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RESUMO

Introducgao: A epilepsia € uma das principais doengas neuroldgicas existentes,
sendo a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) sua forma mais frequente. Afeta no
minimo 20% de todos os pacientes com epilepsia e igualmente cerca de 50
milhdes de homens e mulheres em todo o mundo. O uso do modelo experimental
de epilepsia por meio da administragdo do agonista colinérgico Pilocarpina (Pilo),
mimetiza grande parte das alteragdes comportamentais e eletroencefalograficas
observadas na ELT. Este modelo aplicado a ratas, permite estudar as alteracdes
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal ocasionadas pelas crises epilépticas.
Estudos em nosso laboratério tém demonstrado que 47% das fémeas que
recebem a Pilo ndo desenvolvem status epilepticus (SE). Navarro et al. (2009)
observaram que ratos que n&o desenvolveram SE (SSE) apos receberem a Pilo,
apresentaram crises espontaneas e recorrentes (CER) a partir de 6-8 meses do
tratamento com a droga. O estudo da ELT, em fémeas ndo ovariectomizadas
(NOVX) e ovariectomizadas (OVX) submetidas ao modelo da Pilo e que n&o
apresentaram SE, pode trazer importantes informagdes acerca dos mecanimos
envolvidos na geracao e na auséncia do SE, da fisiopatologia do modelo da Pilo
e da neuroprotecdo hormonal na fisiopatologia da epilepsia. Objetivos:
Investigar se fémeas NOVX e OVX antes ou apos receberem a Pilo e que ndo
apresentaram SE, desenvolverdo CER durante o periodo de um ano de
videomonitoragdo. Métodos: Ratas OVX e NOVX (com ciclo estral regular)
receberam 360 mg/kg de Pilo ip. e foram distribuidas em 6 grupos experimentais,
SSE, SSEOVX, OVXSSE, SE, SEOVX e OVXSE. As fémeas foram
videomonitorados por 12 meses para observacdo da presenca de CER. As
gravacgdes obtidas foram analisadas na velocidade rapida de reproducéo, e, a
seguir, na velocidade real (em que os movimentos sado realizados) para a
identificacdo de alteragbes motoras. Resultados: As fémeas dos grupos SE,
SEOVX e OVXSE tiveram suas gravagdes assistidas na velocidade rapida, onde
foi observado que todas se tornaram epilépticas. Fémeas de alguns destes
grupos, inclusive, apresentaram estadiamento de crises superior a 5 de Racine
(1972) e foram classificadas de acordo com as classes motoras de crises de
Pinel e Rovner (1978a e 1978b). Nenhuma alteragao motora foi identificada nas
fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE quando as gravagdes obtidas foram
analisadas na velocidade rapida. Entretanto, ao analisar as gravag¢des na
velocidade real, foram identificados comportamentos muito similares aqueles
descritos como estadios 1-3 de Racine (1972) e assim classificados como
sugestivos de crises. Além destes, foram observados comportamentos dos quais
parte ainda nao estio descritos na literatura para animais injetados com Pilo,
entretanto alguns sdo muito semelhantes as alteragbes motoras observadas em
pacientes com epilepsia. Estes comportamentos foram, da mesma forma,
identificados nas fémeas dos grupos SE, SEOVX e OVXSE. Com base nestes
achados é sugerido nesta tese um complemento as classificacbes de crises
existentes, denominada FeBAP, a qual é voltada a fémeas injetadas com Pilo e
que apresentaram ou ndo SE apds serem submetidas ao modelo. Conclusao:
Assistir a videomonitoracao na velocidade real foi essencial para a identificagao
das alteracbes motoras nas fémeas dos grupos SSE, SSEOVX e OVXSSE. A
similaridade entre as manifestagdes observadas, aquelas descritas como
estadios 1-3 e com os comportamentos dos grupos SE, SEOVX e OVXSE,
sugere que as mesmas se tratem de crises com origem em um possivel foco
epileptogénico. A videomonitoragédo foi fundamental para a identificagédo das
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alteragbes motoras, entretanto, ha a necessidade de realizar um estudo
eletroencefalografico para confirmagao dos achados deste trabalho.

Palavras-chave: 1. Epilepsia; 2. Fémeas; 3. Status Epilepticus; 4.
Videomonitoragao; 5. Ovariectomia
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ABSTRACT

Introduction: Epilepsy is one of the main neurologic diseases and Temporal
Lobe Epilepsy (TLE) is the most frequent form. TLE affects the minimum of 20%
of all patient with epilepsy and equally around 50 million of man and woman in
the whole world. The use of the experimental model of epilepsy by administering
the cholinergic agonist Pilocarpine (Pilo) mimics most of the behavioral and
electrographic alterations found in TLE. Female rats submitted to this model allow
the study of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis alterations due to epileptic
seizures. Studies in our laboratory has shown that 47% of the whole female rats
who has received Pilo did not develop status epilepticus (SE). Navarro et al.
(2009) found that male rats that did not develop SE (NSE) after receiving Pilo
showed up spontaneous and recurrent seizures (SRS) starting 6-8 months after
treatment with the drug. The study of TLE in ovariectomized (OVX) and non
ovariectomized female rats (NOVX) induced to Pilo model that did not develop
SE may show up important informations about the mechanisms involved in the
generation and in the absence of SE in female rats, also the physiopathology of
Pilo experimental model and the hormonal neuroprotection in the
physiopathology of epilepsy. Aims: To investigate whether NOVX and OVX
female rats, before or after receiving Pilo, and did not have SE, will develop SRS
in the following one-year videomonitoring period. Methods: OVX and NOVX
female rats (with regular cycle) received 360 mg/kg of Pilo ip. and were distributed
in 6 experimental groups NSE, NSEOVX, OVXNSE, SE, SEOVX and OVXSE.
Female rats were videomonitored for 12 months for the observation of SRS. The
video acquired along this period were analyzed in fast speed and after that in real
speed (speed in which the movements occur) in search of motor alterations.
Results: Female rats from SE, SEOVX and OVXSE groups had their recordings
watched in the fast speed, which allowed the observation that all of them became
epileptic. Some females have even showed seizure upper to stage 5 from Racine
(1972) and were classified as class motor seizures by Pinel e Rovner (1978a e
1978b). No motor alterations could be verified in the NSE, NSEOVX and
OVXNSE females when recordings were analyzed in the fast speed. However,
when the real speed was used, it was possible to identify very similar behaviors
described as stages 1-3 from Racine (1972) and were classified as suggested
seizures. Besides these, other behaviors not yet described in the literature for
animals injected with Pilo were observed, however some of them are very similar
to motor alterations seen in epilepsy patients. These behaviors were also
identified in SE, SEOVX and OVXSE female groups. Considering the findings of
this thesis, it is suggested a complement to be added to the classifications already
known for seizures in rats named FeBAP Classification, which may be used in
female rats that developed or not SE after being induced to Pilo model.
Conclusion: Watching the videomonitoring in the real speed was essential for
identifying motor alterations in NSE, NSEOVX and OVXNSE female groups. The
similarity among observed manifestations, those described as stages 1-3 and
behaviors found in SE, SEOVX and OVXSE female groups suggest that those
are seizures with origin in a possible epileptogenic focus. Videomonitoring was
fundamental for identifying motor alterations however, there is a need of an
electroencephalographic study to confirm the findings from this work.
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I. INTRODUGAO

1. Epilepsia

A epilepsia foi definida até o ano de 2013 como um disturbio caracterizado
pela predisposigéo persistente do encéfalo em gerar crises epilépticas e pelas
consequéncias neurobioloégicas, cognitivas, psicolégicas e sociais desta
condigao (Fisher et al., 2005; Fisher et al., 2014; Fisher, 2015). Por meio de
publicagcdo realizada pela International League Against Epilepsy (ILAE), a
epilepsia deixou de ser classificada como um disturbio e passou a ser
considerada uma doenga do encéfalo definida por uma das seguintes condig¢des:

- Ocorréncia de pelo menos duas crises nao provocadas (ou crises reflexas)
com intervalo superior a 24 horas;

- Ocorréncia de uma crise ndo provocada (ou reflexa) e a probabilidade de
ocorréncia de novas crises semelhante ao risco de recorréncia geral (pelo menos
60%) depois de duas crises ndo provocadas e no curso de 10 anos, ou;

- Diagnéstico de uma sindrome epiléptica (Fisher et al., 2014; Fisher, 2015).

As crises epilépticas sao denifidas como a presencga transitoria de sinais
e/ou sintomas devido a uma atividade excessiva (anormal) ou neuronal sincrona
do encéfalo (Fisher et al., 2005; Reddy, 2013) e pelas alteragdes de consciéncia,
sensacgdes e comportamentos causados por esta (Reddy, 2013).

A epilepsia € uma das principais doencas neurologicas existentes
(Strzelczyk et al., 2008), afeta cerca de 65 milhdes de pessoas no mundo
(Jacobs et al.,, 2009; Hesdorffer et al., 2013). Esta patologia apresenta
prevaléncia média de 0.52% na Europa, 0.68% nos Estados Unidos e 1.5% nos
paises em desenvolvimento (Strzelczyk et al., 2008).

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é a forma mais frequente de epilepsia

na vida adulta (Hauser et al., 1996, Soukupova et al., 2014). Segundo Babb
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(1999) a ELT afeta no minimo 20% de todos os pacientes com epilepsia e
corresponde a 41% de todos os casos de epilepsia grave, de acordo com Curia
et al. (2014). As crises epilépticas sdo intrataveis por meio medicamentoso em
40% dos pacientes e destes, 70% apresentam esclerose hipocampal (EH) (de
Lanerolle e Lee, 2005). As areas cerebrais envolvidas na ELT sdo o lobo
temporal medial/rede limbica, o qual envolve o hipocampo, amigdala, cortex
entorrinal, cortex temporal lateral, talamo medial e a parte inferior dos lobos
frontais. Neste tipo de epilepsia as crises tém origem do hipocampo esclerdotico,
da amigdala ou de outras regides do lobo temporal (de Lanerolle e Lee, 2005).
Na ELT as crises se apresentam sob duas formas: parcial, quando a
hiperexcitagao neuronal se inicia de forma localizada em um hemisfério cerebral,
podendo se espalhar por todo o encéfalo e; generalizada, quando se inicia de
forma sincrona nos dois hemisférios cerebrais, afetando assim todo o encéfalo.
A epilepsia parcial pode ainda ser classificada como simples (quando afeta um
hemisfério cerebral), podendo se tornar secundariamente generalizada (quando
afeta ambos hemisférios cerebrais) (Spencer, 2002).

A Epilepsia do Lobo Temporal Mesial (ELTM) é assim denominada nos
casos em que a crise epiléptica tem origem no hipocampo esclerético, sendo
esta a sua caracteristica neuropatolégica mais comum (Babb et al., 1984).
Mensuracgdes do hipocampo de pacientes realizadas por meio de ressonancia
magnética funcional indicam que o grau de atrofia hipocampal nao é proporcional
a duragao ou severidade das crises (Bower et al., 2000). Da mesma forma,
(Cendes et al., 2014) relatam que individuos com ELTM com EH geralmente

apresentam dano bilateral assimétrico.

1.1 Formagao Hipocampal

27



A formagéo hipocampal, localizada na face medial do lobo temporal, é
formada pelo hipocampo, adjacente ao giro parahipocampal, o giro dentado e a
substancia branca associada, o alveo, fimbria e fornix. O nome hipocampo se
origina do Latim (Hippocampus) devido a sua semelhanga com um cavalo-
marinho, o qual apresenta um focinho fino, pesco¢co em flexao, corpo rolico e
cauda em curva (Kiernan, 2012).

O hipocampo é formado por quatro regides ou setores denominados
Corno de Amon (CA1, CA2, CA3, CA4) e o Giro Dentado (GD) (Cendes, 2014).

O hipocampo possui uma organizagdo interna de trés camadas,
compostas principalmente por dois tipos celulares: as células granulares do giro
dentado e as células piramidais do CA. Cada uma destas 3 camadas é
subdividida em seis laminas: 1) zona epitelial ou epéndima; 2) alveus; 3) stratum
oriens; 4) stratum piramidale; 5) stratum radiatum; e 6) stratum lacunosum
moleculare (Andersen et al., 2000).

O giro dentado é formado por pequenas células denominadas células
granulares. Acima destas esta a camada molecular a qual apresenta terminais
sinapticos da via perforante. Abaixo da camada de células granulares esta o hilo
(ou CA4) o qual é formado por interneurénios e células musgosas, as quais
recebem aferéncias das células granulares (de Lanerolle e Lee, 2005).

A formacao hipocampal mantém conexdes com varias regides do SNC
por meio da via tri-sinaptica, a principal via de eferéncia e aferéncia. Esta é
composta por: 1) via perfurante, que comunica o cértex entorrinal com os
dendritos proximais do GD; 2) fibras musgosas, axénios das células granulares
do GD que fazem sinapse com as células piramidais de CA3 e; 3) via colateral
de Schaffer, axénios que partem de CA3 e fazem sinapse com dendritos das

células piramidais de CA1 (Andersen et al., 2000). As fibras que partem de CA1
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fazem conexao com o cértex entorrinal diretamente ou por meio do subiculo,

sendo a principal via eferente do hipocampo (Andersen et al., 2000) (Figura 1).

Fibras colaterais de Schaffer Area Neocortical
\ -

\ CA1 -
(1
— ~/3
9 4
2 .
(sr<a i~ \_ B
. 999 i

CA3 / : \

) Cortex entorrinal

f
Via das fibras musgosas \

Via de fibras perfurantes

Giro Dentato

Figura 1. Conexdes da formagao hipocampal do rato, disposigéao
das células granulares do giro dentado e colaterais de Schaffer.
As fibras musgosas partem das células do giro dentado e se
projetam para CA3, onde se localizam as células piramidais.
http://www.iop.kcl.ac.uk/iopweb/blob/downloads/locator/l_ 622 Ne
urogenesis.jpg acessado em 18/02/17.

1.2 Fatores de Risco e o Desenvolvimento da Epilepsia

O histdrico de pacientes e estudos em animais experimentais sugerem
que as alteragdes morfologicas e funcionais caracteristicas da ELT e ELTM séo
decorrentes de um evento epileptogénico inicial (Pitkdnen e Sutula, 2002).
Segundo Curia et al. (2014) as lesdes precipitantes de um insulto cerebral podem
ter origem a partir de crises febris (47% dos casos), trauma craniano (10% dos
casos), lesbes ao nascimento (19% dos casos) ou status epilepticus (SE) (15%
dos casos) (Curia et al., 2014).

O SE é definido como uma crise prolongada, e é considerada uma
emergéncia neuroldgica (Seinfeld et al., 2016). Segundo a ILAE (Trinka et al.,
2015) dois momentos devem ser considerados quando se trata de SE: o primeiro
diz respeito ao inicio do tratamento, o qual deve ocorrer 5 minutos apds o inicio
de um SE convulsivo (visto que estudos mostram que uma crise com duragéo de

5 min. provavelmente se tornara uma crise prolongada); o segundo € aquele em
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que o SE é definido como uma crise com duracdo de 30 min e por suas
consequéncias a longo prazo.

Outras patologias como as doengas cerebrovasculares, tumores
encefalicos, alcoolismo, malformagdes corticais, e infec¢des do SNC, também
sdo fatores de risco para o desenvolvimento da epilepsia. Em paises menos
desenvolvidos, infec¢gdes endémicas tais como malaria e neurocisticercose estao
entre os maiores fatores de risco (Scorza et al., 2009).

As patologias citadas acima s&o consideradas fatores precipitantes para
o desencadeamento da fase aguda no processo de desenvolvimento da
epilepsia. Nesta fase inicial, a lesdo cerebral tem como consequéncia a perda
neuronal e astrocitaria, acompanhada de processo inflamatorio, lesdo vascular
e rompimento da barreira hematoencefalica, as quais seriam o fator
desencadeante para as demais fases que culminariam no desenvolvimento da
epilepsia. Na segunda fase, as lesdes celulares e tecidual adquiridas sao
seguidas pelo processo de reparacdo tecidual, entretanto acompanhada por
lesdo neuronal ativa, induzindo o encéfalo ao desenvolvimento de uma area
epileptogénica, caracterizada pela perda neuronal, neurogénese, brotamento
axonal e ativacdo microglial. A terceira fase, onde ha a persisténcia da leséo
neuronal, culminaria no desenvolvimento da epilepsia. Nesta fase, denominada
fase crénica, ha brotamento axonal neuronal, seguido de seu rearranjo e a
formacao de uma nova rede neural, entretanto, desorganizada e nao funcional,
0 que levaria, em ultima instancia, a um padrao de disparo neuronal inadequado

e a presenga de um foco epiléptico (Figura 2).
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Figura 2. Patogénese e descricdo das caracterisitcas histolégicas da ELT.
Modificada de Curia et al. (2014).

1.3 Fisiopatologia da Epilepsia
1.3.1 Alterag6es Morfolégicas
Dentre as alteragdes celulares e tecidual encontradas na epilepsia podem
ser citadas: a perda dos neurbnios e interneurdnios, incluindo mudangas no
padrdao de disparo neuronal em funcdo de alteragcbes na composicao ou
expressao de receptores e canais; a reagao e adaptacao celular em resposta a
leséo, tal como brotamento das fibras musgosas e neurogénese, acompanhado
de dispersao celular; a presenga de gliose e consequentemente a alteragao no
funcionamento das células gliais; a perda da integridade da barreira
hematoencefélica e; a neuroinflamagéo (Curia et al., 2014).
Estudo histopatoldgico realizado por Margerison e Corsellis (1966) em 55

cérebros de pacientes com ELT apontou como caracteristica histopatolégica
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mais comum a perda das células musgosas do hilo do giro dentado, cuja
alteracdo €& denominada “esclerose endfolium”. Dentre outras alteragdes
apontadas neste estudo estédo a esclerose do Corno de Amon, a mais frequente,
a qual se caracteriza por grave perda dos neurénios piramidais e gliose na regiao
de CA1 (no prosubiculo, conhecido como Setor de Sommer) e, com menor
frequéncia em CA3 (Curia et al., 2014). Autores descreveram que tais lesdes
associadas a ELT (Curia et al., 2014) e ELTM (Cendes, 2014) s&o bilaterais,
entretanto, assimétricas.

