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RESUMO

Introducao: O déficit cognitivo € uma comorbidade muito comum da epilepsia do lobo
temporal mesial (LTM) e tem sido extensamente estudado em roedores. O déficit de
memoria pode ocorrer logo apdés o status epilepticus (SE), que € um evento
associado a extensa perda de células em estruturas do LTM, incluindo o hipocampo.
A estimulagao cerebral profunda (ECP) do nucleo anterior do talamo (NAT) tem sido
utilizada nos estudos clinico e pré-clinico como um tratamento alternativo para
epilepsias focais. Além do efeito anticonvulsivante, foi recentemente demonstrado
que a ECP do NAT, durante o SE, tem efeitos neuroprotetores, atuando na reducéao
da apoptose e da resposta inflamatéria induzida pelo SE. Objetivos: A partir disso,
nos hipotetizamos que a administracdo da ECP no NAT durante o SE e durante a
fase silente no modelo da pilocarpina iria reduzir o prejuizo cognitivo nesse modelo
de epilepsia do LTM. Metodologia: Para testar essa hipétese, foi administrada a ECP
no NAT durante 6h a partir da caracterizagao do SE em ratos que desenvolveram o
SE induzido pela pilocarpina. No segundo grupo de animais, o tratamento com a
estimulagcao continuou durante a fase silente do modelo. Quatro meses apds a
indugdo, todos os grupos foram submetidos ao labirinto aquatico de Morris e,
subsequentemente, a avaliagdo histoldgica. Resultados: Os animais com eletrodos
apresentaram maior laténcia para desenvolver o SE (p<0,001). Animais estimulados
apenas durante o SE (grupo EpiDBSa) e também durante a fase silente (grupo
EpiDBSIi) tiveram laténcia para a primeira crise espontanea similar quando
comparados ao grupo sem implante (grupo Epi); p=0,46). Todos os grupos
aprenderam a tarefa espacial, porém todos os animais epilépticos apresentaram um
déficit similar. A ECP do NAT resultou em neuroprotecdo das células hipocampais
do CA1 e do giro denteado. Nao foram observadas diferengcas no brotamento de
fibras musgosas entre os ratos com ou sem estimulagao. Conclusao: Nossos dados
sugerem que a ECP do NAT tem um papel neuroprotetor sobre as células
hipocampais, mas isso nao foi o suficiente para prevenir o declinio cognitivo em

ratos epilépticos crbnicos tratados com pilocarpina.
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ABSTRACT

Introduction: Cognitive impairment is a significant comorbidity of temporal lobe
epilepsy (TLE) and has been extensively examined in rodent models. Memory
deficits may occur soon after status epilepticus (SE), an event associated with
extensive cell loss in temporal lobe structures, including the hippocampus. Deep
brain stimulation (DBS) of anterior thalamus nucleus (AN) has been used in clinical
and preclinical studies as alternative treatment for focal epilepsies. In addition to an
anticonvulsant effect, AN DBS delivered during status has been recently shown to
have a neuroprotective effects, reducing SE-induced hippocampal inflammatory
changes and apoptosis. Objective: Bearing this in mind, we hypothesized that AN
DBS administered during SE and the silent phase of pilocarpine TLE model would

reduce the cognitive impairment observed in this model. Material and methods: To

test this hypothesis, rats that developed pilocarpine-induced SE were given either AN
DBS during 6h following the onset of seizures. In a second batch of rats, stimulation
treatment continued during the silent phase of the model. Four months following
pilocarpine injections, all groups underwent water maze testing and subsequent

histological evaluation. Results: DBS-treated animals had longer latency to SE onset

(p<0.001). Animals stimulated only during status (EpiDBSa group) or also latent
phase (EpiDBSi group) had similar latency to the first spontaneous seizure when
compared with non-implanted animals (pilocarpine control, Epi group; p = 0.46). All
groups learned the spatial task but with significant, but similar deficit observed
among all epileptic groups. AN DBS resulted in neuroprotection of hippocampal cells
in CA1 and dentate gyrus. No differences were detected in the mossy fiber sprouting
among stimulated and non-stimulated epileptic rats. Conclusion: Our data suggest
that AN DBS has neuroprotective role on hippocampal cells but this was not enough

to prevent the cognitive decline in pilocarpine-treated chronic epileptic rats.



1 INTRODUGAO

1.1 CONSIDERAGOES GERAIS

A epilepsia € uma doencga do sistema nervoso central (SNC) que possui uma
extensa literatura na histéria das neurociéncias. No decorrer dos séculos, perdeu o
estigma de sobrenatural associado a feiticaria e a possessao demoniaca e passou a
ser estudada sob a d6tica da observacao de individuos acometidos por esta condigao
na era hipocratica e na medicina moderna (Mota Gomes, 2006).

De acordo com Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2016), a epilepsia
apresenta-se como um das doengas neurolégicas mais comuns e é representada
por mais de 30 formas clinicas. Segundo uma estimativa atual, a epilepsia atinge
cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo e outros 2,4 milhdes de novos casos sdo
somados a cada ano. Aproximadamente 80% dessas pessoas vivem em paises
emergentes e apenas em torno de 25% destes recebe o tratamento adequado.

Essa disfungéo cerebral € composta por um diverso grupo de epilepsias que
partiiham a predisposi¢céo a gerar crises epilépticas, as quais se caracterizam pela
interrupgao recorrente e imprevisivel da fungao cerebral normal (Fisher et al., 2005).
Até recentemente, os conceitos e as terminologias para classificar as crises e as
epilepsias baseavam-se em observacoes feitas ha muitas décadas. Por este motivo,
a Liga Internacional Contra Epilepsia (do inglés International League Against
Epilepsy, ILAE) propds, em 2016, uma nova classificacdo das crises quanto a sua
localizagéo e a sua etiologia (Scheffer, 2016).

Em relagcdo a localizacdo, as crises epilépticas podem ser focais ou
generalizadas. Enquanto as focais se originam em um foco e se propagam por redes
neuronais que se restringem a apenas um hemisfério cerebral, as crises
generalizadas, por sua vez, se propagam pelos dois hemisférios podendo atingir
estruturas corticais e subcorticais, mas ndo necessariamente todo o coértex. Em
relacdo a etiologia, as crises podem ser classificadas em 1) genéticas quando a
epilepsia € o resultado direto de um ou mais defeitos genéticos; 2) estruturais
quando uma avaliagdo conjunta da neuroimagem com os achados eletroclinicos
levam a conclusdo de que a epilepsia € o resultado mais provavel de uma
anormalidade como, por exemplo, a displasia cortical focal, o trauma e a sindrome

hipoxica-isquémica. Tais anormalidades estruturais podem ter uma origem genética,



adquirida ou ambas; 3) metabdlicas quando sdo o resultado secundario de
mudancgas bioquimicas ou defeitos metabdlicos que apresentam causa genética ou
adquirida (por exemplo porfiria, uremia, aminoacidopatias, crises dependentes de
piridoxina e deficiéncia cerebral de folato); 4) imunes quando ha uma inflamacéo do
SNC mediada por uma causa autoimune; 5) infecciosas quando o paciente
apresenta malaria cerebral, tuberculose, HIV, neurocisticercose ou toxoplasmose
cerebral, por exemplo. Nao incluem convulsées no contexto de infecgdo aguda; 6)
desconhecidas quando se desconhece a natureza de sua causa (Berg et al., 2010;
Berg e Scheffer, 2011; Scheffer, 2016).

Estudos prospectivos recentes demonstram que 60% dos pacientes recém-
diagnosticados com epilepsia remitirdo, isto €, atingirdo dez anos sem crises
epilépticas com o tratamento adequado (Kwan e Sander, 2004; Fisher et al., 2014).
Pesquisas epidemioldgicas evidenciam, ainda, o curso das epilepsias nao tratadas e
revelam que, em paises em desenvolvimento, onde o0 acesso a terapia
farmacolégica ndo se encontra facilmente disponivel, as taxas de remissao
esponténea séo de apenas 30% (Kwan e Sander, 2004).

Devido ao advento de novos métodos de tratamento e de novas terapias
farmacolégicas, o custo dos cuidados médicos desses pacientes aumentou
substancialmente, podendo ultrapassar US$ 100.000,00 ao ano por paciente em
paises desenvolvidos (National Parkinson Foundation, 2016). Estes gastos
tornaram-se mais evidentes com o surgimento de novos métodos no campo da
imagenologia diagndstica e com o uso de procedimentos, antes pouco utilizados,
como a cirurgia ressectiva do foco primario e também a terapia com a estimulagéo
cerebral profunda (ECP). Esta ultima se tornou uma importante alternativa para até
30% dos pacientes com epilepsia focal refrataria (para revisdo ver Saillet et al.,
2009).

Nao ha uma estimativa atual que evidencie a quantidade de pessoas em todo
o mundo que utilizam a ECP como uma alternativa terapéutica para o controle de
crises epilépticas. Apesar do elevado custo da cirurgia de inser¢gao dos eletrodos, a
qual soma, no minimo, US$ 35.000,00, a ECP é uma terapia considerada reversivel
e relativamente segura. Os estudos recentes sao promissores e revelam, agora,
novas perspectivas para o uso da ECP além de seu mecanismo de acao sobre as
crises, mas, também, sobre as comorbidades associadas as epilepsias cujas

manifestagcbes se dao com a progressdao da doenga como os transtornos



relacionados a memoria e a cogni¢ao — caracteristicas da epilepsia do lobo temporal
(para revisao ver Sankar et al., 2014; Suthana e Fried, 2014).

Dada a eficacia limitada da farmacoterapia no curso da epilepsia do lobo
temporal, nota-se, assim, a enorme importancia de estudos nesta area que
possibilitem tanto uma forma alternativa para extingao, reducéo drastica ou mesmo a
prevencdo para o desenvolvimento das crises epilépticas quanto medidas que
tenham um impacto secundario e significativo sobre a memoria e o aprendizado. Na
busca por alvos de estimulacdo, o nucleo anterior do tdlamo tem demonstrado
grande potencial no controle das crises epilépticas. No entanto, dado que esta
estrutura medeia memdrias episddicas e mecanismos de navegagao espacial e
visual no circuito hipocampal, estudos que também busquem averiguar os efeitos da
estimulacao desta estrutura taldamica sobre a memodria mostram-se importantes.
Seus resultados podem trazer repercussdes positivas e diretas no ambito cognitivo,

psicoldgico e socioecondmico.

1.2 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL E A CIRCUITARIA DA FORMAGAO
HIPOCAMPAL

A primeira definicdo de epilepsia surgiu ainda no século XIX em uma época
em que se desconhecia, até entdo, a base eletroquimica da transmissdo nervosa.
Tal definigdo foi cunhada, em 1873, pelo neurofildsofo John Hughlings Jackson
(1835-1911), como sendo uma “descarga ocasional, subita, excessiva, rapida e local
do tecido nervoso” (Fisher et al., 2005; Hughlings, 1873 apud York e Steinberg,
2011).

