocampo, amigdala e demais estruturas limbicas. Os neurdnios de todas as estruturas
foram analisados em dois niveis cerebrais, um mais anterior e outro posterior.
Adicionalmente, foi comparado se houve diferenca no nimero de células no lado direito
com relagdo ao lado esquerdo, no nivel anterior com relagdo ao posterior e, dentro do
nivel posterior, no caso do hipocampo, diferencas entre as por¢des dorso-ventrais de
cada subcampo analisado. Em estruturas limbicas como a amigdala, tdlamo e
hipotdlamo e cortices perririnal e piriforme, a contagem de células foi realizada nos
niveis com coordenadas AP anteriores e posteriores de aproximadamente -2,76 mm e -
3,60 mm, respectivamente (Figura 10 e 11). Para o hipocampo, a contagem de células
foi realizada nos niveis com coordenadas anteriores e posteriores com AP de

aproximadamente -2,76 mm e 5,04 mm, respectivamente (Figura 11 e 12).

Na andlise, foram considerados como neuronios em degeneragdo as células com
formato e tamanho de neur6nios piramidais marcados com o FJC, e neurdnios normais
células com formato e tamanho de neur6nios piramidais marcados com o HE. As
regides analisadas foram: 1) nucleos da amigdala: BLA — nucleo amigdaloide
basolateral anterior; BLP — nucleo amigdaldide basolateral posterior; BMP — nucleo
amigdaloide basomedial posterior; LaVM — nucleo amigdaloide lateral ventromedial,
MePV — nucleo amigdaloide medial posterodorsal; PMCo — nucleo amigdaldide
postero-medial cortical; 2) DEn — nucleo dorsal endopiriforme; 3) ntcleos do talamo:
MDM - nucleo talamico mediodorsal medial; PVP — nucleo talamico paraventricular
posterior; LDVL — nucleo talamico laterodorsal ventrolateral; LPLR — nucleo talamico

laterodorsal posterior; LDDM — nucleo taldmico laterodorsal dorsomedial; LPMR —
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nucleo talamico mediorostral posterior; VM — nucleo taldmico ventromedial; VPPC —
nucleo talamico ventral parvicelular posterior; Po — grupo nuclear talamico posterior; 4)
hipotdlamo — nicleo PMV — ntcleo premamilar ventral; 5) cértices perirrinal (por¢ao

dorsal e ventral) e piriforme (por¢do medial e lateral).C”
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ventral. Modificado de: Paxinos and Watson, 2007.
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Figura 11. Imagem coronal do cérebro do rato, representativa das regides cerebrais do nivel posterior do talamo e hipotdlamo, amigdala e cortices perirrinal e
piriforme, e nivel anterior do hipocampo, analisadas quantitativamente. As abreviagdes indicam: Hipocampo: CA1l: Corno de Amon 1; CA3: Corno de Amon
3; CA4: Corno de Amon 4. Nucleos da amigdala: BLA — nucleo amigdaloide basolateral anterior; BLP — nucleo amigdaloide basolateral posterior; BMP —
nicleo amigdaloide basomedial posterior; LaVM — ntcleo amigdaloide lateral ventromedial; MePV — nticleo amigdaloide medial posterodorsal; PMCo —
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taldmico laterodorsal dorsomedial; LPMR — nucleo talimico mediorostral posterior; VM — nicleo talamico ventromedial; VPPC — nucleo talamico ventral
parvicelular posterior; Po — grupo nuclear talamico posterior; Hipotalamo — nucleo PMV — nucleo premamilar ventral. Modificado de: Paxinos and Watson,
2007.
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2.3.9 Analise estatistica

Para avaliar se houve diferengas, ao longo do tempo, na evolug¢do do peso dos
animais foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas. A comparag¢do do peso,
entre os grupos controle e SE, foi realizada usando o teste de Mann-Whitney Rank Sum.
Para os testes de normalidade, utilizamos D ’Agostino e Person, e teste de Kolmogorov-
Smirnov. Se as variaveis apresentaram distribui¢do normal, realizamos teste t Student,
caso contrario, Mann Whitney Rank Sum. O nivel de significancia foi estabelecido em
5% e valores com p < 0,05 foram considerados significantes. Os dados foram

apresentados como medida + EPM e proporg¢des.
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3. RESULTADOS

Resumidamente, os principais resultados de nosso trabalho sdo: 1) A aplicagéo
de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar induziu SE em 100% dos animais com
canula localizada na amigdala/complexo amigdalo-piriforme, sendo que a maioria dos
animais apresentaram SE com crises predominantemente generalizadas; 2) Todos os
animais do grupo cronico apresentaram CRE, predominantemente parciais, que
sofreram picos de aumento em até 30 dias; 3) A duragdo do SE foi associada com o grau
de degeneracdo e perda neuronal de maneira geral, sendo significativa em diversas
estruturas limbicas; 4) O numero de CRE generalizadas foi associado a gravidade e
duracdo do SE, ocorrendo com alta frequéncia em quatro dos sete animais avaliados; 4)
O numero de CRE — parciais e generalizadas — foi diretamente associado ao grau de
lesio neuronal de maneira geral; 5) Encontramos lesdo neuronal — incluindo
degeneracdo e perda neuronal — no hipocampo (regides de CAl, CA3, CA4, Hilo e
células granulares do giro denteado — este ultimo apenas no grupo 30 dias), nticleos da
amigdala (laterais mediais e mediais corticais, predominamente — LaVM, MePV e
PMCo), nicleo endopiriforme dorsal (Den), nucleos do tdlamo (predominantemente
nucleos mediais, paraventriculares e parvicellulares — PVP, MDM, VM e VPPC) e
hipotdlamo (apenas posterior, ntiicleo ventral pré-mamilar — PMV) e cortices perirrinal

(porcdes dorsais e ventrais) e piriforme (porgdes laterais e mediais).
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Com relacdo aos animais incluidos para as analises, no grupo 24 horas, dos 18
ratos implantados, 17 apresentaram as pontas das cénulas no complexo amigdalar,
compreendendo os nucleos basolateral (BLA) e dorso-lateral (LaDL) da amigdala. A
canula de um dos animais, que recebeu injecdo de pilocarpina, ficou localizada na
capsula interna, fora da amigdala. Este animal ndo desenvolveu SE e foi excluido das
andlises. Dessa forma, no grupo 24 horas, foram incluidos para a andlise 17 animais,

sendo 8 para o grupo Ctrl e 9 para o grupo SE.

No grupo 30 dias, foram implantados 20 animais. Houve duas mortes (uma apds
a cirurgia e outra durante o SE) e, dos 18 animais remanescentes, 3 foram excluidos
devido a localizagdo da canula, que estava fora da amigdala. Nos 15 animais incluidos
na analise, as canulas foram detectadas no complexo amigdalo-piriforme, incluindo os
nucleos lateral, basolateral e ventro-medial da amigdala, até a camada IIl do coértex
piriforme. Para todas as andlises, 6 animais compreenderam o grupo SE e 9 animais o
grupo Ctrl. Nas andlises que envolveram comportamento cronico, foi realizada a

avaliacdo apenas no grupo SE, em 7 animais.

A curva de peso dos animais dos grupos Ctrl e SE, durante o periodo de
avaliagdo cronica (grupos 30d dias) foi similar. O grupo controle apresentou aumento de
peso em funcdo do tempo (ANOVA de medidas repetidas de uma via; p<0,001). O peso
dos animais do grupo SE aumentou no periodo entre a cirurgia ¢ a inducdo de SE, se
manteve estavel nos proximos 7 dias, e voltou a aumentar até o final do experimento

(ANOVA de medidas repetidas de uma via; p < 0,001, Figura 13).
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Figura 13. Curva de peso dos grupos controle ¢ SE durante o experimento. Os valores representam a
media+tEPM, onde pSE indica dia p6s-SE. As abreviagdes indicam: EPM: Erro Padrdo da Média; SE:
status epilepticus e pSE: pos-status epilepticus.

3.1 Status Epilepticus

Apds a aplicagdo de solugcdo salina intra-amigdalar e durante todo o
experimento, os grupos Ctrl apresentaram comportamento normal, sem a presenga de
crises epilépticas. Do total de animais com canula localizada no complexo
amigdalar/amigalo-piriforme, de ambos os grupos e injetados com pilocarpina, 100%
desenvolveu SE e 83,3% com SE predominantemente generalizado, ou seja, com

duragdo igual ou maior que 2 horas.
Apds a injecdo de pilocarpina, a laténcia média para inicio do SE em todos os

animais foi de 20+2 minutos. Apds o inicio do SE, os animais apresentaram crises

parciais e generalizadas durante 117+15 e 86+17 minutos, respectivamente
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(médiatEPM). Apos a aplicagdo do DZP, as crises pararam temporariamente e
reincidiram durante aproximadas 20 horas seguintes, de forma intermitente, com
duragdo total de crises parciais e generalizadas, neste periodo, de 201+40 e 27+11
minutos, respectivamente (médiaxrEPM). Quando os grupos 24 h e 30d foram
comparados, ndo houve diferenca significante nos parametros avaliados. No grupo 24
horas, 100% dos animais apresentou SE generalizado por mais de duas horas, ao passo
que no grupo 30 dias, 55,5%. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de os animais
do grupo 30 dias terem apresentado pequena variabilidade na localizacdo das canulas na

amigdala, com alguns deles apresentando-a no préximo ao cortex piriforme.

3.2 Crises Recorrentes Espontaneas

Durante o periodo de registro cronico de 22 dias, com analise iniciando-se a
partir do 8° dia ap6s o SE, foram detectadas CRE em todos os animais, em uma média
de 51£9 e 17£5 crises parciais e generalizadas, respectivamente (médiazEPM). No 8°
dia apos o SE, trés dos sete animais analisados ja apresentavam CRE generalizadas
(entre 7 e 15 crises generalizadas neste dia) e, a partir do 13° dia todos os animais ja
haviam apresentado pelo menos duas CRE. Trés animais apresentaram alto nimero de
CRE ao longo do tempo, um animal nimero moderado e outros trés animais baixo
numero de CRE. Estes trés dos sete animais analisados apresentaram maior frequéncia e
gravidade de CRE, tanto parciais quanto generalizadas, com relagdo aos demais. Destes,
um teve a canula localizada na amigdala basolateral e os outros dois no complexo
amigdalo-piriforme. Além disso, a frequéncia das crises oscilou ao longo do periodo e

ocorreu de forma ndo periddica, com picos no 9°, 10°, 11°, 13° 18°, 25° e 27° dias
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(Figura 144). O nimero de crises parciais foi maior que o numero de crises
generalizadas durante o periodo analisado (teste ¢ de Student, p=0,007). O nuimero
médio de crises generalizadas nestes animais foi de 31, enquanto que nos demais
animais foi de 7. Estas varidveis foram associadas positivamente com a o SE destes
animais, que teve alta gravidade, havendo, portanto, correlacdo positiva entre a duragdo
do SE generalizado total (antes e apds o DZP) e o nimero de CRE parciais,

generalizadas e totais (Figura 14B).

Com relacdo ao ciclo circadiano, no periodo analisado, CRE ocorreram em todas

as horas do dia e foram mais frequentes no periodo noturno do que no diurno (teste ¢

Student, p=0,002) (Figura 14C).

60 - = CRE parciais — CRE generalizadas

Nimero de CRE

Dia apé6s o SE
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Figura 14. A) Regressdo linear entre a dura¢do do SE generalizado total (antes ¢ ap6s o DZP) e o niimero total
de CRE registradas entre os dias 8 ¢ 30 apds o SE (n=7). B) Grafico da evolu¢do do ntimero de CRE parciais e
generalizadas ao longo dos 22 dias (n = 7). C) Numero total de CRE (parciais e generalizadas), no periodo do

dia (7h &s 18h) e da noite (19h as 6h) detectadas entre os dias 8 ¢ 30 apds o SE.
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3.3 Lesdao Neuronal de Estruturas Limbicas

3.3.1 Degeneracio e Perda Neuronal Hipocampal

3.3.1.1 Grupo 24 horas

Com relacdo a degeneracdo hipocampal, os animais do grupo controle ndo
apresentaram neuronios em processo de degeneracdo (células FJC+) nas regides
hipocampais avaliadas. No grupo SE, foi detectada degeneracdo hipocampal em poucos
animais, principalmente no hipocampo anterior que, no entanto, apresentou maior
degeneracdo do hilo do giro denteado. O hipocampo posterior apresentou as regides
com maior degeneracdo e maior nimero de animais afetados. No entanto, esta
comparag¢@o ndo alcangou o nivel de significancia estatistica devido ao pequeno nimero
de animais com degenerag¢do hipocampal. No hipocampo posterior, as regides de CAIl,
CAA4 e hilo do giro denteado foram mais afetadas, com maior degeneracdo na porc¢ao
ventral. No entanto, constatamos que a densidade neuronal da porcdo ventral de CA4 e
Hilo no hipocampo de um rato normal ¢ maior se comparada a dorsal, o que também

poderia explicar esta diferenca (Figura 16).