Em relagdo a ELTM, a alteragdo neuropatolégica mais comum é a EH (de
Lanerolle e Lee, 2005), a qual é caracterizada pela perda celular neuronal
acompanhada de astrogliose, que envolve astrocitos reativos e um padrao denso
de cicatriz de aspecto fibrilar (de Lanerolle e Lee, 2005; Sofroniew et al., 2010;
Kovacs et al., 2012). Além destas, o brotamento das fibras musgosas, células
granulares dispersas (Cendes et al., 2014) e reorganizacao das interconexoes
neuronais podem estar presentes (Soukupova et al., 2014). A EH pode ainda
afetar estruturas adjacentes do lobo temporal como o cortex entorrinal e a
amigdala (Curia et al., 2014).

Estudos realizados a partir da analise do eletroencefalograma (EEG) de
pacientes tém mostrado que o inicio da crise na ELTM nem sempre ocorre
apenas no hipocampo afetado, mas pode envolver a amigdala, amigdala e
hipocampo, giro parahipocampal, cértex entorrinal, regido polar temporal, insula,
0 cortex perisilviano e, as vezes pode envolver uma rede epileptogéncia
complexa que inclui o cortex orbitofrontal, a insula e o opérculo frontal e parietal

(Cendes, 2014).

1.3.2 Alteragdes Neuroquimicas
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O controle da excitabilidade no cérebro de mamiferos € altamente
dependente do principal neurotransmissor inibitério, o acido y-aminobutirico
(GABA) (Soukupova et al., 2014). O GABA atua sobre seu receptor de mesmo
nome, o y-aminobutitico tipo A (rGABAA) o qual se caracteriza por um pentédmero
com cinco unidades formando um canal de cloreto.

O desequilibrio entre a inibicao da atividade neuronal, mediada pelo
neurotransmissor GABA, e a excitagdo, mediada pelo neurotransmissor
excitatério glutamato, com maior acdo deste, € o principal fator para o
desencadeamento das crises epilépticas (Scorza et al., 2009; Pavlov e Walker,
2013; Seinfeld et al., 2016) ou por falha no término das crises, levando ao SE
(Seinfeld et al., 2016). A perda da inibicdo mediada pelo GABA ¢é geralmente a
principal hipétese para explicar a hiperexcitabilidade neuronal (de Lanerolle e
Lee, 2005).

O GABA uma vez em contato com seu sitio de ligagao, localizado na
interface entre as subunidades a e 3 de seu receptor (Reddy, 2011) medeia, por
meio do influxo de cloreto, as inibicdes sinapticas ou fasica (rapida) e extra-
sinaptica ou tdnica (prolongada) (Reddy, 2011; Pavlov e Walker, 2013; Seinfeld
et al., 2016). O rGABAA pode apresentar inumeras configuragcdes, de acordo
com a organizagao das dezesseis subunidades ja identificadas (a1-6, B1-3, y1-
3, 0, €, 8 e m) (Reddy, 2011), as quais influenciarao diretamente na afinidade do
rGABAA pelo seu ligante (Pavlov e Walker, 2013).

Além das alteragcbes estruturais decorrentes das crises tais como,
mudanca nas propriedades neuronais, formacao de conexdes excitatorias, entre
outras, ha evidéncias de que a disfungédo na sinalizagdo GABAérgica tenha
importante papel na patogénese da epilepsia e na geragao das crises devido a

perda de interneurdnios inibitorios, com consequente redugdo no numero de
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sinapses GABAérgicas, contribuindo para a diminuigdo da inibig&o fasica e tdnica
(Pavlov e Walker, 2013).

Pouco é sabido sobre as mudangas dinamicas do sistema GABAérgico
no curso natural da ELT, entretanto estudos relatam que os interneurdnios
positivos para somatostatina e parvalbumina, os quais correspondem a um tergo
dos interneurénios GABAérgicos presentes no giro dentado, sdo particularmente
vulneraveis ao insulto epileptogénico e morte, contribuindo para a reducéo da
liberacdo de GABA no hipocampo e favorecendo a atividade epileptiforme

(Soukupova et al., 2014).

1.3.3 Agao dos Hormoénios Sexuais Femininos

Alguns hormoénios esterdides gonadais apresentam propriedades
neuroativas e podem influenciar a fisiopatologia da epilepsia por meio de sua
acao sobre a modulacdo da excitabilidade neuronal (Herzog, 1995; Herzog,
2009; Reddy, 2011).

Estudos clinicos e experimentais sugerem que alguns hormoénios
esterdides gonadais sdo capazes de modular a neurotransmissao GABAérgica
e glutamatérgica alterando assim a excitabilidade neuronal e o limiar para a

ocorréncia de crises (Joshi etal., 2013; Herzog e Frye, 2014; Herzog et al., 2015).

1.3.3.1 Estrogénios
Trés diferentes tipos de hormdnios estrogénios sdo descritos: estradiol,
estrona e estriol. Os dois ultimos sdo formados a partir da aromatizacéo da
androstenediona (androgénio) ou do metabolismo do estradiol. Apesar do menor
conhecimento sobre estes dois horménios em relagdo ao estradiol, acredita-se

que apresentem efeitos sobre a excitabilidade neuronal, por meio da ativagao do
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receptor de estrogénio, apesar de inferior a agdo do estradiol (Dey et al., 2000;
Margeat et al., 2003).

O estradiol interage com receptores localizados na membrana celular,
podendo gerar efeitos de curta duragcdo (VeliSek e VelisSkova, 2008; Herzog,
2009; Stevens e Harden, 2011). Este horménio também apresenta sitio de
ligacao sobre o receptor de glutamato do tipo NMDA, aumentando os niveis de
descarga dos neurbnios durante o repouso em varias areas do encéfalo,
incluindo o hipocampo, atuando assim excitatoriamente sobre a membrana
neuronal (Wong e Moss, 1992; Herzog, 2008a). No hipocampo, este hormbnio
aumenta a excitabilidade nos neurbnios piramidais de CA1, induzindo a
descargas repetitivas em resposta a estimulagdo das fibras colaterais de
Schaffer (Wong e Moss, 1992; Herzog, 2008a).

A acao do estradiol por mecanismos génicos, por meio de sua ligagao a
receptores localizados no citosol neuronal (Herzog, 2008a e 2009) ativa a
transcricdo e tradugdo de genes, gerando uma resposta de longa duragao
(Velisek e Veliskova, 2008; Herzog, 2009; Stevens e Harden, 2011). Estes
receptores se encontram em grande quantidade na regido témporo-limbica,
especialmente nos nucleos amigdaldides medial e cortical e nas células
piramidais do hipocampo e no subiculo (Simerly et al., 1990; Herzog, 2008a).

O efeito proconvulsivante dos estrogénios parece ocorrer via redugao na
conducao de cloreto pelos rGABAA e pela inibicao da sintese de GABA. Além
disto, o estradiol parece aumentar a resposta neuronal ao glutamato (Wallis e
Luttge, 1980; Weiland, 1992; Stevens e Harden, 2011).

Estudos clinicos e experimentais demonstram o efeito excitatério dos
estrogénios sobre o tecido nervoso. Logothetis et al. (1959) injetaram altas doses

de estrogénios em mulheres com epilepsia e observaram descargas
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epileptiformes interictais rapidas e aumento de crises durante a fase pré-
menstrual. Backstrom (1976), também descreveu a relagcéo existente entre os
niveis de estrogénios e a exacerbagéao de crises.

Estudo de Woolley e McEwen (1993 e 1994) em ratas, demonstrou que o
estradiol é capaz de estimular a producdo de novos espinhos dendriticos nos
neurénios piramidais de CA1 aumentando sua densidade e o numero de
sinapses contendo rNMDA, atuando, desta forma, sobre a plasticidade neuronal,
0 que poderia potencializar a excitabilidade dos neurdnios hipocampais. A
quantidade de espinhos dendriticos se correlacionou positivamente aos niveis
séricos de estradiol durante o ciclo estral dar ratas, o que poderia aumentar os
impulsos excitatérios aferentes para CA1. Foi também demonstrado que a
densidade dendritica diminuiu apds a ovariectomia das mesmas (Herzog, 2009).

Também s&o encontrados na literatura evidéncias sobre a caracteristica
inibitéria (protetora) dos estrogénios sobre o sistema nervoso. Harden et al.
(1999) e Peebles et al. (2000) relataram melhor controle das crises epilépticas
durante o tratamento de reposicao hormonal com base em estrogénios em
mulheres na menopausa. Em adicao, Janou$ek et al., (2006) ndo observaram
aumento das descargas ictais e interictais em nenhuma das seis mulheres com
epilepsia tratadas com estrogénio.

Trabalhos experimentais também relatam a acado proconvulsivante dos
estrogénios administrados de forma aguda (Woolley and Timiras, 1962; Edwards
et al., 1999). Entretanto, outros relatos indicam que ao utilizarem os estrogénios
de forma crbnica, ndo foram observados efeitos de sua acdo ou efeito
anticonvulsivante (VeliSkova et al., 2000; Tominaga, et al., 2001; Kalkbrenner

and Standley, 2003).
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Veliskova et al., (2010) descrevem que a ambiguidade dos efeitos dos
estrogénios sobre as crises possa ter inumeros fatores, tais como a dose, a
duragédo do tratamento, o tipo de estrogénio utilizado, o tipo de crise apresentada,
o sistema de neurotransmissor envolvido, género e a interagéo entre estrogénios

e progesterona.

1.3.3.2 Progesterona

O horménio progesterona e em especial o seu metabdlito neuroativo, a
alopregnenolona (AP), além de serem produzidos respectivamente nos ovarios
e glandulas adrenais, sdo produzidos no cértex cerebral e no hipocampo
(Herzog, 2009). Ambos apresentam efeito protetor sobre as células neuronais
(Herzog, 2009, Reddy, 2011; Stevens e Harden, 2011) o qual acredita-se ocorra
devido a acao da AP sobre o rGABAA, por meio do qual aumenta a condutancia
de cloreto aumentando a inibigdo neuronal (Herzog, 2009; Stevens e Harden,
2011), diminuindo sua excitabilidade (Herzog e Frye, 2014) e aumentando o
limiar para o ocorréncia de crises (Reddy, 2009; Herzog e Frye, 2014).

A alotetrahidrodesoxicorticosterona (allo-THDOC), metabdlito do
mineralocorticoide deoxicorticosterona, a qual é sintetizada apenas nas
glandulas adrenais (Herzog, 2009), juntamente com a AP, sdo dois dos
esterdides neuroativos mais potentes, os quais atuam hiperpolarizando os
neurbnios  hipocampais (Herzog, 2009) podendo exercer afeitos
anticonvulsivantes (Reddy, 2011). Suas propriedades anticonvulsivantes séo
devido a sua conversao no cérebro em neuroesteroides (esterdides sintetizados
no cérebro e que apresentam rapido efeito sobre a excitabilidade neuronal)

(Reddy, 2011).
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A AP e outros neuroesteroides atuam como moduladores alostéricos
positivos e como ativadores diretos dos rGABAA (Reddy, 2011; Herzog et al.,
2011; Herzog e Frye, 2014; Stevens e Harden, 2011). Sob condigbes fisiologicas
a AP e allo-THDOC interagem com a subunidade & dos receptores rGABAA
extra-sinapticos, especificos para esterodides. Estes receptores estao localizados
préximo aos receptores sinapticos, e uma vez estimulados facilitam a abertura
de canais de cloreto e prolongam a agao inibitéria do GABA nos neurdnios
(Herzog, 2009; Stevens e Harden, 2011; Reddy, 2011). Sob condi¢des
farmacoldgicas (concentragées micromolares), AP age diretamente no rGABAA
induzindo a corrente de cloreto. Ja a progesterona, age apenas fracamente no
aumento da corrente de cloreto induzido pelo GABA e apenas em concentragdes
altas (Herzog, 2009).

Alguns efeitos dos horménios estrogénio e progesterona podem ser vistos
na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito dos horménios estrogénio e progesterona sobre
o tecido nervoso.

Estrogénio Progesterona

- reducao do GABA - aumento do GABA

- aumento do glutamato - reducio do glutamato

- aumento do metabolismo - reducao do metabolismo

- aumento do disparo neuronal - reduc&o do disparo neuronal
- aumento das crises - reducéao das crises

GABA: acido y-aminobutirico Modificado de Herzog (2009).

2. Eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e as Alteragc6es Reprodutivas
de Origem Hormonal na Epilepsia

A acado do sistema nervoso sobre as gbnadas, via eixo hipotalamico-

hipofisario, e o efeito dos horménios gonadais sobre a excitabilidade cerebral ja

eram pesquisados e relatados a partir da década de 40 (Spiegel e Wycis, 1945
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apud Backstrom 1976; Ansell e Clarke, 1956 apud Backstrom, 1976; Logothesis
et al., 1959; Wooley e Timiras, 1962; Laidlaw, 1965; Morrell et al., 2002).

Em funcdo da extensa conexdo entre o cortex limbico e o hipotalamo
(Stuenkel, 1991; Van de Pol and Van Goozen, 1992), as alteragcbes limbicas
repercutem sobre a liberacdo dos hormdnios hipotalamicos e, da mesma forma,
a agao deste sobre a liberagdo das gonadotrofinas hipofisarias, o que tem como
consequéncia alteragbes ovulatorias (Herzog, 1989). Tal achado partiu da
observacao da maior ocorréncia dos ciclos anovulatérios em mulheres com ELT,
do que naquelas com epilepsia idiopatica generalizada (Herzog,1993).

A epilepsia afeta igualmente cerca de 50 milhdes de homens e mulheres
em todo o mundo (Thomas, 2011). Tanto homens como mulheres com epilepsia
podem apresentar alteragdes de ordem reprodutiva. Nas mulheres as alteragdes
do sistema reprodutor se manifestam, de uma forma geral, sob a forma de
alteragdes menstruais, infertilidade e hirsutismo (presenca de pélos em locais
caracteristicos de distribuicdo masculina). Nos homens, as alteragdes podem
incluir a perda da libido, impoténcia e infertiidade. Estudos relatam que a
reducao da libido pode afetar entre 20-71% dos homens com epilepsia, além
disto, 90% deles podem apresentar alteracdes no sémen tais como menor
numero de espermatozoides, morfologia anormal ou prejuizo de sua mobilidade
(Herzog, 2008b).

Estudos comparativos entre mulheres com e sem epilepsia demonstram
que as alteracdes menstruais sdo mais comuns entre mulheres com epilepsia do
que na populagao em geral (Herzog, 2008b; Verrotti et al., 2011). Tais alteragbes
podem afetar um tergo das mulheres com epilepsia (Herzog, 2008a), alcangando

até 50% desta populagéo (Singh et al., 2011). Além disto, mulheres com ELT
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apresentam reducao na fertilidade entre 69-85% quando comparado com
mulheres sem epilepsia (Herzog, 2008a).

Dentre as alteragdes menstruais existentes estdo: amenorréia (auséncia
de menstrugdo por 6 meses), oligomenorréia (ciclos menstruais com intervalos
maiores de 32 dias), polimenorréia (ciclos menstruais com intervalos menores
do que 26 dias) e menometrorragia (menstruagdes exacerbadas e sangramento
entre as menstruagdes) (Herzog, 2008b).

A sindrome do ovario policistico, alteragao reprodutiva mais comum nas
mulheres, afeta 10-20% daquelas com epilepsia e 5-6% daquelas sem a

patologia (Herzog, 2008a).