Segundo a definicdo operacional mais moderna da ILAE (2014), imputada a
categoria médica com o intuito de introduzir um novo critério diagndstico, a epilepsia
pode ser caracterizada por: 1) ao menos duas crises ndo provocadas (auséncia de
um fator reversivel ou temporario) ou duas crises reflexas com intervalo de, pelo
menos, 24h entre elas; ou 2) uma crise ndo provocada ou uma crise reflexa com
uma elevada chance de nova ocorréncia de 60% dentro de um periodo de dez anos;
ou 3) diagndstico de uma sindrome epiléptica (Fisher et al., 2014; Schmidt, 2015).
Outra definicdo mais direcionada a categoria nao médica (educadores,

pesquisadores e pessoas com epilepsia) é a de que a epilepsia € caracterizada pela



presenca de crises espontaneas recorrentes (CER) cujos sinais e/ou sintomas
transitérios ocorrem devido a uma atividade neuronal sincrénica, anormal e
excessiva no cérebro na auséncia de condigao toxico-metabdlica ou febril (Lothman
e Bertram, 1993; Fisher et al., 2005; Fisher e Velasco, 2014; Trinka et al., 2015).

As CER podem originar-se de uma lesao inicial precipitante como o estado do
mal epiléptico (SE) — evento no qual pode ocorrer uma perda de consciéncia por
mais de 30 minutos ou alteragdo da cogni¢gao por mais de quatro horas (Curia et al.,
2008). Outras condigdes frequentemente associadas incluem convulsdes febris na
infancia que se manifestam sem o componente infeccioso (presente em dois tergos
dos pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT)), um trauma cerebral com perda
de consciéncia, lesdo ao nascimento ou durante a primeira infancia, infeccées como
meningite ou encefalite e malformagdes cerebrais como tumores no lobo temporal
mesial (LTM) (Epilepsy Foundation, 2016).

A ELT é a forma mais frequente de epilepsia focal em adultos, perfazendo
cerca de 60% de todas as epilepsias. Em geral, tem seu inicio na infancia tardia ou
adolescéncia e, tradicionalmente, a excisdo temporal € utilizada como um ultimo
recurso para tratar individuos que apresentam crises focais refratarias ao tratamento
farmacoldgico e representa dois tergos dos procedimentos cirurgicos (Tatum, 2012).

O lobo temporal é a regido mais epileptogénica do cérebro, onde a maioria
das crises focais se origina. Isso ocorre devido as intrincadas redes neuronais que
envolvem o complexo amigdalo-hipocampal e o cortex entorrinal, as quais sofrem
modificagdes apos o insulto inicial. Dentre as modificacdes, pode ocorrer alteragdes
plasticas envolvendo dendritos, botdes sinapticos e glia, que levam ao aumento
(brotamento ou neosinaptogénese) ou a diminuigdo (refinamento ou morte do
neurbnio pré-sinaptico) das conexdes inibitérias e/ou excitatérias cujo
remodelamento favorece o surgimento de crises epilépticas (para revisdo ver
Bernard, 2012).

A anatomia da formagao hipocampal (Figura1l) compreende uma estrutura
trilaminar composta pelo hipocampo propriamente dito (subdividido em CA1, CA2,
CA3 e CA4), giro denteado e complexo subicular (compreende o subiculo, o pré-
subiculo e o para-subiculo). Alguns autores aceitam também o cértex entorrinal (ou
area 28 de Brodmann) como parte da formagéao hipocampal (Schultz e Engelhardt,
2014).
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Figura 1: Diagrama da estrutura da formacao hipocampal e da regidao parahipocampal de
roedores. A esquerda, uma representagdo da secgéo horizontal do hemisfério direito do cérebro de
um rato onde se observa os diferentes setores do hipocampo (setores CA1, CA2 e CA3), o giro
denteado, o complexo subicular e o cértex entorrinal. A direita, a representagdo da vista hemi-sagital
do hemisfério direito. DG: giro denteado; MEC: cortex entorrinal medial; LEC: cértex entorrinal lateral,

PrS: pré-subiculo; PaS: para-subiculo (Adaptado de Moser et al., 2014)

No individuo saudavel, as conexdes hipocampais intrinsecas formam a via
excitatéria trisinaptica (cortex entorrinal - giro denteado > CA3 - CA1 - cortex
entorrinal) (Figura 2). Os axbénios da camada Il do coértex entorrinal emitem
eferéncias glutamatérgicas a camada molecular externa do giro denteado através da
via perfurante (via temporodenteada). As informacgdes recebidas pelo giro denteado
sdo transmitidas, através das fibras musgosas (axdnios de células granulares), para
os interneurdnios e as células musgosas da regiao hilar e para as células piramidais
da regidao CA3. As projecdes hilares (representadas por retdngulos azuis claros na
figura 2), por sua vez, emitem projegdes de volta a camada molecular interna do giro
denteado. AxdOnios das células piramidais do CA3 se projetam, entdo, para a regiao
CA1 via colaterais de Schaffer e os axdnios das células piramidais de CA1, por sua
vez, emitem projecbes para as camadas mais profundas do cortex entorrinal

indiretamente através do subiculo (Schultz e Engelhardt, 2014).
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Figura 2: Circuitaria neural no hipocampo de roedores. A. llustragao da via tri-sinaptica. B.
Diagrama da rede neural no hipocampo. A via tri-sinaptica esta representada pela setas cheias. A
camada Il do cértex entorrinal emite projegdes ao giro denteado através da via perfurante, o que inclui
a via perfurante lateral e medial. O giro denteado projeta a regido CA3 do hipocampo através das vias
musgosas. Por sua vez, os neurdnios de CA3 se projetam aos de CA1 através das vias colaterais de
Schaffer. A regido CA1 do hipocampo emite projegdes de volta a camada mais profunda do cértex
entorrinal. A camada molecular do CA3 também recebe projecbes diretas da camada Il do cértex
entorrinal através da via perfurante. CA1 recebe projeg¢des diretas da camada Ill do cortex entorrinal
através da via temporoamoénica. A células granulares do giro denteado também se projetam as
células musgosas do hilo e aos interneurdnios hilares, os quais mandam projegdes excitatorias e
inibitérias, respectivamente, de volta as células granulares do giro denteado. EC: cértex entorrinal;
PP: via perfurante; TA: via temporoaménica; PPL: via perfurante lateral; PPM: via perfurante medial
(Deng et al., 2010).



1.2.1 Perda neuronal e a consequente reorganizagao axonal

A esclerose hipocampal € o achado anatomopatolégico mais frequentemente
encontrado (50 a 70%) em espécimes removidos cirurgicamente provenientes de
individuos com ELT. Outros achados menos frequentes presentes em 5 a 30% dos
pacientes incluem angiomas, cavernomas e lesdes glidticas devido ao trauma ou a
infeccado (Tatum, 2012). Além do hipocampo e do giro denteado (esclerose
hipocampal), outras estruturas extra-hipocampais também podem ser afetadas como
0 giro parahipocampal, amigdala e cértex entorrinal (esclerose mesial hipocampal).

O termo ‘esclerose’ se refere a alteracdo macroscépica observada pelo
endurecimento e pela atrofia do tecido. Microscopicamente a esclerose é
caracterizada pela perda neuronal variavel e seletiva de neurbnios piramidais das
subareas CA1, CA3 e CA4 do hipocampo e de células musgosas e interneurbnios
hilares do giro denteado seguida de proliferacdo e hipertrofia de corpos celulares
astrogliais. As células piramidais de CA2 e as células granulares do giro denteado
sdo relativamente mais resistentes (Cendes, 2005; Thom et al., 2009).

Como consequéncia a deaferentacdo das células granulares no giro
denteado, o periodo epileptogénico progride com a reorganizagao das conexdes
sinapticas, por exemplo, na camada molecular interna no giro denteado. Essa
reorganizagdo € expressa pelo brotamento aberrante de fibras musgosas e o
estabelecimento de sinapses com os proprios dendritos das células granulares
(Figura 3). Desta maneira, estabelece-se um circuito excitatério recorrente, uma vez
que também ha uma degeneragdo dos interneurdnios inibitérios na camada
molecular interna (para revisao ver Buckmaster, 2012).

A coloragédo de neo-Timm (Figura 3) é um procedimento histolégico que
permite a identificacdo de terminais sinapticos que contém zinco. Em animais
epilépticos cronicos, a presenga de terminais sinapticos contendo zinco na camada
molecular interna do giro denteado é considerada caracteristica morfolégica desse
tecido e é indicativa do remodelamento sinaptico denominado brotamento das fibras

musgosas.



Figura 3: Brotamento de fibras musgosas no hipocampo de ratos tratados com pilocarpina.
Terminais contendo zinco, caracteristica das fibras musgosas no giro denteado e da regiao CA3 do
hipocampo (A1) ap6s coloragdo histolégica de neo-Timm. Em A2, em detalhe, observa-se a camada
densa e escura que identifica os terminais sinapticos das fibras musgosas sobre os dendritos
proximais das células granulares. Em B, uma célula granular marcada com biocitina mostrando os
dendritos apicais, colaterais axénicos no hilo. Um dos axoénios (seta) em diregcdo recorrente
(brotamento de fibras musgosas) se projeta de volta a camada molecular através da camada

granular. m: camada molecular interna; g: camada granular; h: hilo (Buckmaster, 2012).

Os mecanismos subjacentes ao brotamento de fibras musgosas ainda
permanecem obscuros, mas estudos demonstram que, além da neosinaptogénese
reativa, a atividade epiléptica e a remocgao do alvo sinapticos das fibras musgosas
também favorecem o desenvolvimento de fibras colaterais cujo amadurecimento
completo ocorre cerca de trés meses apés o SE em ratos. Somando-se a isso,
outros estudos demonstram, ainda, que as células granulares possuem capacidade

proliferativa a uma taxa de 6% do total da populacdo a cada més, a qual se acelera



apés um evento ictal. Além disso, demonstrou-se também que apenas a
neurogénese que ocorre no intervalo entre quatro semanas antes do SE e quatro
dias ap6s o evento desenvolve projecbes aberrantes em diregdo a camada
molecular interna do giro denteado. Outro estudo demonstrou que apenas 5% das
sinapses estabelecidas nas camadas granular e molecular ocorrem com os
interneurdnios; os outros 95% s&o com as células granulares, o que gera um circuito

excitatério aberrante (para revisdo ver Buckmaster, 2012).

1.3 MODELO DE EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL INDUZIDO PELA
PILOCARPINA

O desenvolvimento de modelos experimentais animais na pesquisa pré-
clinica que apresentem aspectos semelhantes a ELT tém sido fundamental para a
elucidacdo da fisiopatologia de disturbios neurolégicos bem como para o
estabelecimento de abordagens terapéuticas. O uso de modelos experimentais
permite que haja um maior controle no numero de variaveis envolvidas (como idade,
bases genéticas e insulto precipitante inicial) e permite que se estude a fisiopatologia
sem a interferéncia de fatores externos heterogéneos cuja influéncia na progressao
da ELT ainda se desconhece.