A degeneracdo neuronal foi similar nos lados direito e do lado esquerdo, do
nivel anterior para o posterior, com exce¢do da degeneragdo do hilo dorsal posterior,
que foi maior no nivel anterior ¢ do lado direito e no hilo ventral do hipocampo
posterior, que foi maior que o hilo dorsal (Mann Whitney Rank Sum, p < 0,02) (Figura
16). Houve correlagdo positiva entre a duragdo do SE total (duragdo total de todas as
crises antes € apos o DZP) e a degeneragdo neuronal em CA1 dorsal posterior direito,

CA1 dorsal posterior esquerdo e CA1 ventral posterior direito (Figura 15).
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Com relagdo a perda neuronal hipocampal, quantificada pelo numero de
neurdnios normais remanescentes, os animais do grupo controle apresentaram todos os
neurdnios com morfologia normal nas camadas das regides hipocampais avaliadas. De
maneira geral, o grupo SE apresentou diminui¢do da densidade de neur6nios normais

com relag@o ao controle (7este t Student, p<0,05, Figura 17 e 18).

Na analise comparativa dentro do grupo SE, a densidade neuronal entre os lados
direito e esquerdo nas regides do hipocampo foi similar, com exce¢do da regido de CA4
ventral, onde foi observada maior diminuicdo da densidade neuronal (perda neuronal)

do lado direito do que no lado esquerdo (Mann Whitney Rank Sum, p = 0,03, Fig 17).

A densidade neuronal entre os niveis anteriores € posteriores também foi similar
entre os animais do grupo SE, com exce¢do de CA3 dorsal, que apresentou menor
densidade neuronal (maior perda) no nivel posterior e lado esquerdo (Teste t Student, p
= 0,009). A densidade neuronal do hilo posterior esquerdo foi maior no nivel posterior

(Teste t Student, p = 0,003 Figura 17).

Na comparagdo entre as regides dorsais-ventrais no hipocampo posterior, houve
maior perda neuronal na regido de CAl ventral, do lado direito, se comparada com a
rergido dorsal (Teste t Student, p = 0,02) e CA4 dorsal do lado esquerdo, com relagdo a

ventral (Mann Whitney Rank Sum, p = 0,005, Figura 17).

A duracdo do SE (SE parcial total — soma das crises parciais antes ¢ apds o DZP
— ¢ SE total) foi correlacionada negativamente com o nimero de neurdnios normais nas
regides de CA1 dorsal posterior direito, CA1l ventral posterior direito e CA3 ventral
posterior direito e esquerdo (Figura 19), indicando que a maior perda neuronal estd

associada a maior duragdo do SE.
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Figura 15. Regressao linear mostrando correlagdo positiva entre a duragido do SE total (em minutos) e nimero

de neurdnios em degeneragao de CA1 do hipocampo nos animais do grupo 24 horas, em CA1 dorsal posterior

direito (Pearson, R = 0,442 ¢ p = 0,05), CA1 dorsal posterior esquerdo (Pearson, R = 0,726 ¢ p = 0,003) ¢

CAL ventral posterior direito (Pearson, R = 0,756 ¢ p = 0,002), indicando que a maior duragdo do SE aumenta

a degeneragdo neuronal.
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Figura 17. Contagem de neurdénios normais remanescentes do hipocampo dos grupos Controle (A e B) e SE (C e D) — 24 horas apds a injecdo de pilocarpina ou
solucdo salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D). As abreviagdes indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo; CAl: Corno de Amon 1; CA3:
Corno de Amon 3; CA4: Corno de Amon 4. Asteriscos pretos indicam diminui¢ao da densidade neuronal que foi significante com relagdo ao controle; asteriscos
vermelhos indicam diferencas que foram estatisticamente significantes dentro do grupo SE.
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Figura 18. Sec¢des coradas por HE do hipocampo de animais do grupo 24 horas, comparando-se Ctrl (2
esquerda) ¢ SE (a direita). A ¢ B) CALl anterior; C ¢ D) CAl dorsal posterior; E ¢ F) CAl ventral
posterior; G ¢ H) CA4 dorsal posterior. As setas pretas indicam neurénios em processo de morte

neuronal. Imagens obtidas em aumento de 40x ao microscopio dptico.
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Figura 19. Regressao linear mostrando correlagdo negativa entre a dura¢do do SE (total e parcial total, antes e

ap6s o DZP) e o numero de neurdnios normais nas regides em CA1 dorsal posterior direito (Pearson, R = - 0,472

e p = 0,04), CAl ventral posterior direito (Pearson, R = - 0,447 e p = 0,04), CA3 ventral posterior direito

(Pearson, R =- 0,629 ¢ p = 0,01) e CA3 ventral posterior esquerdo (Pearson, R = - 0,559 ¢ p = 0,02), indicando

que a maior perda neuronal esta associada a maior duragdo do SE.
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3.3.1.2 Grupo 30 dias

Os animais do grupo controle ndo apresentaram neurénios em processo de
degeneracdo (células FJC+) nas regides hipocampais avaliadas. Em geral, a
degeneracao neuronal do hipocampo foi maior no grupo 30 dias que no grupo 24 horas.
Assim como no grupo 24 horas, os animais do grupo SE apresentaram degeneragdo
neuronal em todas as estruturas analisadas, mas também de forma heterogénea, com
cinco animais apresentando um alto padrdo de degeneracdo neuronal (que também
apresentaram maior frequéncia de CRE) e outros com pouca degeneragcdo. Nos animais
com maior degenerag@o neuronal, todas as regides foram afetadas, principalmente CAI.
A degeneracdo hipocampal das regides entre o lado direito e esquerdo, entre os niveis
anterior e posterior e entre as regides dorso-ventrais posteriores foram similares,
apresentando intensa degeneragdo neuronal (7este t Student, p > 0,05), especialmente
nos animais com maior nimero de CRE (Figura 20). Estes animais também
apresentaram padrdo de degeneragdo bilateral na maioria das regides analisadas.
Interessantemente, foi observado alto padrdo de degeneracdo neuronal na camada de
células granulares do giro denteado, geralmente resistente a degeneracdo neuronal, em

trés animais que apresentaram SE grave e alto nimero de CRE (dados ndo mostrados).

Neste grupo, ndo houve correlagdo entre a degenera¢do neuronal e a gravidade
do SE. No entanto, a degeneracdo neuronal foi correlacionada com o nimero e
gravidade das CRE, nas regides de CAl anterior e CAl posterior-ventral, ambos nos

lados direito e esquerdo (Figura 23).
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Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neurdnios de morfologia normal nas camadas de regides hipocampais avaliadas. O
grupo SE apresentou menor densidade de neuronios normais do que o grupo Ctrl nas
regides analisadas, que foi significativa na maioria das regides (7este t student, p < 0,05,
Figura 21). No grupo SE, a perda neuronal foi similar, nos lados direito e esquerdo, com
excecdo do hilo anterior, que apresentou maior perda neuronal do lado direito (Mann
Whitney Rank Sum, p = 0,02). Comparando-se a densidade neuronal entre os niveis
anterior e posterior, houve maior perda neuronal no nivel posterior do hipocampo em
CA3 (Teste t Student, p = 0,04) e na 1amina inferior do giro denteado (7este t Student, p
= 0,03, dados nao mostrados), ambos do lado direito. No hipocampo posterior, o hilo
direito e esquerdo ventrais apresentaram maior densidade neuronal se comparado aos
dorsais (Teste t Student, p<0,03) (Figura 28). No entanto, constatamos que ha
diferencas na densidade neuronal normal entre os niveis dorsal e ventral do hilo e CA4
do hipocampo posterior. Adicionalmente, apenas cinco animais do grupo SE
apresentaram maior perda neuronal nas por¢des postero-ventrais do hipocampo

posterior, que foi associado a alta frequéncia de CRE (Figura 21).

A duracdo do SE generalizado foi correlacionada negativamente com o nimero
de neurdnios normais do hilo anterior direito, e a duracdo do SE parcial total teve
correlagdo negativa com o nimero de neurdnios normais em CA1l ventral esquerdo
(Figura 24). Assim como na degeneragdo neuronal, a perda neuronal no grupo 30 dias
também foi estatisticamente associada com a frequéncia de CRE em CAl anterior
esquerdo, CA1 dorsal posterior esquerdo, CA1 ventral posterior direito e Hilo ventral
esquerdo, indicando que o maior numero de CRE est4 associado a maior perda neuronal

nessas estruturas (Figura 25).
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Figura 23. Regressdo linear mostrando correlagdo positiva entre o nimero de CRE parciais e totais e a

degeneragdo neuronal de CA1 anterior direito (Pearson, R = 0,599 e p = 0,04), CA1 anterior esquerdo

(Pearson, R = 0,573 e p = 0,04), CA1 ventral posterior direito (Pearson, R = 0,66 ¢ p = 0,02) e CAl

ventral posterior esquerdo (Pearson, R = 0,577 ¢ p = 0,047) ¢ o nimero de CRE totais (parciais +

generalizadas), indicando que o maior nimero de CRE esta relacionada ao aumento da degeneracdo

neuronal.
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3.3.2 Degeneracio e Perda Neuronal da Amigdala e Nucleo Dorsal Endopiriforme

3.3.2.1 Grupo 24 horas

Os animais do grupo controle ndo apresentaram neurOnios em processo de
degeneracdo (células FJC+) nos nucleos da amigdala avaliados. No grupo SE, os
nlcleos mais afetados foram os mediais e mediais corticais da amigdala (BMP, MePV,
PMCo) e dorsal-endopiriforme (DEn). De maneira geral, a degenerag¢do da amigdala foi
significativamente maior do lado direito (ispilateral a canula) do que no lado esquerdo,
nas seguintes estruturas: BMP anterior e posterior, MePV (anterior) e PMCo (posterior),
LaVM, BLA posterior e também DEn anterior e posterior (Mann Whitney Rank Sum, p
< 0,05, Figura 26). Nao encontramos diferencas na degeneragdo neuronal entre os niveis
anterior e posterior, com exce¢do de LaVM direito, que apresentou maior degeneracio
no nivel posterior na maioria dos animais (feste t Student, p = 0,04). Foi encontrada
correlagdo entre a duracdo do SE (SE Parcial total e SE Total) e a degeneragdo neuronal

de BMP posterior direito e esquerdo (Figura 28B).

Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neurdnios de morfologia normal nos nucleos amigdaloides analisados. Os animais do
grupo SE apresentaram diminuicdo da densidade neuronal com relagdo aos controles
(Teste t student, p < 0,05, Figura 27 e 28A). Todos os nucleos da amigdala apresentaram
perda neuronal, que foi maior no lado direito do que no lado esquerdo (feste t Student, p
< 0,05), com excecdo do nucleo BLA, onde a diferenga ndo foi significativa. A
densidade neuronal, dos niveis anterior e posterior, nos nucleos avaliados nos dois
grupos foi similar (7este ¢t student, p > 0,05, Fig. 27). Foi encontrada correlagdo entre a

duracdo do SE parcial e a degeneracdo neuronal de DEn posterior esquerdo (Fig. 28C).



BMP anterior DEn anterior B re=mmn
|
20009 * H H
"= === v
) = 1 1
S E 1500 H H *
5 + ! ! ===
-1 = ] v : :
2 1000 vy : :
»
=z v
g VT S
g 5007 % v N
D oy w v
°
. " p— vV _
e . —— - o
N o D D D
® BLA m BMP A LavMm Y MePV DEn
MePV anterior LaVM posterior *
===
C . *x P
« r " 1 1
: [ P
1 1
!S \E 1500 i i __’!‘_ v *
2 : * - oo ===
5 9 r====n i i Yy 7 ! !
< = 1000 H H H H v ! !
© s i i v
A Q _f" 1 AA A
S 500 e A v v
°® b 4 ==
w e e EHE w —
- [ J— v _
) 1 —ero—am S e — — =
N @3 o @3 o-é @3 N @3 oé @5&
e BLP m BMP A LavMm Y PMCo DEn

