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RESUMO

A epilepsia é uma condi¢des neurologicas cronicageg mais prevalentes no mundo
inteiro. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estigque em cada 100.000
habitantes, 45 a 50 apresentam a doenca em pasesvdlvidos, subindo para 122 a
190, nos paises em desenvolvimento, como o BN&il.h& fatores de risco em relacdo
a sexo, raca ou idade, mas acredita-se que algumeascOes génicas estejam
relacionadas com o aumento do risco de se apresertaenca. A fisiopatologia da
epilepsia envolve fatores complexos, como perda irdbicdo e aumento da
excitabilidade neuronal em diversas regides ericafal principalmente o hipocampo.
Defeitos de canais idnicos e transportadores ept@@s para neurotransmissores
podem contribuir para a patogénese da doenca.pdstsinflamatoria possui um papel
importante na fisiopatologia da epilepsia. Evidaacrecentes sugerem um papel
fundamental da ativacdo microglial para a exacé@dalas crises convulsivas. Nesta
dissertacdo, descrevemos os padrdes gerais deaativaicroglial, astrocitaria e perda
neuronal nas regibes CAl, CA3 e hilo do giro deddedo hipocampo e nos cortices
motor, peririnal, entorrinal lateral e complexo gdaloide na primeira semana apés
Status EpilépticugSE) induzido por injecdo de pilocarpina. Inibiu-se a ativacao
microglial com minociclina. Realizou-se imunohgpidmica para a marcacdo de
neurdnios (anti-NeuN), microglia em geral (antidpamicroglia/macrofagos ativados
(anti-ED1), astrécitos (anti-GFAP). Quantificousatmero de neurdnios e microglia
ativada em regifes hipocampais. Houve intensa ¢a@to/anicroglial e astrocitaria nas
diversas regides motoras e limbicas estudadasigmlmente entre 3 e 7 dias apés a
inducdo de SE. O tratamento com a minociclina mlimsignificativamente ativagao
microglial no hipocampo nos tempos acima citades),@b), mas nédo influenciou a
astrocitose. A inflamacao foi consideravel nasaoegy extrahipocampais, onde teve o
apice nos tempos de sobrevida precoces. Nao hauga ge neurbnios hipocampais na
primeira semana ap6s SE, apesar de alteracdesnaeuresporadicas terem sido
observadas. Estes resultados sugerem que a respdlsiaatéria € um evento
generalizado e precoce, afetando diversas areawana limbicas, apdés SE induzido
injecOes de pilocarpina, mesmo na auséncia de peld&ar evidente. Os padrdes de
ativacdo microglial e astrocitaria podem ser usadmwsno marcadores do

comprometimento tecidual progressivo em modelogix@ntais de epilepsia.
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ABSTRACT

Epilepsy is one of the most prevalent serious dbrameurological conditions
worldwide. The World Health Organization (WHO) estites 45-50 cases in 100,000
habitants in developed countries, rising to 12290, in developing countries, including
Brazil. There are no risk factors in relation tander, race or age, but it is believed that
some gene mutations are associated with an indeask to develop the
disease. The pathophysiology of epilepsy involvesnmex factors such as loss
inhibition and increased neuronal excitability ififetent brain regions, but mainly at
the hippocampus. Mutations in ion channels andoith receptor and neurotransmitter
transporters may underlie disease pathogenesis.inflaenmatory response plays an
important role on epilepsy pathophysiology. Reaqierimental evidence suggests a
major role for both microglia and astrocyte actiwaton the seizure exacerbation. In
this dissertation, we describe the general pattefmsicrogial and astrocyte activation
and neuronal loss in CA1, CA3, hippocampal hylyseririnal, lateral entorrinal and
motor cortices and amigdaloid complex in the fiwsiek following ‘Status Epilepticus
induced by pilocarpine injection. Immunohistochstmyi was performed to label
neurons (anti-NeuN), microglia in general (antidpaactivated microglia/macrophages
(anti-ED1) and astrocytes (anti-GFAP). Numbers efinrons and activated microglia
were counted in the hippocampus. There was intemis@glia and astrocyte activation
in all motor and limbic regions studied, mainly3atnd 7 days post SE. Minocycline
treatment reduced microglia activation in the higgorapus (p<0.05), without affecting
astrocytosis. There was considerable inflammatiamegions outside the hippocampus
with an early inflammatory response. There was @&aronal loss in the hippocampus in
the first week following SE, although sporadic edteons on neuronal morphology have
been observed. These results suggest that thenmikdory response is an early and
generalized histopathological event in several matad limbic structures following
pilocarpine-induced SE, even in the absence ofpionsus cell loss. The patterns of
microglia and astrocyte activation can be used askens of the progressive tissue

impairment in the experimental models of epilepsy.

KEYWORDS: Epilepsy; Pilocarpine; Minocycline; Miayha; Astrocytes
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1 - INTRODUCAO

1.1- O HIPOCAMPO E O SISTEMA LIMBICO

O sistema limbico consiste em uma série de esasittorticais e subcorticais,
cujas funcdes sdo, principalmente, relacionadaslféacdm, memodria, emocdo e
homeostasia neuroenddcrina e autonémica (ANDERSERI, 2007). Os principais
componentes do sistema limbico sdo: a formacdocaippal, cortex olfatorio,
complexo amigdaloide e hipotadlamo, corpos mamilaregro do cingulo (KANDEL,
2000).

O hipocampo é uma estrutura que faz parte do sastenbico, localizado na
por¢cao medial do lobo temporal (ANDERSIENal, 2007). Seu nome deriva do grego
hippo+ kampogcavalo + monstro do mar), uma referéncia a suadpgue lembra um
cavalo marinho. Forma esta também comparada a ifne,chbor esse motivo, ele é
também chamado deornus Ammoni§CA) (Figura 1).

O hipocampo estende-se por toda a extensdo doostallobo temporal, sendo
dividido no sentido antero-posterior em trés posc@abeca, corpo e cauda. Medial e
inferiormente, o hipocampo € contiguo ao subicolpyé-subiculo e o para-subiculo,
repousando sobre o cortex entorrinal e giro paocmldimpal (ANDERSENet al,
2007). O termo “hipocampo” € comumente utilizadoapdescrever conjuntamente duas
regides interligadas: o giro denteado e o hipocapmppriamente dito. Ambos possuem
uma organizacao interna trilaminada, composta p@ tipos principais de células: as
células granulares do giro denteado e as célutamlais doCornus Ammonjsque,
em primatas, estdo classificadas em CAl, CA2, CARAE, porém estas Ultimas nao
sao encontradas em ratos (Figura 1).

A regido CAl do hipocampo é formada por célulaspidais néo-gigantes,

enquanto nas outras regides (CA2, CA3 e CA4) podemacontrar neurdnios
15



piramidais adultos. O giro denteado é formado pdulas granulares, que sdo bem

menores que as células hipocampais supracitadaddERSEN, 2007).

Figura 1: Corte coronal de cérebro de rato coraa fgcnica de Nissil, mostrando as
regides hipocampais CA1, CA3, Giro Denteado (GBjle (HL) (ZATTONI, 2011).

Cada uma dessas regibes hipocampais mantém umopadganizado de
conexdes intrinsecas e extrinsecas. A principaaééa para o hipocampo é a “via
perfurante” que inerva os dendritos das célulasujaaes da camada molecular do giro
denteado (BLUMENFELD, 2002).

Os axonios das células granulares formam as filagosas que projetam-se
para as células piramidais da regido de CA3. @sbn®s de CA3, por sua vez,
emitem fibras para a regido de CA1l, constituindbamada “via colateral de Schaffer”.
De CAl, as fibras projetam-se para o complexo sldnice entdo para as camadas
profundas do cortex entorrinal. O circuito coOrtestoerinal-giro denteado-CA3-CALl é
tradicionalmente denominado “via tri-sinaptica” #iza o glutamato como principal
neurotransmissor (Figura 2). Os neurbnios de CAZaean projecfes em direcdo a
regido de CAl e a regido supramamaria, esta ulapr@sentando caracteristicas
difusas. Pesquisas recentes provaram que existecarmexdao de CAl para o coértex

entorrinal, via subculum (ver BLUMENFELD, 2002 paeaisao).
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Figura 2: Circuito trisinaptico hipocampal, mosttana via perfurante e colaterais de
Schaffer (Modificado de MCCORMICK, 2001).

Como mencionado, o hipocampo faz parte do sistémigido e sua funcdo é
relacionada a mecanismos ligados ao aprendizadoprieee emocdo (ANDERSE®t
al., 2007). O papel do hipocampo nos mecanismos deoneerioi descoberto com o
estudo de um curioso caso de epilepsia incurareljee o paciente H.M. se submeteu
a um procedimento cirdrgico que visava a retiradatdral de estruturas do lobo
temporal, incluindo o hipocampo, na década de 1SEDVILLE & MILNER, 1958).

ApoOs a cirurgia, H.M. lembrava perfeitamente fadospassado distante, como
da sua infancia, por exemplo, mas era incapaz dedgu memorias do presente por
muito tempo, mostrando manutencdo de memoria meiadge perda da memodria
anterograda. Esse fato levou os neurocientistatual@s posteriores que confirmaram
ser 0 hipocampo a estrutura responsavel pela fé@wnda memoria recente.

Freqlentemente os pacientes epilépticos se queadeadistirbios de memoria.

Esse fendbmeno ainda é pouco conhecido, mas aesedfgae seja devido ao fato de

17



ocorrer intensa morte de neurbnios hipocampais apodsorréncia de diversas crises
convulsivas, principalmente nas regides CA1 e CA%hghocampo e no hilo do giro
denteado (BELL & GIOVANOLI, 2007).

Devido o papel central no sistema limbico, apreagbm e consolidagdo de
memoria, alteracbes na estrutura e fisiologia tdpgmal sdo importantes para a
fisiopatologia de diversas doencas do SNC, incluiadilepsia do lobo temporal e a
doenca de Alzheimer. Nos tdpicos seguintes, des@mos a base anatomofisiologica
da epilepsia, importante doenca cronica do SN@&sitiyada neste estudo atraves de um

modelo experimental (BRODAL, 1997).

1.2- AEPILEPSIA
1.2.1 Aspectos Histéricos e Epidemiolégicos

O estudo da epilepsia influenciou de forma sigatii@ o avancgo nos estudos das
neurociéncias, pois, a busca pela compreensao elecacaumentou a compreensao
sobre o funcionamento do Sistema Nervoso CentfdC{SCAVALHEIRO, 2004).
Porém, muito antes de um possivel conhecimentopguesse embasar os estudos
cerebrais e fornecer pistas para a percepcdo de eymlepsia advém de desordens
neuroldgicas, a crenca de que a doenca era daroegpiritual e/ou demoniaca era
dominante (GOMES, 2006).

De forma geral, observa-se que o preconceito impezoainda impera, sobre
pacientes portadores de epilepsia onde, por exempl®Roma antiga esses pacientes
eram evitados por medo de contagio. Enquanto queada média, em um documento
intitulado Malleus maleficarumo manual de caca as bruxas em que nele, magiesta
de crises epilépticas eram tidas como caractexideédeiticaria, consequentemente com

prescricdes de tratamentos magicos ou religiosasarile o renascimento houve
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tentativas de se enxergar a epilepsia como doesi,f porém, foi s6 durante o
iluminismo que essa visdo de fato se concretiz€@dMES, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima queanta 100.000 pessoas, 40
a 50 apresentam epilepsia nos paises desenvolvido®ro que sobe para 122 a 190
casos por 100.000 habitantes, em paises em vides#mvolvimento, como o Brasil
(SHORVON, 1990). Essas taxas variam com a idadejosaltas em lactantes e em
criangas de tenra idade, ocorrendo um “plateaufeebh® e 65 anos, onde comega
novamente a subir (BER& al, 1996). Assim, a doenca € uma condi¢cdo extrem@men
frequente na populacdo e, portanto, deve ser etea@mo um problema de saude
publica.

No Brasil, os estudos epidemiolégicos sobre epdepdo limitados. Isso pode
estar relacionado a dificuldade inerente de clasgi#fio, bem ao acesso da maioria da
populacdo mais carente ao diagnostico ou tratamBwetooutro lado, estes estudos séo
mais disponiveis nos paises mais desenvolvidos oatioamente, o que auxilia
consideravelmente nas decisfes tomadas pelascaslifie saude publica, tanto para
melhorar a vida de portadores, financiamento dartrantos e cirurgias, quanto para
evitar o aumento da incidéncia anual da enfermid@4&DER, 2003).

No geral, pacientes que sofrem epilepsia tem eltas a trés vezes mais chances
de vir a Obito, em comparacdo a populacdo geraREHRA & TABOSA e SILVA,
2009). Sabe-se que, prioritariamente, os O&bitos pdeientes epilépticos estdo
relacionados ao estado epiléptico propriamente, ditorte subita e inexplicavel,
traumas resultantes de quedas e afogamento adi(RuaO-CAMPOS, 2000).