Dentre os modelos farmacoldgicos existentes, um dos mais utilizados é o
modelo de administragao sistémica da pilocarpina. Este modelo, desenvolvido por
Turski e colaboradores em 1983, produz alteragbes comportamentais,
eletroencefalograficas e neuropatolégicas associadas a esclerose mesial temporal
semelhantes as observadas em individuos acometidos pela ELT (Turski et al., 1983).

A pilocarpina é um alcaloide originalmente isolado das folhas de jaborandi
(Pilocarpis microphyllus) com propriedades parassimpatomiméticas (agonista
muscarinico) capazes de induzir o SE quando administrada sistémica ou
intracerebralmente em ratos (Turski et al., 1983).

Recentemente a ILAE propés uma nova definicio do estado do mal

epiléptico. Segundo a ILAE,
o SE é uma condigao resultante tanto da falha de mecanismos responsaveis
pelo fim das crises quanto da iniciagdo de mecanismos, os quais levam as
crises prolongadas e anormais (t1). E uma condi¢do, a qual pode ter

consequéncias a longo prazo (t2), incluindo morte neuronal, lesdo neuronal
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e alteragdo das redes neuronais dependendo do tipo e da duragédo das
crises (Trinka et al., 2015).

A inducdo da epilepsia nesse modelo €& dividida em trés fases bem
caracterizadas na literatura (aguda, latente/silente/quiescente e crénica), onde cada
fase apresenta uma caracteristica especifica com algum grau de sobreposi¢cdo. A
segunda fase compde o que se chama de epileptogénese - o periodo no qual, a
partir do insulto precipitante inicial (fase aguda), ocorre uma intensa reorganizagao
sinaptica que culmina na geragao de crises epilépticas recorrentes (fase crbnica) e
ali se encerra. No entanto, a corrente de pensamento atual acredita que o periodo
epileptogénico possa ser continuo e que, progressivamente, produza mudangas que
vao além do periodo cronico e que se manifestam através da frequéncia do padrao
de crises, da esclerose hipocampal gradual ou mesmo do desenvolvimento de uma
resisténcia farmacoldgica aos anticonvulsivantes (Maguire, 2016).

A fase aguda é caracterizada pela fase posterior a injuria precipitante inicial,
ou seja, o SE, sendo o principal achado desta fase a lesao celular (Fujikawa, 1996;
Arida et al., 1999; Covolan e Mello, 2000). Ja a fase latente, caracterizada pela
normalizagdo eletrografica e comportamental, apresenta intensa reorganizagao
axonal e altas taxas de proliferagéo celular (Parent et al., 1997; Covolan, L., Ribeiro,
L. T., et al., 2000). Por ultimo, a fase crénica se distingue pela presenca de CER que
coincidem com o brotamento anormal de fibras musgosas (Mello et al., 1992; Mello
et al., 1993) observados na Figura 3 e relativamente pouca lesao neuronal (Mello e
Covolan, 1996; Covolan, L. e Mello, L. E., 2006).

Dado o amplo conhecimento ja estabelecido na literatura em relacédo as
alteragdes celulares posteriores a administragdo farmacolégica de pilocarpina, esse
modelo se torna interessante para avaliar tratamentos que busquem possiveis
beneficios clinicos que levem a reducio e/ou extingdo das crises. O uso de ECP,
cujo exato mecanismo de agao ainda esta sob investigacao, tem sido uma medida
terapéutica promissora na reducao das crises focais tanto nos modelos de epilepsia
(Covolan et al., 2014; Shi et al., 2015; Meng et al., 2016) quanto nos proprios
pacientes com epilepsias intrataveis que sejam refratarios ao tratamento
farmacolégico e que nao sejam candidatos a excisado cirurgica (Hodaie et al., 2002;
Kerrigan et al., 2004; Graves e Fisher, 2005; Osorio et al., 2007; Lim et al., 2008;
Fisher et al., 2010; Lee et al., 2012; Salanova et al., 2015).
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1.4 ESTIMULACAO CEREBRAL PROFUNDA

A ECP (do inglés Deep Brain Stimulation, DBS) € uma alternativa interessante
as terapias farmacoldgicas, bioldgicas e celulares existentes, que permite a
modulagdo bem-sucedida da sintomatologia de diversos disturbios neurolégicos e
neuropsiquiatricos de maneira transitoria e reversivel.

Os primeiros estudos com estimulagao elétrica surgiram ainda no século XIX.
Na década de 1870, a estimulagao elétrica foi introduzida como um instrumento no
auxilio a investigacao das fung¢des cerebrais em procedimentos neurocirurgicos. Em
1947, um estudo pioneiro, em humanos, de implante de eletrodos em estruturas
cerebrais profundas inaugurou um novo campo de pesquisa para testes clinicos
subsequentes para o tratamento, principalmente, de disturbios neuropsiquiatricos e
da dor cronica. Em 1973, surge, entdo, o primeiro trabalho sobre a estimulagao
elétrica do cerebelo como terapia para o tratamento da epilepsia (Kringelbach et al.,
2007).

A ECP consiste no implante, através de um procedimento minimamente
invasivo, de eletrodos intracraniais subdurais que emitem uma descarga continua e
pulsatil de impulsos elétricos de alta frequéncia em alvos especificos do parénquima
cerebral (Lozano e Kopell, 2014). Estes eletrodos estao conectados a estimuladores
portateis que apresentam parametros modificaveis como amperagem, voltagem,
frequéncia, pulso, estimulacdo mono- ou bifasica, intermitente ou continua, mono- ou
multipolar e configuracdo dos eletrodos. Tais parametros variam dependendo do
alvo escolhido e permitem um ajuste fino, a fim de maximizar os beneficios clinicos e
reduzir os efeitos colaterais secundarios relacionados a estimulagao (Wyckhuys et
al., 2009; Lozano e Kopell, 2014; Sankar et al., 2014). Outra vantagem da ECP
reside na possibilidade de se evitar os efeitos colaterais tipicamente associados a
intervengao farmacoldgica.

Apesar do tratamento adequado, mais de 30% dos pacientes ndo respondem
as drogas anti-epilépticas disponiveis comercialmente (Kwan e Brodie, 2000). Por
este motivo, a ECP é uma alternativa terapéutica em ascensao, sendo utilizada nao
sO0 em individuos com formas farmacorresistentes de epilepsia, mas também com
crises focais multiplas, generalizadas ou bilaterais ou com convulsdes em areas que

acarretem prejuizo ao processamento sensorial, a habilidade linguistica ou que
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levem a paralisia — denominadas de cértex eloquente — onde a ressecgéao cirurgica
nao € uma opgao para esses pacientes (Kahane e Depaulis, 2010).

A ECP tem sido aplicada, principalmente, em alvos subcorticais como os
nucleos talamicos, os ganglios da base, o hipocampo e a amigdala (para reviséo ver
Wyckhuys et al., 2009). No entanto, independente do alvo, a ECP obijetiva reduzir a
probabilidade e/ou propagagdo de novas crises epilépticas e, apesar de paliativa,
tem demonstrado ser uma estratégia terapéutica relativamente segura com potencial
beneficio aos individuos com epilepsia refrataria (Pilitsis et al., 2008).

Diversos estudos pilotos ndo controlados vém apontando para o papel
auspicioso do nucleo anterior do tdlamo (NAT) na epilepsia (Hodaie et al., 2002;
Kerrigan et al., 2004; Graves e Fisher, 2005; Osorio et al., 2007). Tais resultados
favoraveis levaram a implementagcdo de um estudo multicéntrico randomizado e
duplo-cego denominado SANTE - Estimulagdo do Nucleo Anterior do Talamo para
Epilepsia (do inglés, Stimulation of the Anterior Nucleus of the Thalamus for
Epilepsy). Este estudo envolveu a estimulagédo intermitente e bilateral do NAT em
110 pacientes com crises focais com ou sem generalizagdo secundaria e mostrou a
reducdo do numero de crises que persistiu mesmo apés dois anos de tratamento
(Fisher et al., 2010). Um resultado similar, utilizando estimulacdo aguda do NAT
esquerdo de ratos, foi capaz de reduzir as taxas de crises epilépticas induzidas pela
pilocarpina (Jou et al., 2013; Covolan et al., 2014). Isso demonstra, portanto, o
envolvimento do NAT na redugdo da frequéncia de crises em testes clinicos e no
estudo com modelos animais devido ao provavel papel da estimulacdo na
restauragcao do balango entre neurotransmissores excitatorios e inibitérios no cortex
(Liu et al., 2012). Com base nesses resultados, a estimulagcéo desta estrutura ja foi
aprovada em diversos paises como Australia, Canada e em paises da Unido
Europeia como um tratamento para crises parciais farmacorresistentes e para crises
secundarias generalizadas (Fisher e Velasco, 2014). No Brasil, também ja foi
aprovado pela Agéncia Nacional de Seguradoras de Saude (ANS).

E importante ressaltar que, para a epilepsia, os parametros de estimulagéo e
melhores alvos para implante tém sido, basicamente, decididos pela pratica e
resultados clinicos. Nesse sentido, 0 nosso grupo tem sido um dos pioneiros no
Brasil e no mundo a investir em tentativas de sanar esse déficit. Em estudos
recentes, utilizando um modelo experimental de ELT (modelo da pilocarpina), foi

demonstrado que a acdo anticonvulsivante da estimulacdo do NAT encontra-se
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intimamente relacionada a intensidade de corrente (Covolan et al., 2014) e que isso
deve variar de acordo com a fase, se aguda (Amorim et al., 2015) ou cronica
(Covolan et al., 2014).

O NAT é composto por trés subnucleos (anteroventral, anteromedial e
anterodorsal) que possuem uma intrincada relagdo com o sistema hipocampal
(Figura 4). Os neurbnos anteroventrais estdo implicados na propagag¢ao do ritmo
theta, cujo papel esta associado a plasticidade sinaptica da formagao hipocampal e
do cortex retroesplenial. Ja os neurbnios anteromediais tém um papel na
transmissao de sinais provenientes do hipocampo as areas pré-frontais envolvidas
em fungdes executivas, cognitivas e emocionais. Por sua vez, os anterodorsais tém
papel putativo na navegacgao espacial (Child e Benarroch, 2013). Estudos com
modelos animais sugerem, ainda, que o NAT possui um papel na propagacao de
crises focais (Child e Benarroch, 2013; Fisher e Velasco, 2014), visto que ja foi
observado uma alta atividade nesta estrutura durante a crise epiléptica (Mirski e
Ferrendelli, 1986), mas, quando o NAT ¢é estimulado, lesado ou infundido
quimicamente, ha uma redugéo dessas crises induzidas quimicamente (Mirski et al.,
1997; Hamani et al., 2004; Bittencourt et al., 2010; Zhong et al., 2011). Um estudo
sugere que pode haver uma supressao da sincronizagao, da amplificagao e, assim,
da propagacdo de crises focais corticais clinicas quando se faz uso de

procedimentos como estimulagao ou lesédo (Takebayashi et al., 2007).