Figura 26. A) Sec¢des coradas por FJIC representativas de degeneragdo neuronal dos nticleos da amigdala e nucleo dorsal endopiriforme. LaVM apresentou maior
degeneragdo no nivel posterior (teste t Student, p < 0,04). As setas indicam neuronios em degeneragdo. B e C) Numero de neurénios em degeneracdo dos ntcleos
da amigdala por mm?, 24 horas apds a injecdo de pilocarpina na amigdala, na por¢do anterior (B) e posterior (C). Todos os animais do grupo controle
apresentaram a contagem de neuronios em degeneracdo igual a zero. As abreviag¢des indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo; BLA — nicleo amigdaloide basolateral
anterior; BLP — nucleo amigdaldide basolateral posterior; BMP — nicleo amigdaloide basomedial posterior; LaVM — nucleo amigdaloide lateral ventromedial;
MePV — nucleo amigdaloide medial posterodorsal; PMCo — Nucleo amigdaloide pdstero-medial cortical, DEn — nucleo dorsal endopiriforme. Asteriscos
vermelhos indicam que a degeneracdo do lado direito foi significativamente maior do que o lado esquerdo (Mann Whitney Rank Sum, p < 0,05).
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Figura 27. Contagem de neurdnios normais remanescentes dos nucleos da amigdala dos grupos Controle (A e B) ¢ SE (C e D) — 24 horas apds a injecdo de
pilocarpina ou solugéo salina, mostrando niveis anteriores (A ¢ C) e posteriores (B e D). As abreviagdes indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo; BLA — nticleo
amigdaloide basolateral anterior; BLP — nticleo amigdaldide basolateral posterior; BMP — niicleo amigdaloide basomedial posterior; LaVM — ntcleo
amigdaloide lateral ventromedial, MePV — nticleo amigdaloide medial posterodorsal; PMCo — Nucleo amigdaloide postero-medial cortical; DEn — ntcleo dorsal
endopiriforme. Asteriscos pretos indicam diminui¢do da densidade neuronal que foi significante com relagdo ao controle; Asteriscos vermelhos indicam que a
perda neuronal do lado direito foi significativamente maior do que o lado esquerdo (Mann Whitney Rank Sum, p < 0,05).
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Figura 28. A) Sec¢des coradas por HE dos nucleos da amigdala de animais do grupo 24 horas,
comparando-se SE e Ctrl. B) Regressdo linear mostrando correlagdo positiva entre a dura¢do do SE
parcial total (antes e apos DZP) ¢ SE total (todas as crises antes e apds o DZP) com niimero de neurénios
em degeneracdo de BMP posterior direito (Pearson, R = 0,516 ¢ p = 0,03) ¢ BMP posterior esquerdo
(Pearson, R = 0,487 ¢ p = 0,03) nos animais do grupo 24 horas. C) Regresséo linear mostrando correlagdo
negativa entre a durag¢do do SE parcial e nimero de neur6nios normais de DEn posterior direito (Pearson,
R =-0,500 ¢ p=0,03), em animal do grupo 24 horas, comparando-se SE e Ctrl. As setas pretas indicam
perda neuronal.
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3.3.2.2 Grupo 30 dias

Os animais do grupo controle n3o apresentaram neur6nios em processo de
degeneracdo (células FJC+) nos nucleos da amigdala avaliados (Figura 29). Neste
grupo, os nucleos da amigdala que mais sofreram degeneracdo foram BMP posterior,
LaVM posterior, PMCo posterior. O nucleo endopiriforme dorsal (DEn), anterior e
posterior, também sofreu degeneracdo importante. De maneira geral, embora o nivel
posterior tenha apresentado maior degeneracdo com relacdo ao anterior, ndo houve
diferenca estatistica devido a apenas 5 dos 9 animais terem apresentado degeneracgdo
neuronal na maioria dos nucleos, sendo que os demais ndo apresentaram nenhuma
degeneracdo. Estes 5 animais apresentaram maior numero de CRE. Como excecdo, o
nucleo LaVM, assim como no grupo 24 horas, apresentou degeneragdo
significativamente maior no nivel posterior (Mann Whitney Rank Sum, p = 0,03, Figura
29). Nao houve correlagdo estatistica entre a duracdo do SE ou numero de CRE com a

degeneracgdo neuronal dos nucleos da amigdala.

Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neuronios de morfologia normal nos ntcleos amigdaloides analisados (Figura 30). O
grupo SE apresentou menor densidade de neurdnios normais com relagdo ao Ctrl (7este
t student, p < 0,05, Figura 30). Entre o grupo SE, assim como na degeneracdo neuronal,
o numero de neurdnios normais foi bastante heterogéneo devido a poucos animais terem
apresentado elevada perda neuronal com relagdo aos demais, que foi consequente do

numero de CRE apresentadas (Figura 30)

Com relagdo aos dados significativos, comparando-se nivel anterior com

posterior, encontramos que PMCo posterior direito e BLP esquerdo apresentaram maior
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perda se comparados ao nivel anterior (7este t Student, p < 0,03) e, comparando-se lado
direito e esquerdo, MePV apresentou maior perda do lado esquerdo (7este t Student, p<

0,03, Figura 30).

Neste grupo, o nimero de neurdnios normais foi correlacionado negativamente
com a durag¢do do SE nos nucleos LaVM posterior esquerdo e DEn anterior esquerdo
(Figura 31B-C) e MePV anterior direito (Pearson, p = 0,04 e R = - 0,4203, SE
generalizado total, dados ndo mostrados), indicando que a maior perda neuronal esta

associado a maior duracio do SE.

Além disso, houve correlacdo entre a frequéncia de CRE ¢ a perda neuronal da
amigdala em BLP posterior direita (CRE parciais, generalizadas e totais), LaVM
posterior esquerdo (CRE parciais e generalizadas e DEn anterior esquerdo (CRE

parciais e totais) (Figura 32).



100pm

B . Posterior
Anterior C
2000 20001 o
o 1 1
g o H
g £ o
Z 15001 v g 15004 - E L S
+ [ M ~ P v
&) + ] oo
— @) 0 0
= 1000 = 1000 A v
= v = v
o v . = A A v N
° i 3 ° A, A Y v * o
z. 500 = Vv ‘. S 5007 n Al C
.
° o N LN Z g um - v .
- A -— u 3
A — - S — - —, — ol —c—am — . s — o—o
o o & - &
9T %° O % DN Qﬁm 9T %° DM 0\‘ Q}s& Q\‘ Qﬁo‘ Q\‘ Qf’e‘ Q\‘ Q)%O. Qx‘ Q),’o.
® BLA B BMP A LavM Y MePV ¢ DEn e BLP E BMP A LaVM Y PMCo ¢ DEn

Figura 29. A) Secgdes coradas por FJC representativas de degenerag@o neuronal dos nticleos da amigdala e nticleo endopiriforme dorsal de um rato que apresentou alta
frequéncia de CRE, do grupo 30 dias. O nticleo LaVM posterior apresentou maior degeneracdo no nivel posterior (teste t Student, p < 0,03). As setas indicam neurdnios
em degeneracdo. Imagens foram adquiridas em aumento de 20x ao microscopio de fluorescéncia. B e C) Numero de neurdnios em degenera¢do dos nucleos da
amigdala por mm?, 30 dias ap6s a inje¢do de pilocarpina na amigdala, mostrando o nivel anterior (B) e posterior (C). Todos os animais do grupo controle apresentaram
a contagem de neurdnios em degeneragao igual a zero. Setas azuis indicam que a degeneragéo foi significativamente maior no nivel posterior com rela¢do ao anterior.



Controle SE

A - C . E 3 %k %k % 3k
E 4000 w v E 5000
—~ E . v Y = %k
2 = = ul Yy vvv 240007 [ ]
p S < 3000 A © : :
[P =) L A AA g
N = [ A = ° | |
= £ - A —_ S 30007 °
20004 A L4 AA v
< S » 4* AT A AR ¢ s e m B AA v
= X2 = 20001 ° A Y Vv
s * o o _.1 [ ] | [ 1™ # A e
S © @ T w TR
= 10007 3 e % m ¥ ’ <
> J o~
B 2 1000 e o - - vy _.{.‘ s‘:
5] 5] | |
=] k=] *
o 0 T T T T T T T T T T ° 0 T T T T * T T F o1 T
Z & o & o & o & o & o Z & & -
N & N & N & N & N & N @%Q N @@Q Qs‘ & os‘ Q)%Q Q\‘ &
® BLA H BMP A LavM YV MePV ¢ DEn ® BLA H BMP A LavM Y MePV ¢ DEn
B. _ D *
g 4000 E 50001 3 *k %k
- E g
= “ v -
= 'S 3000 vy M 2 40007 - * %
8 é LI A v, w é * * ] A
) A 9 w E
g : 2000 ® * ._I. AM g e Y
& ssw W oL “w : . " - v
= [) ® o Z 20007 ° - A AA v v
< © A W ¢ o o
PR vl A
= © 1000 ° # A v °
= L AA .
° 0 o A v v *
2 [5) A A v
=
0 T T T T T T T T T T 2 +
) ° 0 T T T T T T T T ¢ T
4 & R R & R
o Qﬁo’ o8 6& N Qf,& N Q}g& S Q}@Q Z o‘é @So, Q\( @éo. °~‘< Q)%o. °~é @Se. °~é Q;”Q
® BLP H BMP A LavM Y PMCo ¢ DEn ® BLP H BMP A LavM ¥V PMCo ¢ DEn

Figura 30. Contagem de neurénios normais remanescentes dos nucleos da amigdala dos grupos Controle (A ¢ B) e SE (C ¢ D) — 30 dias ap6s a injegdo de
pilocarpina ou solugdo salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D). As abreviagdes indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo; BLA — nucleo
amigdaloide basolateral anterior; BLP — nticleo amigdaldide basolateral posterior; BMP — niicleo amigdaloide basomedial posterior; LaVM — nucleo amigdaloide
lateral ventromedial; MePV — nticleo amigdaloide medial posterodorsal; PMCo — Nucleo amigdaldide postero-medial cortical; DEn — nicleo dorsal endopiriforme.
Asteriscos pretos indicam diminui¢do da densidade neuronal que foi significante com relagdo ao controle; asteriscos vermelhos indicam diferengas que foram

estatisticamente significantes dentro do grupo SE.



LaVM posterior esquerdo

2

E 25007
£ °
Z 2000 R =0,580
A . . . . : P=0,02
BLP posterior LaVM posterior BMP anterior DEn anterior z 1500
e 5 -1
=
2
= 10004
<
Z
S 5004
2 : .
(=] -
E s 0 : : : : .
= 0 50 100 150 200 250
8 Duracido SE generalizado (minutos)
DEn anterior esquerdo
" 20001
g
= R=0,493
é 15004 *® P=0,03
= :
=
a 1000
2
=
«<
M
2 5007
=
©
=
o 0 T T T T 1
z

0 50 100 150 200 250

Duracio SE generalizado (minutos)

Figura 31. A) Secgdes coradas por HE representativas dos nucleos da amigdala e ntcleo endopiriforme dorsal de animais do grupo 30 dias, comparando-se Ctrl e
SE. As setas pretas indicam perda neuronal. Imagens obtidas em aumento de 20x ao microscopio optico. B e C) Regressio linear mostrando correlagdo negativa
entre a duragdo do SE generalizado e numero de neurdnios normais de LaVM posterior esquerdo (Pearson, R = 0,580 e p = 0,02) e DEn anterior esquerdo

(Pearson, R = 0,493 e p = 0,03) nos animais do grupo 30 dias. As abrevia¢des indicam: BLP: ntcleo basolateral posterior; LaVM: nucleo lateral ventro-medial,
BMP: nicleo basomedial posterior; Den: ntcleo endopiriforme dorsal.



2

LaVM posterior esquerdo

2

63

LaVM posterior esquerdo

g 2500 E 25001
£ E
- ® o =- - ° —
2 20007 g 006179 2 20004 R=-0,599
= < —
£ > £ P=0,04
B e
© 1500+ © 1500
= =
« -
2 2
= 1000 ) ° = 1000
«@ «<
£l £
= ® = [ ]
@ 500+ C 500
= ° = °
@ w
= =
° 0 T T T T 1 o 0 T T T 1
~ 0 20 40 60 80 100 z 0 10 20 30 40
Nimero de CRE parciais Numero de CRE generalizadas
BLP posterior direita DEn anterior esquerdo
~ ~
E 2500 E 2000
E E
> o ® R=-0,753 =~ R=-0,579
22000 _ 2 °
= P=0,02 = 1500 P=0.04
£ £ [ ]
5 15001 z °
= (J o =
2 2 1000 °
‘= 1000 -
© o . © [}
= -
C 500 2 500
= =
= 3
M 0 * ! ' ! ° 0 T T 1
“ 0 50 100 150 z 0 50 100 150

Numero de CRE totais

Nuimero de CRE totais

Figura 32. Regressdo linear mostrando correlagdo negativa entre o niimero de neurdnios normais de LaVM
posterior esquerdo e o nimero de CRE parciais e generalizadas (Pearson, R =-0,479ep=0,04e R=-0,599 e p
= 0,04, respectivamente) ¢ o nimero de neurdnios normais de BLP posterior direita e DEn anterior esquerdo com

o nimero de CRE totais (Pearson, R =-0,753 e p=0,02 e R =- 0,579 e p = 0,04, respectivamente).



64

3.3.3 Degeneracio e Perda Neuronal dos cortices Perirrinal e Piriforme

3.3.3.1 Grupo 24 horas

Os animais do grupo controle ndo apresentaram neurdnios em processo de
degeneracdo (células FJC+) nas por¢des dos cortices perirrinal e piriforme avaliados.
Dentro do grupo SE, o padrao de degeneracdo neuronal do cortex perirrinal em geral foi
similar, apresentando maior degeneracdo do lado direito se comparado ao lado esquerdo
(Mann Whitney Rank Sum, p < 0,002, Figura 33). No cortex piriforme, houve uma
maior variabilidade no numero de neurdnios em degeneracdo, no entanto, a lesdo se
restringiu apenas ao lado direito e foi praticamente nula do lado esquerdo (Mann
Whitney Rank Sum, p < 0,002, Figura 33). A degeneragdo entre os niveis anteriores €
posteriores foi similar (7Teste t Student e Mann Whitney Rank Sum, p > 0,05, Figura 33).
Nao foi encontrada correlagdo entre a duragdo do SE e a degeneragdo neuronal dos

cortices perirrinal e piriforme.

Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neurdnios de morfologia normal nas por¢des dos cortices perirrinal e piriforme
analisados. Os animais do grupo SE apresentaram diminuicdo da densidade neuronal

com relagdo aos controles (7est t Student, p<0,03, Figura 34).

No grupo SE, assim como na degenerag¢do neuronal, a densidade de neuronios
normais, de maneira geral, foi menor do lado direito com relagdo ao lado esquerdo, que
foi significativa nos cortices Perirrinal Dorsal e Ventral e Piriforme Lateral anteriores e
Perirrinal Ventral e Piriforme Lateral e Medial posteriores (Mann Whitney Rank Sum, p

< 0,04, Figura 34).

Alguns animais apresentaram perda severa ou total no cortex piriforme, que esta
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estritamente relacionado com o complexo amigdaloide. A densidade neuronal entre os
niveis anteriores e posteriores foi similar (7este t Student e Mann Whitney Rank Sum, p

> 0,1, Figura 34 e 35A).

Foi encontrada correlagdo negativa entre o nimero de neurdnios normais do
Piriforme Lateral Posterior Direito e a duragdo do SE generalizado total (Figura 35B),

indicando que a maior perda neuronal estd associada a maior duracdo do SE.
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3.3.3.2 Grupo 30 dias

Os animais do grupo controle ndo apresentaram neurOnios em processo de
degeneracao (células FJC+) nas porcdes dos cortices perirrinal e piriforme avaliados.
Dentro do grupo SE, apenas trés animais apresentaram degeneragcdo no nivel anterior
dos cortices perirrinal e piriforme, ao passo que no nivel posterior um numero maior de
animais (até 6 animais) apresentou degenera¢do neuronal. No entanto, o numero de
células FJ+ foi estatisticamente similar entre os niveis anterior e posterior, ¢ lado direito
e esquerdo (Teste t Student e Mann Whitney Rank Sum, p > 0,1, Figura 36). O baixo
nimero de animais com degeneragdo neuronal poderia justificar o motivo de os dados

ndo terem alcangado significancia estatistica.

Neste grupo, a por¢do ventral do cortex perirrinal também sofreu maior
degeneracdo, assim como a por¢do medial do cortex piriforme. Nao houve correlagdo
entre a duragdo do SE e a degeneracdo neuronal dos cortices perirrinal e piriforme no

grupo 30 dias.

Houve correlacdo positiva entre a frequéncia de CRE totais e a degeneracdo do
cortex perirrinal ventral posterior direito (Pearson, R = 0,705 e p = 0,02), indicando que

a degeneracdo neuronal aumentou quanto o maior nimero de CRE.

Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neurdnios de morfologia normal nas por¢des dos cortices perirrinal e piriforme
analisados. O grupo SE apresentou menor densidade de neurdnios normais com relacio
ao Ctrl, que foi significativa na maioria das estruturas (Teste ¢ Student, p<0,05, Figura
37). No grupo SE, a densidade neuronal do cdrtex perirrinal foi similar entre os animais

SE e com relagdo ao grupo Ctrl (com excec¢do do lado esquerdo das por¢des dorsal e
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ventral anteriores, que apresentaram perda neuronal, Teste t Student, p<0,02), enquanto
que a do cortex piriforme foi mais heterogénea, com alguns animais apresentando perda
neuronal severa ou total, que foram os que apresentaram mais CRE (Figura 38).
Comparando-se a densidade neuronal entre os animais dentro do grupo SE, a densidade
neuronal entre os lados direito e esquerdo, e nivel anterior e posterior foram similares
estatisticamente, com exce¢do do cortex perirrinal ventral direito, que teve maior perda

neuronal no nivel anterior (Teste t Student, p = 0,02, Figura 37).

Foi encontrada correlagdo negativa entre a duracdo do SE e o nimero de
neurdnios normais do cortex Piriforme Medial Posterior Esquerdo (SE generalizado e
SE generalizado total - Pearson, R = - 0,467 ¢ p = 0,04), indicando que a maior perda
neuronal estd associada a maior dura¢do do SE. Nao foi encontrada correlagdo entre a

perda neuronal perirrinal e piriforme e o nimero de CRE.
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Figura 37. Contagem de neurdnios normais remanescentes dos cortices perirrinal e piriforme dos grupos Controle (A e B) e SE (C e D) — 30 dias apos a
inje¢do de pilocarpina ou solucdo salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D). As abreviagdes indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo.
Asteriscos pretos indicam diminui¢io da densidade neuronal que foi significante com relagdo ao controle.
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C. Piriforme Medial C. Piriforme Lateral C. Perirrinal Ventral

Controle

Figura 38. Secc¢des coradas por HE representativas dos cortices perirrinal e piriforme de animais do grupo
30, comparando-se Ctrl e SE. As setas pretas indicam perda neuronal. Imagens obtidas em aumento de 20x

a0 microscopio optico.

3.3.4 Degeneracio e Perda Neuronal do Talamo e Hipotalamo

3.3.4.1 Grupo 24 horas

Os animais do grupo controle ndo apresentaram neurdnios em processo de
degeneracdo (células FIC+) nos nucleos do tdlamo e hipotdlamo avaliados. No grupo
SE, os nucleos que apresentaram maior degeneragdo foram MDM, PVP, VM e VPPC.
Os nucleos dorsais-mediais e laterais do tdlamo (LDDM, LDVL, LPLR ¢ LPMR) e
hipotalamo anterior apresentaram escassa degeneracdo neste grupo. Embora um maior

nimero de animais tenha apresentado degenerag¢do do lado direito, de forma geral, ndo



74

houve diferenca significativa na degeneracdo neuronal entre os lados, exceto em VM
anterior ¢ Hipotdlamo posterior, onde a degeneracdo foi significativamente maior do
lado direito (teste t Student, p = 0,04 e Mann Whitney Rank Sum, p = 0,008,
respectivamente). Além disso, comparando-se nivel anterior com posterior, VM anterior
direito apresentou maior degeneragdo neuronal, ao passo que no hipotalamo posterior

direito, a degeneracdo foi maior (Figura 39).

Houve uma correlag@o positiva entre a duragdo do SE e a degeneracdo de VM

anterior direito e esquerdo e VPPC posterior esquerdo (Figura 40).

Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neurdnios de morfologia normal nos nucleos do talamo e hipotdlamo analisados. Os
animais do grupo SE apresentaram diminui¢do da densidade neuronal com relagdo aos

controles na maioria das regides (7este t student, p < 0,05, Figura 41).

Dentro do grupo SE, a degeneracdo neuronal em geral teve um padrio
heterogéneo, com animais apresentando alta perda neuronal, e outros, baixa. A
densidade neuronal entre os lados direito e esquerdo e nivel anterior e posterior foi
similar, com excec¢do do nucleo Po, anterior e posterior, que apresentou maior perda
neuronal do lado direito (7este t Student, p = 0,03) e hipotalamo direito, com maior

perda no nivel posterior (7este t Student, p = 0,04) (Figura 41).

Houve uma correlagdo negativa entre a duragdo do SE e o nimero de neurdnios
normais de VM anterior direito e esquerdo e hipotadlamo posterior direito (Figura 42B),

indicando que a maior perda neuronal esta associada a maior duracdo do SE.
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Figura 41. Contagem de neur6nios normais remanescentes dos nucleos do talamo ¢ hipotalamo dos grupos Controle (A ¢ B) e SE (C e D) — 24 horas apos a injegdo
de pilocarpina ou solucdo salina, mostrando niveis anteriores (A ¢ C) e posteriores (B ¢ D). As abreviagdes indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo; MDM — nucleo
talamico mediodorsal medial, PVP — nucleo talamico paraventricular posterior; LDVL — nucleo talamico laterodorsal ventrolateral; LPLR — nucleo talamico
laterodorsal posterior; LDDM — ntcleo talamico laterodorsal dorsomedial; LPMR — ntcleo talamico mediorostral posterior; VM — nicleo taldmico ventromedial,
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3.3.4.2 Grupo 30 dias

Os animais do grupo controle ndo apresentaram neurdnios em processo de
degeneracdo (células FIC+) nos nucleos do tdlamo e hipotalamo avaliados. No grupo
SE, os nucleos que apresentaram maior degeneragdo foram PVP, VM, VPPC e os
nucleos laterais-dorsais do talamo - LDDM, LDVL, LPLR ¢ LPMR — em trés animais
com forte marca¢do do FJC, diferente do grupo 24 horas, onde foi encontrada escassa
degeneracdo dos nucleos laterais-dorsais. Estes ntcleos laterais foram associados ao alto
nimero de CRE nos animais. Os ntcleos Po e Hipotdlamo ndo sofreram degeneracio
neuronal no nivel anterior. De forma geral, a degeneracdo neuronal entre os lados
direito e esquerdo e nivel anterior e posterior foram similares (Teste t Student e Mann
Whitney Rank Sum, p > 0,05), com excecdo do nucleo Po, que apresentou maior
degeneracao no nivel posterior (Mann Whitney Rank Sum, p < 0,05) (Figura 43).

Uma correlagdo positiva foi estabelecida entre a duracdo do SE e a degeneracao
neuronal de VM anterior direito (SE generalizado total, Figura 44), indicando que a
maior degeneracdo neuronal estd associada a maior duracdo do SE. Além disso, houve
uma correlagdo positiva entre a frequéncia de CRE e a degeneragdo neuronal de LPLR
posterior esquerdo (CRE parciais, generalizadas e totais), LPMR posterior esquerdo
(CRE parciais, generalizadas e totais) e LDVL anterior esquerdo (CRE parciais,
generalizadas e totais, Figura 44), indicando que o maior nimero de CRE estd associado

ao aumento da degenerag@o neuronal nesses nucleos.

Com relagdo a perda neuronal, os animais do grupo controle apresentaram todos
os neurdnios de morfologia normal nos nucleos do tdlamo e hipotdlamo analisados. O

grupo SE apresentou menor densidade de neurdnios normais com relagdo ao Ctrl (7este
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t student, p < 0,05, Figura 45 ¢ 46).

No grupo SE, a perda neuronal foi bastante heterogénea entre os animais, com
alguns apresentando alta e outros baixa densidade neuronal. A densidade neuronal entre
os lados direito e esquerdo e nivel anterior e posterior foram similares, com exce¢do do
nucleo Po posterior, onde a densidade neuronal foi menor do lado direito (7este t

Student, p = 0,02, Figura 45).

Houve correlagdo positiva entre a duragdo do SE e a perda neuronal de PVP
anterior esquerdo (SE generalizado e SE generalizado total), VM anterior direito (SE
generalizado), Po anterior direito (SE parcial total, R = 0,339 e p = 0,01), Po posterior
direito (SE generalizado, R = 0,550 e p = 0,02 e SE generalizado total, R = 0,556 e p =
0,02), e LPMR posterior esquerdo (SE generalizado total, R = 0,538 e p = 0,03) (Dados
ndo mostrados), indicando que a maior perda neuronal estd associada a maior duragdo

do SE (Figura 47).

Foi estabelecida também uma correlagdo positiva entre a frequéncia de CRE e a
perda neuronal de PVP anterior direito (CRE parciais), PVP anterior esquerdo (CRE
parciais e totais) e LDDM anterior esquerdo (CRE parciais, generalizadas e totais,

Figura 47).
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nos animais do grupo 30 dias e correlagdo positiva entre o nimero de CRE totais e a degeneracdo neuronal

dos nucleos laterais do talamo em LPLR posterior esquerdo (Pearson, R = 0,913 e¢ p = 0,0006); LPMR

posterior esquerdo (Pearson, R = 0,910 ¢ p = 0,0008); LDVL anterior esquerdo (Pearson, R = 0,759 ¢ p =

0,01).