FERREIRA & TABOSA e SILVA, em 2009, em um estudadgmioldgico sobre
a mortalidade por epilepsia no Brasil de 1980 &3208ando &istema de Informacao

sobre Mortalidade do Ministério da Saude (SIM/M®nhstataram que a maioria dos
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pacientes que morre com epilepsia é formada porehemcom faixa-etaria mais

elevada e que as taxas de mortalidade vem cresoendmido Nordeste. Porém, sabe-
se que a epilepsia é uma doenca com elevado grsubeotificacdo, fazendo com que
os dados apresentados ndo correspondam as taisadedéacidéncia de morte, as quais
devem ser ainda maiores E o que pode estar acodtecas regides Norte e Nordeste
do pais, onde, pela caréncia de recursos humafinareeiros, acrescido a extensao
territorial, taxas de incidéncia e prevaléncia dearta sejam um reflexo da falha da
coleta de dados pelos sistemas de notificagdo (BRAZO005). Portanto dados

epidemioldgicos devem ser interpretados com cautela

1.2.2 - Classificacdo das Epilepsias

Classificar as epilepsias desde sempre se configurm trabalho arduo, visto a
doenca ser de grande heterogeneidade clinica. Peu@@rar essa barreira é de grande
relevancia no que diz respeito a sua terapéutiotss p eficacia medicamentosa
dependera da escolha certa do anticonvulsivantelagsificacdo das epilepsias € de
grande relevancia clinica para se direcionar ogpéeipara o tratamento mais eficaz,
seja este medicamentoso ou cirargico. Assim, naddéde 1980, a Liga Internacional
Contra Epilepsia estabeleceu duas classificacGasguiliar clinicos (COMMISSION
TO CLASSIFICATION AND TERMINOLOGY OF THE INTERNATIQIAL
LEAGUE AGAINST EPILEPSY, 1981).

Ha varias formas de se classificar as epilepsiasa Welas baseia-se na
localizacdo do inicio das crises epilépticas, oestas sdo divididas em crises focais e
generalizadas.

* Focal: Crises de inicio restrito a determinada &metical de um pequeno grupo

de neurbnios que constitui o foco da crise e, dardac com o nivel de
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consciéncia do paciente durante a ocorréncia da,qoode ser subdividida em
focal simples, sem perda de consciéncia, ou fooaiptexa, com perda de
consciéncia. Geralmente antes do inicio das cfs=ss, 0S pacientes podem
descrever sintomas denominados “auras”. As aurdsnpancluir sensacao de
medo, sensacdo de sufoco ou mesmo algum determodalo As auras se
devem a atividade elétrica anormal na populacaoonalque sera o foco da
crise convulsiva (CAVANNA, 2011). As manifestacoelfnicas da epilepsia
focal dependem da origem da descarga epileptogémeicanclui sintomas

motores, sensitivos, autbnomos e psiquicos (CAVANRAL1).

Generalizada: Descargas neuronais andmalas provesiede ambos o0s
hemisférios cerebrais e os pacientes nao relatasonoaréncia da aura. Sao

subdivididas em convulsivas e ndo convulsivas.

1. Crise generalizada ndo convulsiva: Mais conhecidmoc crise de
auséncia, antigamente chamada “pequeno mal’. E ocwisum em
criancas e tem comeco abrupto e estd associaddemuptdo das
atividades motoras e perda da consciéncia. Sadestagoes clinicas de
crises primarias generalizadas que ndo incluene fgsposta motora

(MEEREN, 2005).

2. Crise generalizada convulsiva: Crise com sintorogial de carater
ténico-clonico, ou grande mal. Geralmente na fas&é 0 paciente pode
cair rigido no chdo e perder o controle urinarimtestinal. Esta fase
tende a durar aproximadamente 30 s antes de epalizra fase clonica,
onde ha movimentos repetitivos das extremidadespqdem durar de 1

a 2 minutos. Apos a fase tbnico-clénica ocorre e ghamamos de
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periodo pds-ictal, onde o paciente apresenta satialé pode apresentar

cefaléia ou mialgia.

LesGes como Acidente Vascular Encefélico, traumasamcos (EVANS,
1962), infec¢cdes ou tumores podem desencadeapspi#ede inicio tardio, na fase

adulta, que séao classificadas como epilepsiasmsattoas.

Um tipo bastante comum de epilepsia é a Epilepsihabo Temporal (ELT)
que, como seu préprio nome ja diz, suas génesepmagacdo estdo relacionadas a
estruturas do sistema limbico, dentre elas des@aa-hipocampo.A ELT acomete
aproximadamente 20% de todos os pacientes diagadsi como portadores de
epilepsia (BABB, 1999). Por outro lado, é tambétipo de epilepsia mais refratario ao
tratamento medicamentoso disponivel no mercadoe @hderva-se mais de 50% de

pacientes ndo responsivos as drogas antiepilégEMGSEL, 1996 ).

Para se diagnosticar um paciente como portador pilepsia, este precisa
apresentar crises espontaneas e recorrentes, moanié identificacdo de diferentes
padrées de sintomas tem nos ajudado a classificadan trabalho que continua
evoluindo dentre os profissionais envolvidos nestaestdes, como médicos e
pesquisadores. As variaveis que sdo consideragés memento sao, principalmente, a
presenca ou ndo de uma anormalidade anatomicaraerefjue se relaciona a
localizacdo do inicio dos disparos atipicos, e sistee uma causa identificavel

(sintomatica) ou nédo (idiopatica) (SHORVON, 2011).
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1.2.3 Fisiopatologia da Epilepsia

Caracterizando-se como o0 mais comum dos distanéasolégicos cronicos
graves, a epilepsia é uma doenca caracterizadaopetegncia de crises espontaneas e
recorrentes, convulsivas e nado-convulsivas, conmsemiiéncia de desordens cerebrais,
cuja etiologia geralmente é desconhecida, acometpadsoas independentemente de
cor, raca ou sexo (SCHARFMAN, 2007). Esta doenceagacterizada como uma
doenca complexa pela existéncia de manifestac@esad variadas, numerosos fatores
genéticos e ndo-genéticos associados, e a padailglide interacdo de todos os fatores
supracitados (REES, 2010).

A causa da doenca geralmente € desconhecida, meaht@&se que grande parte
dos pacientes que sofre desta condicdo patologicéca tenha sido acometida por um
episdédio de febre intensa, o que pode estar reladmao desenvolvimento da doenca
alguns meses, ou mesmo anos apos o episédio (SPECGEHL, 2010).

Crises convulsivas geralmente sao originadas & parum grupo de neurdnios
com atividade elétrica anormal Apresentando exitidalole aumentada chamada
epileptiforme, o que constituem o foco das criseavalsivas (DICHTER, 1994;
FISHER et al 2005). Nesse processo epileptogénico, had congébutanto de
fenbmenos sinapticos quanto nao-sinapticos. Enteralefisiopatologia desses
fenbmenos é importante para a melhor compreens@pitigsia de modo geral e, ao
mesmo tempo, se chegar mais perto a uma terapéudisaeficaz.

Uma das hipoteses mais aceitas para se explicdmesg das crises convulsivas
€ que ocorre, durante a doenc¢a, uma alteracéo litadte balanco entre inibicdo e
excitabilidade neuronal (NAYLOR, 2010). Entre est@&canismos, destaca-se a
liberac&o, recaptacdo e acdo pos-sinaptica dostnausmissores Glutamato e Acido

Gama-amino-butirico (GABA), bem como mudancas negprpedades de canais
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ionicos dependentes de voltagem, transporte idmigommudangas anatomofuncionais
entre as células.

Apds as crises convulsivas, podem ocorrem altesage@atomopatologicas
rapidas, incluindo a atrofia e perda celular noobgmpo, mudancas na morfologia
dendritica de neurdnios remanescentes e brotamaxogis anormais (MELL@t al,
1993). Entre as alteracdes axonais, é digno de omat@scimento anormal de fibras
musgosas, que surgem dos neurdnios piramidaisgtEor€A3 do hipocampo e fazem
sinapses com células piramidais do Giro Dentead&L{MD et al, 1993). Essas
mudancgas axonais provavelmente aumentam a exwitad®l neuronal, contribuindo
para a génese e o alastramento de crises conw(8&ROLY et al, 2010 ).

Uma forma prética de se estudar a fisiopatologiartes epilépticas é levando
em consideracdo a sua génese, ou seja, se ela-gmiciomo uma crise parcial ou
generalizada. Uma caracteristica primordial desesrconvulsivas parciais € o fato de
elas serem originadas da atividade elétrica anoemalm pequeno grupo de neurdnios,
chamados foco da crise. Essa excitabilidade aunhk@qade ser resultado de diversos
fatores, como alteracdes celulares resultantes aagdes genéticas, conexdes
sindpticas atipicas, alteracdes vasculares lotmistemores (SHARIFét al, 2010).

Dependendo da localizagdo desse pequeno grupeuwténms com atividade
epileptogénica, o paciente pode vir a apresenfaredites tipos de sintomas, como
movimentos involuntarios (no caso de comprometimede neurdnios corticais
motores) ou perda momentanea de consciéncia, gle @o/olver perda de neurénios
do sistema limbico (DANIELSOIMst al, 2011).

Os neurbnios pertencentes ao foco da crise apaesenesposta elétrica

estereotipada e sincronizada, comumente chamadamuldanca paroxistica de
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despolarizacdo, uma traducdo do inglés para panakislepolarizing shift (PDS)
(MAJUMDAR et al, 2004).

A PDS caracteriza-se como uma mudanca repentim@tencial de membrana
do neurdnio, o que o torna excitavel, ocorrendgjnasuma despolarizacdo muito
intensa e de longa duracéo. Assim, como 0 neudsi®omuito excitado, torna-se dificil
0 retorno ao seu estado de repouso, o que levateenmde potenciais de a¢ao no pico

do PDS (MAJUMDAREet al, 2004).

O periodo de extrema excitabilidade € gerado gatciente pela ativacdo de
receptores glutamatérgicos ionotrépicos como o AM&-Amino-3-hidroxi-5-N-metil-
D-aspartato) e NMDA (N-metil-D-aspartato), com sdpgente influxo de Caatravés
de canais de Cadependentes de voltagem (BLANK& al, 2009). Apds isto, o
neurdnio experimenta um periodo de poés-hiperpalgéia, que € reflexo das
propriedades elétricas de membrana dos neuroniddMABHOVA & LISMAN,
2004), ou seja, pela atividade de canais de poté@egendentes de voltagem e calcio,
bem como pela ativacdo de canais idnicos GABAésgidentre eles o GAGA um
canal de cloreto, e 0 GABA acoplado a proteina G (OTMAKHOVA & LISMAN,

2004).

As crises epilépticas de carater tdnico-clonicoreflexo dessa alternancia entre
excitacdo e inibicdo, caracterizando-se como alxaputico de medicamentos
anticonvulsivantes, que podem agir tanto inibinddiperexcitabilidade neuronal,
quanto estimulando a inibicdo circundante, o queepevitar tanto a génese quanto o

alastramento de uma crise (DA SILVA & CABRAL, 2008)

Apesar de na maioria dos neurbnios o comportantg@aoPDS ser um evento

atipico e, muitas vezes, patolédgico, outros grupéazem como algo fisiolégico, como
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€ 0 caso de neurdnios piramidais na regiao CA3ipgachmpo, bem como neurbnios
piramidais corticais. Este ultimos exibem respodta potencial excitatorio pos-
sinaptico, seguido de potencial inibitério poés-piicb apds receber aferéncias
excitatérias (KANDEL, 2000). Por isso, o PDS poéde sma resposta exagerada dos
componentes excitatorios e inibitérios em circuitesironais tipicos (MEDVEDEét

al., 2011).

A fase inicial de atividade elétrica anormal reéatichama-se periodo ictal. O
periodo ictal € seguido de um periodo interictahausincronizagdo neuronal, um
alastramento da crise e, finalmente, uma genecdlizesecundaria (MEDVEDEV,

2011).

Diversas outras regides do SNC conectam-se acdnmumo através das vias
aferentes e eferentes supracitadas. Por esteanesitas regifes sdo afetadas durante a
epilepsia do lobo temporal, quando descarga ept@pica € suficientemente forte para

superar a inibicdo circundante (MAGLOCZKY, 2010).

Assim como o hipocampo, outras estruturas cortipadem estar diretamente
relacionadas tanto & génese da crise, quanto agaofo do estimulo epileptoforme.
Dentre essas regifes podemos citar o cortex matciakamo, que se inter-relacionam

por uma via talamo cortical reciproca (KANDELal, 2000).