Figura 4: Organizagao geral dos nucleos talamicos. Os nucleos talamicos sao divididos em
laterais, mediais e anteriores. Os nucleos anteriores sao divididos, por sua vez, em anteroventral,

anteromedial e anterodorsal (n&o representados nesta figura) (Adaptado de SlidePlayer).
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Desta maneira, devido a sua conectividade central com o sistema hipocampal
- visto que emite eferéncias diretas e indiretas a formagao hipocampal (subiculo, pré-
subiculo e para-subiculo), a sua consequente capacidade de modular redes neurais
e ao seu possivel papel na propagagao de crises, 0 NAT se mostra, através da ECP,
uma interessante alternativa para tratar disfungbes que levam a prejuizos da
memoria e da cognicao (Child e Benarroch, 2013; Suthana e Fried, 2014). Ademais,
€ um nucleo de projecao difusa com eferéncias corticais amplas (cortices do
cingulado anterior e posterior e cortex retroesplenial) e possui uma area
relativamente grande e bem definida, tornando possivel o posicionamento do
eletrodo (Lega et al., 2010; Child e Benarroch, 2013).

1.4.1 O papel do nucleo anterior do talamo na memoria

Enquanto a ECP vem sendo utilizada com grande sucesso no controle de
crises epilépticas, estudos paralelos vém apontando para o seu possivel papel
benfazejo no aumento da memaria e da fungao cognitiva.

O baixo desempenho em tarefas dependentes do hipocampo ja foi
extensamente demonstrado em estudos com ratos epilépticos crénicos tratados com
pilocarpina (Cavarsan et al., 2013; Pearson et al., 2014). E possivel que isto esteja
relacionado a grande lesao neuronal causada pelo SE (Covolan e Mello, 2000) e a
consequente reorganizagao da circuitaria hipocampal imediatamente apds o insulto
precipitante inicial, a qual leva a reducao na frequéncia e na poténcia do ritmo theta
antes e apos tarefas comportamentais (Chauviere et al., 2009).

O LTM tem uma participacao crucial na consolidagdo de memorias de curto
em longo prazo nos neo- e paleo-cértices. Além disso, o LTM também tem um papel
importante na formagdo de memorias declarativas (memdérias que podem ser
explicitamente verbalizadas) como a memdéria episdédica (memdéria associada a
eventos biograficos como tempo e lugar) e memdria semantica (memdéria associada
a conceitos). A manipulagdo dessa circuitaria abre, portanto, um caminho de
oportunidades para manipular o aprendizado e a memodria.

Recentemente, foi demonstrado o potencial da ECP no NAT para melhorar, a
longo prazo, o processamento verbal e oral de pacientes com ELT (Oh et al., 2012).
A eficacia da ECP pode aumentar substancialmente, a medida que os mecanismos

neurobioldgicos subjacentes ao efeito da estimulacdo do NAT forem melhor



15

compreendidos e que se encontre os melhores parametros de estimulacdo. A
estimulagédo bem sucedida de alvos centrais, que sejam componentes chaves do
circuito hipocampal, reforcam a ideia de que, com o éxito no controle das crises
parciais mesiais (com ou sem generalizacdo secundaria) em individuos refratarios a
intervencao farmacoldgica, pode haver uma reversédo nos déficits de memoaria e nos
prejuizos cognitivos.

Tendo em vista, principalmente, a intima relagao entre o NAT e o hipocampo
no que tange a propagacao do ritmo theta e a navegacgao espacial, hipotetizamos
que a intervencao terapéutica intermitente e premeditada desta estrutura, apos e/ou
durante o insulto precipitante inicial (muito anterior a fase de processamento ou
consolidagao), poderia alterar as propriedades neurofisiolégicas intrinsecas da rede
epiléptica de tal maneira a trazer beneficios cognitivos posteriores. Além disso, a
perda progressiva de neurbnios no tecido epiléptico esta associada ao declinio do
desempenho cognitivo progressivo. Portanto, individuos com extenso dano do LTM
podem se tornar amnésicos com inabilidade de formar e reter novas memodrias.
Desta maneira, considerando que ECP do NAT durante o SE induzido pela
pilocarpina tem um papel neuroprotetor (Amorim et al., 2015) e os achados de nosso
(Covolan et al.,, 2014) e de outros grupos (Fisher et al., 2010; Lee et al., 2012)
demonstrando o papel da ECP do NAT na reducdo das crises epilépticas,
hipotetizamos também que, caso a estimulagao fosse administrada precocemente,
poderia alterar o processo de epileptogénese e, a longo prazo, ser capaz de reverter

os danos cognitivos causados pela instalagdo do quadro epiléptico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se a estimulagao cerebral profunda do nucleo anterior do talamo
durante o SE induzido pela pilocarpina sistémica, é capaz de aumentar a laténcia
para a primeira crise espontidnea e melhorar o desempenho dos animais em testes

de meméoria espacial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar se a ECP aguda (6h, durante o SE) ou intermitente (6h/dia, durante a fase
silente) sdo capazes de alterar a laténcia para a primeira crise esponténea e a
frequéncia das CER no modelo da pilocarpina;

* Avaliar se a ECP aguda (6h, durante o SE) ou intermitente (6h/dia, durante a fase
silente) sdo capazes de melhorar a aprendizagem em ratos epilépticos crbnicos;

* Avaliar se a ECP aguda (6h, durante o SE) ou intermitente (6h/dia, durante a fase
silente) sdo capazes de interferir nos achados histopatoldgicos caracteristicos do
modelo da pilocarpina tais como a morte celular e a reorganizagao sinaptica

(brotamento das fibras musgosas).
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo estad de acordo com as normas do Comité de Etica em
Pesquisa da UNIFESP (CEUA N° 8637170214), cumprindo, também, as normas de
utilizacdo de animais do laboratorio CONCEA e as normas internacionais de
experimentacdo animal.

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar jovens (Rattus norvegicus) e
machos com, aproximadamente, oito semanas de idade e peso variando entre 250-
320 gramas. Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos e mantidos em
caixas de polipropileno individuais no biotério (10 x 20 x 30 cm) com livre acesso a
agua e a comida e sob temperatura (23 * 1°C) e ciclo claro/escuro (6 - 18h)
controlados.

O desenho experimental original contemplou a utilizagdo de 44 animais,
sendo 8 para o grupo Controle, 12 para grupo Epi (epilépticos sem eletrodos), 12
para o grupo EpiDBSa (epiléticos com estimulagdo aguda de 6h a partir do SE) e 12
para o grupo EpiDBSi (epilépticos com estimulagéo intermitente de 6h/dia durante 20
dias). Detalhes sobre os grupos experimentais e sobre os procedimentos podem ser

encontrados nos itens 3.2 a 3.8.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

EXPERIMENTO 1: Para determinar o quanto a estimulacado cerebral profunda é
capaz de alterar o padrao de frequéncia de crises e a laténcia para a primeira crise
espontanea no modelo experimental da pilocarpina, foram implantados eletrodos no
nucleo anterior do talamo em animais controles. A seguir, a epilepsia foi induzida
pela administragcado sistémica de pilocarpina (ver item 3.3). Imediatamente apds o
inicio do SE, todos os animais com eletrodos implantados foram estimulados com
400 pA durante seis horas continuas (ver detalhes sobre os parametros de
estimulacdo no item 3.5). Um grupo de animais sem eletrodos, que também recebeu
a injecao de pilocarpina, foi utilizado como grupo Controle. Sete dias apds a indugao,

os animais foram conduzidos para a filmagem durante 60 dias. Nesse experimento
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foram utilizados 21 animais (Epi, n=10; EpiDBSa, n=11). Desenho experimental
representado abaixo:

EXPERIMENTO 1:
GRUPO Epi

Ambientacéo SE D.
- - o -

SETE DIAS SETE DIAS SESSENTA DIAS

GRUPO EpiDBSa

Implante dos a.
eletrodos SE + ECP 6H
- . - -

SETE DIAS SETE DIAS SESSENTA DIAS

Figura 5: Desenho experimental 1. O SE foi induzido ela injegao intraperitoneal de pilocarpina. A
ECP foi iniciada simultaneamente ao inicio do SE e mantida por 6h (grupo EpiDBSa). Animais sem
eletrodos também foram submetidos ao SE (Grupo Epi). Ambos grupos foram filmados por 60 dias
para o registro da primeira crise espontanea e da frequéncia de CER. SE: status epilepticus; ECP:

estimulagao cerebral profunda; CER: crises espontaneas recorrestes.

EXPERIMENTO 2: Para avaliar se a ECP realizada diariamente durante a fase
silenciosa do modelo da pilocarpina poderia alterar a laténcia para a primeira crise
espontanea e o padrao de frequéncia de CER, um dia apés o SE, o grupo EpiDBSa
foi subdividido e parte dos animais passou a ser estimulada de forma intermitente,
ou seja, 200 YA por 6 horas/dia durante mais 19 dias (Grupo EpiDBSi). Sete dias
apos a indugao, os animais foram conduzidos para a flmagem onde permaneceram
durante 60 dias. Nesse experimento foram utilizados 12 animais EpiDBSi. Desenho

experimental representado abaixo:
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EXPERIMENTO 2:
GRUPO EpiDBSi

Implante dos

eletrodos SE + ECP 6H n.
-~ - - -

SETE DIAS SETE DIAS SESSENTA DIAS
A DBS 61/DIA 20 DIAS N

Figura 6: Desenho experimental 2. O SE foi induzido pela injecdo de pilocarpina. A ECP foi iniciada
simultaneamente ao inicio do SE e mantida por 20 dias de forma intermitente, ou seja, 6 horas/dia. O
video-monitoramento foi realizado 24h/dia para avaliagdo da laténcia para a primeira crise
espontanea e a frequéncia de CER. SE: status epilepticus; ECP: estimulagao cerebral profunda; CER:

crises espontaneas recorrentes.