2.1 Estrogénios e Progesterona e as Alteragdoes do Ciclo Menstrual na
Epilepsia
O ciclo menstrual, devido as flutuagdes nos niveis hormonais, € um
fendmeno capaz de influenciar a ocorréncia de crises (Herzog, 2008a; Herzog et
al., 2015). A epilepsia catamenial se refere a crises que ocorrem de forma ciclica
em relacao ao periodo menstrual, sendo assim, tendem a se apresentar de forma
mais frequente em uma das fases do ciclo menstrual (Herzog, 2008a) (Figura 3).
Estudos de Herzog (2008a) apontam que este padrdao no aparecimento das
crises afeta 35% das mulheres com epilepsia, podendo ser encontrado em até
38% destas, de acordo com trabalho recentemente publicado (Herzog et al.,
2015). Trés padrdes de epilepsia catamenial sdo descritos na literatura: 1)
perimenstrual: quando a exacerbacdo no numero de crises ocorre a partir do 3°
dia prévio ao inicio da menstruagao e perdura até o 3° dia do ciclo menstrual.
Este padrao, identificado em mulheres que apresentam ciclo menstrual normal,

caracteriza-se pela brusca queda nos niveis séricos de progesterona e reducao
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temporaria na propor¢ao entre os horménios estradiol e progesterona. A maior
concentragc&do sanguinea do estradiol, estaria envolvido na maior ocorréncia de
crises nesta fase, visto que este horménio apresenta possivel efeito
epileptogénico; 2) periovulatorio: quando o maior numero de crises ocorre
durante o periodo ovulatério, entre 0 10°-13° dias apds o 1° dia da menstruacao.
Este padrao, também identificado em mulheres que apresentam ciclo menstrual
normal, caracteriza-se pela elevacado abrupta dos niveis de estradiol, o qual é
acompanhado da elevacédo dos niveis de progesterona apos a ocorréncia da
ovulacdo. A menor propor¢cao hormonal observada durante a elevacdo do
estradiol até a posterior elevagao da progesterona pés ovulagao, é a responsavel
pelo aparecimento de crises nesta fase e; 3) luteal, é identificado em mulheres
com fase lutea inadequada e a evidéncia da maior ocorréncia de crises entre o
10° dia ap6s a menstruagao e o 3° dia prévios ao inicio do préoximo ciclo mestrual.
Este padrdo, decorrente de ciclos irregulares, caracteriza-se por ciclos
anovulatérios e exibe a menor proporcdo entre os hormdnios estradiol e
progesterona, por se tratar de um padréao onde os niveis de estradiol se mantém
elevados e os de progesterona se mantém baixos durante todo o ciclo (Herzog,

2008a).
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PATTERNS OF CATAMEMIAL EFILEPSY

5 Maormal Cyele
EZ2 P ¥ ——— Estradiol pg'mi

150 30 — e [Proges berone ngirl
Catamenial Tvpe  Cc2 C1

. r =t gy =
25 = Cycle | i e,
m Phase 1— - — - — - PR o P
E To0 20 -
21}
=
E 15 =
=
£
g 50 10—
~
kTl
i g o=
___..-F'_'--‘
0—T T 1 1 T T T 1 T T | |
1 2 & 7 & |11 412490 &8 s 4| -2 1 3
Day of the cycle
Er P Inadequate LutealPhase Cycle
Estradinl pgimi
0T 26 . = Progesierona ng/mi
Catamenial Type
. |=====
sa z0 -{CVele I
o Phase i - o - -
&
w60 15 —
(=
=
E
2 40 10—
E
2
UL
J_'..._.I
=5 T | T 1T T 1 T — 1
i 2 & 7 9|11 14 42 0 -8 B -4 2 1 3

Da'_.r of the mlrcle

Figura 3. Niveis de estradiol e progesterona durante um ciclo menstrual normal
(figura acima) e durante um ciclo com fase lutea inadequada (abaixo). As fases
do ciclo s&o representadas letras F (folicular), O (ovulatéria), L (lutea) e M
(menstrual). Os trés padrdes de epilepsia catamential sdo: perimenstrual (C1),
periovulatorio (C2) e fase lutea inadequada (C3). Retirado de Herzog (2008a).

Com o intuito de dirimir duvidas sobre a ocorréncia de crises epilépticas a
partir de um calendario circalunar conforme descrito por Quigg et al. (2008) e a
periodicidade destas relacionadas ao ciclo menstrual, Herzog et al. (2015)
realizaram novo estudo onde foi confirmada a existéncia da epilepsia catamenial.
Neste estudo, 100 mulheres com crises epilépticas foram avaliadas ao longo de

trés ciclos menstruais. Os resultados apontaram o 1° dia do ciclo como o dia com
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maior numero de crises, como consequéncia de uma queda nos niveis séricos
de progesterona na fase pré-menstrual (final da fase lutea e inicio da fase
menstrual), a qual pode influenciar a composigao das subunidades do rGABAA
em uma forma menos sensivel as medicagbes benzodiazepinicas e a
neurotransmissao mediada pelo GABA. Ja o dia com menor frequéncia de crises
se deu no 6° dia apds a ovulagcdo, onde ha uma menor proporgao nos niveis
séricos de estradiol/progesterona durante o ciclo menstrual, com maior indice

sérico do segundo, tal como ocorre no meio da fase lutea.

3. Modelo Experimental de Epilepsia utilizando a Pilocarpina

O uso de modelos experimentais em ratos, tal como o modelo da
Pilocarpina (Pilo), induz no animal o aparecimento de crises limbicas
possibilitando o estudo dos mecanismos neuropatoldgicos da ELT (Cendes et
al., 2014).

O modelo experimental da Pilo foi inicialmente descrito em ratos por Turski
et al. (1983). A Pilo € um potente agonista muscarinico colinérgico extraido da
planta Pilocarpus jaborandi (Funari e Ferro, 2005), encontrada na América do
Sul. Esta droga, quando administrada ao animal experimental por via
intracerebral ou sistémica, leva ao desequilibrio do sistema colinérgico,
desenvolvendo atividades epileptiformes no cérebro do animal (Turski et al.,
1983). A Pilo, ao ser aplicada em ratos adultos leva o animal a apresentar
alteragbes comportamentais e eletroencefalograficas (Turski et al., 1983;
Cavalheiro, 1995). Neste modelo de epilepsia, a administragao local ou sistémica
da Pilo conduz o animal a um padrao de crises limbicas repetidas que culminam
no SE, que pode durar varias horas (Cavalheiro et al., 1982; Turski et al., 1983;

Leite et al., 1990; Furtado et al., 2002).
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O modelo experimental de epilepsia induzida por Pilo mimetiza algumas
das caracteristicas encontradas no humano tais como comportamentais,
eletrograficas e patoldgicas (Cavalheiro et al., 1994). A importancia de seu uso
esta em, além de melhorar a compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos que
a envolvem, possibilitar o desenvolvimento de drogas anti-epilépticas (DAEs).

Este modelo apresenta trés diferentes periodos com duragao e
caracteristicas especificas, os quais sdo denominados, agudo, silencioso e
cronico (Turski et al., 1983; Leite et al., 2002). O periodo agudo, com duragéo de
8-16h, & caracterizado por alteragdes eletroencefalograficas hipocampais e
corticais imediatamente apos a administragdo da droga, as quais culminam em
crises eletroencefalograficas (Turski et al., 1983; Cavalheiro, 1995). Além destas,
alteragdes comportamentais tais como, a acinesia, olhar fixo, automatismos
mastigatorios, mioclonia da musculatura facial, wet dog shakes (Turski et al.,
1983) e crises motoras de origem limbica, que se desenvolvem em 1-2h, e
progridem para estado de mal epiléptico limbico ou SE, (Turski et al., 1983;
Cavalheiro, 1995) sao caracteristicos deste periodo.

O SE induzido pela Pilo pode modificar inimeras vias de sinalizagdo no
SNC. A Pilo pode atuar nos receptores muscarinicos M1 e M2, ao atuar sobre
M2 a adenilato ciclase é inibida, diminuindo a liberagdo de acetilcolina e a
excitabilidade neuronal. Em contrapartida, ligando-se aos receptores M1, a Pilo
ativa a fosfolipase C e assim produz diacilglicerol (DG) e inositoltrifosfato (IP3),
o qual resulta na alteragéo da corrente de Ca?* e K*, aumentando a excitabilidade
cerebral (Segal, 1988). O aumento da excitabilidade possivelmente ocorre
devido a reducgao da atividade das ATPases no hipocampo, a qual ndo poderia
repolarizar a membrana plasmatica nem promover a extrusdo do calcio

(Fernandes et al.,1996; Funke et al., 2003). A alta concentragdo de Ca?* promove
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a alta liberagcdo de glutamato, agindo nos receptores AMPA/KA, permite a
entrada de Na* e Ca?* na célula, e como consequéncia, o Mg?*, o qual bloqueia
o receptor N-metil-D-aspartato (rNMDA) € removido, induzindo a ativagdo deste
receptor pelo glutamato e permitindo a entrada de mais Ca?* na célula pos-
sinaptica, a qual induzira a excitotoxicidade e morte celular.

Lemos e Cavalheiro (1995) observaram alteragbes morfoldgicas, tais
como o brotamento das fibras musgosas, no tecido cerebral de ratos mantidos
no minimo por 1h em SE, as quais se tornaram mais pronunciadas a partir de 2h
de SE. Este trabalho demonstrou que quanto maior o tempo em SE, menor sera
a laténcia para a ocorréncia de crises espontaneas e recorrentes (CERs) e mais
frequentes estas serdo durante a fase cronica deste modelo.

O periodo silencioso é aquele que se segue ao agudo e tem duracao de
4-44 dias. E assim denominado pois nesta fase os animais ndo apresentam
alteragcao comportamental ou do registro eletroencefalografico (Cavalheiro et al.,
1991; Cavalheiro, 1995). E possivel que neste periodo ocorra intensa alteracéo
molecular, a qual contribui no processo de epileptogénese (Leite et al., 2002).

Apos o periodo silencioso, com o aparecimento da primeira crise
espontanea (CE), que ocorre de 5-45 dias apds a administragcao da Pilo, o animal
adentra o terceiro periodo do modelo, denominado periodo crénico, o qual é
caracterizado pela recorréncia de crises que perduram por toda a vida do animal
(Cavalheiro et al., 1991; Cavalheiro, 1995; Amado e Cavalheiro, 1998). O
desenvolvimento de crises espontaneas ocorre devido a uma atividade
paroxistica localizada na formagao hipocampal (Cavalheiro et al., 1991;
Cavalheiro, 1994). O fato desta atividade nao ser restrita ao hipocampo, podendo
se espalhar para o cértex cerebral (Cavalheiro, 1994), caracteriza a formagao

hipocampal como uma estrutura importante na organizacdo da atividade

45



epiléptica no modelo da epilepsia. As CERs, caracteristicas do periodo crénico
sdo similares aquelas observadas em ratos submetidos ao modelo experimental
de kindling, ou seja, alcangam estadio 5 de Racine, podem ter duragdo de 40-
80s e se repetem em meédia de 3-5 vezes na semana (Cavalheiro et al., 1991;
Cavalheiro, 1995). A frequéncia e o padrao das crises epilépticas podem variar
entre os animais, desde algumas crises ao longo de varias semanas, como crises
repetitivas em curtos periodos de tempo (Scorza et al., 2009).

O insulto excitotoxico desencadeado pelo SE induzido pela Pilo leva a um
dano celular que se instala de minutos a horas apds a administragéo da droga e
também resulta em um prolongado processo neurodegenerativo que pode se
estender por semanas a meses (Turski et al., 1983; Leite et al., 1990; Cavalheiro
1995; Scorza et al., 2009).

Alteragbes neuropatoldgicas tais como perda neuronal em varios
subcampos do hipocampo e a reorganizagao das fibras musgosas da camada
molecular da fascia dentada é observada no modelo experimental da Pilo e é
similar a esclerose hipocampal encontrada em pacientes com ELT (Mello et al.,

1993; Leite et al., 2002).

3.1 Modelo da Pilo em Fémeas
Ao estudar o modelo da Pilo em fémeas Amado e Cavalheiro (1998)
identificaram os mesmos padrbes comportamentais descritos em machos
porém, algumas diferencas importantes foram encontradas e devem ser
consideradas.
No periodo agudo foram observados acinesia, automatismos faciais e
crises limbicas caracterizadas por clénus das patas anteriores com o animal

sobre as duas patas traseiras, salivagdo, movimento mastigatério e queda. As
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crises limbicas ocorreram a cada 2-8min e evoluiram para o SE, o qual teve
duracdo de 8-12h. Apds o SE, os autores observaram que os animais se
tornaram irresponsivos, acinéticos e em estado comatoso. Tais caracteristicas
perduraram por 24-48h, quando entdo o comportamento das fémeas retornou ao
normal, originando o periodo silencioso.

O periodo silencioso do modelo da Pilo em fémeas é caracterizado por
auséncia de manifestagdes de origem epiléptica, teve duragdo de 10-22 dias e
ao seu término originou a fase crénica do modelo. Esta fase teve inicio quando
do aparecimento da primeira CE e que recorreram com uma frequéncia de 2-4
por semana em um periodo de 6 meses.

Amado e Cavalheiro (1998) estudaram o mecanismo fisiopatolégico das
crises epilépticas sobre a liberacdo hormonal no modelo experimental da Pilo em
fémeas. Os autores observaram que o SE afetou o ciclo estral levando a um
aumento das fases de estro e diestro e diminuicdo das fases de metaestro e
proestro na 12 quinzena apos a injecao de Pilo; e, na 22 e 3% quinzenas, um
aumento no diestro e reducao da fase de proestro, o que sugere ciclo estral
anovulatério e fase lutea inadequada nestas ratas. Quanto aos horménios
ovarianos foi observado aumento significante nas concentragdes de estradiol e
reducdo nas concentragbes de progesterona durante o periodo crbénico do
modelo experimental. Constataram ainda redug¢ao dos horménios hipofisarios LH
e FSH nas fémeas epilépticas e ndo encontraram diferenga significante na
concentracéo de prolactina entre os animais Pilo e salina.

Amado e Cavalheiro (1998) em estudo sobre a relagéo entre epilepsia e
prenhez, observaram reducdo da frequéncia de crises durante a prenhez,
indicando que este estado leva a alteragdes hormonais com possivel efeito

protetor sobre o cérebro da rata.
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O modelo da Pilo em fémeas tem sido amplamente utilizado em estudos
direcionados a compreensido dos efeitos dos hormdnios ovarianos sobre a
epilepsia. Valente et al. (2002) estudaram o efeito da retirada dos horménios
ovarianos por meio da castragao sobre os parametros observados no modelo da
Pilo em fémeas. Foram observadas redugao na laténcia para o desenvolvimento
do SE, aumento da mortalidade, diminuicdo na laténcia para a primeira crise
espontanea, maior morte das células hipocampais e maior marcacao das fibras
musgosas quando comparado a fémeas ndo castradas e a machos. Valente et
al. (2008) observaram que a reposi¢gao hormonal, por meio da aplicagdo de
medroxiprogesterona associada a 17B-estradiol em ratas epilépticas
previamente castradas, reduziu o numero de crises na fase crénica do modelo
experimental e também o brotamento das fibras musgosas hipocampais.

Com a finalidade de estudar o hipoestrogenismo, caracteristico da
menopausa, € sua relagao com a epilepsia, Pereira Jr. et al. (2009) adminstraram
estrogénio conjugado de equino a fémeas epilépticas castradas. Os autores
observaram efeitos protetores do estrogénio tais como: a) redugdo no numero
de crises no periodo pos-ovariectomia em relagao ao periodo pré-ovariectomia;
b) menor brotamento de fibras musgosas e efeito protetor sobre a area CA1 do
hipocampo quando comparadas a fémeas tratadas com veiculo.

Disfungdes reprodutivas e enddcrinas de origem epileptogénica tais como
alteracdes do ciclo estral, liberagdo hormonal e alteragcdes gestacionais também
foram identificadas em fémeas submetidas a modelos experimentais de crises
limbicas (Cramer e Jones, 1991; Amado et al., 1993; Amado e Cavalheiro,1998;

Edwards, 1999).
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Além disto, estudos experimentais realizados em fémeas tratadas com
Pilo, acido cainico entre outros modelos, tém demonstrado o efeito

anticonvulsivante da AP e allo-THDOC sobre as crises e SE (Herzog, 2009).

3.2 Controvérsias quanto a ocorréncia de crises espontaneas e
recorrentes em animais que nao apresentaram Status Epilepticus no
modelo de epilepsia induzido pela Pilocarpina

Um achado experimental bastante inesperado foi encontrado por Navarro
et al. (2009) ao identificarem a fase crénica do modelo de ELT em ratos injetados
com Pilo (380mg/kg) que nao apresentaram SE. Este achado foi surpreendente
visto que de forma geral os animais sem SE (SSE) sao descartados (tendo em
vista ndo terem apresentado a fase aguda do modelo e, portanto, ndo se espera
que 0os mesmos venham a apresentar o periodo crénico) ou, sdo estudados a
parte, quanto a possiveis aspectos relacionados a mecanismos de resisténcia a
epilepsia.

E importante destacar que inimeros grupos de pesquisa voltados ao
estudo da epilepsia utilizam como ferramenta experimental o modelo da Pilo.
Raramente nestes trabalhos é relatado o porcentual de animais injetados que
nao apresentaram SE, apesar desta ocorréncia ser comum neste modelo animal.
Estudos em nosso laboratorio utilizando este modelo em ratas, demonstrou que
47% daquelas injetadas nao desenvolvem SE (Pereira Jr. et al., 2009).
Scharfman et al. (2001) observaram que 40% dos ratos que receberam Pilo
(380mg/kg, i.p.) nédo apresentaram SE, enquanto este numero atingiu o
porcentual de 88% ao aplicar Pilo (350mg/kg, i.p.) em fémeas no dia do estro do

ciclo estral (Scharfman et al., 2005). Ja Vannucci Campos et al. (2017) ao injetar
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Pilo (350mg/kg, i.p.) em fémeas, observaram que apenas 14% néo
desenvolveram SE.

Desta forma, o entendimento do que de fato ocorre com aqueles animais
que nao apresentaram SE apds a Pilo é de fundamental importancia tanto pela
possibilidade destes virem a apresentar epilepsia mais tardiamente, quanto pela
propria compreensao da fisiopatologia da epilepsia, para que assim sejam
desvendados os possiveis fatores neuroproterores que possam representar 0s
mecanismos de resisténcia a epilepsia.

Os animais do estudo de Navarro et al. (2009) foram acompanhados por
meio de EEG e videomonitoragao, a qual foi realizada nos primeiros 5 dias de
cada més, ao longo de 12 meses. Os autores descreveram ter observado em
média 0,5-1 CER por semana, as quais se iniciaram entre o 6°-10°mpp e
persistiram por todo experimento. Dentre os achados a partir da avaliagéo por
ressonancia magnética, foram identificadas areas hiperdensas no neocortex,
cortices rinal e piriforme, bem como no hipocampo e talamo antero-medial de
animais SSE. Estes achados geralmente estao associados a um aumento de
liquido instersticial associado ao desenvolvimento de edema vasogénico. O
volume sanguineo cerebral também foi avaliado neste trabalho. Os autores
observaram que o cortex somatossensorial e areas limbicas apresentaram
aumento do volume sanguineo em machos SSE apds um ano do tratamento com
a Pilo.