N&o esta claro, mas supbe-se que em uma criseglaasc corticais sejam
recrutadas pela influéncia de células talamicasgvés de vias talamo corticais,
ocorrendo, assim, a sincronizacédo (KAND&iLal, 2000). O talamo é fundamental para
o alastramento da descarga epileptogénica nass gqyeeeralizadas, por ocupar uma

posicdo central nos circuitos do sistema limbicANIANI et al, 2008). O talamo vem
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sendo um crescente alvo em estudos com modelosiregpéis e pacientes com

epilepsia refrataria (HAMANEt al,, 2008).

Um importante aspecto da epilepsia do lobo tempséal sintomas clinicos
emocionais, pela perda neuronal no sistema IimGAZQUEZ & DEVINSKY,
2003). Dentre esses sintomas, 0s pacientes freggiiente sdo acometidos por

ansiedade, medo, disturbio obsessivo-compulsiatresse pos-traumatico.

Outra estrutura também afetada pela descarga tgspca € o cortex
piriforme, envolvido na percepcao e discriminacd@atoria, por receber projecdes
advindas do trato olfatério (PRICE, 1973). O eniraknto do cortex piriforme com o
processamento da memoéria e o alastramento dajériee descrito, pela sua ligacao
com o sistema limbico. Acredita-se que o cortexfgpine desempenhe um papel
importante no que se refere tanto a génese quaptopagacao da crise convulsiva.
Durante as crises convulsivas em modelos experaizede epilepsia, ja relatou-se

morte celular nesta regido (TURS&tlal, 1984 ).

Uma estrutura com importante envolvimento na epieg o cértex entorrinal,
por se localizar entre 0 neocortex e o hipocammerar a principal via aferente do
hipocampo. Uma hiperexcitabilidade no cértex ematrpode induzir sincroniza¢ao
hipocampal e crises epilépticas (JAMAEL al, 2006). Estudos experimentais ja
demonstraram o envolvimento do cortex entorrinal a@lastramento de crises
convulsivas (MCINTYRE & KELLY, 2000). Um estudo ativamente recente
demonstrou que areas relacionadas com o hipocacgrnp amigdala e cotices
entorrinal e piriforme também sofrem perda celalads o insulto epileptogénico bem
como apresentam resposta inflamatoria, como ativagéroglial, o que pode indicar

dano tecidual (JUNGt al, 2009).
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Apesar destes e de muitos outros estudos buscamemmaaior compreensao da
real importancia dessas diversas regides paralepsigi, 0 N0Sso conhecimento nesse
sentido ainda € pequeno, se fazendo necessérioesaivestigacbes a respeito do
envolvimento relativo, bem como a contribuicdo nsiopatologia das regides

supracitadas.
1.2.4 — Terapéutica

Apenas cerca de 70% dos pacientes tém as crisgslsivas controladas por
medicamentos (KWAN & BRODIE, 2000). O tratamentaiayico pode ser utilizado

para o controle das crises convulsivas no restiog@acientes (HOSHIDA, 2011).

O primeiro procedimento cirdrgico para a epiledsiarealizado pelo médico
Victor Horsley em 1886, quer fez a ressec¢do dtexdéadjacente a uma fratura em
depressdo no cranio e curou um paciente com ansésras focais (HORSLEY,1886
Apud GONCALVES & ALMEIDA, 1995). Na primeira metad#o século passado, o
método cirdrgico atual comegou a ser desenvolvimo @ utilizacdo de informacao
neurofisiolégica (PENFIELD & JASPER, 1954 Apud GOAIQVES & ALMEIDA,

1995).

Dos tratamentos medicamentosos disponiveis atutémeltservamos o
predominios de dois tipos: aqueles que agem aunumta neurotransmissao
GABAérgica e/ou inibindo a neurotransmissao glutémggica (DA SILVA &
CABRAL, 2008). Destes, destacam-se a carbamazepirfianobarbital, o valproato,
dentre outros. E grande o nimero de medicamenttiepaépticos disponiveis
atualmente, porém, apesar dessa variabilidadeaosres ainda se queixam de efeitos

colaterais fortissimos, e, em muitos casos, obssevaeficacia do tratamento em
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alguns subtipos da doenca, como acontece na dpilépd.obo temporal (DA SILVA
& CABRAL, 2008).

1.2.5 — Modelos Experimentais de Epilepsia

1.2.5.1- Aspectos gerais

A dificuldade em estudos com pacientes portadoeedo#ncas neurologicas &
assustadora. No caso da epilepsia, apesar de sa&rdoenca com abrangéncia
cosmopolita, sua manifestacado cortical generalizadaa-a de dificil entendimento
nesses pacientes. Por isso, 0 desenvolvimento delasoexperimentais de epilepsia é

fundamental. Os principais modelos experimentaigpilepsia sdo 0s seguintes:

 Abrasamento;

* Injecdes de acido cainico;

* Animais com pre-disposicao genética;

Modelo da pilocarpina

Neste texto, discutiremos apenas o0 modelo da ppowg o qual foi utilizado no

presente estudo.

1.2.5.2- O Modelo da Pilocarpina

O modelo da pilocarpina foi proposto pela primeirez em 1984, pelo
pesquisador norte-americano WaldemaiT éski e sua equipe, com a participacédo dos
brasileiros Luiz Eugénio Mello e Esper Abrdo Caealh, onde determinaram os
padrbes citoldégicos do hipocampo de animais queberam doses intraperitoneais de
Cloridrato de pilocarpina, 0 que levava o animabmesentar Epilepsia do Lobo

Temporal (TURSKEt al, 1984).
29



O modelo da pilocarpina configura-se com o um nmdehples, relativamente
barato e ndo-invasivo. Os achados histopatolégioosncéfalo dos animais epilépticos
(STANFIELD, 1989) induzidos pela administracdo dagarpina se equiparam aqueles
encontrados em humanos (BAB& al,1991) que apresentam ELT, incluindo a
diminuicdo do numero de células hipocampais e mresto de fibras musgosas

(MELLO et al, 1993).

Injecdes de pilocarpina, um potente agonista cajiné muscarinico, induzem
crises convulsivas em roedores em um padrédo cengstom a ELhumana (MELLO
et al, 1993). O modelo de pilocarpina é bastante utlbizea consagrado como um
excelente modelo experimental desta doenca cro(MBLLO et al, 1993). A
pilocarpina se liga ao receptor de acetilcolina M, receptor metabotropico acoplado
a proteina G. Este receptor ndo esta presente apersistema nervoso, mas também
em musculos cardiacos, na jun¢cdo neuromusculartecian epitelial. O receptor M1
desempenha papel importante na memoria e aprendizadtrole do movimento e

génese de crises convulsivas (HAMILT@Nal, 1997 ).

1.3 — INFLAMACAO E EPILEPSIA: O PAPEL DA MICROGLIA E DS
ASTROCITOS
1.3.1 - Ativacao Microglial: Aspectos Gerais
A resposta inflamatoria no SNC foi, por muito tempeaticamente ignorada,
por se acreditar que este era “imunologicamentgilggiado” (SCHWARTZ &
MOALEM, 2001).
Atualmente sabe-se que o privilégio imunolégico @atotal (MATYSZAK,

1998; GALEA, 2007). Estudos demonstraram que, ettaseondicdes patoldgicas do
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SNC, a resposta inflamatdria é prejudicial ao ®e&dode exacerbar o processo lesivo
em doencas agudas e cronicas do SNC (RANSOHOFFRRRE2009).

O SNC possui células especializadas que tambémabetgiam respostas
imunes, as chamadas células gliais. Estas célétadigididas em macroglia (astrécitos
e oligodendrdcitros) e microglia, a populacdo codte as células microgliais, os
chamados macréfagos residentes do SNC (BUEFQ@L, 2010; RANSOHOFF &
PERRY, 2009).

As células gliais sdo fundamentais para mantertratesa do SNC através de
relacdes reciprocas com neurbnios e outros tiphsaoces, com liberacdo de fatores
troficos, citocinas e outras substancias (BUFE@L, 2010; RANSOHOFF & PERRY,
20009).

A micrdglia constitui a linhagem macrofagica resigeno parénquima do SNC.
Em mamiferos adultos ela apresenta morfologia teniatica, com corpo celular
picnaético, citoplasma perinuclear reduzido e preosselulares finos e alongados. Este
tipo morfoldgico caracteriza a microglia no estéggorepouso, em condi¢cdes em que 0
SNC nédo apresenta alteracdes patologicas, e esttamaente distribuida por todo o
tecido. Estudosn vivo demonstraram que as células microgliais fazem conatante
varredura no parénquima cerebral, realizando, assmmonitoramento das condi¢des
da saude e normalidade do SNC (NIMMERJAEINL, 2005).

As células microgliais estdo intimamente relaci@sago microambiente celular
que as circundam, e mudancas nessa vizinhangaeimdesposta dessas células, como
alteracdes morfologicas e na expressao de recsptoae sua superficie celular
(KREUTZBERG, 1999). Porém, ainda ndo esta totalmetdro quais fatores locais

determinam essas mudancas. A liberacdo de pumoasp ATP e ADP parece um
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fendbmeno importante para a sinalizagdo e moviméataps processos microgliais
durante a manutencao da homeostase do SNC (DAVAdL@S5,2005).

As mesmas podem ser decorrentes de traumas, tyrdossg;as degenerativas,
acidentes vasculares, entre outros fatores (BL@CHI, 2007; PERRYet al., 2010).
Essas alteragdes modificam o microambiente cetolar liberagdo de substancias como
citocinas, quimiocinas, substancias excitotoxicasn@ o glutamato, ATP, ADP,
também modificam a forma com que a micréglia passse relacionar com sua
vizinhanca (BLOCKet al, 2007; PERRet al.,2010).

A micréglia, assim como os macrofagos perifériéoa,primeira linha de defesa
frente a microorganismos ou a lesGes de diversasezas (STREITet al., 2005). As
células microgliais ndo apresentam uma via préqatada de resposta, e sim variavel,
gue depende, dentre outros fatores, do tipo dmektidesencadeador da resposta e do
estado de ativagdo em que a micréglia encontrassmamento do dano (GORDON,
2003).

Para se iniciar um processo patolégico, microogyaos ou traumas de diversas
naturezas podem ativar receptores de células ni@ygcomo receptores do tipo toll
(BIOCK et al, 2007; RANSOHOFF & PERRY, 2009). A micrdglia i@ processo
inflamatério no SNC pela liberacdo de citocinas-ipfamatoérias e fagocitose de
células mortas (ALOISI, 2005; KETTENMANN, 2007). Aartir disso, eventos
inflamatorios posteriores ocorrem para a manutemgioesposta, como ativacdo de
linfécitos T efetores, producéo e liberacdo decanpios e, como resultado, memoria
imunoldgica (ROSSlet al, 2011). Neste momento ocorre uma retro alimentacdo
positiva, onde as células microgliais respondempaiodutos da ativacdo de linfocitos

T, como o interferon gama (IF; fator de necrose tumoral (TNF, do inglés Tumoral
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Necrosis Factor) e inter-leucina 1 (IL-1), o quepéfita a resposta microglial e,
consequentemente, a resposta inflamatéria (ReS8] 2011).

Uma das maiores discussdes a respeito da respflsraatoria no parénquima
neural € o papel ambiguo da atividade de célulagogliais, pois, enquanto sua
ativacéo constitui-se em uma forma de defesa contra infecgdexacerbacdo de sua
atividade pode aumentar o dano e contribuir paiastramento da lesdo (SCHWARTZ
et al, 2006).

A ativacdo microglial contribui para a exacerbagé@rocesso lesivo em varias
doencas do SNC, incluindo acidente vascular ericef@f RJANHEIKKI et al, 1999;
Hayakawaet al, 2008), da lesdo da medula espinhal (GOMES-LEAlal, 2005),
epilepsia (EKDAHLet al, 2003; BONDEet al, 2006; FABENEet al, 2010; YANGet
al., 2010) e doencgas de Parkinson (McGEER & McGEERBp®untington (TAlet
al., 2007), Esclerose Mdtipla (SANDERS & DE KEYSER, ZQ)0Oesclerose lateral

amiotrofica (MOISSE & STRONG, 2006) e AlzheimeAERT & RIVEST, 2011) .

1.3.2 — Ativacao Microglial e Epilepsia

Diversos estudos sugerem que a resposta inflaradaéim um papel fundamental
nos mecanismos neuropatolégicos subjacentes apsgpiletanto em animais de
experimentacdo, como em humanos (RAVIZ2ZA al, 2008; SCHWARCZ, 2008;
VEZZANI, 2008). Relatou-se ativagcao microglial emailsos modelos experimentais
de epilepsia, incluindo o0 modelo experimental gwasamento (EKDAHIlet al, 2003;
BONDE et al, 2006), injecdes de &cido cainico (AVIGNON#E al, 2008) e
pilocarpina (SHAPIRCet al, 2008). Nestes estudos, observou-se intensageessiva

ativacdo microglial a partir da primeira semanasapdnducédo de SE. Esta ativagéo
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microglial parece depender de sinalizacdo puricérgitravés da ativacdo de receptores
do tipo P2 na membrana microglial (AVIGNON#Eal, 2008).