EXPERIMENTO 3: O labirinto aquatico de Morris foi utilizado para analisarmos as
possiveis mudangas na memoria espacial de animais apos a ECP. Essa tarefa foi
realizada, quatro meses apos a indugao do SE, nos mesmos animais utilizados nos
experimentos 1 e 2 (Grupos Epi, n=8; EpiDBSa, n=9 e EpiDBSIi, n=10). Sete
animais naive, de mesma idade, foram acrescentados como Controle. Desenho
experimental representado abaixo:

EXPERIMENTO 3:
GRUPOS Epi, EpiDBSa, EpiDBSi E CONTROLE

Fim do Labirinto
registro aquatico Processamento
das crises de Morris Perfusdo histologico
SESSENTA DIAS

Figura 7: Desenho experimental 3 e 4. Tarefa comportamental e histologia. Quatro meses apés o
SE, os animais foram submetidos ao labirinto aquatico de Morris durante 6 dias. Apds o término da

tarefa, todos animais foram perfundidos e o tecido cerebral utilizado em analises histoldgicas.
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EXPERIMENTO 4: Apos o término da tarefa espacial, todos animais foram
perfundidos e o tecido cerebral foi submetido a processamentos histolégicos. As
analises histoldgicas foram realizadas para avaliar a neosinaptogénese e a lesao

celular no hipocampo em todos os grupos do estudo (Figura 7).

3.3 CIRURGIA PARA O IMPLANTE DOS ELETRODOS

Os animais com aproximadamente oito semanas de idade foram anestesiados
com uma solucéao de cloridrato de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (ip.).
Apoés atingirem o plano anestésico, o pelo da regidao craniana foi aparado e as
cabecas fixadas ao aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA,
US). A seguir, foi realizada a assepsia da regiao craniana com alcool 70°GL (Gay
Lussac) seguida de iodopovidona tépica e os planos cirurgicos foram anestesiados
através da administracdo local de lidocaina 2% (anestesia tépica contendo
norepinefrina). A pele, o tecido celular subcutaneo e o periésteo foram, entéao,
divulsionados com auxilio de um bisturi Iamina n°® 15 até a exposi¢cao das suturas
interésseas.

Apds a hemostasia, dois pequenos furos (cerca de 1 mm cada) foram
realizados na tabua 6ssea com uma broca odontolégica, a fim de que dois eletrodos
de aco inoxidavel (com cerca de 125 micrédmetros de didmetro) totalmente
encapados com verniz, com exce¢ao dos 0,5 mm distais, fossem implantados
estereotaxicamente nos alvos. Dois pequenos furos adicionais foram realizados
proximos ao lambda para a fixacdo de dois parafusos de acgo inoxidavel, que
serviram tanto para fixagdo do cimento acrilico quanto para o aterramento de dois
eletrodos desencapados fixados aos parafusos.

Os eletrodos foram implantados bilateralmente no nucleo anterior do talamo
de acordo com as coordenadas do atlas estereotaxico de Paxinos e Watson
(Paxinos e Watson, 1998): 1,5 mm posterior ao bregma, 1,5 mm lateral ao bregma
(direita ou esquerda) a uma profundidade de 5,5 mm da superficie cortical (Figura 8).

Uma vez finalizado o implante, os eletrodos foram conectados a um pequeno
pedestal de plastico e seguros com auxilio de cimento acrilico. Por fim, foi realizada

novamente a assepsia com iodopovidona tdpica e, a seguir, foi administrada uma
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dose de 0,5 mL/kg, intramuscular (im.), de uma suspensao poli-antibiética de
estreptomicinas e penicilinas (Pentabidtico Veterinario Reforcado Fort Dodge) como
profilatico para um potencial risco de infecgao.

Durante o procedimento, o plano anestésico foi checado com frequéncia e
suplementos de quetamina e xilazina foram administrados conforme necessario.
Todo o procedimento foi realizado com o uso de luvas, mascara e materiais
cirargicos lavados com alcool 70°GL.

ApOs a cirurgia, foi aguardada a recuperagao dos animais durante sete a dez
dias antes de dar inicio a inducdo do SE através do protocolo de administragcao de

pilocarpina.

A

Figure 46
Legenda: ey,

® Catodo
® Anodo

! \ . Ay .
l Lambda \\ DS RN L NG il

Interaural 7.44 mm Bregma -1.56 mm

Figura 8: Esquema representativo do local de implante dos eletrodos no nucleo anterior do
talamo de ratos. Em A, a visdo superior do cranio de um rato com pontos demonstrando o
posicionamento dos eletrodos. Os pontos vermelhos representam os eletrodos de estimulagéo (polo
positivo); os verdes, de referéncia ou inativos (polo negativo). Em B, um corte coronal do cérebro de
um rato mostrando, através dos pontos vermelhos, a localizagdo do nucleo anterior do talamo
(Adaptado de Paxinos e Watson, 1998).

3.4 MODELO DE INDUGAO DO ESTADO DE MAL EPILEPTICO E CRISES
EPILEPTICAS PELA INJEGAO DE PILOCARPINA

Os animais receberam uma injecéo de metil-escopolamina (10 mg/kg, i.p.) 30
minutos antes da inje¢do de pilocarpina (320 mg/kg, i.p.). Noventa minutos apos o
inicio do SE, os animais receberam uma injecao de tionembutal (30 mg/kg, i.p.). Os

animais que nao entraram em SE apds a administracdo de pilocarpina receberam
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uma segunda dose uma hora apdés a primeira. Todos os detalhes quanto aos
cuidados com os animais, posteriores ao SE propriamente dito, podem ser obtidos
em diversos estudos (Covolan, L et al., 2000; Covolan, L. e Mello, L., 2006).
A determinagao do SE teve como base a escala proposta por Racine (Racine,
1972). Nesta escala a crise é divida em 5 estagios:
Estagio0 sem mudangas comportamentais;
Estagiol movimentos orofaciais ou automatismos de lingua, salivagao
exagerada;
Estagio Il clonia facial e em todo o corpo;
Estagio Il mioclonias, movimentos automaticos e repetitivos da cabeca, nauseas,
defecacao;
Estagio IV clonia das patas dianteiras, empinamento do corpo, wild running e wild
Jumping;
EstagioV clonia das patas dianteiras e convulsdes ténico-clénicas generalizadas
com perda da postura.
O intervalo de tempo entre a administracdo sistémica de pilocarpina e o
momento do inicio do SE (cuja caracterizagdo se da pela presencga ininterrupta,
durante 5 minutos, de clonias e automatismos orofaciais) foi aferido e posteriormente

comparado entre os grupos com e sem eletrodos.

3.5 ESTIMULAGAO CEREBRAL PROFUNDA

Nesse estudo foram utilizados dois protocolos de ECP, cuja variagéo foi a
corrente utilizada. No grupo EPIDBSa, imediatamente ao inicio do SE, a estimulagao
foi iniciada com os parametros de 400 pA de corrente, 90 us de duragao de pulso e
130 Hz de frequéncia. Nesse grupo a ECP foi realizada por 6h. No grupo EPIDBSI,
os mesmos parametros foram usados no dia do SE. Nos dias subsequentes, a
estimulagao foi intermitente, 6h/dia com os parametros de 200 uA de corrente, 90 us
de duragao de pulso e 130 Hz de frequéncia. No grupo EPIDBSI, a ECP foi feita por
20 dias.

A escolha deste momento para aplicacdo da ECP deve-se ao fato dos
modelos de inducdo de crises epilépticas, como o da pilocarpina, apresentarem o

conceito de periodo de laténcia entre o insulto precipitante inicial e o
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desenvolvimento das crises epilépticas crénicas. Assim, existe o conceito clinico de
que a epilepsia adquirida, em geral, ocorre muitos meses ou anos apoés algum tipo
de leséo pregressa, tornando-se essencial o desenvolvimento de tratamentos, como

o aplicado neste protocolo, para se evitar a epileptogénese (Jefferys, 2010).

3.6 VIDEOMONITORAMENTO DE CRISES COMPORTAMENTAIS

Sete dias apds a administracdo de pilocarpina, os animais foram colocados
em uma sala de filmagem em gaiolas individuais e transparentes com livre acesso a
agua e comida sob as mesmas condigdes do biotério.

As cameras de filmagem de alta resolugao filmaram a atividade dos animais
24h/dia durante 60 dias e o0 armazenamento destes dados foi feito em um aparelho
Intelbras®. Os backups das filmagens foram realizados rotineiramente, a fim de se
evitar a perda dos dados.

Essas filmagens foram analisadas com o auxilio do programa Intelbras Media
Player® em velocidade variavel, conforme a taxa de atividade dos animais e, a partir
da analise destas filmagens, foi realizado o levantamento da frequéncia de crises e
do tempo médio de laténcia para a primeira crise espontanea.

A determinacdo da ocorréncia de CER teve como base a observacido dos
estagios IV e V da escala de Racine descrita no item 3.4.

O teste estatistico utilizado para analisar a laténcia para o SE, a primeira crise
espontanea e a frequéncia de CER foi a analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida do teste post hoc de Newmann-Keuls. O nivel de significancia foi

considerado quando p<0,05.

3.7 TAREFA COMPORTAMENTAL

3.7.1 Labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquatico de Morris consiste de duas fases: treino (cinco dias
consecutivos) e retencédo (um dia). Esta tarefa foi realizada aos quatro meses apés o
SE sempre no periodo matinal (7-11 h). Nesse experimento foi utilizada uma piscina

redonda (180 cm de diametro) totalmente pintada de preto e preenchida com cerca
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30 cm de agua a uma temperatura que variou entre 23 a 26°C, a qual foi trocada
diariamente. A piscina foi preenchida com agua de maneira a permitir que uma
plataforma transparente permanecesse submersa, porém, acessivel ao animal
(cerca de dois cm abaixo da superficie da agua). A area da piscina foi dividida em
quadrantes e nela cada animal pode locomover-se livremente durante 60 segundos,
com o auxilio de pistas visuais presentes no ambiente, até encontrar a plataforma
que permaneceu localizada no centro de um dos quadrantes (Figura 9).

Os animais foram organizados de maneira a permitir que 0s grupos se
intercalassem (por exemplo: Epi > EpiDBSa > EpiDBSi > Controle e, assim,
sucessivamente) até que todos animais de todos os grupos completassem a
primeira bateria diaria. Ao todo foram realizadas quatro baterias/dia por animal. Em
cada uma delas o ponto de inicio foi diferente da anterior e mantido para todos
animais. O ponto de inicio sempre foi referente a um dos pontos cardeais (N-S — L
— O) de acordo com a divisdo de quadrantes da piscina. Para impedir que o tempo
entre os baterias fosse muito grande, permitiu-se que nadassem, no maximo, oito

animais a cada semana.
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Figura 9: Representacao grafica do labirinto aquatico de Morris. Uma piscina foi preenchida com
agua levemente acima do nivel da plataforma. As paredes do local contém pistas visuais que auxiliam
o animal na procura da plataforma transparente submersa. Quatro pontos de insergdo pré-
determinados (N, S, L, O) séo utilizados durante os baterias para desafiar a memoéria do animal
(Adaptado de Academic).
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Na fase de aquisicdo, cada animal realizou quatro baterias por dia durante
cinco dias consecutivos com um intervalo de, no maximo, 20 minutos entre as
baterias. Nesta etapa, o animal foi colocado em um dos pontos de inser¢ao (norte,
sul, leste ou oeste) que alternou-se entre os dias e, também, entre as baterias. Em
seguida, cada rato teve 60 segundos para localizar a plataforma e, caso nédo a
encontrasse, era guiado até a mesma com o auxilio de uma espatula onde
permaneceu por 15 segundos antes de ser retirado da piscina. Os animais que
encontraram a plataforma também permaneceram 15 segundos na mesma, mas, se
saisse da plataforma antes dos 15 segundos, era novamente guiado até ela para
que o tempo na mesma totalizasse 15 segundos.