Em adicdo, Scharfman et al. (2001) estudaram a fisiologia das células
musgosas em ratos apos serem induzidos ao modelo de ELT por meio do uso
da Pilo (380mg/kg). Dentre os 14 animais injetados, 8 desenvolveram SE e se
tornaram epilépticos, 6 ndo desenvolveram SE (SSE) e 7 receberam salina

(controle). Os 14 animais injetados receberam Diazepam 1h apés a Pilo (SE e
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SSE). Apds a injegao da Pilo os animais foram observados no periodo das 7-20h
e foram considerados epilépticos apds a ocorréncia de trés CERs. Os estudos
histologicos e eletrofisioldgicos foram realizados em todos os grupos entre 1-6
meses apos injecdo da Pilo. A marcacdo com NeuN os autores observaram que
3 dos 6 animais SSE apresentaram perda de células do cortex entorrinal medial.
A imunohistoquimica para neuropeptideo Y (NPY), foi observada marcacéo
celular no hilo do giro dentado e brotamento das fibras musgosas na camada
molecular em 1 dos 6 animais SSE. Este achado pode sugerir a ocorréncia de
crises, visto que segundo Lurton e Cavalheiro (1997) e Sperk et al. (1996), as
células musgosas produzem NPY apds as crises. Ao analisar potenciais de agao
espontaneos e evocados, os autores observaram que as células musgosas de
animais epilépticos eram capazes de gerar pulsos espontaneos e de forma
periddica. Ja as mesmas células de ratos SSE ndo apresentaram o mesmo
padrao espontaneo. Entretanto, o estimulo evocado sobre a camada molecular
foi capaz de gerar a atividade em uma célula musgosa. No mesmo animal foi
ainda observada perda celular no hilo do giro dentado (NeuN), bem como

brotamento das fibras musgosas (NPY).
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Il. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os dados mostrando:

- a ocorréncia tardia de CERs em animais que nao apresentaram SE no
modelo de epilepsia induzido por Pilo (Navarro et al, 2009);

- 0 ndo desenvolvimento de SE em 47% das fémeas submetidas ao
modelo experimental por Pilo (Pereira Jr. et al., 2009) e de Scharfman et al. (2001
e 2005), onde, neste ultimo, este porcentual variou de 40-88% das fémeas
injetadas e;

- 0 efeito neuroprotetor dos horménios sexuais no modelo da epilepsia
induzido por Pilo em fémeas (Valente et al., 2008 e Pereira Jr. et al. (2009);

levantamos as seguintes questodes:

1) Haveria ocorréncia de crises epilépticas em fémeas que néo
apresentaram SE ap6s a indu¢ao do modelo da Pilo se fosse feita uma
observacao mais duradoura (até 1 ano apos a indugéo)?;

2) A manutencao (ou nao) da regularidade do ciclo estral em fémeas que
receberam Pilo e ndo apresentaram SE poderia estar relacionada (ou
nao) a possivel ocorréncia de crises espontaneas e recorrentes? e;

3) A ovariectomia antes ou apés a indugao do modelo da Pilo em fémeas
(representando a retirada dos hormdnios como componente

neuroprotetor) poderia facilitar esta ocorréncia?
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lll. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Investigar a possivel ocorréncia de CERs no periodo de 1 ano de
observacao em ratas que foram submetidas ao modelo da pilocarpina mas nao
desenvolveram SE, e o possivel papel dos horménios gonadais femininos ou de

sua retirada pela ovariectomia.

3.2 Objetivos Especificos

- Verificar a regularidade do ciclo estral apos a indugéo do modelo da Pilo
em ratas que apresentaram SE;

- Verificar a regularidade do ciclo estral apds a indugdo do modelo da Pilo
em ratas que nao apresentaram SE;

- Investigar se ratas que nao apresentaram SE apdés a indugao do modelo
da Pilo apresentardao CERs;

- Observar se fémeas ovariectomizadas previamente a injecao da Pilo, e
que nao apresentaram SE, apresentardo CERs;

- Observar se fémeas ovariectomizadas posteriormente a injegcao da Pilo,

e que nao apresentaram SE, apresentardao CERs;
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IV. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Os experimentos realizados durante o desenvolvimento desta tese
envolveram o uso de ratas Wistar adquiridas no Centro de Desenvolvimento em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Paulo (CEDEME-
UNIFESP). O trabalho foi iniciado apés a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional da UNIFESP, sob o protocolo de numero 0211/12.

Nesta pesquisa foram utilizadas ratas adultas, entre 60 e 70 dias de idade,
pesando entre 240-280g. Foram selecionadas para o trabalho apenas fémeas
com ciclo estral regular comprovado por meio do estudo colpocitologico,
conforme descrito por Tanno et al. (2002). Durante todo o experimento os
animais foram mantidos em condicbes ambientais controladas de ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a ragdo e agua. Durante o
desenvolvimento desta tese todos os esforgos foram realizados para minimizar
0 numero de animais a serem utilizados, eutanasiados desnecessariamente e,

da mesma forma, reduzir o sofrimento destes.

4.2 Grupos Experimentais e Controle

As fémeas com ciclo estral regular selecionadas para este trabalho foram
organizadas nos seguintes grupos (Figura 4):

SE: fémeas que foram submetidas ao modelo experimental de ELT e
desenvolveram SE.

SEOVX: fémeas submetidas ao modelo experimental de ELT que
desenvolveram SE e foram ovariectomizadas 72h apés o SE.

OVXSE: fémeas ovariectomizadas, que receberam Pilo 6 dias apos a

ovariectomia e desenvolveram SE.
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SSE: fémeas que receberam a injecao de Pilo e ndo desenvolveram SE.

SSEOVX: fémeas submetidas ao modelo experimental de ELT que n&o
desenvolveram SE e foram ovariectomizadas 72h apés a injecao de Pilo.

OVXSSE: fémeas ovariectomizadas, que receberam Pilo 6 dias apos a
ovariectomia e ndo desenvolveram SE.

CTL.: grupo controle, fémeas que receberam injegao de salina ao inveés de

Pilocarpina.

Injecéo de > CTL
/ Salina
Injecéo
de Metilnitrato de SE
Escopolamina
\ SEOVX
OVXSE
Injegao de /
Pilocarpina
SSE
SSEOVX
OVXSSE

Figura 4. Representagao esquematica do tratamento aplicado aos
animais experimentais e controle.

4.3 Estudo Colpocitolégico
Apds serem trazidas ao biotério da Disciplina de Neurociéncias, foram
concedidas as ratas entre 2-4 dias para ambientacdo ao local antes de serem
iniciadas as manipulacbes. Cumprido este periodo foi realizado o estudo
colpocitolégico onde, por meio da técnica de esfregago vaginal, pdde-se

observar a regularidade do ciclo estral das fémeas trazidas do CEDEME-
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UNIFESP. O ciclo estral regular é definido pelo aparecimento da fase estro
(células queratinizadas presentes no esfregago vaginal) a cada 3 ou 4 dias
(Bingel e Schwartz, 1969). Este procedimento é realizado coletando-se o
conteudo do canal vaginal utilizando-se uma ponteira e uma péra de sucg¢éo, ou
uma pipeta, contendo cerca de 20uL de agua destilada. A solugdo coletada foi
colocada sobre uma lamina de vidro e levada ao microscopio de luz para
observagdo da morfologia celular, sem a necessidade do uso de corante
(Marcondes et al., 2002). Este procedimento foi realizado diariamente entre 8 e
10 horas da manha durante duas semanas e ao térmico deste periodo as fémeas
com ciclo estral regular foram incluidas no experimento. Apds a injecao de Pilo
ou salina, os animais tiveram o ciclo estral avaliado ao longo de um ano, com a
finalidade de observar a regularidade do mesmo durante o periodo de

experimentacgao.

4.4 Aplicagao do Modelo Experimental de Epilepsia do Lobo Temporal

As ratas incluidas neste estudo foram submetidas ao modelo de ELT por
meio de injegao intraperitoneal (ip.) de cloridrato de Pilocarpina (Pilo) (Sigma),
em uma concentragao de 4%, e dose 360 mg/kg.

Trinta minutos antes da Pilo as ratas receberam injecdo subcutanea (sc.)
de metilnitrato de escopolamina (Sigma), dose 1mg/kg, com a finalidade de
reduzir os efeitos colinérgicos da Pilo sobre o sistema nervoso periférico. Tais
efeitos se traduzem por aumento da produgao de secrecao pulmonar, taquicardia
e relaxamento dos esfincteres urinario e anal, os quais poderiam levar ao maior
sofrimento do animal e até mesmo a morte durante o periodo de SE.

O desenvolvimento do SE foi observado no animal por meio da ocorréncia

de crises comportamentais ininterruptas, as quais foram mantidas por 4 horas
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(grupo SE). Apos este periodo, as fémeas que atingiram o SE receberam injegéo
ip. de Diazepam (1mg/kg, ip, Santisa) e Tiopental (30mg/kg, ip., Cristalia). Estas
drogas foram escolhidas devido seus efeitos sedativo, miorrelaxante e
anticonvulsivante, do benzodiazepinico (Diazepam), e sedativo-hipnético, do
barbiturico (Tiopental).

As fémeas que receberam Pilo e nado desenvolveram SE, ou que
desenvolveram crises que se caracterizaram por inicio e término sem que fosse
observada sua continuidade, foram classificadas como nao apresentando SE
(grupo SSE).

Apo6s a indugao do modelo experimental de ELT e sedacgao, todas as ratas
SE e SSE foram hidratadas com soro fisiolégico 0,9% (Farmax), 3mL ip. e 1TmL
sc e foram alocadas individualmente em gaiolas revestidas com jornal.

A partir do 1° dia apds a indugao do modelo as ratas foram hidratadas e
alimentadas com farelo de ragao misturado a agua de beber, manualmente pelo
pesquisador, por 4-5 vezes ao dia, até que as mesmas estivessem aptas a
realizar tais fungdes voluntariamente.

As fémeas do grupo controle receberam inje¢des de salina ao invés de
Pilo. O tratamento com Pilo ou salina foi realizado no dia de estro do ciclo estral

(Amado e Cavalheiro, 1998).

4.5 Ovariectomia
A ovariectomia foi realizada em 4 grupos experimentais (SEOVX, OVXSE,
SSEOVX e OVXSSE). As fémeas dos grupos experimentais OVXSE e OVXSSE
foram submetidas a ovariectomia 6 dias antes da injecdo de Pilo e apds,

apresentaram diestro constante ao esfregaco vaginal. Nos grupos SEOVX e
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SSEOVX o procedimento de ovariectomia foi realizado 72 horas apés a injegéo
de Pilo.

Para a realizagdo da ovariectomia as fémeas foram anestesiadas com
cloridrato de cetamina (75mg/kg, ip., Syntec) e cloridrato de xilazina (12mg/kg,
ip., Syntec). ApoOs anestesiadas as fémeas foram posicionadas em decubito
dorsal sobre a bancada esterilizada e realizada a tricotomia 1 a 2 cm acima dos
orgaos genitais. O local foi limpo com iodo e realizada a incisdo de
aproximadamente 1 cm de extensao na pele e cerca de 1,5 cm de extenséo na
musculatura. Apos o afastamento da musculatura os cornos uterinos e ovarios
foram identificados e apoiados sobre um tecido cirurgico estéril posicionado
sobre o ventre do animal de forma que houvesse boa visualizagdo dos mesmos.
A seguir, a extremidade dos cornos uterinos foram suturados com fio absorvivel
e os ovarios foram removidos com uma tesoura cirurgica. Extirpadas as gbnadas,
a sutura muscular e da pele foram realizadas com fio absorvivel e de nylon,
respectivamente. Ao término da sutura era realizada a limpeza com agua e a
cicatriz coberta com iodopovidine. Os materiais cirurgicos utilizados no
procedimento eram previamente autoclavados com a finalidade de evitar

infeccao.

4.5.1 Cuidados poés-ovariectomia
Com o intuito de diminuir o desconforto das fémeas no pds-operatoério
(PO), foi administrado ibuprofeno (50mg/mL, Medley) 20mg/kg em dose Unica
por via oral 3-4h apds o despertar da anestesia e, do 1°-5° PO, foi adicionado
1mL de Ibuprofeno a garrafa de agua das fémeas (500mL), o que forneceu a

estes animais a dose de 12mg/kg/dia.
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A atrofia genital pés-ovariectomia foi confirmada pelo esfregago vaginal,
por meio da observacdo da presenga de células leucocitarias em grande
quantidade, observadas a partir do 4° dia de pds ovariectomia, caracterizando o
diestro permanente o que indica a presenga de anovulagdo (McGinnis et

al., 1981).

4.6 Sistema de videomonitoragao

Cerca de uma semana a um més ap6s a inducdo do modelo experimental
de ELT, as ratas dos grupos experimentais foram alocadas individualmente em
caixas transparentes e levadas a sala de videomonitoragdo. Neste ambiente as
fémeas foram monitoradas quanto a presenca de CERs 24 horas por dia, durante
os 12 meses seguintes por meio do equipamento de videomonitoragao da marca
Intelbras, modelo VD 16E 480C.

A gravacao das fémeas dos 6 grupos experimentais foram realizadas
24horas/dia, de forma que a atividade motora pudesse ser analisada tanto no
seu periodo de maior atividade (noturno), como no de menor atividade (diurno).
As gravagdes noturnas foram possiveis devido a luz infravermelha presente nas
cameras, o que possibilita a observacdo do animal em um ambiente sem
iluminagdo. As gravacdes obtidas foram assistidas na velocidade rapida de
reproducao (velocidade comumente utilizada para a identificagao das crises) a
partir do equipamento de gravagdo. Devido a capacidade limitada de
armazenamento de dados do equipamento e 0 mesmo descartar as gravacoes
automaticamente apds atingido seu limite, as filmagens foram armazenadas em
discos rigidos e assistidas em um computador convencional. Para a reproducao
destas filmagens foi adquirido o software do equipamento de filmagem, gratuito

e disponivel no sitio de internet da empresa.
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A identificagdo das crises comportamentais a partir das gravagdes foi
realizada com base nos estadios 1-5 descritos por Racine (1972) e Pinel e
Rovner (1978a e 1978b). Racine (1972) classificou os comportamentos
expressos pelas crises da seguinte forma: estadio 1: automatismos orofaciais;
estadio 2: estadio 1 acrescido de movimentos mastigatérios; estadio 3: estadio
2 acrescido de clonia das patas anteriores; estadio 4: estadio 3 acrescido de
rearing (postura em que o animal se encontra sobre 2 apoios acompanhado de
movimentos das patas anteriores) e; estadio 5: estadio 4 acrescido de perda
postural e queda. Pinel e Rovner (1978a e 1978b) consideraram os 5 itens
propostos por Racine (1972) e adicionaram outros 3, os quais foram chamados
de classes motoras de crises, sdo estes: crise motora classe 6, crise
caracterizada pela ocorréncia de no minimo dois rearings e duas perdas de
equilibrio seguido por queda, ou seja, 2 crises estadio 5 consecutivas, conforme
classifica Racine (1972); crise motora classe 7, ocorréncia de crise motora classe
6 seguido por pular e correr em circulos e; crise motora classe 8, a ocorréncia

da crise motora classe 7 acompanhada por periodos de ténus.

4.7 Parametros analisados

Os parametros estudados foram: 1- desenvolvimento ou ndo de SE apos
o tratamento com Pilo; 2- laténcia para o SE; 3- mortalidade durante o periodo
de SE; 4- acompanhamento da regularidade do ciclo estral nas fémeas nao
ovariectomizadas (SE e SSE); 5- frequéncia de crises durante a fase crbnica do
modelo de ELT nas fémeas dos grupos SE, SEOVX e OVXSE; 6- identificacdo
e frequéncia de possiveis crises nas fémeas dos grupos SSE, SSEOVX e
OVXSSE; e, 7- descricdo de outros padrées comportamentais nos seis grupos

experimentais.
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4.8 Analise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizada estatistica descritiva, as variaveis
foram expressas sob a forma de média + desvio do erro. Foi considerado um
intervalo de confianga de 95% e os resultados considerados significantes quando
p <0,05 (a = 5%).

Foi utilizado o teste Kolmogorov-Smirnov para identificar a distribuicao
normal ou ndo dos dados e o Teste de Levene para analise da homogeneidade
dos dados. A seguir foi utilizado o teste T Student para a comparagéo da Laténcia
para o SE para as fémeas NOVX e ovariectomizadas (OVX). Ja para a laténcia
para a primeira alteracdo motora foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As
analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Software Prism 4.0,
San Diego, USA.

A mortalidade por crise tonica e a mortalidade durante o SE foi analisado
por meio do teste Q-quadrado. A analise intra-grupo e entre grupos entre as
fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE e entre as fémeas SE, SEOVX e OVXSE foi

realizada por meio do teste Kruskal Wallis.

64



Resaltados



V. RESULTADOS

Dentre as 86 fémeas NOVX injetadas no dia de estro do ciclo estral, 40
(47%) n&o desenvolveram SE (SSE), 30 (34%) apresentaram SE e 16 (19%)
foram a obito apos apresentarem crise ténica (Figura 5). Dentre as demais 48
fémeas previamente ovariectomizadas e apos 6 dias injetadas, 22 (46%) ndo
desenvolveream SE (OVXSSE), 16 (33%) apresentaram SE (OVXSE) e 10
(21%) foram a obito. O teste Q-quadrado demonstrou que nao houve diferenca
entre as fémeas NOVX e OVX quanto a presenca de SE, p=0,852.