Existem evidéncias experimentais (EKDAHdtL al, 2003; SOMERA-MOLINA
et al, 2007) e apOs epilepsia humana (CH®DRL, 2009) que a ativacdo microglial
excessiva pode exacerbar o processo lesivo apdspsipi Ekdahlet al (2003)
propuseram que inflamacéo prejudica a neurogéreess Que ocorre continuamente na
SGZ do giro denteado no hipocampo e que tratamentdnflamatério com a
tetraciclina minociclina, um inibidor microglialadsico, pode restaurar os niveis basais
de neurogénese nessa regido (EKDAetLal, 2003). Além disso, estudos recentes
sugerem que a ativagcao microglial excessiva cantpghra a neurogénese anémala que
ocorre no hipocampo ap6s crises convulsivas (YABIGal, 2010), o que pode
exacerbar o processo lesivo.

A resposta inflamatéria pode aumentar a suscdghbié de animais a
apresentar mais crises epilépticas (SOMERA-MOLIKAalL, 2007; GALIC et al,
2008). A inducéo de inflamac&o em uma fase predacada de animais, fez com que
0S mesmos apresentem uma maior susceptibilidadises convulsivas e aumento da
excitabilidade neuronal na vida adulta (SOMERA-MDAI et al, 2007; GALICet al,
2008). Este fenOmeno pode estar relacionado aa@ftes microgliais (SOMERA-
MOLINA et al, 2007) e astrociticas (GALI& al., 2008). Outros estudos sugerem que
eventos inflamatorios periféricos podem contrilpsira 0 aumento da suscetibilidade de
animais a crises convulsivas, através da inducdaudrento da liberacdo de citocinas
pré-inflamatdrias por astrocitos e microglia no SIRIAZI et al, 2010).

Eventos inflamatérios podem contribuir para a génde alguns tipos de
epilepsia humana (CHGdt al, 2009). Demonstrou-se que no encéfalo de a&ng

com epilepsia intratavel o padrdo de morte neurdifiasa correlaciona-se com intensa
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ativacdo microglial e astrocitica, bem como comeisivmaiores de citocinas pro-

inflamatorias no parénquima neural (CH&kl, 2009).

1.3.3 — Astrocitose e Epilepsia

Os astrdcitos, morfologicamente falando, podempsesantar sob duas formas:
fibrilares e protoplasmaticos (RAIVICHet al, 1999) . O primeiro caracteriza-se por
apresentar processos longos e delgados, enquardegwndo caracteriza-se por
apresentar ramos curtos e numerosos (RAIVIEHal, 1999). Estas células gliais
possuem um papel fundamental na fisiologia do SRANSON et al., 2003; BUFFO
et al, 2010). Entre essas funcdes, pode-se menciosagisestro de Kextracelular,
remocdo de neurotransmissores, principalmente GARputamato, da fenda sinaptica
e do meio extra celular, participacdo da barregmdtoencefalica e, suporte tréfico
(RANSON et al, 2003; BUFFQet al, 2010). A captagcédo de glutamato € fundamental
para o controle da excitabilidade neuronal, evibaegcitotoxicidade e o acumulo de
radicais livres (RANSON al, 2003; BUFFCet al, 2010).

Os astrécitos sdo ativados apos doengas agudésieasrdo SNC (RAIVICHet
al., 1999; BUFFOet al, 2010). Por exemplo, apés lesdo aguda da medpiahe$
essas células sdo rapidamente ativadas nas suasténanca e cinzenta e parecem
contribuir para eventos inflamatérios (GOMES-LEAL al., 2004). Nesta situacao,
astrocitos reativos proliferam na regido lesion&mtanando a cicatriz glial, que é
considerada um fator que impede a regeneracaodosx(PROPERZet al, 2003).
Apés isquemia, ocorre intensa astrocitose, a quaé gontribuir para a exacerbagéo dos
eventos lesivos através da liberacdo de citocimagnflamatorias e para sobrevivéncia
neuronal através da liberacdo de fatores troficBEBOCK & HONG, 2005;

ANDERSONet al, 2003; BUFFCet al, 2010).
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O papel dos astrdcitos no tecido epiléptico ainadgcuro, porém, acredita-se
que eles estejam relacionados com o desbalangce enibicio e excitagdo
(ALVESTAD et al, 2011). Muito recentemente, pesquisadores analisanagens de
ressonancia magnética de cérebro de animais quezasufinducao de epilepsia do lobo
temporal medial pela injecdo de acido cainico, gentaram que em diversas regides
como hipocampo, cortices entorrinal e piriformeegpntam diminuicdo na sintese de

GABA (ALVESTAD et al, 2011).

Outras células inflamatérias estdo envolvidas siagatologia da epilepsia. Por
exemplo, recentemente, ZATTOMI al, (2011) investigaram como a interagao entre a
imunidade inata e a adaptativa pode contribuir pareeorganizacdo funcional e
histologica da formagédo hipocampal em um model@ex@ntal de epilepsia do lobo
temporal. Neste estudo, observou-se que a rupturaarreira hemato-encefalica e a
neurodegeneracdo estdo relacionadas com a atigdegd&ulas microgliais e infiltracdo
macrofagica. Esse trabalho demonstrou também quféciios T e B podem
desempenhar um papel neuroprotetor na epilepsm@jnuindo a excitabilidade

neuronal.

Alguns estudos revelaram que componentes da resjpdisimatoria podem ser
negativos para a recuperacao funcional do SNC eiacéies lesivas. Esses estudos tem
demonstrado que linfocitos também participam d@ass inflamatoria no cérebro
epiléptico, tanto em humanos quanto em modelos remeetais. Por exemplo,
FABENE e colaboradores (2008), usando um modelepiepsia do lobo temporal em
roedores, demonstraram que a interacdo de linBcam células endoteliais vasculares

pode modular crises espontaneas e recorrentes.
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1.4 — TRATAMENTO COM MINOCICLINA PARA DOENCAS DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

A minociclina € uma tetraciclina semi-sintética segunda geracdo, usada
comumente como antibidtico, demonstrando acaofaidig no tratamento clinico de
acnes vulgares e artrite reumatoide (YOBIGal, 2004), mas que possui consideravel
efeitos antiinflamatorios (DOMERCQ & MATUTE, 200HEWLETT & CORBETT,
2006). Estudos prévios demonstram que a minociglote prevenir morte neuronal e
de oligodendrécitos, em diversos modelos experiaiemte doencas agudas e crbnicas
do sistema nervoso (DOMERCQ & MATUTE, 2004). Poemylo, o tratamento de
roedores submetidos a lesdo aguda da medula elsgimimaminociclina reduziu a
degeneracdo secundaria de oligodendrocitos, aumarre@generagcdo axonal e modulou
a morte celular por apoptose (STIRLING al, 2004). Além desses achados, a
minocilina demonstrou efeitos neuroprotetores tamtEn modelos de Doenca de
Parkinson (DUet al, 2001) , doenca de Huntington (CHENal, 2008, WANGet al,
2003), esclerose lateral amiotréfica(ZHtal, 2002.) e esclerose multipla (POPOVIC
etal, 2002).

Com relacdo a epilepsia, YILMAZ e colaboradore0@0demonstraram que o
tratamento com minociclina diminuiu a perda celull® neurdnios hipocampais e
déficits de coordenacdo motora em animais epil@ptid\ssim, a minociclina pode
desempenhar um papel neuroprotetor para uma vdeatiadanos neuronais, incluindo
na epilepsia.

Parte do sucesso da minociclina pode estar assoai@dtrutura quimica desta
droga, mostrada na figura 3 (KIM & SUH, 2009). Agamizacdo molecular da
minociclina a permite ser até 5 vezes mais lipgHitjue as demais tetraciclinas (BLUM

et al, 2004). Isso favorece a esta tetraciclina atsaredacilmente a barreira
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hematoencefalica (DOMERCQ & MATUTE, 2004; YONsBal, 2004). Além disso, a
minociclina é rapida e facilmente absorvida (AGWWHVMACGOWAN, 2006), bem
tolerada em altas doses (BLU al, 2004) e possui uma meia-vida média superior a
outras drogas com acdo biolégica similar (ANDESCRAIG, 2002; AGWUH &
MACGOWAN, 2006). Estas caracteristicas fazem daonigina uma promessa
terapéutica para diversas doencas do SNC, inclumapilepsia do lobo temporal
(DOMERCQ & MATUTE, 2004; YONCGet al, 2004; HEWLETT & CORBETT, 2006;

KIM & SUH, 2009; YANG, 2010).

(CHj)N N(CH;),

Minociclina

Figura 3. Estrutura molecular da minociclina. Maditio de KIM e SUH (2009).

Ainda ndo esta clara a via pela qual a minocicige. Na resposta inflamatoria,
estudos demonstram que a minociclina bloqueiavag#o e infiltracdo de leucdcitos
(YONG et al, 2004; STIRLINGet al, 2005), atenua a permeabilidade da BHE, inibe as
enzimas metaloproteinase de matriz extracelulataseé do Oxido nitrico, atenuando,
desta forma, a resposta imune adaptativa (POP@YHL 2002), modula mediadores
inflamataorios (YONG et al, 2004), blogueia receptores do tipo NMDA
(YRJANHEIKKI et al, 1999) e reduz a ativacdo e proliferacdo micabgl
(YRJANHEIKKI et al, 1999; DOMERCQ & MATUTE, 2004; YONt al, 2004;
STIRLING et al, 2005; HEWLETT & CORBETT, 2006; HAYAKAW/Aet al, 2008).

Um estudo recente sugere que a minociclina iniaévacdo microglial por uma acao
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especifica em um mediador semelhante a citocin@andemdo HMGB-1(do inglés,

high-mobility group box 1) (HAYAKAWAet al, 2008).

Na cascata apoptotica, a minociclina pode interma disponibilidade
extracelular de ligantes de morte (TMFe ligante Fas) e/ou na presenca de fatores
neurotréficos no meio que ativam receptores de esb@ncia na célula.
Intracelularmente, o principal alvo da minocicliBaa mitocondria (DOMERCQ &
MATUTE, 2004). Nesta organela, o farmaco estabiizanembrana mitocondrial e
impede a liberacao de citocromo-C (TENGal, 2004; YONGet al, 2004; STIRLING

et al, 2005), aliado a reducéo direta da ativacdo dpase-3 (STIRLINGt al, 2005).

1.5- O PROBLEMA E A PERGUNTA EXPERIMENTAL

Como exposto acima, a resposta inflamatoria, indtu componentes dos
sistemas imunes inato e adaptativo, possuem um papertante na fisiopatologia da
epilepsia experimental, bem como na epilepsia ham@AROSOet al, 2010;
MARCHI et al, 2009; ZATTONIet al, 2011). Alguns estudos sugerem que a resposta
inflamatoria e imune séo prejudiciais durante ocesso epiléptico (MAROSE@t al,
2010; MARCHI et al, 2009), enquanto que outros estudos sugerem qupor@ntes
especificos das respostas inflamatéria e imunerpaiE benéficos (ZATTONgt al,
2011). Portanto, os papéis da resposta inflansa®imune durante epilepsia ndo sao

totalmente definidos (FABENEt al, 2008).

Até o presente momento, poucos estudos avaliararpadedes de ativacao
microglial e astrocitose apos epilepsia experimeb&m como os efeitos do bloqueio
inflamatorio sobre os padrbes neurodegenerativetandoenca. Nesta dissertacao,
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investigamos os padrdes gerais de microgliosep@kise e perda neuronal, bem como
de que forma o bloqueio microglial influencia oslfiges degenerativos em diferentes

tempos de sobrevida apés a inducéo de SE induridinjpcdes de pilocarpina
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1.6- OBJETIVOS

1.6.1 - GERAL

Investigar os padrdes gerais de microgliose, agts® e perda neuronal, bem

como o efeito da inibicdo microglial, sobre os @adr neurodegenerativos no

hipocampo e em outras regides motoras e limbieaatds adultos na primeira semana

apos SE induzido por injecdo de pilocarpina.

1.6.2- ESPECIFICOS

1.