>

2

Anterior

N°de neurénios normais / mm

=

2

Posterior

N°de neurénios normais / mm

Controle
30007
2500 ﬁl_l E
2000 [ ] - ? o
- ugy [] A A v #
1500 = _*_ ﬁ Y
*
PP VOV se
500
0 —T —T —T —T — —T —T
Q'é @5& 0'“ Qf’& Qx‘ @.@a e-é @"& o“‘ @%a Q-é @,,,e. Q.\‘ K
e MpDM B pvp A LDVLY LDDM ¢ vM O Poe O Hipotilamo
30001
2500 L]
. F B
20007 L o= =
A :E
15004 & oo vv ”» o
% * g
10004 @ @ﬁ
500
0 T T T T T T T T T T T T T T
Q\‘ @@& 0\‘ @s& 0\‘ @s& o"‘ Q),,a 0\‘ @.,,a Q-é @,,e, o"‘ @sa

¢ MpM H

PVP A LPLRY LPMR ¢ VPPC O Po O Hipotilamo

2

N°de neurénios normais / mm

2

N°de neurdnios normais / mm

SE

k %k
3000 * % * * %
%k ¥
25004
g
2000+ u v
. O o
m mE A v —_
1500 ° a B N vV W e o O E
o m A% =7 ~ &=
1000 o "1 -~ o°
]
o B 4 A 5 vy v * a Dﬂ
° *
500 A- a . 8% o
W e s MEES 2 R o
! A AA v 0.
0 —T T " — — — —
Q"‘ Q)‘P’ Q“‘ Q)s“ 9"‘ Q)s“ Q'“ Q)s“ Q\‘ {ve,“ Q's‘ Q)‘P’ Q\‘ Q)s“
®© MDM B pvp A LDVLY LDDM ¢ VM O Po O Hipotilamo
* %k k %k
30001 k %k
* % k %k % %
2500 [ ] * %
2000 ¥ T
¢ & rTTTm
® o ] Yy *" o H H nn
15004 v i i a
oo % L — A . o =8
L™ [ | A v o % W
1000 - mnEy L4 A Y v — {‘ (o)
A %
o t w — *
3 A et 9%
5001 ® o ml v v *
° (L] A Vv y ¥ 4 g o
0 T T T T T T Y T T T T T T
Q\‘ @s& Q\‘ @50» 0\‘ @g& Q\‘ @s& Q\‘ Q)"“ 0\‘ @g& Q-é @sﬁ’
® MDM B pvPA LPLRY LPMR ¢ VPPC O Po O Hipotilamo

Figura 45. Contagem de neurdnios normais remanescentes dos nucleos do talamo e hipotalamo dos grupos Controle (A ¢ B) e SE (C ¢ D) — 30 dias apos a injegdo
de pilocarpina ou solugdo salina, mostrando niveis anteriores (A e C) e posteriores (B e D). As abreviagdes indicam: Dir, direito; Esq, esquerdo; MDM — nucleo
talamico mediodorsal medial; PVP — ntcleo taldmico paraventricular posterior; LDVL — nuicleo talamico laterodorsal ventrolateral; LPLR — nucleo talamico
laterodorsal posterior; LDDM — ntcleo talamico laterodorsal dorsomedial; LPMR — nucleo talamico mediorostral posterior; VM — nicleo talamico ventromedial;
VPPC — nucleo talamico ventral parvicelular posterior; Po — grupo nuclear talamico posterior; Hipotalamo — nucleo PMV — nticleo premamilar ventral. Asteriscos
pretos indicam diminuigdo da densidade neuronal que foi significante com relagdo ao controle; asteriscos vermelhos indicam diferengas que foram

estatisticamente significantes dentro do grupo SE.
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Figura 46. Sec¢des coradas por HE representativas dos ntcleos do talamo de animais do grupo 30 dias, comparando-se Ctrl ¢ SE. LPLR-A ¢ LPLR-B mostram
diferentes padrdes de morte neuronal, com células com citoplasma eosinofilo, que apresentaram marcagéo intensa no FJC e lesdo que se assemelha a um infiltrado
inflamatorio em toda regido, respectivamente. As setas pretas indicam perda neuronal. Imagens obtidas em aumento de 20x ao microscdpio dptico.
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Figura 47. Regressdo linear mostrando correlagdo negativa entre a duracdo do SE generalizado e o

nimero de neurénios normais em PVP anterior esquerdo (Pearson, R = - 0,488 ¢ p = 0,03) ¢ VM anterior

direito (Pearson, R = - 0,659 e p = 0,008) nos animais do grupo 30 dias e correlagdo negativa entre o

numero de CRE parciais e o nimero de neurdnios normais em PVP anterior direito (Pearson, R =- 0,587 ¢

p = 0,04) e nimero de CRE totais e o nimero de neurdnios normais em PVP anterior esquerdo (Pearson, R

=-0,575 e p=10,04) e LDDM anterior esquerdo (Pearson, R =- 0,764 ¢ p =0,01).
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4. DISCUSSAO

4.1 Modelos experimentais de inducio de SE e avaliacdo comportamental aguda

O objetivo do presente estudo foi reproduzir e caracterizar um modelo de ELT
pela da aplicagdo de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar. Alteragdes
comportamentais e histologicas foram caracterizadas nas fases aguda (em até 24 horas)
e cronica (em até 30 dias). At¢ o momento, os modelos de ELT mais finamente
caracterizados sdo os de aplicacdo de pilocarpina (ou acido-cainico) intra-hipocampal
ou intra-peritoneal (sistémico) e os de estimulagdo elétrica. Segundo Covolan e Mello
(2000, 0s modelos de injegdo sistémica de acido cainico e altas doses de pilocarpina
apresentam caracteristicas em comum com relacdo a origem de crises generalizadas
(SE). No estudo de Furtado et al, “V em injegdo de pilocarpina intra-hipocampal,
utilizou-se dose unica de 2,4 mg/ul de pilocarpina para produzir crises epilépticas,
gerando SE em 76% dos animais. No entanto, no presente estudo, utilizamos inje¢do de
pilocarpina na amigdala e uma dose de 0,9 mg/ul de pilocarpina, quase trés vezes
menos, e obtivemos 100% (18 injetados incluidos nas andlises) dos animais com canula
no complexo amigdalar que desenvolveram crises generalizadas, sendo que, no total,
83,3% (15 animais) apresentaram SE predominantemente generalizado. Além disso, no
presente estudo, no grupo 24 horas, 100% dos animais apresentaram SE generalizado
por mais de duas horas, e no grupo 30 dias, 55,5%. Estes dados mostram a eficécia do
presente modelo e a susceptibilidade da amigdala em gerar crises epilépticas agudas,

constatando que a aplicacdo de pilocarpina na amigdala de ratos induz SE.

Segundo o estudo de Rattka et al ®», em modelo de epilepsia induzido por
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aplicagdo de 4cido cainico intrahipocampal, os ratos desenvolveram SE sem
mortalidade. Quando a pilocarpina ¢ aplicada por via sistémica, em ratos Wistar, as
taxas de mortalidade chegam até a 70% ©V. Além da alta taxa de mortalidade, a
administracdo de pilocarpina por via sistémica gera SE com ratos epilépticos mais
debilitados e posteriormente agressivos, o que requer muitas vezes um niimero maior de
animais para obter um resultado estatisticamente significante. No presente estudo, do
total de animais injetados com pilocarpina apenas um morreu durante o SE - tendo este
apresentado comportamento atipico no SE, com presenga exacerbada de pulos -
indicando um modelo com baixa mortalidade dos animais, assim como no modelo ja

descrito de injecdo intra-hipocampal.

4.2 Avaliacdo comportamental cronica

Com relagdo ao aparecimento de CRE, no presente estudo, ap6s o SE, 100% dos
animais desenvolveram CRE, alguns com maior, outros com menor frequéncia e
diferentes gravidades. Como nossa analise iniciou no 8° dia ap6s o SE, ndo sabemos ao
certo o dia em que ocorreu a primeira crise, pois alguns animais ja apresentavam crises
no 8° dia e, no 13° dia pds-SE, todos os ratos ja haviam apresentado pelo menos duas
CRE. Estes dados sugerem que o periodo de laténcia para inicio das CRE tenha sido nas
duas primeira semanas apds o SE, em até 13 dias. No estudo de Bortel et al,(®®
comparando ratos que desenvolveram SE por 30 e 120 minutos, observou-se que o
periodo de laténcia para o desenvolvimento de CRE em ambos os grupos foi na
primeira semana apos a inje¢ao de pilocarpina, e periodos de laténcia similares foram
observados em ratos com SE de 2 ou 3 horas.®*%® Em outros estudos, o periodo de

laténcia foi de foi de 22,1 + 8,9dias 7 e 4-44 dias,®® sendo que, os animais que
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desenvolveram SE evoluiram para CRE. Arida,®” estudando o curso de evolugdo de
CRE no periodo cronico, observou que, da mesma forma, as primeiras CRE surgiram
com aumento significativo na primeira semana apds a inje¢do de pilocarpina, com picos
nos primeiros 15 dias. Estudos clinicos em pacientes ndo tratados também mostram este
aceleramento do processo epileptogénico nas primeiras fases da epilepsia.’%’" De
acordo com estes estudos, as razdes que explicam esta progressdo precoce ainda sdo

incertas.

Além disso, constatamos que a frequéncia das crises foi associada a gravidade e
duracdo do SE prévio. Isto poderia explicar a alta variabilidade entre os animais do
grupo crénico, uma vez que a gravidade do SE foi mais varidvel que no grupo 24h.
Alem disso, quatro dos animais apresentaram alta frequéncia de CRE totais e
generalizadas, enquanto que os demais apresentaram menor frequéncia dessas crises, na
maioria parciais. A duragdo e gravidade do SE generalizado foi maior nestes quatro
animais que, consequentemente, apresentaram maior padrdo de lesdo neuronal. Estes
achados concordam com o estudo de Bortel et al,®¥ ja mencionado, em que por
avaliacdo comportamental e eletroencefalografica foi observado que, comparando os
animais que desenvolveram SE por 30 e 120 minutos, os animais do grupo 120 minutos
apresentaram maior numero de descargas interictais no periodo crénico ¢ maior
frequéncia de CRE, se comparado ao grupo com menor duragdo do SE, no periodo de
15 dias apos o SE. Neste estudo também foi observado decaimento da frequéncia das
CRE ao longo do tempo. Estes achados mostram o papel da duragdo e gravidade do SE
(ou LPI nos seres humanos) no desencadeamento e frequéncia de CRE na fase da

epilepsia.

A maior parte dos artigos encontrados nas bases de dados estad relacionada a
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epilepsia experimental voltada para a observacdo da frequéncia de crises e alteracdes
cerebrais em um curto periodo de tempo. Nosso modelo teve como vantagem estudar as
24 horas/dia, em até 30 dias, assim obtivemos maior nimero de crises com relagdo a

outros trabalhos, com vérios picos no periodo estudado.

Com relagdo ao ciclo circadiano, o presente estudo mostrou que pelo menos uma
CRE ocorreu em todas as horas do dia, e cerca do dobro delas ocorreu no periodo
noturno. Estes achados ndo coincidem outros estudos em que ndo foi observada
nenhuma diferenga na frequéncia de CRE entre os periodos de noite e dia.’>”> Em
contraste com nosso dados, no estudo de Arida et al (1999),% que utilizou o modelo de
pilocarpina sistémica, assim como em estudos de estimulacdo elétrica, os animais
apresentaram mais convulsdes durante o dia. A divergéncia desses resultados
provavelmente deve-se a diferencas nos protocolos utilizados, considerando que os
modelos citados sdo o de pilocarpina sistémica e de estimulacdo elétrica e no presente
estudo pilocarpina intra-amigdalar. Deve-se levar em considera¢do que o periodo de
maior atividade dos ratos ¢ durante a noite, e o maior nimero de CRE neste periodo
poderia estar associado & maior atividade dos animais. Também deve-se considerar que
estamos estabelecendo um novo modelo, e os demais modelos citados envolvem vias de
ativacdo diferentes que, consequentemente, podem influenciar na frequéncia de CRE e

no ciclo circadiano.

Finalmente, nossos resultados indicam que, apds a inducdo de SE por aplicagdo
de pilocarpina na amigdala, ocorre epilepsia com alta eficacia, e o grau desta epilepsia ¢
associada a gravidade do SE. A vantagem deste tipo de estudo comportamental com
identificacdo de alta frequéncia de CRE entre os animais, propicia o desenvolvimento

de estudos farmacologicos.
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4.3 Lesao neuronal associada as crises agudas e cronicas

Evidéncias clinicas mostram que mesmo que o foco epiléptico esteja bem
localizado em apenas um dos lobos temporais, pacientes com ELT unilateral ndo
apresentam apenas crises parciais, mas também generalizadas. Isto refor¢a a hipdtese de
que regides extratemporais estejam envolvidas na iniciacdo e propagagdo das crises,
com consequente lesdo destas estruturas. Em nosso estudo, a injecdo de pilocarpina foi
realizada na amigdala direita, mas ainda assim, os animais desenvolveram crises
generalizadas com lesdo em diversas estruturas do lobo temporal, inclusive
bilateralmente, corroborando os achados da literatura clinica e experimental. Isto sugere
que a amigdala seja realmente susceptivel, ndo s6 a gerar crises epilépticas, como
também na propagacdo destas crises através de forte conexao com diversas estruturas

limbicas como hipocampo, tdlamo, hipotalamo, cortices perirrinal e piriforme.

Segundo Lemos e Cavalheiro,”® a gravidade da lesdo neuronal é diretamente
associada com a dura¢@o do SE. Nosso estudo também detectou esta relagdo, pois todos
os ratos com canula na amigdala / complexo amigdalo-piriforme apresentaram SE e, nos
dois grupos, 100% dos animais apresentaram degeneracdo e perda neuronal. Alguns
ratos que fizeram SE com crises generalizadas por mais tempo ou continuaram as crises
noturnas por maior tempo, apresentaram maior padrdo de lesdo neuronal. Em particular,
no grupo 30 dias, 11% (2 animais) apresentaram degeneracdo minima (em no maximo
duas regides cerebrais). Estes animais apresentaram a canula na amigdala, mas
desenvolveram SE na maior parte do tempo parcial (crises de Racine 1/2, > 2 horas) e

ndo apresentaram crises durante a noite.