Outras 3 fémeas com ciclo estral regular constituiram o grupo CTL o qual

serviu de comparagao com 0s grupos experimentais na analise do ciclo estral.

SSE:26 —» 10bito (4%) |25 fémeas SSE
SSE: 40 (47%) " SSEOVX: 14 —b 1 obito (7%) }-13 femeas SSEOVX

86 fémeas
riigellf:rrae; SE:30(34%) ~, SE:21  —p 13 6bitos (62%) J- 8 fémeas SE
: "  SEOVX:9 — 1 6bito (11° $ femeas SEOVX
Pilo Obitos: 16 (19%) 1 dbito (11%) ]— émeas
=137 ) OVXSSE: 22 (46%) } 22 fomeas OVXSSE

48 fémeas OVX
receberam Pilo 6 OVXSE: 16 (33%)—» 8 dbitos (5{}%)]— 8 fémeas OVXSE
dias apos a cirurgia
Obitos: 10 (21%)

3 fémeas { CTL: 3
__regulares ’

Figura 5. Distribuicdo de animais e procedimentos. Sem Status Epilepticus (SSE),
Sem Status Epilepticus Ovariectomizada (SSEOVX), com Status Epilepticus (SE),
com Status Epilepticus Ovariectomizada (SEOVX Ovariectomizada Sem Status
Epilepticus (OVXSSE), Ovariectomizada com Status Epilepticus (OVXSE) e
controle (CTL).
5.1 Avaliagdao Comportamental apés a indugdo do modelo de Epilepsia
do Lobo Temporal pela Pilo
Os comportamentos iniciais das fémeas que apresentaram SE apds

receberem a Pilo se caracterizaram por quietude, movimentos orofaciais,
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salivagado, cauda em riste, tremores da cabega acompanhados ou n&o por
tremores do restante do corpo e movimentos bruscos do pesco¢co em extensio
com a fémea sobre 2 e 4 apoios. Estes comportamentos se repetiram inumeras
vezes até o animal atingir o SE. O quadro comportamental das fémeas OVX foi
mais agressivo do que aquele observado nas fémeas NOVX, os quais se
traduziram por movimentos orofaciais, rearing, crises tdnico-clénicas (CTC) e

crises tonicas (CT).

5.1.1 Laténcia para a primeira alteragao motora apoés a injeg¢ao de Pilo

As primeiras alteragcbes motoras apdés a injecdo da droga foram
observadas nas fémeas NOVX dentro um Intervalo de Confianga (IC) (95%) de
4,38-14,52 min. e média e desvio do erro (X£DE) (9,45 + 2,27 min.). Nas fémeas
OVX a laténcia para a primeira alteragao motora ocorreu dentro de um IC (95%)
de 12,71-19,96 min. e XtDE (16,33 + 2,27min). Ao teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney foi obtido U:21 e p=0,0328, o que indica que houve diferenca estatistica
entre o grupo NOVX e OVX, com menor tempo para a ocorrénica da primeira

alteragcao motora nas fémeas NOVX (Grafico 1).
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Grafico 1. Laténcia para a primeira alteragdo motora apds a injegao de Pilo, grupo
NOVX IC (95%): 4,38-14,52 min. e média e DE (9,45 £ 2,27 min.) e OVX IC (95%):
12,71-19,96 min. e X+DE (16,33 + 2,27min), U:21 e p=0,0328. As barras no gréfico
representam a média e desvio do erro, foi aplicado o Teste Mann-Whitney. NOVX:
ndo ovariectomizada; OVX: ovariectomizada.
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5.1.2 Laténcia para a ocorréncia de SE

Os comportamentos caracterizados por crises limbicas observados nas
fémeas NOVX e OVX apés a injecédo da Pilo se repetiram a cada 3-8 min. até
atingirem o SE. Para analise da laténica para o SE foi utilizado o Teste
paramétrico t Student, onde foi obtido t=2,324, gl=13 e p=0,0369. Os dados
obtidos nas fémeas do grupo NOVX indicou X+DE 23,43 + 1,23min. e IC (95%)
de 20,41-26,44 min. Nas fémeas OVX os valores de X+DE obtidos foram 28 +
1,48min. e IC (95%) de 24,48-31,52 min. Estes resultados indicam que houve
diferencga significante no tempo decorrido para a ocorréncia de SE entre ambos

grupos, com menor tempo dispendido pelo grupo NOVX (Grafico 2).

40- *

|

Tempo (min)

NOVX OVX

Grafico 2. Laténcia para o SE apds a injecao de 360mg/Kg de Pilo em fémeas
NOVX X+DE 23,43 + 1,23min. e IC (95%) de 20,41-26,44 min e OVX X+DE 28 +
1,48min. e IC (95%) de 24,48-31,52 min.,p=0,0369. As barras no grafico
representam a X+DE, foi aplicado o Teste T Student. NOVX:. néo
ovariectomizada; OVX: ovariectomizada.

5.2 Mortalidade por crise tonica apos a Pilo
Quanto a mortalidade observada nas fémeas dos grupos NOVX e OVX
por crise tbnica apos receberam a Pilo, foi observado que as fémeas OVX
apresentaram porcentual de 21% (10/48) e as fémeas NOVX de 18,6% (16/86).

A analise destes resultados por meio do teste Q-quadrado demonstrou que nao
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houve diferenga entre os grupos, ndo podendo ser feita associagao entre a
ocorréncia de CT e a auséncia dos horménios ovarianos nestas fémeas. Foi

obtido p=0,754.

5.3 Mortalidade durante o SE
Para a analise da mortalidade das fémeas NOVX e OVX durante o SE
foram considerados os Obitos ocorridos até 48h apds a injecdo da Pilo. A
mortalidade no grupo NOVX foi de 52% (11/21) e no grupo OV X, 50% (8/16). Os
resultados obtidos foram analisados por meio do teste Q-quadrado o qual
demonstrou que nao houve diferenga entre os grupos. O valor obtido foi de
p=0,883, o que indica que ndo ha associagado entre a mortalidade dos animais

injetados e a auséncia dos hormdnios sexuais femininos.

5.4 Alteragoes quanto a regularidade do Ciclo Estral

Foi verificado que as fémeas OVX (SSEOVX, OVXSSE e OVXSE)
apresentaram a fase de diestro permanente ao longo de toda a sobrevida (12
meses), bem como as fémeas SEOVX do 1°-4°mpp, tal como esperado para os
grupos castrados.

Quanto aos animais dos grupos NOVX, 18 fémeas SSE tiveram seus
registros realizados até o 8°mpp e 14 até o 12°mpp. Dentre as fémeas SE, 6
foram acompanhadas entre 1-4mpp, 4 entre 5-8mpp e 3 entre 9-12mpp. Trés
fémeas pertencentes ao grupo controle foram acompanhadas por 12 meses.

No periodo entre 1-4mpp, 67% (n=12) das fémeas SSE mantiveram o
ciclo estral regular até o 3°mpp e 33% (n=6) estavam irregulares neste periodo.
Entre 5-8mpp, 89% das fémeas (n=16) apresentaram ciclo irregular e em 11%

(n=2) foi identificado a presenga de estro constante. Quanto ao periodo entre 9-
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12mpp, 64% (n=9) estavam irregulares e 36% (n=5) apresentaram estro
constante.

No grupo SE foi observado entre 1-4mpp regularidade em 17% (n=1) e
irregularidade do ciclo estral em 83% (n=5). Entre 5-8mpp e 9-12mpp, todas as
fémeas deste grupo apresentaram ciclo estral irregular, n=4 e n=3,
respectivamente.

Também foram identificadas altera¢des do ciclo estral nas 3 fémeas do
grupo CTL. No periodo 1-4 meses apos receber a injegdo de salina ip., 33%
(n=1) se manteve regular, enquanto 67% (n=2) se mantiveram regular até o 3°
més pos salina. Nos periodos entre 5-8 e 9-12 meses apds receberam a salina,

estes animais apresentaram estro constante (Tabela 2).

Tabela 2. Dados do ciclo estral dos grupos SSE, SE e CTL ao longo de 12 meses apés
receberem a Pilo ou Salina

Periodos
de coleta/ 1-4 meses 5-8 meses 9-12 meses
Grupos
o
67% regular até 89% irregular 6%20/'”:3%%%
SSE |n=18 3°mpp n=18 11% estro  |n=14 °
o) constante
33% irregular constante
_ 17% regular _ o) _ o)
SE n=6 83% irregular n=4  100% irregular |n=3  100% irregular
67% regular até o o
CTL n=3 3°mpp n=3 100% estro n=3 100% estro
o) : constante constante
33% irregular

mpp: meses pos-pilo; SSE: sem status epilepticus; SE: com status epilepticus; CTL: controle

5.5 Videomonitoragcao dos Grupos Experimentais em Periodos de até 12
e 16 meses de observagao
Devido a limitagdo do espacgo na sala de filmagem e a necessidade de seu

uso por outros pesquisadores, parte das fémeas injetadas com Pilo foram
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videomonitoradas. Os resultados obtidos foram analisados a partir de 4 janelas
de observacdo ao longo dos 16 meses de estudo. Com excecgao as fémeas SSE,
cuja videomonitoragédo foi assistida até o 16°mpp e SEOVX assistido até o
4°mpp, os demais 4 grupos foram assistidos até o 12°mpp (Tabela 3).

Foram videomonitoradas, 18 de 25 fémeas que constituiram o grupo SSE,
11 de 13 do grupo SSEQOVX, 6 de 22 fémeas OVXSSE, todas as 8 fémeas do

grupo SE, 3 das 8 ratas SEOVX e 4 das 8 fémeas do grupo OVXSE (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de fémeas dos grupos SSE, SSEOVX, OVXSSE, SE,
SEOVX, OVXSE videomonitoradas ao longo de 16 meses

Periodos (mpp)/

Grupos 1-4 5-8 9-12 13-16
SSE 8 6 15 3
SSEOVX 9 11 6
OVXSSE 3 2 1
SE 8 1
SEOVX 3
OVXSE 4 3 2

mpp: meses pos-pilo; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem status
epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status
epilepticus; SE: status epilepticus; SEOVX: status epilepticus
ovariectomizada; e, OVXSE ovariectomizada status epilepticus

Foram assistidas 3500 horas de filmagem, cerca de 580h/grupo. A partir
destas foram observadas as alteracbes motoras, que uma vez identificadas,
tiveram a filmagem selecionada, editada e armazenada em pequenos videos
com duragao média entre 20s - Smin.

Foram adquiridos 590 videos ao término da gravagcao e selegao das

alteragbes destas fémeas (194 do grupo SE; 32 do grupo SEOVX; 261 do grupo
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OVXSE; 41 do grupo SSE; 21 do grupo SSEOVX e 41 videos do grupo

OVXSSE).

5.5.1 Velocidade de gravagao e observacao de alteracées motoras

Durante a reproducao dos videos armazenados foi observado que o uso
do software da empresa Intelbras, quando instalado em um computador
convencional, apresentava velocidade de reprodu¢do mais lenta do que aquele
fornecido pela empresa e instalado na sala de videomonitoragdo da Disciplina
de Neurociéncias.

A partir desta diferenga de velocidade foi notado que algumas alteracdes
motoras eram possiveis de serem observadas apenas quando a gravagao era
reproduzida na velocidade real, ou seja, em que o movimento do animal é
realizado. Em anadlise mais detalhada, foi notado que a duragdo destas
alteragcbes variavam de 5-20 segundos em sua maioria, e, portanto,
imperceptiveis quando analisadas na velocidade rapida de reproducao, gerando
a falsa impressao de que nao existiam.

Visto que possivelmente as alteragdes motoras poderiam estar sendo
ignoradas, optou-se por selecionar aleatoriamente algumas fémeas dos grupos
SSE (n=9), SSEOVX (n=3) e OVXSSE (n=4) e assistir as suas gravacdes na
velocidade real de reproducdo. Esta estratégia aumentou substancialmente o
tempo para a analise das filmagens, que até o momento dispendiam cerca de 2
horas de trabalho para cada 24h de gravacao. A partir de entao, foi necessario
1 hora de trabalho para cada 10min de gravacgao.

Em funcao disto, foi optado por serem assistidas 12h de gravacao, de 4
dias distintos (3h de cada dia). O periodo noturno (entre 19-7h) foi escolhido visto

ter sido observado que as alteragcbes motoras das ratas SSE, SSEOVX e
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OVXSSE (diferentemente das fémeas SE, SEOVX e OVXSE), se faziam
presentes durante a realizacdo de um movimento rotineiro do animal, como
andar ou explorar o ambiente, o que ocorria com maior frequéncia no periodo
noturno, quando o animal se encontrava mais ativo.

Esta acao foi primordial para a detecgao das alteragdes motoras nestes
animais e para os resultados deste trabalho, evitando a ocorréncia de achados
falso negativos. Todos os comportamentos identificados foram cuidadosa e
repetidamente analisados, visto que as fémeas dos grupos SSE, SSEOVX e
OVXSSE apresentaram movimentos até entdo desconhecidos pelos
pesquisadores e que poderiam ser sugestivos de uma atividade com origem em
um foco epileptogénico. Atencéo especial foi dada a analise dos movimentos
observados, visto serem de curta duragéo e realizados, na maioria das vezes,
em uma sequéncia de 2-5 movimentos, o que adicionava maior dificuldade em
sua compreensao. Além disto, a localizagdo da gaiola de alguns animais em
relacdo a da camera de filmagem, também acrescentou certo grau de dificuldade
e solicitou maior atengao as analises realizadas.

Dentre os achados identificados estavam acbes que poderiam ser
facilmente confundidas com movimentos normais do animal, como por exemplo,
na situacao em que a fémea se encontra em pé, apoiada sobre as patas traseiras
e pescoco em extensdo. Esta postura € comum ao aninal ao farejar o ambiente,
uma de suas estratégias de exploracao, entretanto, foi observado que a mesma
ocorreu inumeras vezes antecedida por um movimento forte e rapido (subito) de
extensao do pescoco e tronco, o qual conduzia o animal da posi¢ao de 4 para 2
apoios. Em outras situagbes, a partir da mesma, o animal apresentava
movimentos repetitivos e de pequena amplitude em extensdo do pescogo, ou

ainda, cerca de 2-3 movimentos de hiperextensao do pescoco.
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Em funcgédo disto, outras trés fémeas controle foram videomonitoradas por
24h durante 3 dias, com o intuito de diferenciar os comportamentos anémalos
daqueles considerados habituais a rata, e assim, descartar a possibilidade das
alteragcdes observadas serem comportamentos normais de animais né&o
injetados. Estas fémeas foram escolhidas aleatoriamente, apresentavam idade
entre 4-5 meses, nao receberam Pilo e n&o participaram de outro experimento.
Apoés a videomonitoragdo estes animais foram disponibilizadas ao biotério da
Disciplina para uso experimental. Foram assistidas 12h de gravag¢ao noturnas,
de 3 noites diferentes, 4h/noite. Os comportamentos foram observados e
comparados aqueles obtidos pelas fémeas que receberam Pilo.

A comparacdo entre as fémeas controle e dos grupos SSE, SSEOVX e
OVXSSE foi constatado que, realmente, inumeras agdes observadas,
consideradas anbmalas e diferenciadas pertenciam, exclusivamente, aos
animais experimentais (SSE, SSEOVX, OVXSSE, SE, SEOVX e OVXSE). Em
funcao da diversidade de acdes identificadas na velocidade real, e de forma a
facilitar sua definicao e futura observacao por outros pesquisadores, as mesmas
foram agrupadas e classificadas.

Assim, a partir deste trabalho é sugerida uma nova classificagao, voltada
a fémeas submetidas ao modelo experimental da Pilo e que apresentaram ou
nao SE. Esta classificagao foi denominada FeBAP (Female Behaviors After Pilo),
a qual é composta por uma classificacdo dos movimentos e outra, dos
comportamentos observados nestes animais.

A Classificagdo dos 4 Movimentos ou, Classificagao dos 4Ms, descreve
movimentos (ou auséncia destes) os quais até o momento ndo foram sugeridos

nas classificagdes existentes para animais injetados com a Pilo (Tabela 4).
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Tabela 4. Classificacdo dos 4Ms, quanto aos movimentos ou a auséncia destes
identificados em fémeas SSE, SSEOVX, OVXSSE, SE, SEOVX e OVXSE.

Classificagao Abreviagao Descricao do movimento
Movimentos Ritmicos MRC balanco latero-lateral, oscilagdo antero-posterior
da Cabeca e oscilacdo em flexao-extensao

versado, chacaolhar, flexao, flexdo-extensao,
Movimentos Subitos MSC (hiper)extensao seguido ou néo por relaxamento
da Cabeca subito da musculatura dorsal e queda sobre 4

apoios, projecao e/ou retracao da cabeca

Movimentos MCG abalo corporal, andar rapidamente em circulos,
Corporais Globais giro de 90-360° no préprio eixo e desequilibrio
Imobilidade IMB ato de ficar parado (imoével) com os olhos

abertos

As acoes descritas na Classificagdo dos 4Ms foram identificadas nas
fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE de forma isolada, associada a outros
movimentos e também, acompanhada por a¢des muito similares aquelas
descritas por Racine (1972). Os 4Ms também foram observados nas fémeas SE,
SEOVX e OVXSE, sob a forma de um comportamento unico, de dois ou mais
comportamentos subsequentes e acompanhados ou nao por crises, tal como as
descritas por Racine (1972).