Implementar o modelo experimental de epilepsia cgaetdes de pilocarpina no
Laboratério de Neuroprotecédo e Neurorregenerac@eritrental do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do;Para

Descrever os padrdes de microgliose e astrocito$gpocampo, cortices motor,
entorrinal lateral, peririnal, piriforme, complexamigdaloide e talamo em

tempos precoces (1, 3 e 7 dias) apds SE induzidmjegdes de pilocarpina;

Quantificar o padrdo de ativacdo microglial nasdegCA1l, CA3 e hilo do giro

denteado do na janela temporal mencionada;

Quantificar os padrdes de perda neuronal nas regif@campais mencionais e

na janela temporal proposta;

Investigar a eficacia do bloqueio microglial connmogiclina na fase aguda apés

a inducao de SE.
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2 — MATERIAIS E METODOS
2.1 - ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Foram utilizados 31 ratos Wistar, machos adult@sapdo entre 200-250g,
provenientes do Biotério do Instituto de Ciénciasl@®jicas da UFPA. Estes animais
foram mantidos em condi¢cdes padronizadas de ludAZ1daro:escuro) e alimentacéo
(racdo comercial e aguad libitun), todos alojados em gaiolas contendo entre 4 e 5
animais. Todos os procedimentos experimentais forealizados em obediéncia as
normas sugeridas pela Society for Neuroscienceipiat Institute of Health (NIH,
USA) e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Anina@sExperimentacdo da
Universidade Federal do Para (CEPAE — UFPA, prdato&)O-0027-11). Todos os

esforgos foram realizados para evitar o sofrimergstresse excessivo nos animais.

Para este estudo foram planejados trés grupos iexgregais e trés tempos

diferentes de sobrevida para os animais, confoisp®sto na Tabela 1.

Tabela 1: Grupos experimentais e tempos de sobrevida utdead

Sobrevidas

Pilocarpina Minociclina 1 dia 3 dias 7 dias
Grupo 1 %) %) 3 3 3
(Salina)
Grupo 2 x O 5 5 5
(Epiléptico
sem
Tratamento)
Grupo 3 % % %) %) 6
(Epiléptico

coln
tratamento)

@=auséncia de tratamento; X= presenca de tratamento

Os grupos experimentais, por sua vez, receberamemss de tratamentos

diferenciados. A tabela abaixo descreve essesreatas para cada grupo.
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Tabela 2: Grupos experimentais e suas respectestsigoes.

Grupoes Descriciio
Controle Sdo animais sem indugdo de epilepsia e sem
tratamento com minociclina; foram
administrados com salina estéril por via
intraperitoneal.

Epiléptico sem tratamento Animais epilépticossem tratamento com
minociclina
Epiléptico com tratamento Animais epilépticos com tratamento com

minociclina

2.2 - INDUCAO DE EPILEPSIA PELO MODELO EXPERIMENTALDA

PILOCARPINA

Aproximadamente 30 minutos antes do tratamento qalocarpina, foi
administrado 1,0 mg/kg de escopolamina por viaapdritoneal, que serve para
minimizar os efeitos colinérgicos periféricos ingj@seis que a pilocarpina causa. Em
seguida 400 mg/kg de pilocarpina foram administsador via intraperitoneal nos
animais tratados. Sessenta minutos apos, 0s anigt@beram injecdo intraperitoneal
de 10 mg/kg de diazepan, que interrompé&tatus EpilepticuSE) e aumenta a

sobrevida dos animais.

2.3 - TRATAMENTO COM MINOCICLINA

Com o intuito de induzirmos inibicdo da ativaca@nmoglial, tratamos um grupo
de animais com minociclina, uma tetraciclina seimiésica que possui este efeito
(YRJANHEIKKI, 1999). O protocolo de tratamento fa@idaptado de Ekdahl e

colaboradores (2003).
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Nos dois primeiros dias de tratamento, os anineislreram duas doses diarias
de minociclina (50 mg/kg) e, a partir do terceira, @s mesmos receberam apenas uma

dose diaria de 25 mg/kg até o sexto dia apéswgdmide SE (EKDAHIet al., 2003).

Animais do grupo controle receberam apenas admwag@&bd com 0 mesmo
volume de solucdo salina estéril por via intrapeegal, nos mesmos horarios e durante

0 mesmo periodo de tempo dos animais tratados dootitlina.

2.4 - PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

ApoOs os tempos de sobrevida especificados, os anforam anestesiados com
Cloridrato de Cetamina (Vetanarcol®, Konig. 72mg/ley Cloridrato de Xilazina
(Kensol®, Koénig. 9mg/kg). Abolidos os reflexos detitada da pata e corneano, o0s
animais foram perfundidos através do ventriculaestp com 250-300 ml de tampéo
fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 — 7,4) hapaada, seguido de 250-300 ml de
paraformaldeido a 4% em tampao fosfato (PB 0,1M7@+H 7,4). Depois da retirada
dos encéfalos, estes foram poés-fixados por 24h esmu fixador. Em seguida, o0s
encéfalos foram crioprotegidos em solu¢des comeruracdes crescentes de sacarose

diluida em uma mistura de glicerina com tampaacatosd,05M, pH 7,2 — 7,4.

Apés a crioprotecdo, os encéfalos foram incluidelsdg imerséo para criostato
(Tissue-Tek,® Sakura) e seccionados com auxiliardecriostato (Micron, HM505E),
onde secc¢Oes de 30m foram obtidas. As sec¢Oes foram diretamente rdast@m
laminas histologicas gelatinizadas e conservadasranfreezer a -20°C para posterior

uso.
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2.5 - ANALISES HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA

2.5.1 - Analise Histopatoldgica Geral

A andlise histopatolégica foi realizada com a @éo pela violeta de cresila.

Esta coloracdo permite a visualizacdo de corpadacek e a perda dos mesmos em

situacdes patoldgicas (DOS SANT®@8Sal, 2007; LIMAet al, 2008; GUIMARAE Set

al., 2010). Para tanto, foram coradas secc¢des dodnpmo para analise histopatologica.

2.5.2 - Imunoistoquimica

As andlises imunohistoquimicas foram feitas corbjetvo de:

Marcar corpos neuronais com o anticorpo anti-Neltl00, Chemicon-
Millipore), que reconhece um epitopo especificandoleo de neurbnios
maduros (MULLENet al, 1992) para se avaliar os efeitos do SE e dos
tratamentos implementados sobre o numero de negrbipocampais;
Identificar a presenca de microglia/macréfagos aalds pela
imunomarcagédo com o anticorpo ED1 (1:200, Serotpad, reconhece
um epitopo na membrana de lisossomas de macrofajeados
(ROBINSONet al., 1986). Também imunomarcamos células microgliais
ativadas e nao ativadas com o anticorpo lbal (WAakbQ00), uma
proteina quelante de Ca presente especificamente em células
microgliais (ITOet al, 1998).

A imunomarcacao de astrdcitos foi realizada patacarpo anti-proteina
acida fibrilar glial (GFAP), um marcador classio® astrocitos (Gomes-
Leal, 2004).
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Para a realizagdo da imunomarcagdo, utilizou-seratognlo descrito em
GOMES-LEAL e colaboradores (2004). As laminas carsaccbes montadas foram
retiradas do freezer e colocadas na estufa (BrasD@rClave®) a 40°C por 30
minutos. Em seguida, as secc¢des foram delimitagi@suena caneta hidrofébica (Dako
Pen, ref. S2002), lavadas em PBS por 3 minutosieesas em tampao borato (0,2M,
pH 9,0; Nuclear) a temperatura constante de 656€29 minutos. Apos esta fase, as
seccOes ficaram mais 20 minutos a temperatura atebids secgfes foram novamente
lavadas em PBS por 5 minutos e submetidas ao tatancom solugdo metanol
(QEEL) e per6xido de hidrogénio £6,, Merck) (1ml de HO, para cada 100ml de
metanol absoluto) sob agitacdo constante. As sedoé@m entdo lavadas (3 tempos, 5
minutos cada) em solugcdo de PBS/Tween® (Sigma-&iyire incubadas por 1h em
soro normal de cavalo ou cabra a 10% em camaraalri€pois, 0 excesso de soro
normal foi retirado para incubagdo no anticorpamgrio, por uma noite. No dia
seguinte, as seccdes foram lavadas (3 tempos, btomincada) na solugcdo de
PBS/Tween® e incubadas por 2h no anticorpo secimbétinilado especifico para
cada reacdo(NeuN: Horse anti-mouse; IBAl: Goatrabbit; ED1: Horse anti-mouse;
GFAP: Goat anti-rabbit). ApGs este periodo, trésdens foram realizadas (5 minutos
cada) em PBS/Tween para, entdo, as secc¢des sarebadias no Complexo Avidina-
Biotina Peroxidase (Vector, kit ABC Vectastain®)edficou repousando por meia hora
antes de ser entdo incubado por 2h. As secc¢Oes flansadas (4 tempos, Sminutos
cada) antes da revelacdo utilizando diaminoberzidiDAB; Sigma-Aldrich). As
secc¢Oes foram incubadas em uma solugao contendmPl8@ PB 0.1M (pH 7,2 — 7,4)
juntamente com 125mg de DAB e 130de HO,. As mesmas foram monitoradas em

microscoépio optico (Bioval) até que a intensidade@hcdo estivesse adequada. Apds o
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término da revelacdo, as seccdes foram lavadas BnO,P M (pH 7,2 — 7,4),

desidratadas em gradientes de alcool/ xileno eadastem Entellan® (Merck).

2.6 - ANALISE QUALITATIVA

As seccOes de todos 0s grupos experimentais, narcpélos meétodos
imunoistoquimicos e histoquimicos foram analisagl@smicroscépio 6ptico (Bioval,
L2000C). Imagens de campos representativos fordidasbcom auxilio de uma camera

digital (Moticam 2500) acoplada a um microscoépitiagp(Nikon, Eclipse 50i).

2.7 - ANALISE QUANTITATIVA
2.7.1 - Método de Contagem

Foram contados os nimeros de macréfagos ativadhsaE EDI) e corpos
neuronais (células NelNde todos os grupos experimentais, utilizandotiajele 40X
e reticulo de contagem de &rea 0.0625 meoplada a ocular de um microscépio 6ptico
(Eclipse E200, NIKORN). Utilizou-se nas contagens 3 sec¢des por anib8atampos
por sec¢ao, e, pelo menos, 3 animais para cada grgerimental.

As regides contadas foram as camadas de célulasigres em CAl e CA3,e 0
Hilo do giro denteado. Um reticulo de contagem éoea total de 0,0625nfmdividido
em 100 campos iguais, foi posicionado sobre a camaeé se desejava contar, mas
apenas 30 divisbes foram utilizadas. Por causadnasensdes reduzidas das regides
CALl e CA3, contou-se trés campos de 0,0187%,muoe corresponde a trinta, das cem
divisdes do reticulo de contagem. A camada queretermlia contar foi posicionada
exatamente na area do reticulo de contagem amhende especificada. O resto da area

do reticulo de contagem néo foi considerada (FiGura

47



Figura 4: Método de contagem nas regides CA1 e @ASipocampo.

2.7.2 -Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por analisevdgancia um critério com
correcdo de Bonferoni. O nivel de significanciapesgado foi de p<0,05 (ANOVA, um
critério, posthocBonferoni, p<0,05). A construcdo grafica e a aeadistatistica foram

realizadas no programa GraphPad (Prism 5.0).
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3. RESULTADOS

3.1 A INJECAO DE PILOCARPINA INDUZ “STATUS EPILEPTUS” COM

MIOCLONIAS DOS MEMBROS ANTERIORES

Apoés a inducdo do SE, segundo metodologia previtengescrita, os animais
foram observados por uma hora. Aqueles que, durasse intervalo de tempo,
apresentaram crise motora de classe 3 da escdkaaee (1972), caracterizada por
mioclonias de membros anteriores, foram consideradmn SE. Os que néo
apresentaram estes critérios foram excluidos dadestA escala de Racine é
comumente usada como um marcador de profundidadesgaconvulsiva. Essa escala
€ comumente usada em estudos com modelos expeximatd epilepsia para a

validacéo da efetividade do método experimentézatio (MELLO et al, 1993).

Ao observarmos os animais apés injecdo da pilow@rgntre quatro e quinze
minutos, 0S animais comecaram a apresentar movosm@stereotipados das vibrissas,
olhar fixo e postura rigida. A partir desse mome® animais evoluiam para perda
postural momentanea, ou seja, queda pela miocloniacular, e rapido retorno
postural. Esse periodo caracteriza-se como cniseck@&lonica de classe 3 da escala de

Racine e variou de cinco a vinte minutos.

Passado este periodo, 0os animais evoluiam para petal da postura, com
queda, tremores, rigidez muscular, saltos que podlzegar até a um metro de altura e
sangramentos nasal e oftalmico, ou seja, era uindmegue necessitava de cuidados

especiais para se evitar que o animal se machugassesmo viesse a obito.
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Apds o animal apresentar todas essas caractesisticgermanecer por, no
minimo, quinze minutos em SE, era aplicado, ertédiazepam, para interrupcéo da

crise e diminuicdo da taxa de mortalidade entr@nomais.