No grupo 24 horas, todos os animais apresentaram SE predominantemente

generalizado, mas houve alguma variabilidade. Em geral, o padrdo de lesdo neuronal
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entre os animais foi na maioria unilateral, predominantemente do lado direito. No
entanto, os animais com SE generalizado e crises noturnas pds-SE por maior tempo
apresentaram padrdo maior de lesdo neuronal em geral (que inclui degeneracdo e perda),
em maior nimero de estruturas, e que se estendeu aos dois hemisférios cerebrais
(bilateral). Assim, observamos correlagdes positivas entre a duracdo do SE e lesdo
neuronal neste grupo, em intensidade e nimero de estruturas afetadas. Nas varidveis
histologicas analisadas, nem todas as estruturas alcancaram significancia estatistica,
provavelmente pelo fato de algumas terem apresentado maior lesdo neuronal que outras,
ou por somente alguns animais terem apresentado lesdo neuronal na maioria das

estruturas, ou mesmo pelo numero final de animais considerados para analise.

No grupo 30 dias, observamos alta variabilidade entre os animais,
provavelmente pelo nimero final de animais incluidos para andlise, duragdo e tipo de
SE mais heterogéneos entre os nos animais deste grupo, e consequentemente a
frequéncia de CRE. No entanto, todos os animais apresentaram lesdo cerebral, embora
alguns tenham apresentado esta lesdo em escassas estruturas avaliadas (como ja
mencionado, em 2 animais que apresentaram poucas CRE), exceto aqueles que
apresentaram numero alto de CRE com relagdo aos demais, que foram quatro dos sete
animais filmados. Desta forma, acreditamos que ndo haja direta relacdo entre a
degeneracao neuronal apds 30 dias com o SE, mas sim, com as CRE. Isto porque, apds
30 dias da injecdo de pilocarpina, ndo esperariamos encontrar marcagdo FJC+ nos
animais desde grupo, considerando que o FJC possui como caracteristica corar apenas
neurdnios em processo de degeneracio agudo, em até cerca de 14 dias.®® No entanto,
ap6s 30 dias estes animais apresentaram alta marcacdo FJC+, um achado muito

interessante, pois indica que esta marcacdo foi decorrente das CRE que eles realizaram
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nas ultimas semanas da analise. Mas, podemos considerar que o SE acaba por exercer,
mesmo que indiretamente, relagdo com a degenera¢do neuronal em até 30 dias, pois ja

sabemos que a duracdo e gravidade do SE determinou a alta frequéncia de CRE.

Neste grupo foram estabelecidas também correlagdes positivas entre a duragdo
do SE e CRE com a lesdo neuronal em diversas estruturas, principalmente regides do
hipocampo. Mas ndo alcancamos significancia estatistica em algumas delas, pois o
nimero de animais que apresentou lesdo neuronal foi baixo, assim como o nimero de

estruturas.

Castro et al "> mostraram que uma das principais vantagens do modelo de
inducdo de SE por aplicacdo de pilocarpina intrahipocampal (H-PILO) consiste na lesao
neuronal mais localizada, em contraste com o modelo de aplica¢do sist€émica de
pilocarpina (S-PILO), onde a lesdo ¢ mais difusa e pouco localizada. Neste estudo,
quando comparadas as areas com cé€lulas FJC+ em ambos os modelos, em 24 horas apos
o SE, foram encontradas areas tanto exclusivamente afetadas em cada grupo quanto
areas comuns em ambos os grupos. Em uma visdo panoramica do cérebro, pudemos
observar uma lesdo neuronal seletiva e localizada, assim como no modelo da H-PILO de
Castro et al. ™ Além disso, nos animais do grupo 30 dias, a lesdo neuronal foi
predominantemente bilateral entre os animais, de forma diferente ao grupo 24 horas,
que apresentou lesdo predominantemente unilateral. Isto sugere que haja uma

“lateralizagao” da lesdo na fase da epilepsia, ou seja, ela se modifica pela frequéncia de

CRE ao longo do tempo.

Em geral, ndo encontramos diferengas entre a lesdo neuronal entre os niveis
mais anteriores € mais posteriores do cérebro, com excecdo de estuturas como o nucleo

lateral da amigdala e hipocampo, que foi maior no nivel posterior. Muitos animais
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também apresentaram padrdo de lesdo bilateral, que foi associada com a gravidade do
SE (no grupo 24 horas) ou CRE (no grupo 30 dias), embora, no grupo 24 horas, diversas
estuturas tenham apresentado maior lesdo do lado direito (ipsilateral a canula). No
grupo 30 dias, a distrituicdo entre os lados direito e esquerdo foi semelhante na maioria
das estuturas, com algumas delas, curiosamente, apresentando maior degeneragcdo do
lado esquerdo, mas que ndo foi significante em algumas estruturas. Uma vez que a
maioria dos estudos observaram um padrdo de maior lesdo do lado em que foi realizado
o estimulo - no nosso caso, direito - ndo saberiamos explicar ao certo este resultado,
mas, estabelecemos correlagdo significativa entre a frequencia de CRE e a lesdo
neuronal do lado esquerdo em diversas estruturas neste grupo. Provavelmente os
mecanismos que medeiam o surgimento de CRE estejam associadas com a lateralizagao

desta lesdo com relagdo ao local de surgimento das crises.

Considerando nossos resultados, o presente estudo apresenta um modelo com
padrdo de lesdo neuronal seletiva e discreta, caracteristica aos achados histopatologicos
encontrados nos pacientes com ELT. A seguir serdo discutidos os resultados de cada

estutura limbica.

4.4 Hipocampo

O hipocampo ¢ conhecido por ser uma das principais estruturas do sistema
limbico na gerac¢do de crises epilépticas, ¢ tem recebido muita atengdo por parte dos
estudos cientificos. A importancia dada ao hipocampo tem sido baseada em diversos
estudos que demonstraram que 1) O hipocampo ¢é a estrutura que mais sofre lesdo

neuronal nos pacientes com ELT; 2) o inicio das crises se da no lobo temporal medial; e



94

3) a ressec¢do cirurgica do hipocampo muitas vezes resulta em melhora ou “cura” da

epilepsia.’®

No grupo 24 horas, de acordo com os resultados do presente estudo, foi
observada pouca marcagdo FJC+ no hipocampo, ao passo que a quantificagdo da perda
neuronal (HE), foi maior. No entanto, ela foi seletiva, afetando as regides de CA1, CA3,
CA4 e Hilo, como encontrado em pacientes com ELT. Além disso, no FJC, a
degeneracdo foi restrita a regides isoladas, principalmente, com maior degeneragdo
neuronal do hilo do lado direito. Alguns trabalhos com modelos de ELT ja encontraram
uma maior suscetibilidade do hilo frente a degeneracdo neuronal. Ressalta-se hipdtese
da presenca de interneurdnios hilares que contém somatostatina).”’”’® No estudo de
Apland et al,”” no hipocampo anterior também foi observada maior degeneracdo no
hilo se comparada a outras estruturas. Castro et al,”® comparando dois modelos de
pilocarpina (intrahipocampal e sistémico), também encontraram maior numero de
células FJB+ no hilo do giro denteado no modelo intra-hipocampal. Crises epilépticas
que sdo iniciadas pela estimula¢do da amigdala tém sido em vérias ocasides, descritas
como associadas a lesdo do hipocampo. Por exemplo, verificou-se perda de neurdnios
do hilo e brotamento de fibras musgosas do giro dentado em ratos que desenvolveram

CRE apoés SE induzido por estimulacio elétrica do nucleo lateral da amigdala.®%-8

No presente estudo, além do hilo, a regido de CA1 foi a mais afetada na maioria
dos animais. Perda neuronal importante ocorreu em CA1l, CA3 e CA4, principalmente
do lado direito, de forma similar a perda seletiva das regides hipocampais encontradas
nos pacientes com ELT. Também observamos maior perda neuronal no hipocampo
posterior (CA1, CA3 e hilo) com relagdo ao anterior, € na comparagdo dorso-ventral do

hipocampo posterior, maior perda neuronal na por¢io ventral. Apland et al,””” avaliando
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a degeneracdo neuronal do hipocampo ap6s SE por inje¢do de Soman, observaram que o
hipocampo posterior foi mais suscetivel a neurodegeneragdo que o hipocampo anterior,
onde a degeneragdo foi minima, similar os achados do presente estudo. A diferenga de
circuitos neuronais dos dois niveis do hipocampo podem explicar este resultado,
podendo o hipocampo posterior apresentar maiores conexdes com a amigdala e outras

estruturas limbicas devido a sua maior extenso.’*-82

Nos animais do grupo 30 dias, notou-se que a degeneracdo neuronal hipocampal
foi marcante, principalmente nos animais que apresentaram maior nimero de CRE,
afetando todas as regides do hipocampo, predominantemente bilateral. Animais com
poucas CRE apresentaram escassa degeneragdo, na maioria das vezes em apenas uma
regido. Em geral, a regido de CAl também foi a mais afetada. Se comparados, de
maneira geral, a lesdo neuronal hipocampal do grupo 30 dias foi maior do que a do
grupo 24 horas. A hipotese era de que a alta degeneragdo neuronal hipocampal nos
animais com epilepsia mais grave seria associada as CRE destes animais. E, de fato, a
degeneracdo neuronal hipocampal foi correlacionada com a frequéncia de CRE, nas
camadas mais afetadas, de CAl, tanto no nivel anterior quanto posterior.
Interessantemente, foi observado alto padrdo de degeneracdo neuronal na camada de
células granulares do giro denteado em trés animais que apresentaram SE grave e alto
numero de CRE. Este achado ndo ¢ comum ¢ ainda ndo foi descrito na literatura, uma
vez que as células granulares do giro denteado sd3o conhecidas por serem resistentes a
lesdo neuronal, assim como as células piramidais de CA2. ®® A lesdo nesta camada de
células, portanto, ¢ diretamente relacionada com a frequéncia de CRE. Ao contrario do
grupo 24 horas, ndo foi observada diferencga significativa na lesdo neuronal entre os

niveis anteriores e posteriores e entre os lados direito e esquerdo.
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Sabe-se que a principal caracteristica histopatologica dos pacientes com ELT ¢ a
esclerose hipocampal, que acomete cerca de 70% dos portadores. Os mecanismos que
ocasionam a degeneragdo hipocampal estdo possivelmente relacionados a frequéncia e
tempo de CRE, de acordo com estudos experimentais. No estudo de Lopim at al,®”
perspectivo por até 30, 90, 180 e 360 dias, a redu¢do do numero de células neuronais
hipocampais em animais em até 30 dias apds o SE ndo diferiu significativamente com
os periodos de 90 e 180 dias (exceto aos 360 dias, que a redugdo foi significativa)
indicando que o periodo minimo de 30 dias pode definir o padrdo de lesdo neuronal

cronico com eficacia.

4.5 Amigdala e DEn

No presente estudo, nossos animais apresentaram extensa degeneracdo no
complexo amigdalar, onde foi aplicada a pilocarpina. Em geral, os ntcleos da amigdala
mais afetados foram LaVM, BMP, MePV e PMCo. O nucleo endopiriforme dorsal
(DEn), embora ndo compreenda o complexo amigdaldide, possui importantes aferéncias
com a amigdala, especialmente com a por¢do medial, ¢ é comumente afetado em
modelos de crises epilépticas e epilepsia como o da pilocarpina.®*Assim como outros
nucleos da amigdala, DEn apresentou degenera¢do neuronal em diversos animais e foi

incluido as analises juntamente aos nucleos da amigdala.

No grupo 24 horas, os nucleos BMP, MePV, PMCo ¢ DEn apresentaram
degeneracdo em 100% dos animais. No grupo 30 dias, houve alta variabilidade dos
animais. Em modelos animais tém sido descritas regides amigdaloides mais propensas a

degeneracdo neuronal, estando os nticleos mediais e mediais corticais entre os principais
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afetados, assim como em nosso estudo. Além disso, ja foi relatado que a por¢ao medial
e lateral da amigdala se projeta a outros niicleos da amigdala. Scoll et al,’® em modelo
de pilocarpina sistémica, encontraram degeneracdo em diversos nucleos da amigdala
com padrio semelhante aos resultados do presente estudo, com elevada degeneracdo
também nos nucleos LaVM, BMP, MePV e PMCo e DEn. Comparando modelos de
pilocarpina sistémica e intra-hipocampal, Castro et al (2011)7® encontraram

degeneracdo em todos os nucleos da amigdala descritos, em ambos os modelos.