Na fase de retencao, a plataforma foi retirada da piscina e o animal nadou por
90 segundos para aferir o real aprendizado espacial dos animais: quanto mais
preciso 0 animal for em seu caminho para a plataforma, maior tera sido seu
aprendizado.

A iluminagao do ambiente permaneceu reduzida durante os testes e o nado
dos animais foi registrado e coletado a partir de uma cémera de video afixada no
teto conectada a um computador com sistema de analise integrado pelo programa
Ethovision (Noldus). Em seguida, foi aplicado o ANOVA de medidas repetidas para

analisar os dados.

3.8 ANALISE HISTOLOGICA

3.8.1 Coloragao de Nissl (Cresil violeta)

Ao final do teste comportamental, todos os animais foram profundamente
anestesiados com uretana (1,2 g/kg) e perfundidos por via transcardiaca para fixar o
tecido cerebral de modo a permitir a coloragdo de Nissl e também a de neo-Timm
(item 3.8.2). A perfusdo foi iniciada com solugao salina seguida por 100 mL de Na,S
a 1,15% (m/v) em solugédo tampéo de fosfato a 0,1 M, e 100 mL de formaldeido a 4%
(v/v) em solugcédo tamponada de fosfato a 0,1 M. Sec¢des coronais de 30 pm foram
cortadas em um criostato e montadas em I|aminas revestidas com gelatina,
utilizando-se um a cada seis cortes coletados. A seguir, as laminas foram coradas
com a técnica de Nissl para uma analise quantitativa do dano neuronal no

hipocampo. O método de Nissl utiliza o cresil violeta - um corante basico utilizado
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para evidenciar o citoplasma de neurdnios. O citoplasma contém varias estruturas,
inclusive os corpusculos de Nissl, que sao corpusculos compostos basicamente por
RNA. Dessa maneira, tal coloragao serve como indicador de viabilidade neuronal,
pois, quando ocorre a lesdo neuronal, esses corpusculos podem desaparecer -
fendbmeno conhecido como cromatdlise. Apds serem montados em I|aminas
gelatinadas, os cortes foram hidratados nas seguintes solugdes: xilol, alcool 100%,
alcool 95%, alcool 70%, alcool 50% e agua destilada. Apos essa etapa, os cortes
foram mergulhados sequencialmente em solugdo aquosa de violeta de cresil (0,38g
de violeta de cresil em 100 mL de agua destilada) por cerca 5 minutos, acido acético
1 M, e entdo em agua destilada. Para a desidratagdo dos cortes, estes foram
mergulhados nas solugdes de alcool 50% e 70% e depois no diferenciador (1 mL de
acido acético em 100 mL de alcool 70%). Depois foram passados em solugdes
crescentes de etanol, no xilol e, em seguida, cobertos com Enthelan®. As imagens
dos cortes histolégicos corados com cresil violeta foram capturadas por uma camera
digital de alta resolugcdo (Nikon DXM1200) instalada em microscopio Nikon (Eclipse
E600FN) e convertidas em sinais digitais transmitidos a um computador. As imagens
foram adquiridas com objetiva de 40 vezes e a contagem foi realizada utilizando a
ferramenta cell counter do software Image J. O numero de células foi contado nas
subregides hipocampais (giro denteado, CA1, CA3 e hilo), bilateralmente e em
quadruplicata na extensao rostro-caudal do hipocampo. A area de contagem
determinada apresenta duas linhas proibidas (exclusdo) e duas linhas aceitaveis
(inclusao). As células que tocaram as linhas proibidas ndo foram contadas, porém,
as células que tocaram as linhas aceitaveis e que se encontraram dentro da area,
foram contadas. Cada subregido hipocampal foi subdividida em trés campos, sendo
que o resultado obtido para cada subregido hipocampal foi determinado através da
média dos valores dos campos. Para a estatistica foi aplicado ANOVA de uma via
seguido do teste post-hoc de Fisher. O nivel de significancia foi considerado quando
p<0,05.

3.8.2 Coloragao de neo-Timm

Com seccbes adjacentes as avaliadas pela técnica de Nissl foram montadas

para a analise do brotamento de fibras musgosas pelo método de neo-Timm. Todas
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as secgodes foram desenvolvidas no escuro numa solugdo contendo: goma arabica a
50% (m/v) (160 mL) a 26°C, citrato de sodio 2M (30 mL), hidroquinona a 5,7% (m/v)
(80 mL), e de nitrato de prata a 10% (w/v) (2,5 mL) durante 45 minutos.
Posteriormente, as secg¢bes foram enxaguadas com agua destilada por 10 minutos,
desidratadas em etanol e, entdo, fechadas com Balsamo do Canada. As imagens
dos cortes histolégicos foram captadas por uma camera digital de alta resolugao
(Nikon DXM1200) instalada em um microscépio Nikon (Eclipse E600FN) e
convertidas em sinais digitais transmitidos a um computador. Estas imagens foram
adquiridas com objetiva de 10 vezes e analisadas utilizando o software Image J. A
analise quantitativa das densidades Opticas em regides do hipocampo foi realizada a
partir de valores expressos na forma de niveis de cinza, tendo como controle o corpo
caloso adjacente. Para cada animal foram utilizados trés cortes, um em cada nivel
ao longo da extensao rostro-caudal do hipocampo, e para cada corte realizadas
medidas na zona supragranular do giro denteado superior e inferior tanto no
hipocampo direito quanto no esquerdo, obtendo-se assim um total de 12 imagens
para cada animal. Para os resultados nao sofrerem intervencao de fatores externos,
a iluminacao foi mantida estavel durante a aquisicdo das imagens.

Para a estatistica foi aplicado ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc

de Tukey. O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 LATENCIA PARA O STATUS EPILEPTICUS

Através do protocolo de administragao sistémica de pilocarpina foi medido o
intervalo de tempo entre a administracédo e a caracterizagdo do inicio do SE. Os
resultados demonstram que os animais com a presencga de eletrodos apresentaram
uma laténcia maior para desenvolver o SE (102,03 + 17,22 minutos) quando

comparados aos animais sem implante (34,87 * 4,39 minutos; p=0,00)
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Figura 10: Laténcia para o status epilepticus. Os animais com eletrodos (n=23) apresentam maior
laténcia para o inicio do SE que os animais sem eletrodos (n=11). Dados expressos como media
mais ou menos SE. * p<0,05,

4.2 ANALISE DO VIDEOMONITORAMENTO DIARIO

4.21 Laténcia para a primeira crise espontanea

A analise do videomonitoramento demonstrou que ndo houve uma diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (F2601-0,76; p=0,46) para a laténcia
para a primeira crise espontanea (EpiDBSa = 26,11 + 3,04 dias; EpiDBSi = 21,35 +
3,14 dias e Epi = 21,80 £ 2,32 dias),
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Figura 11: Laténcia para a primeira crise espontanea. Auséncia de diferenga estatisticamente
significante entre os grupos experimentais (p=0,46). Grupos Epi: epiléptico controle (n=10), EpiDBSa:

epiléptico com ECP aguda de 6h (n=11), EpiDBSi: epiléptico com ECP intermitente de 6h/dia (n=12).

4.2.2 Numero de crises espontaneas recorrentes

Na analise das crises comportamentais, também observa-se que nao houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (Fp45-2,19; p=0,12) em
relacdo a frequéncia de CER, ou seja, o tratamento n&do promoveu a diminuigdo do
numero de CER no periodo de dois meses. Desta maneira, comparando cada grupo
individualmente na analise semanal de CER, a média de crises epilépticas ao dia
nos grupos EpiDBSa e EpiDBSi (0,34 + 0,07 CER/dia e 0,50 + 0,07 CER/dia,
respectivamente) se mostra semelhante ao grupo Epi (0,29 + 0,06 CER/dia, p=0,12).
No entanto, na figura 12 observa-se que, no grupo Epi, ocorre um aumento
progressivo seguido de uma diminuicdo no numero de crises comportamentais,
enquanto que nos grupos EpiDBSa e EpiDBSi o padrao de CER aumenta ao longo
das semanas apds o periodo de estimulagdo. Portanto, embora o tratamento nao
tenha promovido a diminui¢do no numero de CER totais no periodo de dois meses, a

ECP foi capaz de alterar o padrao das crises comportamentais.
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Figura 12: Frequéncia de crises espontianeas recorrentes. Representagio grafica da distribuigao
semanal das crises comportamentais entre os grupos estudados. Nao ha diferenga estatisticamente
significaste entre os grupos Epi (n=10), EpiDBSa (n=11) e EpiDBSi (n=12; p=0,10). Observa-se uma
alteragdo no padrao de distribuicdo das crises comportamentais, sendo que ha uma tendéncia ao
aumento das crises ao redor da sétima e oitava semanas nos grupos EpiDBSa e EpiDBSi. Cada

simbolo representa um animal avaliado.

4.3 DESEMPENHO DE RATOS CONTROLES E/OU EPILEPTICOS NO
LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

No labirinto aquatico de Morris, a ANOVA de medidas repetidas indica que
todos os grupos experimentais aprenderam a tarefa espacial, ou seja, todos
reduziram a laténcia para encontrar a plataforma submersa (Grupos: Fi3175=14,77,;
p=0,00) ao longo dos cinco dias da fase de aquisigdo ou aprendizagem (Dias:
Fra,712=41,87; p=0,00). Foi também indicada a interacdo entre os fatores “grupos” e
“dias” (Fp12,712=7,80; p=0.00).

Comparando cada grupo individualmente, observa-se que a laténcia do quinto
dia dos grupos Epi, EpiDBSa e EpiDBSi (48,77 + 2,46 segundos, 48,79 = 2,85
segundos e 45,28 + 2,73 segundos, respectivamente) € semelhante ao grupo
Controle (15,37 + 2,22 segundos, p=0,00). Isso demonstra que todos, embora
tenham aprendido, levaram mais tempo para concluir a tarefa (Figura13A).

Quando comparados ao Controle, os trés grupos experimentais — Epi,
EpiDBSa e EpiDBSi — percorreram uma distdncia maior para realizar a tarefa
(F3,180=122,08; p=0,00) ao longo dos cinco dias da fase de aquisi¢do (F,7201=21,99;
p=0,00). A analise entre os fatores mencionados também demonstra diferencga
estatisticamente significante entre os grupos (Fp12,720=7,08; p=0,00). Essa elevada
distancia nos grupos Epi (1269,16 £ 82,55 centimetros), EpiDBSa (1485,04 + 71,49
centimetros) e EpiDBSI (1555,27 + 78,32 centimetros) persistiu mesmo no quinto dia

do experimento (Controle: 369,00 + 63,94 centimetros; p=0.00). No entanto, o grupo
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EpiDBSa conseguiu reduzir a distancia percorrida entre o primeiro e o quinto dia da
fase de treinamento (p=0,02) (Figura 13B). Nao ha diferenga estatisticamente
significante no quinto dia entre os grupos experimentais, tendo estes percorrido
distancias similares no ultimo dia da fase de treinamento.