A Classificacdo dos 6Bs (“B” da palavra em inglés, behavior, a qual
significa, comportamento) foi elaborada visando facilitar a compreensao e
identificacdo dos comportamentos observados nas fémeas dos 6 grupos
experimentais, e faz assim referéncia aos 6 diferentes tipos de comportamentos

observados nestes grupos (Tabela 5).
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Tabela 5. Classificagdo dos 6Bs quanto aos comportamentos observados nos grupos
experimentais (SSE, SSEOVX, OVXSSE, SE, SEOVX e OVXSE)

Classificagao

Classificagao Descrigdo do comportamento

em Inglés
Crise Seizure Ocorréncia de uma crise tal como descrito por
Behavior Racine (1972)
Crise 4M 4M Seizure Ocorréncia de uma crise acrescida por um ou mais
Behavior acdes descritas na Classificagao dos 4Ms.
Crise Seizure Like Ocorréncia de uma acao similar aquelas descritas
Sugestiva Behavior por Racine (1972).
Crise 4M Seizure Quadro de crise sugestiva acompanhada por uma

Sugestiva 4M  Like Behavior ou mais a¢des descritas na Classificagdo dos 4Ms.

4M Unico 4M Single Ocorréncia de uma unica agao (isolada) descrita na

Behavior Classificagao dos 4Ms.
4M Complexo 4M Plus Duas ou mais ag¢des subsequentes e descritas na
P Behavior Classificacdo dos 4Ms.

5.5.2 Videomonitoragao dos Grupos SSE, SSEOVX e OVXSSE

As fémeas do grupo SSE foram videomonitoradas por 16 meses e as dos
grupos SSEOVX e OVXSSE por 12 meses apds receberem a Pilo. Nao foram
observadas quaisquer alteragdes motoras nestes grupos quando a analise foi
realizada na velocidade rapida. Contudo, ao serem observadas na velocidade
real, foram identificadas acbes como piscamento, mastigacao e clonia das patas,
similares aquelas observadas nos estadios 1-3 de Racine (1972). Além destes,
foram identificadas outras acbes diferente das descritas na literatura até o
momento.

Quanto as fémeas SSE, 9/18 foram analisadas na velocidade real e
apresentaram alteracdes motoras, 3/11 das SSEOVX e, da mesma forma, 4/8

das fémeas OVXSSE, ou seja, todas as fémeas destes trés grupos

76



experimentais, quando assistidas na velocidade real, apresentaram algum
comportamento sugestivo de crise ou alguma agao descrita na Classificacdo dos
4Ms (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de fémeas videomonitoradas e assistidas nas velocidades rapida e
real, SSE (1-16 mpp), SSEOVX e OVXSSE (1-12 mpp) apds receberem a Pilo

SSE (n=18) SSEOVX (n=11) OVXSSE (n=6)

Periodo (mpp) /

14 58 912 1316 | 14 58 912 | 1-4 5-8 912
Dados

N° de fémeas

. . 8 6 15 3 9 10 6 3 2 1
videomonitoradas

Ne° fémeas com
alteragao/
assistidas na vel.
rapida

05 0/4 0/13 0/1 o/r 0/8 0/4 | 01 0/0 0/1

Ne° fémeas com
alteracao/
assistidas na vel.
real (12h)

33 2/2 2/2 2/2 212 22 22 | 212 22 0/0

mpp: meses pos-pilo; vel: velocidade; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem status
epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status epilepticus; SE:
status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e, OVXSE
ovariectomizada status epilepticus

Em funcdo da opcéo de assistir 12 horas de gravacdo das fémeas na
velocidade real, nao foi possivel acompanhar a progressao de todos animais ao
longo de 12 ou 16 meses. Quanto aos grupos SSE e OVXSSE, nenhuma fémea
foi observada em mais de um dos periodos indicados na Tabela 6, sendo assim,
foi identificado se estas apresentaram ou nao alteragbes motoras nas janelas de
tempo propostas. Ja no grupo SSEOVX, 2 das 3 fémeas videomonitoradas na
velocidade real, foram analisadas em cada um dos seguintes periodos 1-4 e 9-
12mpp; 1-4 e 5-8mpp e, 5-8 e 9-12mpp.

As gravagbes mostraram que todas as fémeas apresentaram sinais de
comprometimento desde o 1° periodo de analise, e que os mesmos se fizeram

presentes nos demais periodos de observacéo.
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Foram identificados, nos trés grupos experimentais, 4 dos 6
comportamentos descritos na Classificagdo dos 6Bs (Tabela 5), s&o estes: crise
sugestiva, crise sugestiva 4M, 4M unico e 4M complexo. A tabela a seguir
apresenta o numero de comportamentos identificados em cada grupo de acordo

com esta classificagcéo (Tabela 7).

Tabela 7. Numero de comportamentos do tipo crises (sugestivas e sugestivas 4M) e
comportamentos do tipo 4M (Unico e complexos) nas fémeas SSE (1-16 mpp),
SSEOVX e OVXSSE (1-12 mpp) apds receberem a Pilo

SSE SSEOVX OVXSSE
(n=9) (n=3) (n=4)
Periodos (mpp)/ | 1-4 5-8 9-12 1316 | 14 5-8 912 | 14 5-8
Dados (n=3) (n=2) (n=2) (n=2) | (n=2) (n=2) (n=2)|(n=2) (n=2)
N° de crises
(sugestivas e 8 2 6 7 3 3 2 8 5

sugestivas 4M)

N° de 4M (Unico

10 aus 1 5 13 6 2 14 3
e complexo)

O grupo OVXSSE 9-12mpp nao foi analisado na velocidade real; mpp: meses pés-pilo; 4M:
classificagado dos 4Ms; aus: ausente; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem status
epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status epilepticus; SE: status
epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e, OVXSE ovariectomizada status
epilepticus.

Foi utilizado o teste estatistico ndo-paramétrico Kruskal Wallis para
analise do numero de comportamentos sugestivos de crises e agdes do tipo 4M
intragrupos e entre os grupos SSE, SSEOVX e OVXSSE. Foi observada
diferenga quanto ao numero de comportamentos sugestivos entre os grupos
SSE e SSEOVX nos periodos 1-4 e 5-8mpp (p=0.047).

A descrigdo do estadiamento de acordo com Racine (1972), das crises
sugestivas e crises sugestivas 4M, bem como a indicagdo das agdes 4M que

acompanharam as mesmas, sao indicadas a seguir (Tabela 8).
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Tabela 8. Estadiamento e numero de comportamentos do tipo crises sugestivas e
crises sugestivas 4M nas fémeas SSE (1-16 mpp), SSEOVX e OVXSSE (1-12 mpp)
apos receberem a Pilo

Estadiamento e Estadiamento e

G Periodo P . o . 4Ms associado a
rupos (mpp) n° de crises n° de crises crises sugestivas
Y sugestivas sugestivas 4M 9
estadio 2 n=2 estadio 2 n=1
14 estadio 3 n=2 estadio 3 n=3 MSC, MCG
5-8 estadio 1 n=1 estadio 3 n=1 MSC, MCG
SSE . _
9-12 ausente estadio 2 n=3 MCG, IMB
estadio 3 n=3
estadio 1 n=1
13-16 ausente estadio 2 n=2 MRC, MSC, MCG
estadio 3 n=4
1-4 estadio 3 n=2 estadio 3 n=1 MSC, MCG
estadio 2 n=1
SSEOVX 5-8 ausente estadio 3 n=2 MRC, MSC
9-12 estadio 3 n=2 ausente ausente
1-4 ausente estad!o 2 ni2 MSC, MCG
estadio 3 n=6
OVXSSE
estadio 2 n=1 estadio 2 n=1
>-8 estadio 3 n=2 estadio 3 n=1 MSC e IMB

O grupo OVXSSE 9-12mpp nao foi analisado na velocidade real; mpp: meses pos-pilo; 4M:
classificagdo dos 4Ms; aus: ausente; E: estadio; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX:
sem status epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status epilepticus;
SE: status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; OVXSE
ovariectomizada status epilepticus; MSC: movimento subito da cabega; MRC: movimento
ritmico da cabega; MCG: movimento corporal global; e, IMB: imobilidade

Além dos padrdes comportamentais descritos, também foram
identificados outros, caracterizados pela presenca dos 4Ms, os quais se

apresentaram sob a forma de 4M Unico e complexo. O numero de
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comportamentos identificados em cada grupo, de acordo com o periodo de

observacao, sdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Numero de comportamentos do tipo 4M Unico e 4M complexo nas fémeas
SSE (1-16 mpp), SSEOVX e OVXSSE (1-12 mpp) apos receberem a Pilo

Grupos Periodos N 4M unico N 4M complexo
(mpp)
1-4 2 MRC, MSC 8 MSC, MCG, IMB
5-8 aus aus
SSE
9-12 aus 1 MSC
13-16 aus 5 MRC, MSC, MCG
1-4 3 MRC, MSC, IMB 10 MSC, MCG
SSEOVX 5-8 aus 6 MSC, MCG
9-12 aus 2 MSC, MCG
1-4 4 MSC, MCG 10 MSC, MCG, IMB
OVXSSE
5-8 3 MSC, MCG aus

O grupo OVXSSE 9-12mpp néo foi analisado na velocidade real; aus: ausente; mpp:
meses pos-pilo; 4M: classificagdo dos 4Ms; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem
status epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status epilepticus;

SE: status epilepticus; SEOVX:

status epilepticus ovariectomizada; OVXSE

ovariectomizada status epilepticus; MSC: movimento subito da cabeca; MRC:
movimento ritmico da cabeca; MCG: movimento corporal global; e, IMB: imobilidade.

Como pbde ser observado, os animais dos trés grupos experimentais

(SSE, SSEOVX e OVXSSE) apresentaram acgdes descritas na Classificagao dos

4Ms, associadas a comportamentos definidos pela Classificagdo dos 6Bs, os

quais possivelmente indicam que estas fémeas tenham sido afetadas pela Pilo.

Ha de se destacar a complexidade de algumas ag¢des observadas de

forma repetitiva, tanto nos periodos analisados, como em um mesmo
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comportamento observado, podendo, possivelmente, serem sugestivos de

automatismos caracteristicos do rato.

5.5.3 Videomonitoragao dos Grupos SE, SEOVX e OVXSE
Todas as fémeas dos grupos SE (n=8), SEOVX (n=3) e OVXSE (n=4)
foram videomonitoradas e se tornaram epilépticas. Os animais SE e OVXSE
foram assistidos na velocidade rapida até o 12mpp e aqueles SEOVX (n=3)
foram assistidos apenas na velocidade real por 12 horas, no periodo 1-4mpp. As
fémeas dos grupos SE e OVXSE sédo as mesmas ao longo dos periodos de

analise (Tabela 10).

Tabela 10. Numero de fémeas videomonitoradas nas velocidades rapida e real, SE
(1-12 mpp), SEOVX (1-4 mpp) e OVXSE (1-12 mpp) apds receberem a Pilo

SE SEOVX OVXSE
(n=8) (n=3) (n=4)
Periodo (mpp)/ 14 58 912| 1-4 14 58 912
Dados
_Nn° de fémeas 8 4 1 3 4 3 2
videomonitoradas
fémeas com alteracao/
assistidas na velocidade | 8/8 4/4 11 aus 4/4 3/3 2/2
rapida
fémeas com alteracao/
assistidas na velocidade | aus aus aus 3/3 aus aus aus
real (12h)

mpp: meses pos-pilo; aus: ausente; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem status
epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status epilepticus; SE:
status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e, OVXSE
ovariectomizada status epilepticus.

A primeira CE foi observada entre o0 1° e 0 2° meses apds a indugao ao
modelo. O numero de crises apresentadas pelas fémeas de cada grupo, de
acordo com o estadiamento de Racine (1972), e o periodo de observacdo em

que as mesmas foram identificadas sdo descritos a seguir (Tabela 11). Além das
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crises, estas fémeas também apresentaram comportamentos do tipo 4M Unico e
4M complexo, tal como observado nas fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE. Estes

comportamentos foram quantificados e estao descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Numero e porcentual de crises (e crises 4M) e comportamentos 4M Unico
e complexo nas fémeas SE (1-12 mpp), SEOVX (1-4mpp) e OVXSE (1-12 mpp)
apos receberem a Pilo

SE SEOVX OVXSE
(n=8) (n=3) (n=4)
Periodo (mpp)/ 1-4 5-8 9-12 1-4 1-4 5-8 9-12
Dados n=8 n=4 n=1 n=3 n=4 n=3 n=2
Ne° de crises 132 148 14 7 47 129 60

(e crises 4M) (%) | (98,5) (97) (100) | (25) (92)  (92)  (100)

N°de
comportamentos 2 > ausente 21 4 S ausente
4M unico e (1,5) (3) (75) (8) (4)

complexo (%)

mpp: meses poés-pilo; 4M: classificacdo dos 4Ms; SSE: sem status epilepticus;
SSEOVX: sem status epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem
status epilepticus; SE: status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada;
e, OVXSE ovariectomizada status epilepticus.

Foi utilizado o teste estatistico ndo-paramétrico Kruskal Wallis para
analise do numero de comportamentos sugestivos de crises e agdes do tipo 4M
intragrupos e entre os grupos SE, SEOVX e OVXSE. Nao foi observada
diferenca significante entre os grupos analisados nos periodos 1-4, 5-8 e 9-
12mpp.

Como apontado na tabela acima, a maior parte dos comportamentos
observados nas fémeas SE e OVXSE (analisadas na velocidade rapida) foram
identificados sob a forma de crises, enquanto, nas fémeas SEOVX (analisadas
na velocidade real) foram identificados sob a forma de 4M unico e 4M complexo.

A maior parte das crises destas fémeas se caracterizaram por apresentar

estadio 5. Entretanto, foi notado que a classificacdo de crises motoras de Pinel
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e Rovner (1978a e 1978b), composta por 8 classes (pg 63), era mais adequada
e permitia classificar mais precisamente as crises identificadas.
Interessantemente, as fémeas dos trés grupos experimentais SE, SEOVX e
OVXSE apresentaram as crises classes 6-7 de Pinel e Rovner. O numero de
crises identificadas ao longo de sua sobrevida e outras caracteristicas

observadas sao descritas a seguir (Tabela 12).

Tabela 12. Numero e portencual de crises estadio 5 e classes 6-7 nas fémeas SE (1-12
mpp), SEOVX (1-4 mpp) e OVXSE (1-12 mpp) apds receberem a Pilo

SE SEOVX OVXSE
(n=8) (n=3) (n=4)
'?f':'“)'l" 1-4 58  9-12 1-4 1-4 58  9-12
D PP n=8 n=4  n=1 n=3 n=4 n=3 n=2
ados
N° de crises

110 (83)/ 59 (40) 1 (7)/ | 2(29) | 26 (55)/ 106 (82)/ 36 (60)/

estadio S (%)~ (100)" (100) (1-100)| (66) | (100)  (100)  (100)

(% fémeas)

N° de crises

60 (55)/ 44 (75)/ 150y | 727y 77 23 (64)

classe 6 (%)/ aus

(% fémeas) (100)  (100) (33) (25) (66) (100)

'\gidc;igc?ago 4.5 ! aus 3.5 4 5 S
(min-max) ~ ¢12) (29) (2-5) (2-7)  (217) (29

N° de crises

classe 7 (%) D208/ g aus aus 44) 7(Q9)

(12,5)  (50) (33) (50)

(% fémeas)

mpp: meses pos-pilo; aus: ausente; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem status
epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status epilepticus; SE: status
epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e, OVXSE ovariectomizada status
epilepticus.

Além das crises anteriormente descritas, comportamentos do tipo 4M também

foram observados durante a ocorréncia dos estadios 4-5 de Racine. A tabela a
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seguir apresenta o numero de crises e crises 4M observadas nas fémeas SE,

SEOVX e OVXSE e as agbes 4M associadas a estas (Tabela 13).

Tabela 13. Numero e porcentual de crises e crises 4M identificadas nas fémeas SE
(1-12 mpp), SEOVX (1-4 mpp) e OVXSE (1-12 mpp) apds receberem a Pilo

Grupos Periodos N° qe crises (%)/ Af;ées 4‘Ms_
(mpp) crises 4M (%) associadas a crises
1-4 e ((5)6)’ MCG
( nS=ES) 5-8 ::fgz(?g%/) MSC, IMB
9-12 ) ((10())/0) MSC, MCG, IMB
S(Eg:,‘,’)x 1-4 nizo(gg)é) MCG, IMB
1-4 ”;‘:‘g Eg;”’ IMB
0(\':)=(2)E 5.8 n =n 1:2 81 ((6%4)/ IMB
9-12 n=n3=10((10(;0)/ ausente

mpp: meses pos-pilo; 4M: classificagdo dos 4Ms; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX:
sem status epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status
epilepticus; SE: status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e, OVXSE
ovariectomizada status epilepticus.

A imobilidade, um dos itens da classificacdo dos 4Ms, foi outra
interessante e frequente acdo observada nas fémeas SE, SEOVX e OVXSE
(bem com nas fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE). Este comportamento se fez
presente principalmente durante a ocorréncia de crises, sendo mais
frequentemente observado durante os estadios 4-5, entretanto, também

observado durante o comportamento do tipo 4M complexo. A tabela a seguir
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apresenta o tempo de imobilidade associado aos estadios ou comportamentos

4M complexo apresentados ao longo da sobrevida destes grupos (Tabela 14).