O nucleo basolateral (BLA) apresentou escassa degeneragdo, similar aos
achados de Scoll et al.”® No entanto, a por¢io basolateral da amigdala tem sido descrita

como altamente suscetivel a degeneragio neuronal.®>

De maneira geral, a degeneragdo da amigdala foi maior do lado direito do que no
lado esquerdo. Isto ¢ similar aos achados histopatologicos de pacientes portadores de
ELT, em que ja foi descrita a maior les@o de estruturas ipisilaterais ao foco epiléptico,

embora essa lesdo possa acontecer também bilateralmente.®

Em ambos os grupos, o nicleo LaVM foi significativamente maior no nivel
posterior. A degeneracdo deste nucleo foi correlacionada positivamente tanto com o SE
como com a frequéncia de CRE dos animais. O nucleo lateral da amigdala ¢ o que mais
fornece conexdes com os demais nucleos, inervando o nucleo basal, o nicleo basal
acessorio, o nucleo medial, area amigdalo-hipocampal, nticleo central, ntcleo cortical
posterior € o cortex periamigdalooide, com projecdes de volta ao nucleo lateral. Estas
vias fornecem rotas pelas quais os neurdnios alvo podem regular a capacidade de
resposta de suas regides. Em seres humanos, tem sido relatada a perda neuronal e gliose
no nucleo lateral e basal da amigdala, bastante suscetiveis a degeneragdo neuronal. Ja

em modelos animais tem sido descritas mais especificamente as regides amigdaloides
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propensas a degeneragdo neuronal, que incluem como uma das principais a porgao

lateral medial (LaVM).®D

Dados recentes em estudos com roedores e primatas ndo-humanos sugerem que
alteracdes estruturais e funcionais causadas pela atividade convulsiva originada na
amigdala ndo sdo limitadas a propria amigdala, mas também podem afetar outras
estruturas do lobo temporal, reforcando a ideia da alta conectividade neuronal com o
sistema limbico que a amigdala possui. Alteracdes dos circuitos inibitorios que ocorrem
dentro da amigdala podem ainda contribuir para a diminui¢cdo do limiar de descargas
convulsivas, aumentando a excitabilidade dentro da amigdala. Além disso, existem
tarefas comportamentais que dependem da integridade dos circuitos amigdaloides para
serem realizadas com eficiéncia, e, um prejuizo ou lesdo em alguns destes nucleos

podem ser altamente prejudiciais aos pacientes.®!

A amigdala desempenha funcdo central nos mecanismos de memoria emocional,
comportamento afetivo e resposta ao medo, e circuitos neuronais da amigdala também
estdo diretamente relacionados com a fisiopatologia de transtornos psiquidtricos.
Pacientes com lesdo na amigdala podem apresentar alteracdes de comportamento
relacionadas a estes transtornos. Observamos que trés dos sete animais analisados no
periodo cronico apresentaram alteracdo de comportamento, se tornando muito ansiosos

e com medo ao contato entre si € com os pesquisadores.

De fato, quando a importancia da amigdala ¢ avaliada por critérios semelhantes
ao hipocampo, evidencia-se a alta lesdo estrutural que ela apresenta, isolada ou em
conjunto com o hipocampo, sugerindo que a amigdala também pode contribuir para o
desenvolvimento da epilepsia. Além disso, em estudos com fatias de cérebro “in vitro”,

foi demonstrado que a amigdala gera atividade elétrica prolongada em resposta ao
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Soman, ao passo que o hipocampo gera apenas atividade interictal. Estudos
experimentais “in vivo” ja constataram a alta atividade colinérgica que a amigdala
exerce frente a exposicdo ao Soman, inibidor de acetilcolinesterase, em que a atividade

da amigdala e a neurodegeneracio foi maior que no hipocampo e no cértex piriforme.?

4.6 Cortices Perirrinal e Piriforme

Os cortices perirrinal e piriforme sdo importantes estruturas do sistema limbico,
descritas por serem sensiveis a agdo da pilocarpina. Entretanto, do ponto de vista
experimental, se comparadas ao hipocampo, ainda ha poucos estudos sobre estas
regides, por ndo serem inteiramente danificadas na ELT, no caso do cdrtex piriforme, e
por ser de dificil acesso em seres humanos, no caso do cortex perirrinal. No entanto, ja
foi constatado em estudos experimentais que estas regides parahipocampais sofrem
lesdo neuronal, como encontramos em nossos resultados, assim como podem influenciar

na propagacdo das crises tanto para o hipocampo como para amigdala.®¥

O cortex piriforme atua na ELTM e na epilepsia frontal e possui papel
importante na discrimina¢do de odores e na memoria olfativa, podendo causar auras
olfatorias e atuar como um facilitador da estimulagdo da amigdala. Ele possui largas
projecdes com a amigdala, hipocampo e cortex rinal, que contém o cortex perirrinal e o
cortex entorrinal que, por sua vez, possuem conexdes principalmente com o
hipocampo.® O cértex perirrinal estd ligado com estruturas limbicas e desenvolve
importante fun¢do em mecanismos de aprendizagem, memoria € em processos

patolégicos como a epileptogénese.®®)

Covolan e Mello,® observaram que uma das areas mais afetadas apds inducio
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de SE pela pilocarpina incluem as camadas II e III do cértex piriforme e as camadas
profundas do perirrinal, o que também reforca a sensibilidade do cértex piriforme e
perirrinal as crises epilépticas. Em nossos resultados, encontramos um padrdo de
degeneracdo neuronal do cortex perirrinal e piriforme com padrdo semelhante entre os
animais do grupo agudo, concentrada apenas do lado direito do cérebro, local onde foi

realizada a injecdo, e praticamente nula do lado esquerdo.

A escassez de pesquisas envolvendo as regides do cortex piriforme e perirrinal
dificulta a compreensdo e o papel destas regides na epileptogénese. Uma vez
comprovado que estas estruturas participam de fato da fisiopatologia da ELT, ¢
imprescindivel o desenvolvimento de estudos que visem estudar mais a fundo estas

estruturas parahipocampais.

4.7 Talamo e Hipotalamo

No presente estudo, de forma geral, a variabilidade no nimero de neurénios em
degeneracdo e normais foi alta entre os animais. Isto se deve provavelmente a variedade
de nucleos que o talamo apresenta que podem ser funcionalmente diferentes, ou mesmo
na heterogenicidade entre os animais. No entanto, na maioria dos animais dos grupos
agudo e cronico, os nucleos que apresentaram maior lesdo foram PVP, MDM e VPPC.
Estudos prévios em modelos animais, como o de Druga et al 7 e Scholl et al,”® com
degeneracdo de estuturas limbicas apds indugdo de SE por pilocarpina sistémica,
encontraram degeneragdo em varios nucleos do tadlamo e hipotdlamo descritos no
presente estudo, com padrdo de degeneragdo neuronal, no entanto, mais disperso. A

maioria dos nucleos do tdlamo descritos no presente estudo, além de outros, foram
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afetados. Castro et al, "> comparando o modelo de pilocarpina sistémica e intra-
hipocampal, encontraram, da mesma forma, uma alta degeneracdo talamica e
hipotaldmica, ao passo que, no modelo intrahipocampal esta degeneracdo ndo foi
encontrada, com exce¢do do nlcleo MDM. No presente estudo, apresentaram
degeneracdo neuronal os nucleos PVP, MDM, VPPC e ntlcleo premamilar ventral do
hipotdlamo PMV. Interessantemente, nosso modelo apresentou degeneragdo em alguns
nticleos que ndo foram descitos no modelo H-PILO por Castro et al.”> Isso pode ser
explicado por estes nlcleos apresentarem maiores conexdes com a amigdala. O nucleo
mediodorsal do tdlamo (MDM) esta envolvido na transicdo de crises limbicas
convulsivas e na generalizacdo de crises do telencéfalo basal. Estudos clinicos e
metabolicos recentes sugerem o envolvimento da por¢do mediodorsal do talamo na

atividade convulsiva motora.®”

No grupo 30 dias, encontramos que os nucleos laterais anteriores do talamo
LDVL e LDDM, e laterais posteriores LPLR ¢ LPMR foram afetados, principalmente
nos animais que realizaram maior nimero de CRE, ao passo que no grupo 24 a
degeneracdo dessas estuturas foi escassa. Nesses animais, estes nlcleos laterais do
talamo foram positivamente correlacionados com a frequéncia de CRE. Nucleos
talamicos laterais projetam-se bilateramente para o cortex parietal posterior e, além
disso, sdo interconectados com a amigdala lateral, portanto, a atividade da amigdala
pode se espalhar por este nicleo. Esta extensa lesdo que encontramos nestes nucleos

laterais pode estar associada a hiperatividade do circuito talimico-cortical.®”)

O talamo € rico em conexdes com o cortex cerebral e o sistema limbico. Estas
conexdes participam da transmissdo sensorial e sinais motores, juntamente a regulacio

da consciéncia, sono, e alerta em condi¢des fisioldgicas, e estdo possivelmente
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envolvidas na génese e propagacdo de crises parciais e generalizadas.®® O talamo
comunica areas corticais com a maioria das outras areas do sistema limbico, sendo que a
ativagdo do circuito do tdlamo pode estar associado a consciéncia e diversas formas de
inconsciéncia. Além disso, participa de eventos de contragdo muscular, planejamento e
execugdo comportamental.’> Também estd associado a fisiopatologia de crises de

auséncia e mioclonicas.®”

Estudos clinicos e experimentais, usando técnicas de neuroimagem como
SPECT e PET, mostram alteracdes de perfusdo taldmica e metabolismo em pacientes
com epilepsia parcial, e também indicam que o tdlamo participa dos circuitos neuronais
envolvidos da ELT. Contudo, ainda ndo sdo bem compreendidos os mecanismos que
resultam na alterag@o patoldgica do talamo, podendo ser resultante de uma lesdo inicial,
crises continuas ou mesmo consequéncia da epilepsia cronica, envolvendo conexdes
com o sistema limbico.®%” Teorias recentes sugerem que o hipocampo e o tilamo
possuem papéis distintos, porém ambos estdo relacionados com a memoria episodica.
Stewart et al, ®” analisando medidas volumétricas do hipocampo e talamo em
ressonancia magnética, diferenciaram o comprometimento da memoria proveniente de
ambas as estruturas, e concluiram que ambas contribuem para o funcionamento da
memoria episodica em pacientes com TLE, mas confirmando que o hipocampo suporta
memoria de longo prazo de codificacdo e armazenamento, enquanto o tdlamo esta

implicado nos aspectos executivos da memoria episodica.®?

Yong-Hua Li et al,®® estudando os caracteres eletrofisiolégicos das atividades
neuronais ¢ o fluxo de informagdes entre hipocampo e talamo durante as crises
induzidas por pilocarpina em camundongos, encontraram que no periodo de iniciacdo

das crises a informagdo era transmitida do talamo para o hipocampo, e quando o tdlamo
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foi bloqueado com tetrodoxina, resultou na supressdo das crises. Isto mostra que o
talamo pode possuir importante papel nos mecanismos de iniciagio.®® Por outro lado,
Neubauer et al,®) encontraram o talamo como secundério na geragio e propagacio de
crises, constatando o papel central da atividade do neocdrtex no inicio e propagagdo das

crises, com recrutamento secundario do talamo.®V

Em contrapartida, o tdlamo tem sido estudado como uma nova alterativa para o
tratamento da epilepsia refratdria, através da sua estimulacdo profunda com eletrodos.
Wang et al,®? realizaram um estudo de estimulagdo de baixa frequencia do niicleo
anterior do talamo em ratos submetidos a epilepsia cronica, e constararam que o método
¢ altamente eficiente na diminuicdo da frequencia de CRE e descargas interictais, além
de melhorar a performance dos animais em testes espaciais e cognitivos.®? Além disso,
estudos de estimulagdo profunda do tdlamo também sugerem uma estreita ligagdo dessa
estutura com o hipocampo, pela melhora das crises, que geralmente sdo iniciadas no
hipocampo, e por ter sido descrita a diminuicdo das concentragdes de glutamato e
aumento de GABA no hipocampo apés estimulagio do tdlamo.®® A estimulagdo do
tdlamo, portanto, pode contribuir com importante papel no tratamento clinico da

epilepsia refrataria.

Com relagdo ao hipotalamo, avaliamos a por¢do do nucleo premamilar ventral
(PMV), e encontramos maior degenera¢do no nivel posterior. Isto provavelmente se
deve as diferentes conexdes do hipotalamo com as estruturas limbicas, que diferem de
um nivel para o outro. Nossos achados foram consistentes com o de Scoll et al,”® no
modelo de pilocarpina sistémica, em que houve restrita degeneragdo no hipotalamo, mas
que foi presente no nicleo PMV. Em contrapartida, no trabalho de Castro et al, com o

modelo H-PILO, ndo foi encontrada degeneracdo neste nucleo do hipotadlamo. Isto
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também sugere conexdes do hipotdlamo com a amigdala, mas nio diretamente com o
hipocampo. O hipotdlamo ¢ uma estrutura responsavel pelo controle do sistema
autondmico, associada ao controle hormonal (eixo hipotdlamo-hipofisario) e as fun¢des
sexuais. Uma lesdo neuronal hipotaldmica pode ocasionar alteracdo da atividade
autondmica, sexual e alteragdes de peso nos individuos, gerando prejuizos a qualidade
de vida do paciente. Uma média de 38 a 71% dos homens e 14 a 50% das mulheres
portadores de epilepsia sdo afetados por problemas no desempenho sexual. ©® Estudos
clinicos de Janousek et al ®» Ladino et al ©®® sugerem que h4 uma associagdo entre a
obesidade e a epilepsia. Vias especificas do SNC, associadas aos mecanismos de
regulagdo hipotalamicos, podem estar associadas ao ganho de peso na epilepsia, o que

mostra o estudo de St-Pierre et al ©® com modelos animais.