A ANOVA de medidas repetidas também demonstra que a velocidade,
medida em centimetros por segundo, foi maior entre os epilépticos (Grupos:
Fi3,180=78,00; p=0,00) na fase de aquisigdo (Dias: Fj4720=12,01; p=0,00), dada a
interacdo entre “grupos” e “dias” (Fj12,720~4,06; p=0,00) (Figura 13C). O grupo
Controle manteve uma velocidade média quase que constante entre o primeiro
(23,44 + 0,58 cm/s) e o quinto dia (21,64 £ 0,77 cm/s), enquanto os grupos Epi,
EpiDBSa e EpiDBSi apresentaram um aumento progressivo da velocidade entre o
primeiro (24,58 + 0,76 cm/s, 26,46 + 0,65 cm/s e 24,85 + 0,72 cm/s,
respectivamente) e o quinto dia (28,37 + 1,00 cm/s, 31,10 + 0,86 cm/s e 27,80 + 0,95
cm/s, respectivamente; p=0,00).

Na figura 13D, o teste de Newmann-Keuls revela que, na fase de retengao do
sexto dia, o tempo de permanéncia no quadrante alvo € estatisticamente significante
apenas entre os grupos Controle e Epi (26,51 £ 2,29 segundos e 14,47 + 3,13
segundos, respectivamente; p=0,02), tendo estes grupos permanecido cerca de 42%
e 24% dos 60 segundos disponiveis no quadrante alvo, respectivamente. Ja os
grupos EpiDBSa (18,34 + 2,95 segundos) e EpiDBSi (17,39 = 2,95 segundos)

permaneceram cerca de 30% e 29%, respectivamente.
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Figura 13: Desempenho na fase de aquisicao e retengao. As representagbes graficas em A
(laténcia), B (distancia) e C (velocidade) indicam o desempenho dos animais durante os cinco dias de
aquisicao; a representagdo em D, o desempenho de retengdo. Em A, o diagrama demonstra que
todos os animais aprenderam a tarefa, apesar do grupo Controle ter apresentado uma laténcia menor
que os grupos experimentais. Em B, observa-se a que os grupos Epi, EpiDBSa e EPIDBSI percorrem
uma distancia maior para cumprir a tarefa, embora o grupo EpiDBSa tenha conseguido reduzir a
distancia entre o primeiro e o quinto dia da fase de treinamento. Em C, o diagrama demonstra que a
velocidade média estabelecida até encontrar a plataforma submersa aumentou progressivamente
entre o primeiro € o quinto dia nos grupos experimentais enquanto esta se manteve constante no
grupo Controle. Em D, todos os animais permaneceram tempos semelhantes no quadrante alvo (pelo
menos, 29 %), com excegdo do grupo Epi que permaneceu apenas 24% do tempo no quadrante alvo.
Grupos Epi (vermelho; n=8); EpiDBSa (verde; n=9); EpiDBSi (roxo; n=10) e Controle (azul; n=7)
(*p<0,05).

4.4 ANALISE HISTOLOGICA DA CONTAGEM CELULAR E DA
REORGANIZACAO SINAPTICA

441 Nissl

A contagem celular dos setores CA1 e CA3 do hipocampo, do hilo e da
camada granular foi realizada apds protocolo de coloragdo de Nissl em cortes de
ratos Epi, EpiDBSa, EpiDBSi e Controle. A analise detalhada revelou que, apds a

estimulacdo, o numero de células do setor CA1 do hipocampo € menor no grupo Epi
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(2086 + 49,57 células/mm?) quando comparado ao grupo EpiDBSa (2653 + 89,14
células/mm?; p=0,01). Ja os grupos EpiDBSi e Controle apresentaram, em média,
2308 + 240,25 células/mm? e 2511 + 123,86 células/mm?, respectivamente. Quatro
meses apos o SE, o numero de células da sub-regido CA3 do hipocampo também
foi similar entre os grupos experimentais (1439 + 67,70 células/mm?, 1661 + 91,24
células/mm?, 1667 + 120,52 células/mm? para os grupos Epi, EpiDBSa e EpiDBSi,
respectivamente) quando comparados ao grupo Controle (1476 + 88,50
células/mm?. No giro denteado, o grupo EpiDBSi (6655 + 421,76 células/mm?)
apresentou mais células quando comparado aos grupos Controle (5490 + 296,45
células/mm?; p=0,02) e Epi (5397 + 189,95 células/mm?, p=0,01), mas o mesmo
nimero de células em relacdo aos ratos EpiDBSa (6358 + 331,40 células/mm?). No
hilo, houve uma morte estatisticamente significativa de interneurénios no grupo Epi
(949,074 + 32,00 células/mm?) comparado ao grupo Controle (1840 + 135,78
células/mm?; p=0.00). No entanto, a perda celular no hilo do grupo EpiDBSi (1939 +
275,77 células/mm? foi menos intensa quando comparada ao grupo Epi (p=0,00) e
EpiDBSa (1339 + 143,17 células/mm?; p=0,02).
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Figura 14: Numero de células por mm? nos setores CA1 e CA3 e no giro denteado. No CA1, os
ratos EpiDBSa apresentaram maior numero de células quando comparados aos ratos Epi (*p<0,05).
O numero de células do setor CA3 foi semelhante entre todos os grupos. O grupo EpiDBSi
apresentou mais células granulares no giro denteado quando comparado ao grupo Epi (*p<0,05) e ao
grupo Controle (#p<0,05). O grupo EpiDBSi apresentou um nimero maior de células no hilo quando
comparado aos grupos Epi (*p<0,05) e ao grupo EpiDBSa (#p<0,05). Houve perda celular no hilo no

grupo Epi comparado ao Controle (*p<0,05). N=5 para todos os grupos.
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4.4.2 neo-Timm

O brotamentos de fibras musgosas ndo mostrou diferenca estatistica entre os
grupos EPi, EpiDBSa e EpiDBSi onde o padrdo e a intensidade da marcagao se

mostraram muito semelhantes e claramente observaveis (70,03 + 14,94; 73,35 +

+

6,39; 58,14 £ 12,76, respectivamente), mas diferente do grupo Controle (11,56 *
2,22; p<0,05).

A

Densitometria do neo-Timm (u.a.)

Epi EpiDBSa EpiDBSi Controle

T g

Figura 15: Representacdo grafica em unidades arbitrarias da analise do brotamento de fibras
musgosas por densitometria e imagens histolégicas representativas do giro denteado corado
com a técnica de neo-Timm. Em A, o grafico demonstrando que o brotamento aberrante na camada
molecular do giro denteado é similar entre os grupos Epi (B; n=5), EpiDBSa (C; n=5) e EpiDBSi (D;
n=5), mas difere do grupo Controle (E; n=5) (*p<0,05). m: camada molecular interna; g: camada

granular; h: hilo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo buscou analisar o papel da ECP em ratos epilépticos
sobre os aspectos comportamentais e cognitivos. Nossos principais achados
incluem o aumento da laténcia para o SE bem como a mudanca no padrdo de
distribuicao de frequéncia de CER que é dependente do momento de estimulacao.
No labirinto aquatico foi demonstrado que todos os animais aprenderam a tarefa,
embora os animais epilépticos, com ou sem estimulagdo, tenham demorado mais
tempo para realiza-la. Ja os achados histolégicos incluem maior numero de células
granulares e a maior sobrevida de células hilares nos ratos submetidos ao
tratamento intermitente (EpiDBSi) bem como das células piramidais do setor CA1 do
hipocampo no grupo EpiDBSa. Os dados aqui apresentados reforgam a ideia de que
a ECP no NAT possui um papel neuroprotetor sobre as células hipocampais quando
administrada aguda e intermitentemente durante a fase silente e que a ECP é capaz
de modular as crises comportamentais.

Uma das observagdes realizadas ao longo do experimento foi o tempo de
inducdo do SE, utilizando o protocolo de administragao sistémica de pilocarpina,
uma semana apos a cirurgia de implante de eletrodos no NAT. Na maioria dos
casos, os ratos operados nao entraram em SE na primeira inducdo; sendo
necessaria, portanto, a utilizacdo de doses suplementares de pilocarpina a cada
hora, o que, em alguns casos, chegou a 100% da dose inicial para se obter sucesso.
Nao acreditamos que haja maiores problemas em tentativas de indug&o posteriores,
uma vez que nao foram encontrados déficits significativos em um outro estudo com
animais tratados com pilocarpina e que ndo entraram em SE (Pearson et al., 2014),
0 que sugere um papel do SE como evento precipitante essencial para as
caracteristicas fisiopatolégicas nesse modelo de TLE. Ademais, os animais com
implante de eletrodos bilateralmente no NAT (EpiDBSa e EpiDBSi) demoraram trés
vezes mais para desenvolverem o SE que os sem implante (Epi). A quetamina,
utilizada no presente estudo para a anestesia do animal, possui um efeito
neuroprotetor sobre as células hipocampais quando administrada apds o SE (Cunha
et al., 2009). Desta forma, pode ter sido essa a razao pela qual os animais que
passaram pela cirurgia para implante dos eletrodos tenham apresentado uma maior
laténcia para inicio do SE. No entanto, ndo houve mencao de qualquer semelhante

natureza em modelo de indugéo intra-hipocampal (Shi et al., 2015).
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Estudos clinicos (Hodaie et al., 2002; Lim et al., 2007; Osorio et al., 2007; Lim
et al., 2008; Fisher et al., 2010; Lee et al., 2012; Salanova et al., 2015) e com
modelos experimentais (Covolan et al., 2014; Shi et al., 2015; Meng et al., 2016) de
ELT demonstraram que a ECP do NAT promove a reducdo do numero de CER a
médio e a longo prazo. Como mencionado anteriormente, um dos objetivos do
estudo foi averiguar se a ECP do NAT poderia aumentar a laténcia para primeira
crise espontanea e reduzir a susceptibilidade para o desenvolvimento de novos
eventos ictais ap6s o surgimento da primeira crise, ou seja, se haveria uma redugao
da taxa de CER apés estimulagao durante e/ou apés o SE. No presente estudo, nem
o tratamento agudo nem o tratamento intermitente (EpiDBSa e EpiDBSI,
respectivamente) foram capazes de modular o processo de epileptogénese visto que
todos os grupos apresentaram laténcia para a primeira crise espontanea similares.
Além disso, ambos os tratamentos também n&o reduziram a frequéncia de crises
como ja observado em modelos de acido cainico com macacos rhesus (Shi et al.,
2015) e com ratos (Meng et al., 2016), embora estes dois estudos tenham avaliado
os efeitos da ECP em animais submetidos a estimulagdo p6s-SE, mas nao durante.
Apesar disso, a ECP do NAT promoveu, no entanto, uma alteracdo no padrao de
crises comportamentais tanto nos ratos EpiDBSa quanto nos ratos EpiDBSi,
retardando o pico de crises da quinta para a sétima semana em um periodo de dois
meses de videomonitaramento.