3.2 A INJECAO DE PILOCARPINA INDUZ INTENSA ATIVACAOMICROGLIAL
EM DIFERENTES REGIOES ENCEFALICAS NA FASE AGUDA AR “STATUS

EPILEPTICUS
3.2.1 Ativacao Microglial no Hipocampo

Houve intensa ativacao microglial no hipocampo apdsducédo de SE, com o
méximo de ativacao ocorrendo nos tempos de solarevads tardios (Figuras 5-8). Nas
regides CA1 e CA3 de animais controle, as célulagogliais apresentaram corpos
celulares pequenos e ramos finos e delgados, cagaeteriza a chamada microglia em
repouso (Figuras 5-6B). Em 24 horas apds a inddgd&E, as células microgliais
adquiriram uma morfologia ameboide ou arredondadgue caracteriza o aspecto
morfolégico da ativagcdo microglial (Figuras 5 e BP). Esta ativagdo aumentou
progressivamente entre 3 e 7 dias, com o pico n@agienativacdo ocorrendo em 7 dias

(Figuras 5 e 6 H).

Assim como em CA1l e CA3, houve intensa ativacawaglial no giro denteado
(Figura 7). A analise de células IBa@m 24 horas mostrou que 0s animais que
sofreram inducédo de SE apresentaram mudancas ogidas, principalmente no que
se refere a quantidade e espessura de seus paEsspiais ficaram mais espessos, 0
que foi concomitante com o aumento do volume dpaecelular (Figura 7,D,F,H). Em
3 e 7 dias apos inducdo de SE, houve aumento peigoeda ativacdo microglial

(Figura 7 F e H).
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Figura 5: Imunoreatividade microglial revelada p@tnoshistoquimica para lbal na
regido CAl do hipocampo. Animais controle semeggia (A e B) e epilépticos

tratados com solucéo salina 1 (C-D), 3 (E-F) eas @G-H) apo6s a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatddo com minociclina no tempo de
7 dias (I-J). As setas brancas indicam micréglian gadrao morfolégico de repouso.

Escala= 200pum (A, C, E, G, I); 20um (B,D,F,H,J).
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Figura 6: Imunoreatividade microglial revelada p@noshistoquimica para lbal na
regido CA3 do hipocampo. Animais controle sem @gie (A e B) e epilépticos

tratados com solucéo salina 1 (C-D), 3 (E-F) eas @G-H) apo6s a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatddo com minociclina no tempo de
7 dias (I-J). As setas brancas indicam micréglian gadrao morfolégico de repouso.

Escala= 200pum (A, C, E, G, I); 20um (B,D,F,H,J).
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Figura 7: Imunoreatividade microglial reveladaapghunoshistoquimica para Ibal na
regido do hilo hipocampal. Animais controle semleggia (A e B) e epilépticos

tratados com solucéo salina 1 (C-D), 3 (E-F) eas @G-H) apo6s a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatddo com minociclina no tempo de
7 dias (I-J). As setas brancas indicam micréglian gadrao morfolégico de repouso.

Escala= 200pum (A, C, E, G, I); 20um (B,D,F,H,J).
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3.2.2 Ativacao Microglial nos Nucleos Talamicos

Observou-se intensa ativacdo microglial no talafigufa 8). Como relatado
anteriormente para o hipocampo, a ativacdo miabgllamica foi progressiva (Figura
8). Células microgliais ativadas foram observadasatamo a partir de 1 dia ap6s SE
(Figura 10C-D). Esta ativagdo microglial tornoudsastante intensa no tempo de
sobrevida de 3 dias (Figura 8E-F), mantendo-se diasrapos a inducdo de SE (Figura
8G-H). A intensidade da ativagdo microglial nosleas talamicos pareceu bem maior

do que a observada no hipocampo, nos tempos devitdinvestigados.

3.2.3 Ativacao Microglial no Coértex Motor

NGs também investigamos o padrdo temporal da diivagicroglial no cortex
motor de animais que sofreram inducdo de epilepsiavés da administracdo de
pilocarpina, na primeira semana apoés a inducaoed@-gura 9). Como para as outras
regides mencionadas, a ativacao microglial foi ,msentensa em 1 dia (Figura 9C-D),
aumentando progressivamente entre 3 e 7 dias apdsgio de SE (Figura 9E-H), em
relacdo aos animais controle (Figura 9A-B). As@egimediais do cortex motor, como

observado em secc¢bes coronais, apresentaram ativag@glial intensa (Figura 9).
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Figura 8: Imunoreatividade microglial revelada p@tnoshistoquimica para lbal na
regido do talamo. Animais controle sem epilepsiae(B) e epilépticos tratados com
solucao salina 1 (C-D), 3 (E-F) e 7 dias (G-H) apdsducéo de SE com pilocarpina.
Um grupo de animais epilépticos foi tratado comanuidina no tempo de 7 dias (I-J).
As setas brancas indicam microglia com padrdo rdmimo de repouso. Escala=

200pum (A, C, E, G, I); 20um (B,D,F,H,J).
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Figura 9: Imunoreatividade microglial revelada p@tnoshistoquimica para lbal na
regido do cértex motor. Animais controle sem egi@dA e B) e epilépticos tratados
com solucdo salina 1 (C-D), 3 (E-F) e 7 dias (Gdfhps a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatddo com minociclina no tempo de

7 dias (I-J). Escala= 200um (A, C, E, G, I); 20iByD(F,H,J).
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3.2.3 Ativagdo Microglial nos Cortices Peririnal, Htorrinal Lateral, Piriforme e

Complexo Amigdaloide

Apés a inducdo de SE, observou-se intensa ativagamglial em diversas
estruturas do sistema limbico, além do hipocampajuindo cortices peririnal,
entorrinal lateral, piriforme e complexo amigdakidrigura 10). O padrdo de ativagédo
microglial nestas outras regides limbicas diferiupouco da relatada para o hipocampo
e tdlamo. Nos tempos de sobrevida mais precocesen ativacdo microglial foi
observada na regido em torno da fissura rinal ggdperirinal), nos cértices entorrinal
lateral e piriforme, além do complexo amigdaldifiég@ra 10E-H). Nos tempos de
sobrevida mais tardios (3 e 7 dias), houve umandiigiio da ativacdo microglial, onde

as células ficaram mais esparsas humericamenteréFl@I-P).
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Corpos Amigdaléides Cortexentorrinal

Figura 10: Imunoreatividade microglial reveladagpehunoshistoquimica para Ibal nos
corpos amigdaldides e cortex entorrinal. Animaistide sem epilepsia (A, B, Ce D) e
epilépticos tratados com solucéo salina 1 (E, E,H9, 3 (I, J, Ke L) e 7 dias (M, N, O
e P) apos a inducdo de SE com pilocarpina. Um gilepenimais epilépticos foi tratado
com minociclina no tempo de 7 dias (Q, R, S e $gdia= 200um (A, C, I, K, M, O, Q

e S); 20um (B,D,F, H,J,L,N,P,ReT).
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3.3 ASPECTOS QUANTITATIVOS DA ATIVACAO MICROGLIAL NO

HIPOCAMPO E INIBICAO MICROGLIAL COM MINOCICLINA

Considerando a importancia do hipocampo duranterazepso epiléptico,
investigamos quantitativamente os padrdes de @tvagcroglial em diferentes tempos
de sobrevida apdés SE, nas regides CAl, CA3 e llgid denteado do hipocampo
(Figuras 11-16). Nao realizamos quantificacdo nadras regides limbicas
anteriormente mencionadas (coértices peririnal, rentd lateral, piriforme e complexo

amigdaloide).

As células microgliais/macrofagicas ativadas forararcadas pelo anticorpo
ED1, um marcador classico de ativacdo microgli@dMES-LEAL et al, 2005). Este
anticorpo marca principalmente fagocitos, ou sefijlas extremamente ativadas com
um formato arredondado, enquanto que o Ibal, c@drge de marcacédo foi
previamente descrito, marca células microgliais iffeatlas, com ativacdo

intermediaria, ameboide e arredondada (THOREA&IL, 2008).

Os padrdes de ativagao microglial seguiram, nol,gesaanteriormente descritos
utilizando o anticorpo Ibal (Figuras 5-7). O numel® células ED1+ aumentou
progressivamente nas regides CA1l, CA3 e hilo do dgnteado entre 1 e 7 dias apdés a
inducdo de SE (Figuras 11-16), o que foi confirmpdp andlise quantitativa (Figuras

12, 14 e 16).

Em CAL, o numero de células ED1+ em animais epidéptnao diferiu entre os
tempos de sobrevida de 1 e 3 dias (p>0,05, FiglyraNib entanto, houve um aumento
estatisticamente significativo em ambos os hemasfé@rerebrais (p<0,05, Figura 12) no

namero de células ED1+ de animais tratados conegoitena no tempo de 7 dias (HD:
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17.97+ 2.79; HE: 15.00% 2.74) em relagao aos arsiroantrole (HD: 1.63+ 0.25; HE:
1.74% 0.30). Resultados similares foram obtidos@&3 (Figura 14), onde o aumento
do nimero de células ED1+ foi mais significativo emlias (epiléticos:HD: 9.71+ 1.15;

HE: 7.97+ 1.27) em relacdo aos animais controle:(HB0x 0.28; HE: 1.81+ 0.35).

A analise quantitativa do numero de células EDa+hitlo do giro denteado
revelou um aumento progressivo da ativagdo miabgim funcdo do tempo de
sobrevida em animais epilépticos. Estes resultfmtasn confirmados com a contagem
de células ED1+ no hilo do giro denteado (p<0,0fufa 16), a qual revelou um
amento progressivo do numero de células ED1+ dnffidD: 5.06+ 0.50; HE:6.28+
0.761), 3 (HD: 13.53+ 1.879; HE: 10.51+ 1.56) eid@sd(HD:9.38+ 1.51; HE: 8.69+

1.44).

Para investigarmos a eficacia da minociclina comibidora da ativacao
microglial no modelo experimental estudado, trataaaimais com esta tetraciclina ou
com solucéo salina estéril durante 6 dias parada@a das diferencas, 7 dias apos a
inducéo de SE. Os resultados mostram que a mimaidiminuiu significativamente a
ativacdo microglial em todas as regifes estudadase foi revelado pelas analises com
os anticorpos Ibal (Figuras 5-91-J e 12Q-T) e EBfjuras 11M-N, 12, 13MN-N, 14,

15-M-N e 16).
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Figura 11: Imunoreatividade microglial reveladaapehunoshistoquimica para ED1 na
regido CA1 do hipocampo. Um dia: A e C, controles B, epilépticos sem tratamento
com minociclina. Trés dias: E e G, controle; F eedilépticos sem tratamento com
minociclina. Sete dias: | e K, controle, J e L, I&@pticos sem tratamento com
minociclina. Um grupo de animais epilépticos faitéaado com minociclina no tempo de

7 dias (M-N). Escala= 200um (A, B, E, F, I, J e @um (C, D, G, H, K, L e N).
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Figura 12: Numero de células ED1+ (microglia atajada regido CA1l do

hipocampo de animais controle, epilépticos senarmahto (1, 3 e 7 dias apos
inducdo de SE) e epilépticos tratados com minoac(i7 dias), em ambos os
hemisférios. Houve inibicdo da ativacdo microgkah animais tratados com
minociclina em comparac¢do com animais epiléptiers gatamento, em 7 dias

de sobrevida(***p<0,001).
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Figura 13: Imunoreatividade microglial reveladaapehunoshistoquimica para ED1 na
regido CA3 do hipocampo. Um dia: A e C, controles B, epilépticos sem tratamento
com minociclina. Trés dias: E e G, controle; F eedilépticos sem tratamento com
minociclina. Sete dias: | e K, controle, J e L, I&@pticos sem tratamento com

minociclina. Um grupo de animais epilépticos faitéaado com minociclina no tempo de

7 dias (M-N). Escala= 200um (A, B, E, F, I, J e @um (C, D, G, H, K, L e N).
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Figura 14: Numero de células ED1+ (micréglia atajada regido CA3 do hipocampo
de animais controle, epilépticos sem tratament@® (@,7 dias apos inducédo de SE) e
epilépticos tratados com minociclina (7 dias). Siluziu aumento da ativacao
microglial em 1 e 7 dias, e o tratamento com a wiaglioa inibiu ativacdo microglial,
em ambos os hemisférios, em comparacdo a animais@w receberam tratamento

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 15: Imunoreatividade microglial reveladaapehunoshistoquimica para ED1 na
regido do hilo hipocampal. Um dia: A e C, contrdeg D, epilépticos sem tratamento
com minociclina. Trés dias: E e G, controle; F eedilépticos sem tratamento com
minociclina. Sete dias: | e K, controle, J e L, |&gpticos sem tratamento com
minociclina. Um grupo de animais epilépticos faitédo com minociclina no tempo de

7 dias (M-N). Escala= 200um (A, B, E, F, I, J e ®)um (C, D, G, H, K, L e N).
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Figura 16: Numero de células ED1+ (microglia atajacha regido do hilo
hipocampal de animais controle, epilépticos sertarmanto (1, 3 e 7 dias apés
inducdo de SE) e epilépticos tratados com minogclk7 dias), em ambos os
hemisférios. SE induziu aumento da ativacdo mi@bgm 1, 3 e 7 dias, e 0
tratamento com a minociclina inibiu ativagdo midiamgem ambos os hemisférios,
em comparacdo a animais que ndo receberam tratanfgw0,05; **p<0,01;

*k<0,001).
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3.4 A INDUCAO DE “STATUS EPILEPTICUS” INDUZ INTENSAASTROCITOSE

EM DIVERSAS REGIOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

NOs investigamos os padrfes de ativacao de asisdeistrocitose) na primeira
semana apoés SE, utilizando o anticorpo anti-GFAP marcador classico de astrécitos

(GOMES-LEAL et al,, 2004).