Outros exemplos que associam a obesidade e epilepsia podem ser encontrados
em Hum et al®? e Metzler-Baddeley et al,®® que detectaram essa associa¢io em um
modelo de epilepsia por estimulagdo elétrica da amigdala em animais e Davidson et al
.09 em estudos clinicos com seres humanos. Além destes, estudos em modelo de
epilepsia induzida por pilocarpina sistémica em ratos machos e fémeas, como os de
Ruiz et al 1% ¢ Scharman at al 1%, respectivamente, observaram aumento do ganho de
peso e gordura corporal dos animais epilépticos quando comparados aos controles. No
entanto, no presente modelo, até 30 dias apds o SE, ndo detectamos essa caracteristica,
pois o peso corporal dos grupos Ctrl e SE foi similar durante todo o experimento.
Diferencas do modelo, protocolo experimental e no género dos animais podem explicar
nosso resultado. No entanto, estas alteragdes podem depender de outros fatores como o
ambiente e condi¢des genéticas, podendo ser multifatoriais. Em resumo, o papel do

hipotalamo na ELT tem sido pouco estudado.
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Em conclusdo, o presente modelo mostra que o SE induzido por pilocarpina na
amigdala de ratos, assim como em outros modelos de pilocarpina sist€émica, provoca

dano restrito no hipotdlamo e em nuicleos talamicos funcionalmente heterogéneos.

4.8 Consideracdes finais

De maneira geral, estudos com ELT enfatizam a neuropatologia do hipocampo,
visto que a esclerose hipocampal ¢ um achado muito comum nos pacientes com ELT.
No entanto, recentes estudos neuropatologicos em pacientes com ELT evidenciam que a
lesdo neuronal ndo se restringe apenas a esclerose hipocampal, mas também se associa a
outras estruturas parahipocampais, como a amigdala e outras estruturas do sistema
limbico. Estes estudos também tém demonstrado que a amigdala € bastante suscetivel a
gerar crises epilépticas e ja foi descrito que a atividade epiléptica originada na amigdala
(por estimulacdo elétrica) pode gerar danos a outras estuturas do lobo temporal, pela alta
conectividade dos circuitos amigdaloides com o sistema limbico, podendo exercer papel
no processo de epileptoénese. O modelo de pilocarpina na amigdala, do presente estudo,
mostrou esta relacdo, confirmando a alta atividade da amigdala, suceptibilidade a gerar

crises epilépticas e a lesdo neuronal em diversas estuturas limbicas.

J4 foi descrito em vérias revisdes (1% que a ELT pode ser um fendmeno que
requer a atividade neuronal de muitas estruturas para manifestar as caracteristicas de
uma crise epiléptica. Assim, existe um substrato anatomico e funcional para a
excitabilidade alterada entre estas regides, que poderia permitir a atividade convulsiva
localizada no lobo temporal, mesmo quando a degeneracdo neuronal do hipocampo ¢

modesta ou inconsistente, como encontrado no presente estudo no grupo 24 horas.

Encontramos lesdo neuronal em todos os animais estudados, que foi diretamente
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associada a duragdo e gravidade do SE e, no caso do grupo 30 dias, a frequéncia das
CRE. Uma vez que alguns nucleos foram mais afetados e outros ndo, nossos resultados
indicam que existem diferentes circuitos de hiperexcitabilidade. A maior suscetibilidade
a neurodegeneracdo dessas estruturas deve estar relacionada aos mecanismos neuronais
envolvidos na iniciag¢do das crises. Além disso, a lesdo neuronal foi bastante localizada
e seletiva, similar aos achados em seres humanos, e similar a maioria das estruturas
entre 0 nivel anterior e posterior, mostrando que o estimulo iniciado na amigdala
propaga a lesdo neuronal provavelmente pela alta conectividade dos circuitos limbicos.
Observamos também, no presente modelo, que a lesdo neuronal pode se modificar e
“lateralizar” em fun¢do do tempo (fase da epilepsia), uma vez que encontramos
diferencas na lesdo dos hemisférios cerebrais entre os grupos agudo e crdnico, de

predominancia unilateral e bilateral, respectivamente.

Finalmente, o modelo de injecdo de pilocarpina na amigdala de ratos Wistar
conseguiu reproduzir de forma eficaz o curso da ELT que ocorre em seres humanos,
iniciando-se pela lesdo precipitante inicial (SE) que, apdés um periodo de laténcia
desencadeou a fase da epilepsia cronica e a presenga de CRE, e posteriormente lesdo
neuronal de estruturas limbicas, que aparentou-se definida ¢ bem localizada, similar aos
achados humanos. Além disso, foi demonstrado que, quando o estimulo ¢ iniciado na
amigdala, uma rede de estruturas ¢ afetada, tanto estrutural como funcionalmente,
desencadeando crises epilépticas e consequente morte neuronal, confirmando o
importante papel que a amigdala exerce na iniciagdo das crises epilépticas e

fisiopatologia da ELT.
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5. CONCLUSOES

A injecdo de pilocarpina no complexo amigdalar em ratos Wistar induz SE e
todas as fases da epilepsia ja descritas em seres humanos — a LPI e, apds um
periodo de laténcia, seguido de epilepsia cronica, com CRE e lesdo

neuropatoldgica de estruturas limbicas.

O modelo mostra-se eficiente, especifico, de baixa mortalidade para os estudos

“in vivo”.

O modelo evidencia que atividade epiléptica originada na amigdala pode gerar
danos a muitas outras estuturas do lobo temporal, provavelmente pela alta

conectividade dos circuitos amigdaloides com o sistema limbico.

Os resultados deste estudo contribuirdo a médio ou longo prazo com a
caracterizacdo do papel da amigdala na fisiopatologia da ELT e suas

comorbidades.
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ANEXO 1 — Materiais utilizados nos experimentos

1)

Cirurgia Estereotaxica

Medicamentos:

v

ISR

Acepromazina - 1 mg/kg (subcutanea; s.c)

Ketamina - 50 mg/kg (intraperitoneal, i.p)

Xilazina - 10 mg/kg (intraperitoneal, i.p)

Cloridrato de prilocaina com felipressina (Cloridrato de Prilocaina — 30 mg/ml;
Felipressina — 0,03 Ul/ml; Veiculo estéril - cloreto de sodio, metilparabeno,
hidroxido de sédio e/ou acido cloridrico q.s.p. pH, agua para injetaveis —
Cristalia Produtos Quimicos Farmaceuticos LTDA) — 0,1 ml

Pentabiotico (Benzilpenicilina benzatina - 1.200.000 UI/ml; Benzilpenicilina
procaina - 600.000 Ul/ml; Benzilpenicilina potassica — 600.000 Ul/ml;
Diidroestreptomicina base (sulfato) — 500 mg/ml; Estreptomicina base (sulfato)
— 500 mg/ml; Fort Dodge Satide Animal LTDA) — 100.000 U.I/kg de peso.
Flunixina Meglunine — 1 mg/kg (subcutanea; s.c)

Equipamentos

v
v
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Mesa contendo aparelho estereotdxico e ldmpada cirurgica;

Canula intracerebral - 14 mm de comprimento (fabricada a partir de agulha
23G1 - 25 x 0,6 mm);

Parafusos de reldgio — aco inoxidavel;

Mandril — ago inoxidavel;

Tesoura de ponta fina;

Pinga lisa;

Pinga dente-de-rato;

Bolas de algodao esterilizado — assepsia;

Alcool 70%;

Alcool Todado:

Tubos de citocaina (anestesia local);

Acrilico acetopolimerizante — confec¢do do capacete;

Equipamentos de prote¢do individual — luva, méscara e toca cirurgica e avental.

Sistema para inducio do SE

Pilocarpina - 0,9 mg/ul — diluida em 20 ul de solucdo salina 0,9% (intracerebral;
1.c);

Diazepam — 10 mg/kg (intraperitoneal; i.p)

Microseringa — 1 ul;

Cateter de polietileno;

Microagulha;
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Pipetas e ponteiras correspondentes;

Alcool e agua estéril — limpeza dos cateteres;

Caixas de acrilico.

Sistema de video — camera conectada ao monitor de computador

Registro cronico

Caixas de acrilico — em estante
Céameras — uma por caixa
Monitor de computador
Nobreak

Perfusao cerebral

Heparina — 250 Ul/kg, onde UI = Unidade Internacional (subcutanea; s.c);
Tiopental Sédico — 100 mg/kg (intraperitoneal; i.p);
Caixas de plastico grandes
Sistema de soro contendo:
o Solugdo de PBS: 280 ml (30 ml de PBS 0,1M; 200 ml de PFA 4% em

PBS 0,IM — fixacdo e 50 ml de PFA 4% em 0,1M - para pos fixacdo).

o Tubo de soro fisioldgico 0,9% - 50 ml

o Canula transcardiaca — agulha 16G (1,60 x 40 mm, sem bisel);
Tesoura de ponta-romba
Pinga dente-de-rato
Pinga lisa

Processamento e inclusio de tecidos

Aparelho processador;

Cestas com cassetes contendo os cérebros;
Etanol 70%;

Etanol 80%;

Etanol 90%

Etanol 95%;

Etanol absoluto I, II, IIl e IV;
Etanol 50% - xileno 50%:;

Xileno I, II e III;

Parafina I, II e III;

Equipamento inclusor de parafina;
Moldes de aluminio para inclusdo.
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6) Coloracoes histologicas

FJC

Estufa histologica;

Balanga analitica;

Agua destilada;

Pipetas;

Xilol I, II e III;

Xilol 50%: alcool 50%;

Etanol absoluto;

Alcool basico (20 ml de NaOH 1% + 80 ml Etanol Absoluto);
Etanol 70%;

Permanganato de potassio 0,006% (10 min);

Solu¢do de FJ-C 0,0001% - dissolvido em acido acético 0,1%;
DPX — para montagem;

Laminulas.
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* Preparo da solucio de trabalho FJ-C

1. Solugdo stock de FJ-C 0,01 %: dissolver 10 mg de FJ-C em 100 ml de agua
destilada. Esta solu¢do pode ser guardada durante alguns meses, na geladeira e no
escuro.

2. Solugdo de trabalho de FJ-C: 1 ml da solugdo “stock” de Fj-C + 99 ml de
acido acético 0,1 %. Esta solucdo deve ser preparada cada vez que vai ser utilizada. Nao
deve ser armazenada para futuro.

HE

Estufa histologica;
Balanga analitica;
Hematoxilina;
Eosina;

Xilol I, II e III;
Alcool Abs. T e II;
Alcool 50%;
Alcool 70%;
Alcool 80%;
Agua;

HCI 1%;

Verniz transparente;
Laminulas.
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Sistema de aquisicido de imagens de microscopia

Computador

Microscopio OLYMPUS BX53
Camara Retiga 4000R de alta resolug@o
Laminas histologicas — coradas

Softwares de analises

Image Pro Plus (versdo) — aquisi¢do de imagens em microscopio
Image J 1.46 r (National Institute of Health) — contagem neuronal
Mejia — anélise comportamental do status epilepticus

Nero Show Times — analise comportamental cronica

Graph Prism 6.0 — andlise estatistica
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ANEXO II — Carta de Aprovacio Comité de Etica no Uso de Animais

CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais
\ Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto - FAMERP
I S Autarquia Estadual — Lei n° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n® 74.179 de 14/06/74)

Licenga CEUA 04/2014
Séao José do Rio Preto 23 de Julho de 2014.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto — CEUA/FAMERP, em reunido, analisou o Protocolo FAMERP n° 001-
003258/2014 referente ao projeto intitulado “Caracterizagdo comportamental e
neuropatolégica do efeito do status epilepticus induzido por aplicacéo de pilocarpina
na amigdala de ratos Wistar adultos.”, sob responsabilidade da Profa. Dra. Orfa Yineth
Galvis Alonso, deliberou que o mesmo estd de acordo com os principios éticos
estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na Resolugéo n° 714/2002, concedendo a presente
licenga com a seguinte recomendagao:

« Explique-se o nimero de animais no grupo controle.

Atencao: Até 30 dias apds a finalizagdo do projeto, o pesquisador devera preencher o
Formuléario do Relatério Final disponivel no site e enviar 8 CEUA. O descumprimento desta
obrigacéo podera prejudicar o andamento de futuras solicitagées.

lima. Sra.
Profa. Dra. Orfa Yineth Galvis Alonso
Pesquisadora Responsavel pelo Projeto

ol et

Prof. Dr. Julio César André
Presidente CEUA

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 — Vila Sdo Pedro. CEP: 15090-000 — S#o José do Rio Preto — SP — Brasil
Tel. (17) 3201-5884 — (17) 3201-5885