O hipocampo é o componente central do circuito de Papez e esta intimamente
ligado a formagdo de novas memdrias, mas ndo com O seu armazenamento. A
formacdo de novas memodrias, em especial as declarativas, depende de estruturas
relacionadas ao LTM. Sendo assim, trabalhos recentes tém demonstrado que a
direta ECP dessas estruturas sao capazes de influenciar o aprendizado e a
formacado de novas memodrias, sendo utilizada, portanto, para o aumento da fungao
cognitiva (Clark et al., 1999; Hamani et al., 2008; Oh et al., 2012; Fell et al., 2013;
Koubeissi et al., 2013; Lee et al., 2013). Considerando os disturbios neurolégicos
que afetam o LTM como a epilepsia, tais efeitos positivos tém sido evidenciados
apos a estimulacdo do cortex entorrinal durante a fase de aquisicdo em tarefas
espaciais tanto em humanos (Suthana et al., 2012) quanto em camundongos (Stone
et al., 2011). Desta maneira, com base em evidéncias da melhora da memodria
espacial em roedores tratados com costicosterona submetidos a ECP do NAT quatro

semanas antes da execucgao da tarefa (Hamani et al., 2011) e na evidéncia de que
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nao ha declinio significativo da cognigdo em pacientes epilépticos continuamente
estimulados no NAT (Oh et al., 2012), um outro objetivo deste trabalho consistiu em
investigar se a ECP, quando administrada de forma aguda ou intermitente até 16
semanas anteriores a tarefa, seria capaz de reverter os déficits de memaria espacial
bastante conhecidos no modelo da pilocarpina (Cavarsan et al., 2013; Chen et al.,
2013; Pearson et al., 2014)

A analise dos dados demonstra que, independentemente do grupo, todos os
animais aprenderam a tarefa no labirinto aquatico de Morris. No entanto, a curva de
aprendizagem dos ratos epilépticos apresenta-se menor que a do grupo Controle,
confirmando dados prévios do nosso grupo (Cavarsan et al., 2013). Assim, a ECP
tanto no grupo EpiDBSa quanto no EpiDBSi n&o foi capaz de reverter os déficits
observados nos animais epilépticos crénicos nao tratados (grupo Epi). Essa
interpretacdo dos dados difere da linha de pensamento da maioria dos autores, os
quais acreditam que os animais séo virtualmente incapazes aprender a tarefa (Zhou
et al., 2007; Inostroza et al., 2011). Quando comparados ao desempenho do modelo
do acido cainico (Pearson et al., 2014), os nossos dados indicam o desempenho
igualmente baixo, porém similar. No estudo de Pearson e colaboradores, os animais
dispuseram de 150 segundos para realizar a tarefa, enquanto o nosso utilizou
apenas 60 segundos. Assim, talvez, se o tempo para a realizagdo da tarefa fosse
maior, poderia haver diferengas mais significativas, uma vez que o0s animais
sabidamente apresentam déficits no desempenho do labirinto. Com base nos
resultados positivos obtidos na analise histopatolégica pelo método de Nissl, no
entanto, a ECP n&o conseguiu reverter o declinio cognitivo.

A escolha do tempo de estimulacdo de 20 dias se deve aos resultados
prévios obtidos pelo nosso grupo, que demonstram que 20 dias € o tempo médio
que um animal epiléptico normal demora para apresentar sua primeira crise
espontanea. Ja a escolha da corrente mista foi utilizada com base em duas
evidéncias: 1) Em 2010, demonstramos que a administragdo de ECP utilizando uma
corrente relativamente alta (500 pA) prejudica a memoéria em ratos através da
inibicao da atividade espontanea de populacdes de neurbnios locais e da diminuicao
da taxa de disparo de células do giro denteado (Hamani et al., 2010); 2) Em 2015,
demonstramos que a estimulacdo com uma corrente de 500 pA tem um efeito
antiapoptoético quando administrado durante o SE (Amorim et al., 2015). Com base

nisso, quisemos investigar que impacto o tratamento teria sobre a memdéria caso
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utilizdssemos uma corrente mais alta durante o SE (afim de minimizar a morte
celular) seguida de um periodo de corrente mais baixa durante o periodo silente do
animal, visto que altas correntes (500 pA) causam um efeito pré-convulsivante
enquanto correntes mais baixas (100 pA) tem um efeito oposto em ratos epilépticos
cronicos (Covolan et al., 2014). No entanto, tal efeito pré-convulsivante nao foi
observado em um outro estudo que, uma semana apos a indugdo com acido cainico,
administrou a ECP do NAT durante dois meses sob os parametros 500 yA, 130 Hz e
60 us (Meng et al., 2016).

A apoptose contribui para a perda neuronal em pacientes com ELT (Xu et al.,
2007), assim como no modelo da pilocarpina (Covolan, L., Smith, R. L., et al., 2000).
No modelo da pilocarpina (Covolan e Mello, 2000; Covolan, L., Ribeiro, L. T., et al.,
2000; Covolan, L. e Mello, L. E., 2006) bem como outros modelos experimentais de
roedores (Bengzon et al., 1997; Meng et al., 2016) e primatas ndo-humanos ((Perez-
Mendes et al., 2011)) a perda celular maciga se da na fase aguda do modelo, ou
seja, esta diretamente relacionada ao SE. Em um estudo recente do nosso grupo
fomos capazes de demonstrar que a ECP do NAT, nos mesmos paradmetros aqui
utilizados no grupo EpiDBSa, resultou em uma redugédo da atividade da enzima
caspase-3, efetora da apoptose, no hipocampo. (Amorim et al., 2015). Baseado
nesse resultado prévio, hipotetizamos que o uso da ECP tanto na fase aguda (Grupo
EpiDBSa) e sua continuidade ao longo da fase silente (Grupo EpiDBSi) resultaria em
reducdo da lesao celular no hipocampo. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstram, ECP do NAT diminuiu a perda celular no hilo (Grupo EpiDBSi) e na
sub-regido CA1 do hipocampo (Grupo EpiDBSa). Além disso, nossos resultados
indicam um maior numero de células na camada granular do giro denteado destes
animais. Assim, os dados aqui apresentados confirmam e reforcam o efeito
neuroprotetor da ECP no NAT sobre populacdes de células hipocampais na fase
aguda e silenciosa do modelo da pilocarpina. Nossos dados sdo também
consistentes com achados da fase crénica em modelo de &cido cainico, onde os
efeitos neuroprotetores relacionadas a ECP cronica do NAT se devem,
provavelmente, a diminuigdo dos processos apoptéticos (Meng et al., 2016).

Além da reducdo dos processos apoptoéticos, o maior numero de células
granulares também pode ser explicado pela neurogénese associada a ECP de
estruturas limbicas. Em roedores adultos experimentalmente tratados com

corticosterona, a ECP de alta frequéncia do NAT promoveu a reversao da reducao
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da proliferagdo na camada granular do giro denteado (Toda et al., 2008) e a melhora
em tarefas que testam a memdéria (Hamani et al.,, 2011). Em um outro estudo
também com roedores a ECP do cértex entorrinal promoveu a proliferacao,
sobrevivéncia e maturagdo das células granulares do giro denteado (Stone et al.,
2011).

Nos modelos epilépticos, tal neuroprotecdo na fase aguda poderia indicar
uma melhor resolugdo da fase silente, ou seja, que resultaria em redugao das
reorganizagdes sinapticas caracteristicas desse periodo (isto €, o brotamento das
fibras musgosas) e aumento da laténcia para a primeira crise espontanea. No
entanto, isso nao foi encontrado. Os resultados aqui apresentados indicam que o
brotamento das fibras musgosas é similar entre todos os grupos de animais
epilépticos. Portanto, nem a ECP aguda nem a intermitente foram capazes de
modular os mecanismos subjacentes a formagao de um circuito excitatério aberrante

quando administradas a partir da caracterizacdo do SE.

5.1 LIMITACOES DO ESTUDO

Além do grande espaco de tempo entre a administracdo de pilocarpina e a
caracterizacao do inicio do SE discutida acima, o tempo de estimulagado dos animais
componentes do grupo intermitente foi um outro fator limitante. Nao obtivemos
aprovacao do comité de ética para estimular os animais durante 24h, embora este
seja um tratamento in6cuo. Sendo assim, os animais apenas puderam ser
submetidos a, no maximo, seis horas de estimulagao diarias. Dentre os 13 animais,
apenas 4 conseguiram permanecer com o0 capacete durante 20 dias propostos no
desenho experimental inicial (17 dias (n=1); 15 dias (n=1); 14 dias (n=1); 13 dias
(n=1); 11 dias (n=1); 10 dias (n=1); 9 dias (n=2) e 6 dias (n=1)), de maneira que a
meédia de estimulagdo se deu por 14,1 dias. Nosso atual sistema de estimulacao se
da por cabos conectados, durante todo o processo, a estimuladores portateis cujo
cabeamento se demonstra problematico, uma vez que acabam por limitar a
mobilidade dos animais quando se enrolam. Esse processo gera grande estresse e,
como consequéncia, os eletrodos acabam por cair devido a um tracionamento
prolongado que pode estar associado ou ndo a um processo inflamatério local. Por

outro lado, desconectar e reconectar os cabos diariamente também pode ser um
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fator igualmente estressante para estes animais. No entanto, mesmo com o

tratamento intermitente, obtivemos resultados positivos.
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6 CONCLUSOES

Em resumo, o presente estudo utilizou a ECP em ratos epilépticos induzidos
pela administracao sistémica de pilocarpina para avaliar seus possiveis efeitos sobre
a taxa de CER, a memdria espacial e as alteragdes celulares. As principais
conclusdes sdo: (1) os animais com eletrodos apresentam uma laténcia maior para o
inicio do SE; (2) a ECP aguda e a intermitente do NAT ndo promoveram a
diminuicdo das CER e nem aumento da laténcia para a primeira crise espontanea;
(3) a ECP promoveu a alteragao do padrao de distribuicdo das CER, prolongando o
pico de CER da quinta para a sétima semana; (4) a ECP, quando administrada
agudamente e durante o periodo silente, possui um papel neuroprotetor sobre as
células hipocampais; (4) a ECP do NAT n&o diminuiu o brotamento de fibras
musgosas no giro denteado desses animais; (5) a ECP do NAT n&o impediu o

declinio cognitivo nos animais epilépticos.
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