Nos animais controle, tanto os astrécitos da SGt¢ptasmaticos) como os da
SB (fibrosos) da regidao hipocampal apresentaranactanisticas morfologicas de
células nédo ativadas, cuja principal caracterigtiegpresenca de ramificacdes proficuas
e corpos celulares ndo hipertréficos (Figuras 1X-BY Este resultado foi observado

nas regides limbicas previamente mencionadas lingteeido).

Nas regides CAl (Figura 17C-H), CA3 (Figura 18CeHjilo do giro denteado
(Figura 19C-H) houve conspicua ativacao astroeitqrie aumentou progressivamente
entre 3 e 7 dias apls a inducdo de SE. A ativaglimcétaria mencionada foi
caracterizada por aumento da imunoreatividade @&waP, com astrocitos apresentado
processos curtos e mais espessos, com hipertfiargo celular (Figuras 17-19C-H).
Resultados similares foram observados nas outgi8ese limbicas investigadas (nao

ilustrado).

3.5 O TRATAMENTO COM MINOCICLINA NAO ALTEROU O PADRO DE

ASTROCITOSE APOS A INDUCAO DE “STATUS EPILEPTICUS.”

Diferente do que ocorreu para a microgliose, @tnanto com minociclina nao
alterou o padrédo de astrocitose ao sétimo dia (&sgli7-191-J). Nos animais tratados
com minociclina, os astrécitos apresentaram magfaldoem ativada, compara a dos
animais tratados com solucéo salina (Figuras 17391
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Figura 17: Imunoreatividade astrocitaria reveladk pmunoshistoquimica para GFAP
na regiao CA1 do hipocampo. Animais controle seifepgia (A e B) e epilépticos
tratados com solucéo salina 1 (C-D), 3 (E-F) eas @G-H) apo6s a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatado com minociclina no tempo de7
dias (I-J). As setas brancas indicam astrocitafidiles. Escala= 200um (A, C, E, G, I);

20pm (B,D,F,H,J).
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Figura 18: Imunoreatividade astrocitaria reveladk pmunoshistoquimica para GFAP
na regiao CA3 do hipocampo. Animais controle seifepgia (A e B) e epilépticos
tratados com solucéo salina 1 (C-D), 3 (E-F) eas @G-H) apo6s a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatado com minociclina no tempo de7
dias (I-J). As setas brancas indicam astrocitafidiles. Escala= 200um (A, C, E, G, I);

20pm (B,D,F,H,J).
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Figura 19: Imunoreatividade astrocitaria reveladia pmunoshistoquimica para GFAP
na regido do hilo hipocampal. Animais controle sepilepsia (A e B) e epilépticos

tratados com solucéo salina 1 (C-D), 3 (E-F) eas dG-H) apos a inducdo de SE com
pilocarpina. Um grupo de animais epilépticos fatado com minociclina no tempo de7
dias (I-J). As setas brancas indicam astrécitadidiles. Escala= 200um (A, C, E, G, I);

20pum (B,D,F,H,J).
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3.6 A INDUCAO DESTATUS EPILEPTICUSIAO INDUZ PERDA NEURONAL
NAS REGIOES CA1, CA3 E HILO DO GIRO DENTEADO DO HIEAMPO NA

PRIMEIRA SEMANA APOS “STATUS EPILEPTICUS”

Como descrito na metodologia, 0s neurdnios piraiidias regides hipocampais
de CA1, CAS3 e hilo do giro dentado foram contadagmse avaliar se ocorre perda
celular na primeira semana apo0s inducdo de SE. aApds algumas alteracbes
morfologicas esporadicas (Figuras 20, 22 e 24),htitve perda celular evidente nas
regibes hipocampais investigadas, em relacdo dosa@ncontrole, segundo a analise
quantitativa implementada (Figuras 21, 23 e 25)suRados qualitativos similares
foram observados nos cortices peririnal, entorriladéra, piriforme e motor (néo

ilustrado), mas estes resultados nao foram queardidis.

O tratamento com minociclina ndo alterou o padi@eitbarquitetura neuronal

previamente descrito (Figuras 20M-N, 21, 22M-N, 28\1-N e 25).
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Figura 20: Imunoreatividade neuronal revelada palmoshistoquimica para NeuN na
regido de CAl do hipocampo. Um dia: A e C, coniridee D, epilépticos sem
tratamento com minociclina. Trés dias: E e G, adefr F e H, epilépticos sem
tratamento com minociclina. Sete dias: | e K, aalptrd e L, epilépticos sem tratamento
com minociclina. Um grupo de animais epilépticos tfatado com minociclina no
tempo de 7 dias (M-N). Escala= 200um (A, C, E, & & M); 20um (B, D, F, H, J, L e
N).
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Figura 21: Numero de células NeuN+ (neurdnios a

de SE) e

ducao

animais controle, epilépticos sem tratamento @,73dias apos in

Nao

epilépticos tratados com minociclina (7 dias), embas os hemisférios.

houve diferenca estatisticamente significativaeen grupos (p>0,05).
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Figura 22: Imunoreatividade neuronal revelada pelamoshistoquimica para NeuN na
regido de CA3 do hipocampo. Um dia: A e C, conirddee D, epilépticos sem
tratamento com minociclina. Trés dias: E e G, aleirF e H, epilépticos sem
tratamento com minociclina. Sete dias: | e K, aaletrd e L, epilépticos sem tratamento
com minociclina. Um grupo de animais epilépticos tfatado com minociclina no
tempo de 7 dias (M-N). Escala= 200um (A, C, E, & é M); 20um (B, D, F, H, J,L e

N).
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Figura 23: Numero de células NeuN+ (neurdnios adylha regido CA3 de
animais controle, epilépticos sem tratamento (&, Bdias apos inducéao de
SE) e epilépticos tratados com minociclina (7 dieas) ambos os hemisférios.

N&o houve diferenca estatisticamente significagivie os grupos (p>0,05).
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Figura 24: Imunoreatividade neuronal revelada palmoshistoquimica para NeuN na
regido do hilo hipocampal. Um dia: A e C, contrdeg D, epilépticos sem tratamento
com minociclina. Trés dias: E e G, controle; F eedilépticos sem tratamento com
minociclina. Sete dias: | e K, controle, J e L, |&gpticos sem tratamento com
minociclina. Um grupo de animais epilépticos faitdido com minociclina no tempo de

7 dias (M-N). Escala= 200um (A, C, E, G, I, Ke Mpum (B, D, F, H, J, L e N).

76



3 Controle/H direito

' 8- Pilocarpina/H direito
% 3 Controle/H esquerdo
E EA Pilocarpina/H esquerdo
54 @@ Minociclina/M direito

0 B Minociclina/H esquerdo
Z 0-

0+

Tempo de sobrevida

Figura 25: Numero de células NeuN+ (neurdnios adyltino hilo do giro

denteado de animais controle, epilépticos semnietiéo (1, 3 e 7 dias apds
inducdo de SE) e epilépticos tratados com minagc(i7 dias), em ambos os
hemisférios. N&o houve diferenca estatisticameigeificativa entre os grupos

(p>0,05).
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4. DISCUSSAO

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

Nesta dissertacdo, realizou-se inducdo de epilefusitbbo temporal em ratos
adultos com o uso de injecdes do agonista muscarfiiocarpina, para se estudar os
padrbes de ativacdo microglial, astrocitose e paslaonal em diferentes regides do
SNC, incluindo hipocampo, talamo, e coOrtices mofmetirinal, entorrinal lateral e

piriforme na primeira semana apoés a indugéo de SE.

Animais com SE, apresentando 60 min de crises d¢sines, desenvolveram
conspicua reposta inflamatoria, caracterizada puensa ativacdo microglial e
astrocitose em areas motoras e limbicas. Os padedascrogliose e astrocitose foram
progressivos, principalmente nas regides hipocasn@aingindo seu apice em 7 dias
apos a inducdo de SE. Nas regifes peririnais e leempmmigdaléide, a reposta
inflamatdria pareceu mais precoce, com pico nasgiros dias, diminuindo em 7 dias.
N&do houve perda neuronal nos tempos de sobrevidestigados. A tetraciclina
minociclina foi eficaz em diminuir a ativagdo mighal em todas as areas investigadas,

mas nao diminuiu os niveis de astrocitose.

O modelo da pilocarpina é um dos mais usados coodelm experimental de
epilepsia do lobo temporal, por mimetizar a conaligdmana, principalmente no que se
refere a recorréncia das crises e aos padroegdistogicos (TURSKIet al, 1989;
CURIA et al, 2008). Assim, apenas uma administracdo da dragssilplita a
ocorréncia de crises espontaneas, com alteracogsocamentais tipicas, progredindo

até SE (TURSKEt al, 1984; MELLOet al, 1993; CURIAet al.,2008).
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A inducdo das crises convulsivas depende da abvagé receptores
muscarinicos do tipo M1, o que generaliza a atwaggdinérgica, principalmente em
areas limbicas (HAMILTONet al, 1997; CURIAet al, 2008). A ativagdo de vias
colinérgicas é apoiada pelo fato de que outros iagen colinérgicos, bem como
blogueadores da fung&o colinérgica, como a atropitiizem crises convulsivas em
um padrédo similar ao induzido pela pilocarapina KBKI et al., 1984; EVANSet al,

1990).

Apesar do modelo da pilocarpina ser amplamenté@stzido, uma importante
contribuicdo desta dissertacdo foi a implementagdomodelo da pilocarpina no
Laboratério de Neuroprotecdo e Neurorregeneracdperiirental do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do.Hzste € um passo fundamental para

estudos futuros sobre a fisiopatologia e terap&ulécepilepsia.

4.2 OS PADROES DE ATIVACAO MICROGLIAL SUGEREM DIFERNTES
PADROES TEMPORAIS DE COMPROMETIMENTO TECIDUAL EM BERSAS
AREAS MOTORAS E LIMBICAS APOS A INDUCAO DE STATUS

EPILEPTICOS3

Neste estudo, avaliamos os padrbes de respostaghat na primeira semana
apos a inducdo de SE. Observamos intensa ativagé&oghial no hipocampo em
diversas regides motoras e do sistema limbicouimdb cortices motor, piriforme,
entorrinal lateral, peririnal e complexo amigda&idd padrdo inflamatorio pareceu
diferente entre algumas regides, com reacao inftammamais intensa em tempos

precoces nas regides rinais e complexo amigdaleidivacdo microglial progressiva
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em tempos mais tardios nas outras regides, in@utddbmo e hipocampo. Estes
padrées inflamatérios ndo foram descritos sisteraaténte em estudos anteriores,
apesar do relato classico que estas regibes madirapicas sao afetadas no modelo de

pilocarpina (TURSKEt al, 1984).

Essa diferenca temporal na ativacdo microglial dhbferentes regides
hipocampais pode estar diretamente relacionadaacordem em que as regides sofrem
o dano e/ou a importancia que elas possam vir @saptar no momento da descarga
epileptogénica. Uma regido envolvida em um momemimal da crise pode sofrer
alteragcOes estruturais e induzir ativagcdo micrbgiracocemente. Regides lesionadas
tardiamente, podem apresentar um padréo de ativagdoglial tardio. Segundo esta
hipotese, os padrdes de ativagdo microglial sergemo um indice histopatologico
importante do padrdo espacial e temporal de congtioranto tecidual durante a

epilepsia.

No modelo experimental estudado, os resultadosreogque regides limbicas
presentes nas regides peririnais e complexo anoigigakdo lesionadas primeiro, para
depois ocorrer lesdo em regides talamicas, hipoamsmg do coértex motor. Estudos
recentes apoiam esta hipotese, pelo menos no aqueroe ao cOrtex entorrinal, onde
sugeriu-se que hiperexcitabilidade em regifes pdHs desta regido, pode ser um foco
importante de alteracdes elétricas que irdo propsgydardiamente para outras regides

limbicas (BRAGINet al, 2009).