Tabela 14. Tempo de imobilidade associado a crises e comportamentos 4M
complexo nas fémeas SE (1-12 mpp), SEOVX (1-4 mpp) e OVXSE (1-12 mpp) apos
receberem a Pilo

Estadiamento e n° de crises

G Periodos Tempo de
rupos (mpp) imobilidade ou comportamento 4M complexo
PP (% de fémeas afetadas)
1'4 ' i =
n=8 10 estadio 5 n=1 (12,5)
5.8 2-4' estadio 3 n=3 (50)
SE =4 1-8' estadio 4 n=6 (75)
n= 37"-15' estadio 5 n=15 (75)
9-12 40"-2' estadio 3 n=3 (100)
n=1 2,5-5' estadio 4 n=2 (100)
SEOVX 1-4 35" e 5 estadio 5 n=2 (33)
n= n=3
1-4 1'20" 4M complexo n=1 (25)
n=4 21-24' estadio 5 n=2 (25)
OVXSE 5.8 2' 4M complexo n=1 (33)
n= n=3 6' estadio 4 n=1 (33)
13' estadio 5 n=1 (33)
9-12
n=2 ausente ausente

mpp: meses pos-pilo; 4M: classificagdo dos 4Ms; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX:
sem status epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status
epilepticus; SE: status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e,
OVXSE ovariectomizada status epilepticus.

Quanto aos comportamentos do tipo 4M Unico e complexo, 0s quais nao
foram até o momento descritos na literatura, representaram entre 1,5-8% do total
de eventos identificados nas fémeas analisadas na velocidade rapida (SE e
OVXSE) e, 75% daquelas observadas na velocidade real por 12h (SEOVX)

(Tabela 11). Todos os grupos experimentais apresentaram este comportamento,
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exceto no periodo entre 9-12mpp (SE e OVXSE) o qual foi marcado pela

presenca exclusiva de crises, n=14 e n=60, respectivamente (Tabela 11). Na

tabela a seguir sdo indicados o numero e os comportamentos 4M unico e

complexo observados nas fémeas SE, SEOVX e OVXSE (Tabela 15).

Tabela 15. Numero e descricdo dos comportamentos do tipo 4M Unico e
complexo observados nas fémeas SE (1-12 mpp), SEOVX (1-4 mpp) e OVXSE
(1-12 mpp) apds receberem a Pilo

Grupos P((elr“i?;c))s 4M unico N 4M complexo

14 2 MCG ausente
SE 58 4 MCG 1 MCG

9-12  ausente ausente

SEOVX 14 12 wmsc.mce 7 MSC, MCG
1-4 2 MSC, MCG 2 MSC, MCG, IMB

OVXSE 53 3 MSC 2 MSC, MCG
9-12  ausente ausente

N: nimero; mpp: meses pos-pilo; SSE: sem status epilepticus; SSEOVX: sem
status epilepticus ovariectomizada; OVXSSE: ovariectomizada sem status
epilepticus; SE: status epilepticus; SEOVX: status epilepticus ovariectomizada; e,
OVXSE ovariectomizada status epilepticus.
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VI. DISCUSSAO

Neste trabalho fémeas NOVX e OVX foram submetidas ao modelo
experimental de ELT por meio da injegao ip. de 360 mg/kg. As fémeas injetadas
foram distribuidas em 6 grupos experimentais, SSE, SSEOVX, OVXSSE, SE,
SEOVX e OVXSE e acompanhadas via videomonitoragéo, ao longo de um ano,
para a observacao da ocorréncia de CER.

Os comportamentos iniciais observados nas fémeas NOVX se
diferenciaram parcialmente daqueles descritos por Valente et al. (2002) apds a
injecdo da Pilo. Além dos comportamentos em comum como quietude,
movimentos orofaciais e salivagdo, neste trabalho ainda foram observados
cauda em riste, tremores da cabega acompanhados ou ndo por tremores do
restante do corpo e movimentos bruscos do pescogo em extensdo com a fémea
sobre 2 e 4 apoios. Os autores acima observaram comportamentos similares
entre as fémeas NOVX e OVX, entretanto, neste trabalho o quadro
comportamental das fémeas OVX foi mais agressivo do que aquele nas fémeas
NOVX, os quais se traduziram por rearing, CTC e CT, além de movimentos
orofaciais, também observados por Valente et al. (2002). A ausénica do fator
protetor fornecida pelos hormbnios gonadais justifica a diferenga de padrdes
comportamentais observados nos grupos NOVX e OVX. O intervalo entre a
ovariectomia e a indugcdo ao modelo foi de 4 dias para aqueles autores e de 6
dias neste trabalho, entretanto o maior intervalo entre ambos procedimentos nio
parece ser o responsavel pela resposta mais agressiva nas fémeas OVX deste
trabalho.

As primeiras reagdes observadas nas fémeas NOVX, apés a injecao da

Pilo, as quais foram seguidas por crises convulsivas, ocorreram (XtDE) (9,45 £
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2,27 min.), enquanto nas fémeas OVX os mesmos se iniciaram entre X+DE
(16,33 + 2,27min) apds a admnistragdo da droga, p=0,0328.

A laténcia para o SE das fémeas NOVX foi 23,43 £ 1,23min. (X£tDE) se
diferiu das fémeas OVX, a qual foi 28 £ 1,48min. (XtDE), p=0,0369. Estes dados
diferiram daqueles de Valente et al. (2002), onde as laténcias foram maiores em
ambos os grupos e dentre estes, as fémeas NOVX obtiveram maior laténcia para
o SE. Os comportamentos caracterizados por crises limbicas observados nas
fémeas NOVX e OVX, apos a injecao da Pilo, se repetiram a cada 3-8 min. até
atingirem o SE, o que vai ao encontro dos dados e Amado e Cavalheiro (1998),
0s quais observaram a repeticao das crises em fémeas a cada 2-8 min.

Neste trabalho foi observado menor numero de fémeas NOVX e OVX que
apresentaram SE 34% (30/86) e 33% (16/48, p=0,852) respectivamente, quando
comparado aos resultados de Valente et al. (2002), cujo SE foi obtido em 63%
das fémeas NOVX e 68% daquelas OVX. Ao longo da elaboragao dos grupos
experimentais deste trabalho, o qual teve duracdo de dois anos, foram
observados periodos com maior porcentual de fémeas SE do que em outros,
apresentando assim, variabilidade nos resultados obtidos apds a aplicagao da
Pilo. Entretanto, apesar dos esforgos, nao foi possivel identificar os fatores que
poderiam ter influenciado esta variabilidade.

Nao foi observada diferenga quanto aos ébitos das fémeas NOVX e OVX,
por CT, ap6s a injegao da Pilo (18,6%, 16/86 e 21%, 10/48, respectivamente)
p=0,754. Os 6bitos por outras causas, que nao a CT até 48h apos a Pilo, também
nao apresentaram significAncia, 52% para as NOVX e 50% para as OVX,
p=0,883. Os dados de Valente et al. (2002) quanto a morte por CT para as
fémeas NOVX (17,39%) foram similares aos deste trabalho, entretanto, diferiram

para as fémeas OVX (39,29%), cujo 6bito por CT foi maior.
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Uma fémea SEOVX foi a 6bito durante a fase crbénica, 2,5 mpp,
possivelmente por morte subita. Tal ébito ndo pdde ser comprovado por meio de
histologia pois o tempo decorrido entre a morte do animal e a verificagdo do ébito
impossibilitou a analise do tecido. Entretanto, dadas as circunstancias que
envolveram a morte da rata, as quais foram observadas pela videomonitoracéo,
sugerem a morte subita como a provavel causa do obito.

O ibuprofeno, um potente anti-inflamatério n&o esteroidal (AINS) com
efeito sobre o tecido nervoso (Lim et al., 2000), utilizado até o 5° PO nas fémeas
OVX, é outro fator que possa justificar a diferenca entre os resultados
observados neste trabalho e no de Valente et al. (2002). Ikonomidou-Turski et
al. (1987) nao encontraram qualquer sinal de proteg¢ao ao utilizarem 50 e 100
mg/kg de lbuprofeno em ratos 45 min. antes da indu¢do ao modelo da Pilo.
Entretanto, assim como neste trabalho, Wallenstein (1987 e 1991), encontrou
aumento no tempo de laténcia para o inicio das crises induzidas por penicilina e
pentilenotetrazol, respectivamente, ao utilizar 30mg/kg de Ibuprofeno 1h antes
da indugao ao modelo em fémeas. Neste trabalho as fémeas OVXSSE e OVXSE
receberam o tratamento com Ibuprofeno do 11°-6° dias prévios a inje¢ao da Pilo,
0 que possivelmente influenciou a ocorréncia de maior laténcia para a primeira
alteragao motora e para o SE, bem como a redug¢ao na mortalidade durante a
Pilo e, no periodo silencioso apds a indugao ao modelo. Ja as fémeas SSEOVX
e SEOVX receberam o |buprofeno entre o 3°-8° dias apds o tratamento com o
agonista colinérgico, o que pode ter auxiliado na reducédo da mortalidade destas
fémeas no periodo silencioso.

A irregularidade do ciclo estral parece ser uma caracteristica comum as
fémeas epilépticas. No presente trabalho foi observado que a maior parte das

fémeas SE estavam irregulares desde os meses iniciais pés-Pilo, e que 100%
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destas apresentaram irregularidade do 5°-12°mpp. Amado e Cavalheiro (1998)
e Vannucci Campos et al. (2017) observaram alteragdes no ciclo estral de
fémeas epilépticas analisadas por 45 e 30 dias, respectivamente, o qual se
caracterizou pelo maior tempo de permanéncia em uma das fases do ciclo estral,
indicando assim, irregularidade do mesmo. O mesmo foi observado em relagéo
a maior parte das fémeas SSE, que assim se mantiveram ao longo de todo o
periodo experimental, o que possivelmente indica que o ciclo estral destas ratas
foi afetado pela Pilo. Diferentemente do esperado ocorreu com as fémeas CTL,
as quais apresentaram um periodo inicial de irregularidade seguido por estro
constante, observado do 5°-12° meses de experimentagdo. Este quadro
possivelmente se apresentou pelo fato destas fémeas terem sido mantidas em
estantes fechadas no biotério, enquanto a maior parte das fémeas SSE e todas
as SE estavam na sala de videomonitoragao, onde eram mantidas no mesmo
ambiente que machos e, sendo assim, tinham o ciclo estral estimulado pelo odor
destes animais (Scharfman et al., 2005).

Diferentemente de Navarro et al. (2009), os quais observaram CER em
ratos SSE, neste trabalho foram identificadas alteragdes motoras sugestivas de
crises, visto serem similares aos estadios descritos por Racine (1972),
entretanto, ndo confirmadas por meio de EEG. A analise da videomonitoragao
na velocidade rapida nao permitiu observar qualquer alteragcao nas fémeas dos
grupos SSE, SSEOVX e OVXSSE. Entretanto, foram verificados quadros
sugestivos de crises estadios 1-3 em todas as fémeas destes trés grupos quando
a analise foi realizada na velocidade real de captura e reproducéo dos videos.
Ao contrario dos autores acima, também foram observados neste trabalho
movimentos até entdo ndo descritos na literatura para animais injetados com Pilo

e, que foram aqui descritos utilizando a Classificagdo dos 4Ms e dos 6Bs
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sugerida nesta tese. Interessantemente, as fémeas SSE apresentaram entre 13-
16mpp movimentos 4M com maior complexidade do que aqueles observados
nos meses anteriores, acompanhado por maior numero de repeticdes das acdes
realizadas e tempo de duracdo dos eventos apresentados, o que caracteriza a
piora do quadro ao longo do tempo.

Ja nos grupos SE e OVXSE, a analise da videomonitoragdo na velocidade
rapida e do grupo SEOVX na velocidade real possibilitou a observagéo das crises
segundo a descricdo de Racine. Entretanto, a maior parte dos comportamentos
observados nas fémeas SEOVX se caracterizaram por agdes 4M isoladas e
complexas, o que claramente mostra que a velocidade real permite a observacao
de acdes as quais ndo podem ser identificadas quando a visualizagao é realizada
na velocidade rapida. Além disto, foram observadas crises motoras classes 6 e
7, classificadas por Pinel e Rovner (1978a e 1978b). Interessantemente, as
fémeas destes grupos também apresentaram alteragdes motoras tais como as
observadas nas fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE. Desta forma, as
Classificacoes dos 4Ms e dos 6Bs sao abrangentes para fémeas submetidas ao
modelo da Pilo e que desenvolveram ou ndao SE, visto que possibilita a
identificacdo e descricao detalhada dos comportamentos expressos por estas,
0s quais vao além daqueles descritos pelos autores da area.

Navarro et al. (2009) relatam ter identificado crises com frequéncia de 0,5-
1/semana, além de sua observacdo por meio de EEG, entretanto, o
estadiamento observado nao é descrito, bem como os registros de EEG nao sao
demonstrados em seu trabalho. Da mesma forma, estes autores ndo relatam ter
observado qualquer outra alteracdo motora nos animais analisados.

Scharfman et al. (2001) ndo observaram qualquer alteragado motora em

ratos SSE ao estudarem a fisiologia das células musgosas apos a inducéo ao
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modelo da Pilo e uso de Diazepam apds 1h (SE e SSE). Entretanto, foi
identificada perda de células do cértex entorrinal em 3 dos 6 animais SSE e
marcagao celular para NPY (cuja presencga indica a ocorréncia de crises (Lurton
e Cavalheiro, 1997)), no hilo do giro dentado e, brotamento das fibras musgosas
na camada molecular em 1 dos 6 animais. Apesar da auséncia de atividade
espontanea em apenas um animal com perda celular no hilo do giro dentado, o
estimulo evocado sobre a camada molecular foi capaz de gerar a atividade em
uma célula musgosa. A proposta destes autores, de observar estes animais até
a ocorréncia da 32 CE, foi importante fator limitante para a observacdo de
alteragbes comportamentais.

Quanto as demais alteragcbes motoras identificadas neste trabalho,
Loddenkemper e Kotagal (2005) descreveram o comportamento versivo como
um movimento forcado e involuntario de virar a cabeca, resultando em uma
posicdo mantida e nao natural. Neste trabalho foram identificados movimentos
da cabecga muito similares aqueles descritos como versao nos pacientes com
epilepsia. Todos os grupos experimentais, exceto as fémeas do grupo SE,
apresentaram movimento sugestivo de versdo da cabeca, os quais foram
observados na maioria das vezes acompanhados por extensdo do pescoco,
além de outros movimentos.

Michael et al. (1998), com a colaboragao de Racine, utilizaram o modelo
do kindling estendido em ratos e observaram as mesmas crises motoras classes
6-8 descritos por Pinel e Rovner (1978a e 1978b). Em ambos casos, as crises
estadios 1-5 sdo idénticas as descritas por Racine (1972). Entretanto, Michael et
al. (1998) sugeriram uma classificagdo com 10 estagios, a partir de algumas
modificagdes naquela publicada por Pinel e Rovner (1978a e 1978b). Ambos

grupos de pesquisadores descreveram da mesma forma até o nivel 6,
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classificado pela presenca de duas ou mais crises convulsivas acompanhadas
por desequilibrio e queda. Pinel e Rovner (1978a e 1978b) descreveram a crise
motora classe 7 como a presenca de pulo ou corrida e; crise motora classe 8, a
ocorréncia da crise motora classe 7 acompanhada por periodos de ténus.
Michael et al. (1998) desmembraram a classe 7 de Pinel e Rovner (1978a e
1978b) em estagios 7 e 8, pular e correr, respectivamente. O estagio 9 (crise
motora classe 8 dos outros autores) foi considerado a presenga de crise tonica
ou clénica associada a pular ou correr e, o estagio 10, a presenga de crises
discretas com comportamentos multiplos, sendo ao menos um classificado como
estagio 8.

Além da classificagao acima Michael et al. (1998), ainda descreveram sete
padrées comportamentais, dos quais 6, foram identificados neste trabalho, séo
estes: tdbnus da pata anterior e posterior, observados com baixa frequéncia neste
trabalho; clénus assimétrico da pata anterior e clonia unilateral da pata posterior
(observados em todos os grupos experimentais), clonia bilateral das patas
posteriores; e, abalos corporais recorrentes e rigidez da cauda, os quais estao
dentre os mais frequentes e observados em todos os grupos experimentais.

Trés outras manifestacbes distintas e bastante curiosas foram
identificadas em comum por Pinel e Rovner (1978a) e este trabalho: 1) o caso
de um animal que apresentou o quadro de paraplegia durante a fase crénica do
modelo de kindling. Neste trabalho uma fémea SSEOVX aos 10mpp apresentou
quadro de irresponsividade das patas traseiras com duracédo de 11seg. Neste, a
fémea tentava se levantar usando as patas anteriores, apoiadas contra a parede
da gaiola e, claramente, era observada a auséncia de acao das patas posteriores
ou, 0 que parecia ser uma hipotonia destas; 2) tonus das patas posteriores

acompanhado por deitar sobre a lateral do corpo. Neste trabalho, uma fémea SE
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apresentou no 6°mpp, com duracdo de 32s, o comportamento de queda lenta
sobre a lateral esquerda do corpo, a partir da posicdo sobre 4 apoios, seguido
por movimentos com a cabec¢a na tentativa de recuperar a posi¢cao inicial,
enquanto as patas traseiras permaneciam em extensdo (tonia); e, 3) andar
rapidamente em circulos com inicio e término subitos, o qual foi identificado em
todos os grupos experimentais;

Outros movimentos como, retragdo da cabeca e/ou tronco antecedido ou
nao por projecdo da cabega, ainda, imobilidade, contragdo abdominal subita
(como um solugo), balango latero-lateral da cabeca e/ou tronco e, oscilagéo
antero-posterior da cabeca ou tronco, foram também identificados nas fémeas
de todos os grupos experimentais, entretanto parecem, até o momento, nao
terem sido descritos na literatura.

Os movimentos subitos e ritmicos de flexdo-extensdo do pescoco
observados em algumas fémeas deste trabalho sdo muito similares as
manifestacdes do tipo head drops identificadas em criangas. Estudo de Brunquell
et al. (1990) tentou identificar as caracteristicas clinicas e eletrofisiologicas dos
head drops quanto a sua origem epiléptica ou ndo. Os autores identificaram trés
tipos diferentes de manifestagdes nos dois grupos de estudo: a) head drop
verdadeiro, caracterizado pela queda rapida da cabeca seguida por lenta
recuperagao, mais observado no grupo em que as descargas ictais ocorriam
durante a manifestagdo motora; b) head nods, quando a queda da cabega € a
sua recuperagao apresentam a mesma velocidade, observado igualmente em
ambos grupos; e, head bobs, 0s quais sdo head nods consecutivos, observados
apenas no grupo de pacientes cujos head drops nao apresentaram descargas
ictais ao EEG. Quatorze anos apds o trabalho de Brunquell et al. (1990), as

questdes relacionadas a esta manifestacdo motora ainda parecem ser um
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problema na pratica clinica infantil. Vignoli et al. (2014) descreve ndo haver
diretrizes que auxiliem os médicos no diagndstico diferencial destas
manifestagdes, sendo necessaria a realizagdo de video-EEG poligrafico do
evento para determinagao do diagnéstico.

O movimento de girar no proprio eixo foi observado nos 6 grupos
experimentais e se assemelham a descricdo das crises giratorias (CGs) de
Dobesberger et al. (2005), que as caracteriza pelo movimento de girar (no
minimo 180°) em torno do préprio eixo. Estes autores observaram que apenas
4% dos pacientes estudados e 1% das crises apresentadas eram do tipo CGs,
sendo a ELT a segunda mais presente (2%), antecedida pela Epilepsia do Lobo
Frontal (ELF) (17%). Cinquenta e oito por cento das CGs observadas por aqueles
autores iniciaram com versao da cabecga seguido por versdo de todo o corpo,
comportamentos também identificados neste trabalho. Entretanto, neste trabalho
foi observado que 14-50% das fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE e, 50-66%
daquelas SE, SEOVX e OVXSE apresentaram movimentos sugestivos de CGs.
Em uma fémea SSE foi observado 4 episddios de movimentos do tipo CGs
antecedidos por versado da cabeca.

Taylor et al. (1981) relatam que os comportamentos circulares provocados
em ratos apresentam semiologia bastante similar as CGs. Estes autores
observaram que a injecao de acido cainico no corpo estriado do rato promove a
ocorréncia de comportamentos giratérios os quais sdo antecedidos por
comportamentos versivos ipsilaterais e contralaterais a lesdo. Vercueil et al.
(1999) observaram a ocorréncia de CGs ao induzirem eletricamente um paciente
com ELTM anterior a ocorréncia de crises. Por meio deste trabalho os autores
sugeriram o envolvimento dos nucleos da base (NB) e da via nigroestriatal, com

propagacao para o sistema limbico, na geragao das CGs.
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Inumeros trabalhos evidenciam a acdo dos NB em modelos experimentais
de epilepsia induzido pela Pilo e kindling (Clifford et al. 1987; Turski et al, 1990;
Deransart et al., 1998; Yu et al.,, 2016). Observacdes realizadas durante
procedimento cirurgico em humanos e estudos em macacos, demonstraram que
os NB atuam como uma estagao de relé na propagacao de crises (Chkhenkeli,
1978; Hayashi, 1952). A parte reticulada da substancia negra (SNpr) é referida
como a principal eferéncia dos NB, sua atividade se encontra sob agao inibitoria
proveniente do corpo estriado e excitatoria do nucleo subtalamico (NST) e cortex
cerebral (Deransart et al., 1998). Turski et al. (1987 e 1989) demonstraram que
0 corpo estriado e suas eferéncias, as quais se finalizam na SNpr e globo palido
interno (Gpi)/ nucleo endopeduncular, sdo essenciais para o espalhamento e
término das convulsdes no prosencéfalo.

Deransart et al. (1998) estudaram o controle das crises comportamentais
e eletroencefalograficas de ratos submetidos ao modelo de kindling por meio da
injecdo de um antagonista competitivo do receptor de NMDA na SNpr de ratos
bilateralmente, e a acdo do agonista GABAérgico muscimol sobre a SNpr,
quando injetado no NST. Em ambos experimentos foi observado
desaparecimento dos estadios 4 e 5 de Racine, sem alteracao significante no
EEG realizado na amigdala e coértex cerebral. Estes resultados sugerem que o
bloqueio glutamatérgico da SNpr e a inibicdo da acao excitatéria do NST sobre
a SNpr reduz as crises de animais submetidos ao kindling da amigdala,
entretanto ndo afeta a geragao de crises a partir da amigdala.

Turski et al. (1990) estudaram o efeito das drogas antiepilépticas, o
benzodiazepinico (midazolan), o barbiturico (fenobarbital) e a oxazolidinediona
(trimetadiona), administradas sobre a SNpr de ratos 15 min antes da injegao ip.

de Pilo 380mg/kg. Foi observada auséncia de crises de origem comportamental
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e eletroencefalografica hipocampal e cortical, bem como alteragdes morfologicas
teciduais. Além disto, a mortalidade nestes animais foi nula. Os autores
acreditam que a SNpr pode ser um importante local para agdo de algumas
drogas antiepilépticas e para o controle das crises. Waszczak et al. (1986)
observaram o mesmo efeito sobre a SNpr ao admnistrarem estas drogas
sistemicamente, por via intravenosa.

Yu et al. (2016) observaram que a estimulagéo cerebral profunda sobre o
globo palido ventral (GPv) diminui a atividade epileptiforme e as crises
comportamentais de animais submetidos a Pilo. Clifford et al. (1987) observaram
a atividade epileptiforme do GPv em animais submetidos a Pilo previamente a
atividade epileptiforme do hipocampo, o que sugere o envolvimento dos NB no
modelo da Pilo.

As evidéncias relatadas pelos autores acima quanto a agao dos NB sobre
o0 controle das crises nos modelos experimentais de kindling e da Pilo,
especialmente, oferecem substrato para sugerir que os comportamentos
sugestivos de crise observados nas fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE tenham
possivel origem nestes nucleos ou, ao menos o envolvimento destes. O
envolvimento dos NB no modelo da Pilo ja é conhecido (Turski et al., 1990),
sendo assim, € provavel que algumas estruturas dos NB tenham sido
comprometidas pela Pilo no momento da inducdo das fémeas ao modelo
experimental, ou que o mesmo tenha ocorrido previamente aquele do
hipocampo, tal como no trabalho de Clifford et al. (1987). Infelizmente a lesédo
destes nucleos ndo puderam ser comprovadas por meio histolégico devido a ma
conservacao do tecido obtido. A partir desta possibilidade, é preciso refletir sobre

as alteracdes hormonais caracterisitcas do ciclo estral da rata e sua influéncia
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sobre a excitabilidade neuronal dos NB e ainda, a susceptibilidade dos mesmos
a agressao causada pela Pilo.

Segundo Yacubian e Garzon (2003) as crises da ELT tendem a seguir
uma sequéncia de eventos compostos por: aura (em 90% dos pacientes), parada
e fixagcao do olhar, automatismos simples e alteracées motoras contralaterais; e,
automatismos complexos ou generalizagdo secundaria. Entretanto, tanto os
automatismos, quanto as auras, sao respectivamente sinais e sintomas que
apresentam rica classificagdo e exigem atengao a sua analise. A complexidade
das acbes observadas nas ratas deste trabalho, cujos movimentos
apresentaram, em sua maioria, uma sequéncia, e nao apenas agodes isoladas,
aléem da variedade de alteragbes motoras, sao caracteristicas em comum as
crises da ELT. O achado de Feindel e Penfiel (1954) de que os automatismos da
ELT parecem ser decorrentes de descargas na regiao periamigdaléide e nao
necessariamente originadas na amigdala ou hipocampo, associado ao achado
de Dobesberger et al. (2005), o qual verifica a presenga de CGs em pacientes
com ELT, sugerem a possibilidade de que outras estruturas ou vias neurais
estejam envolvidas nesta patologia. O mesmo pode ter ocorrido quando da
inducao do modelo da Pilo em ratas, tornando assim compreensivel os diferentes
tipos de alteragdes motoras encontradas neste trabalho. E possivel que estas
alteragbes ainda nao tenham sido descritas na literatura pois existe o habito,
entre os pesquisadores, de se analisar a videomonitoragao na velocidade rapida
e ndo a partir da velocidade de realizagdo das acdes e de captura da imagem
(velocidade real).

Os automatismos das crises motoras focais da ELT sdo movimentos
coordenados e repetitivos que se assemelham a movimentos voluntarios

(Yacubian e Garzon, 2003). Esta caracteristica foi profundamente experienciada
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a analise das fémeas dos grupos SSE, SSEOVX e OVXSSE, visto que as
alteragdes motoras somente foram identificadas apds os registros serem
assistidos na velocidade real e, além disto, estes precisaram ser inumeras vezes
reassistidos para que fossem diferenciados de movimentos normais do animal
(pratica experienciada por Brunquell et al., (1990) e Williamson et al., (1998) para
deteccgédo de crises em criangas e em paciente com ELTM, respectivamente). Os
diferentes grupos experimentais ainda manifestaram comportamentos que se
repetiram ao longo de sua sobrevida e, da mesma forma, se apresentaram
repetidamente em um mesmo evento manifestado, o que sugere que possam se
tratar de automatismos caracteristicos do rato.

As crises da ELT séo intrataveis em 40% dos pacientes (Lanerolle e Lee,
2005). A identificacdo das alteragcbes motores, bem como o conhecimento das
estruturas e vias neuronais envolvidas nestas manifestacbes, sdo importantes
para o direcionamento do tratamento medicamentoso. Em fungao disto, esta tese
propde duas novas classificagdes para as manifestacbes motoras em ratas
submetidas ao modelo da Pilo: Classificagdo dos 4Ms, para a grande variedade
de alteragdes dos movimentos da cabeca e do corpo do animal ou ainda, para a
auséncia do mesmo; e, a Classificacdo dos 6Bs, para os quadros
comportamentais caracterizados ou nao por crises. Ambas, utilizadas
conjuntamente e associadas as ja existentes, proporcionardao melhor
identificacao e descricao das alteracbes apresentadas pelos animais.

Apesar da videomonitoragdo ter sido elemento fundamental para a
identificacdo e descricao detalhada das varias alteragdes motoras observadas
nos 6 grupos experimentais, sua associagao ao EEG confirmaria os achados
comportamentais e possivelmente o local de origem dos mesmos. Contudo,

dadas as seguintes evidéncias: a) grande parte das alteracbes identificadas
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foram também observadas no modelo experimental de kindling estendido; b) as
inumeras conexodes existentes entre os NB e o sistema limbico; c) a similaridade
quanto a descricao de crises identificadas e as descritas na literatura, além de
elementos em comum as crises da ELT como a variedade, complexidade e
repetitividade das alteragbes motoras, indicam que os achados desta tese, nas
fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE, podem se tratar de crises epilépticas

parciais, possivelmente oriundas de um foco epileptogénico.
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VIl. CONCLUSAO

Ao término deste trabalho foi possivel constatar que:

- apenas 20% das fémeas SE mantiveram regularidade do ciclo estral até
0 4°mpp e 0% destas entre 5-12mpp;

- 67% das fémeas SSE apresentaram regularidade do ciclo estral até o
3°mpp, a maior parte apresentou irregularidade (64-89%) (o0 que indica que
possivelmente foram afetadas pela Pilo) e as demais (11-36%) apresentaram
estro constante entre 5-12mpp;

- 67% das fémeas CTL apresentaram regularidade do ciclo estral até o
3°mpp e 100% apresentou estro constante entre 5-12mpp;

- a analise dos animais na velocidade real de reproducéo foi crucial para
a identificagdo de comportamentos sugestivos de crises estadio 1-3 nas fémeas
SSE, SSEOVX e OVXSSE, as quais nao puderam ser visualizadas na velocidade
rapida, entretanto, este procedimento aumentou substancialmente o tempo para
a conclusao do trabalho;

- as fémeas SE, SEOVX e OVXSE apresentaram crises superiores aos
estadiamento de Racine (1972) e alcancaram classe 7 de Pinel e Rovner (1978a
e 1978b), entretanto também apresentaram alteracbes motoras tais como as
possivelmente observadas nas fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE;

- a Classificacdo FeBAP, sugerida nesta tese, associada a outras
existentes, auxiliara a identificagdo e complementara a descri¢cao das alteragdes
motoras de fémeas submetidas ao modelo da Pilo que tenham ou nao
desenvolvido SE;

- € possivel que algumas estruturas constituintes dos nucleos da base,

tal como a substancia negra, tenham sido afetadas pela injecao da Pilo nas
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fémeas SSE, SSEOVX e OVXSSE, sendo assim parcialmente responsaveis
pelas alteragdes motoras observadas nas fémeas destes grupos e;

- a semelhancga das alteracbes motoras observadas com as crises de
origem epiléptica, associados a variedade, complexidade e repetitividade das
crises da ELT, sugere que os achados motores das fémeas SSE, SSEOVX e
OVXSSE apresentem origem em um foco epileptogénico, entretanto, mais

estudos sao necessarios para confirmar este achado.
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IX. ANEXOS

Anexo 1: Parecer do comité de ética em pesquisa da Universidade F
de Sao Paulo.
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Pesquisadon{z) JANISE DAL PAI

Disciplina/Departamanto Neurciogia Experimental
Fesguisadores associados: Debora Amado Scemi (orientadora)

Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquiza da
Universidade Federal de $830 Paulo/Hospital a0 Paula

TITULD DD ESTUDD: Efeitos da castracao no cerebro de animais submetidos ac modelo de epilepsia induzido por
pilocarping que nao dasanvohmeram estado de mal epilepbco

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDD: Expenmental, categona C - estudo cronicd
RISCOS ADICICHAIS PARS O PACIENTE: Nio sa aplica

CBJETIVG DO ESTUDD: invesbigar o paped da relireda dos hoomdnios  Seousis atraves  da castragio no
deserwolviments do modelo da pilocerpine em ratas gque ndo apresantam 5E, a fim de verificar se essa condiglo
mommonal pode modificas o desenvolvimento de epiieptogénese nestes animaks resistentes & se S0 GoOMe, quais as
possivais vias que estio emohadas.

RESUMS: Eslude com 50 rales Wislar, iemeas, com B0 dias. Anesksico. celaminag e xilazina. Analgéskon. ibuprolesn,
Eutanésia: perfusdo transcardiaca, Os animais serdo submelidos a0 modelo de plocarping e serdo formados o
geguintes grupos: G1 = PILO com SE (Pio SE) animais gue apresentaram SE (n = 10); G2 = PILO sam/SE a
castradas (noSE OWX): animas que nio desenvohveram SE e gue serio castrados 24 haoras apds a injecao de Pile (n =
10% G3 = PILD $emdSE ¢ ndo castradas (no3E no-OWX] anemass que niie desenvolveram 5E 8 que nao serdo
castrados apds a injegdo de Pilo {n = 10). Aldm disso, outros dois grupos serdo utiizados: G4 = Ratas castradas a
injetadas com salna {conforme esguema abamo) (CTL OWX): controle da clinurgla (n = 10); 35 = Ralas injetadas com
saling (CTL)  avimais coodrode (o= 10). O bakemento com pilceasping ou salina sord reslizado nas fémeas durante a
fase esiro do ciclo esiral. A castraclo serddieits 24 horas aphs ainjecio de pilocarpina. Ser@o anslisados o8 BegUINtes
par&metros: 1- moraiidade apbs ocorréncia de crise tinica; Z- monalidade durante o periodo de SE; 3- animas que
evolyiram parg S5E; 4 pertode de laténcia para a acoréncia da primeira orise apds a injecdio de Pile; 5- latenck do
pericdo silencose (pericdo om dias pard a otoméncia da primeira oise espontaneal; 6- freguéncia de crises durante a
fese crénica; 7- atrofia genital; 8- siteragfies morfoldgicas, que seric anaBsades par meio da técnica de nec-Timm
Irmunoistoquimica & metods de coloracio de cresi violeta (Nissh) e 8- temperatura corponal que serd analisada anbes
da inpeRo do pilocarping, 1h, Zh e 3h apds a adminstracio da droga.

FLUNDAMEMTON B RACIDINAL S Esludos anteriones demonsiraam gue a susceplibilidade ao estado de mal epiltptice
(SE} indugido por pilocarping em ratas muda de agordo com as fases do ciclo estral. Esses estudos tamb$m tém
demonetrado que seguindo o 5E induzido por pilocarping ocormem mudancas nog hommanioa gonadals, hipofisanos &
hipatal&micos, gue poderiam coninbulr para & sequencia de eventos epiléphons. Nassos resullados mdicaram que a
castracio’ ovanecomia (OVE) inedere com a epdeptogénese no modelo da pilocarpina. sugenindo que horminios
sexuals femininos podem ter efeitos protetores contra o 5E induzido por pilocarpina.

MATERIAL E METODO Estfo desoriios o5 propedimentos do esludo

TCLE: MAG s aplica

DETALHAMENTOD FINANCEIRD: Sem financiamanto externo- RE 277900
CROMOGRAMA DD ESTUDO: 48 meses

PRIMEIROS RELATORIOS PARCIAIS PREVISTOS PARA : 1/7/2013 ¢ 28/8/2014

) Comité de Ebica em Pesqguisa da Universidade Federal de 530 PauloMospital 530 Paulo ANALISOU ¢ APROVDU o
projeto de pesguisa refarenciado.

1 Comunicar toda ¢ qualguer alteracio do projeto

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvalvimends do estudo,

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em kocal seguro por & anos para possivel
auditona dos degios competentes
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