Relatou-se ativacdo microglial em regifes isoladpds inducdo de SE em
diversos modelos experimentais, incluindo o mod®tperimental por abrasamento
(EKDAHL et al, 2003; BONDEet al, 2006), injecdes de &cido cainico (AVIGNONE

et al, 2008) e pilocarpina (SHAPIRE& al, 2008). Nestes estudos, observou-se intensa
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e progressiva ativacdo microglial a partir da piiemsemana apos a inducdo de SE.
Existem evidéncias experimentais (EKDARL al, 2003; SOMERA-MOLINAet al,
2007) e apds epilepsia humana (CH®DalL, 2009) que a ativacado microglial excessiva
pode exacerbar o processo lesivo apés epilepsdaht&t al. (2003) propuseram que
inflamacéo prejudica a neurogénese basal que oconegnuamente na SGZ do giro
denteado no hipocampo e que tratamento antiinfamoatcom a tetraciclina
minociclina, um inibidor microglial classico, podestaurar os niveis basais de
neurogénese nessa regido (EKDAHKL al, 2003). Além disso, estudos recentes
sugerem a ativacado microglial excessiva contricariapa neurogénese andtmala que
ocorre no hipocampo apés crises convulsivas (YABIGal, 2010), o que pode

exacerbar o processo lesivo.

A resposta inflamatéria pode aumentar a suscegadbié de animais a
apresentar mais crises epilépticas (SOMERA-MOLIKAalL, 2007; GALIC et al,
2008). A inducéo de inflamac&do em uma fase predacada de animais, fez com que
0S mesmos apresentassem uma maior susceptibilidadses convulsivas e aumento
da excitabilidade neuronal na vida adulta (SOMER&INNA et al, 2007; GALICet
al., 2008). Este fendbmeno pode estar relacionadovacam microglial (SOMERA-
MOLINA et al, 2007) e astrocitica (GALI€t al, 2008). Outros estudos sugerem que
eventos inflamatoérios periféricos podem contrilpara o aumento da suscetibilidade de
animais a crises convulsivas, através da inducdaudwento da liberacdo de citocinas

pro-inflamatorias por astrocitos e microglia no SRIAZI et al, 2010).

Eventos inflamatorios podem contribuir para aegénde alguns tipos de
epilepsia humana (CHQdt al, 2009). Demonstrou-se que no encéfalo de @agng

com epilepsia intratavel o padrao de morte neurdifiaéa correlaciona-se com intensa
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ativacdo microglial e astrocitica, bem como comeisivmaiores de citocinas pro-

inflamatorias no parénquima neural (CH& &L, 2009).

As alteragbes teciduais nas circunstancias meadampodem ser a base neural
para diversas alteragbes funcionais relatadas edelo® experimentais de epilepsia,
bem como em humanos. Apos injecdo de pilocarpima, ewento histopatoldgico
marcante € a esclerose hipocampal, uma caractaristidamental da epilepsia humana
do lobo temporal (SLOVITERet al, 2005; CURIA et al, 2008). As reacdes
inflamatdrias nas regibes em torno da fissura keio@rtex piriforme e complexo
amigdaloide podem estar relacionadas as alterdedeiiais nesta regido, que podem
ser a base neural para o fato de pacientes apgem@nalucinacdes olfatorias, medo e
outras alteracBes limbicas na iminéncia ou ap&esitonvulsivas (CARDOSE al,

2009; GROTICKEet al, 2007; CURIAet al, 2008; LESTINGet al, 2011).

O tadlamo foi uma das regifes na qual a resposteogiial foi mais intensa a
partir do terceiro dia ap0s a inducdo de SE. Estedo histopatoldgico sugere que
alteracOes talamicas iniciam na primeira semana g0 Outros estudos relataram que
as alteracdes talamicas perduram por diversos nmes&s SE, principalmente nos
nacleos anteriores talamicos (BORGESal, 2003). Relatou-se que a estimulacéo
excessiva de nucleos anteriores do talamo € unmiemd importante para o aumento da
excitabilidade e para a generalizacédo das crisesutsivas apés SE (KANDEL, 2000;
HAMANI et al, 2009. A injecédo deagonistassABAérgicos, como 0 muscimol, nesta
regido ndo inibe, mas retarda o surgimento de srigvulsivas induzidas por

pilocarpina (BITTENCOUR'et al.,2010).

No presente estudo, a minociclina foi eficaz eminuir a ativagdo microglial

em todas as regides estudadas. Esta tetraciclima sendo usada como inibidor
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microglial em diversas doencas do SNC (YONGal, 2004). Apds isquemia, 0
tratamento com minociclina induz neuroprotecdo,imiindo em até 65% a area de
infarto cortical e 45% a area de infarto estrig@RJANHEIKKI et al., 1999). Apos
epilepsia, poucos estudos investigaram a eficaaiandhociclina como bloqueador
microglial. Relatou-se que o tratamento com miro@cdiminui a ativagdo microglial
no hipocampo apods SE induzido por estimulacdoiedétaumentando a neurogénese
enddgena hipocampal (EKDAH&t al, 2003). O tratamento com minociclina e outras
tetraciclinas diminui a perda neuronal no hipocarapds SE induzido por inje¢do de
penicilina (YILMAZ et al, 2006). Além disso, o tratamento com esta tetliaei
diminui a morte celular por vias dependentes e paddentes de caspases no
hipocampo ap0s a inje¢do de acido cainico (HE@L, 2006) e diminui a neurogénese

andémala hipocampal induzida por pilocarpina (YABIGL, 2010).

Os estudos mencionados anteriormente, sugeremaquéicdo da ativacao
microglial € uma terapia promissora para minimiaaperda celular apés SE. No
entanto, sua eficacia ocorre em tempos tardios §ihsquando a perda neuronal é
evidente. Neste estudo, avaliamos a resposta rniaro@ primeira semana apos SE,
um periodo no qual ndo acontece perda neurondfisgiva. No entanto, este estudo
mostra que alteracdes teciduais sutis ocorrem peewente apds SE. Além disso, a
resposta inflamatéria em regides extrahipocampmaB)o regides proximas a fissura
rinal, cortex piriforme e complexo amigdaloide nfwham sido sistematicamente
investigadas. Estudos futuros devem investigar,fatma quantitativa, a resposta
microglial no hipocampo e em outras regides lindidaem como a eficacia da
minociclina como agente neuroprotetor em temposico8 apds SE induzido por
pilocarpina. Um outro aspecto a ser investigado, cémo os padrdes

eletroencefalograficos sao alterados pelo trataonaarh anti-inflamatérios.
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4.3 OS PADROES DE ASTROCITOSE ACOMPANHAM OS DE MIORBLIOSE
APOS ‘STATUS EPILETICUS

Apo6s a inducdo de SE, observamos intensa ativagfiocitaria em todas as
regides investigadas. Esta astrocitose acompanhpadcdo de microgliose, 0 que
sugere que a gliose reativa € um excelente pamnmittopatolégico para avaliar

temporal e espacialmente as alteracdes teciduaiasa® iniciais apos SE.

A astrocitose é um achado proeminente em modelosriexentais de epilepsia,
bem como em pacientes com epilepsia do lobo terhgdH&SHIO et al, 2000;
KHURGEL et al, 1992; MIYAZAKI et al, 2003; PARKet al, 2003; SCHWARCZ,
2008; SHAPIROet al, 2008; YANGet al, 2010). Alguns estudos sugerem que a
astrocitose pode contribuir para as alteracdesoéblogicas ou lesdo tecidual apds
epilepsia experimental (NISHI@t al, 2000; KHURGELet al, 1992; MIYAZAKI et
al., 2003; PARKet al, 2003; SCHWARCZ, 2008; SHAPIR& al, 2008; YANGet
al.,, 2010). ApoGs crises convulsivas induzidas porasdimento, ocorre intensa
astrocitose, o que pode estar relacionado a esel&ipocampal e ao agravamento o da
crise convulsiva (KHURGEEet al, 1992). Outros estudos, utilizando o mesmo nwodel
experimental, sugerem uma correlacdo direta ersi®ctose e o0 agravamento das

crises convulsivas (MIYAZAKEt al, 2003).

Os astrocitos, além de indmeras outras funcdes nogreém a homeostase
tecidual normal, sé@o responsaveis pela absorcéacekilar de glutamato que, quando
em excesso, pode causar excitotoxicidade e mortgom& (ANDERSON &
SWANSON, 2000). Um possivel mecanismo do envolvimeastrocitario com a
fisiopatologia da epilepsia € a disfuncdo de trartagores de glutamato presentes na

membrana de astrécitos (TANAK@L al, 1997). Camundongos transgénicos que nao
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possuem o transportador glutamatérgico GLT-1 aptase crises convulsivas letais e

maior suscetibilidade a danos neuronais (TANA&tAL, 1997).

Ha relatos de que ativagdo de receptores ionctiépie glutamato do tipo
AMPA (VERKHRATSKY e STEINHAUSER, 2000) e alguns egtores
metabotropicos (NOTENBOOMt al, 2006), além de canais ibnicos dependentes de
calcio (VOLTERRA & MELDOLESI, 2005) podem estar aelonados a génese de
crises convulsivas. Este ultimo tem recebido espesiencdo recentemente pois €
sabido que o célcio pode induzir liberacdo de giata, contribuindo para a
propagacdo da excitabilidade da vizinhangca neur@ralmentando ainda mais o dano

neuronal na crise epiléptica (VOLTERRA & MELDOLEZDO05).

Acredita-se que alteracbes em astrocitos possarar estacionadas ao
desbalanco entre inibicdo e excitacdo neuronal BEVAD et al, 2011). A analise de
imagens obtidas por ressonancia magnética do dmcédé animais que sofreram
inducéo de epilepsia do lobo temporal medial pgjacéo de acido cainico revelaram
diminuicdo dos niveis de GABA em diversas regidgsdampais e nos cortices
entorrinal e piriforme (ALVESTADet al,, 2011).

Neste estudo, o tratamento com minociclina ndealte padrédo de astrocitose.
Este resultado esta de acordo com trabalhos amgriconfirmando que o tratamento
com minociclina possui um efeito sobre as célulaxayliais, mas ndo sobre outras
células gliais, incluindo astrocitos (YAN& al, 2010).

Estudos futuros devem ser realizados, utilizarelopbs de sobrevida mais
cronicos, para se estabelecer o perfil temporasti®citose no modelo de pilocarpina.
Abordagens que inibam a astrocitose devem ser mgrieadas para esclarecer o papel

da ativacéo de astrocitos na fisiopatologia deeppif.
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4.4 A INJE(;AO DE PILOCARPINA NAO INDUZ PERDA NEUROAL NA
PRIMEIRA SEMANA APOS A INDUQAO DE “STATUS EPILEPTIGS”

Neste estudo, ndo encontrou-se perda de neurleiold” em CA1, CA3 e hilo
hipocampal, 1, 3 e 7 dias apés inducdo de SE pocgopina. Este resultado estd de
acordo com estudos prévios (TURS#lI al, 1984; CURIAet al, 2008) que relatam
gue uma laténcia de, no minimo, duas semanas 8sdizepara a ocorréncia de perda
neuronal. Mello e colaboradores (1993) descreversaterose hipocampal 36 dias apos
inducdo de SE. Essa esclerose foi maior na reg@adCAI3 e apresentou correlacdo
positiva com o periodo silencioso. Isso signifiage gquanto maior a laténcia que o
animal apresenta para apresentar crises esponténesorrentes, maior € a perda
neuronal (MELLOet al, 1993).

O modelo da pilocarpina apresenta trés fases dennemtacao da epilepsia: (1%)
Fase aguda, dura de um a dois dias e é onde arategus epilépticus; (2%) Periodo
silencioso, que dura de 4 e 44 dias, o animal e&o drises epilépticas e (3?) Fase
cronica, em que o animal apresenta convulsfes &spas e recorrentes, que
manifesta-se entre 5 e 45 dias ap6s o SE (CURE, 2008). O declinio do nimero de
neurbnios apds SE, amplamente relatado em humanosi&os animais de epilepsia, é
conhecido como esclerose hipocampal. Durante estncd, alguns neurdnios
hipocampais sdo mais vulneraveis, como por exemplmterneurbnios inibitérios do
hilo hipocampal, o que gera um declinio da fungdbitoria no local (CURIAet al,
2008).

Provavelmente, a morte seletiva de certas popudagie interneurdnios
inibitérios do hipocampo contribua para o alastmatmedas crises convulsivas por

diminuir a inibicdo em torno do foco epiléptico (RIA et al, 2008).
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Em tempos mais tardios apés a inducédo de SE poae perda neuronal através
de mecanismos excitotoxicos (LIPTON & ROSENBER®@4.ITANAKA et al, 1997;
WEISSet al 2000). Indiretamente, a pilocarpina parece imitig, em fase tardia, no
aumento de concentracoes extracelulares de gluamag pode levar a uma cascata de
reacdes culminando na morte de neurénios (MELDRWL®®4).

Os padrbes de perda neuronal devem ser investigaddempos crénicos apos
a inducédo de SE por pilocarpina. E possivel quesestdrdes sejam diferentes em
regides hipocampais e extra-hipocampais, considerargue foi anteriormente descrito
com relacdo a resposta inflamatoria. Estes pagrégsm ser influenciados pela perda
de aferéncia e eferéncia hipocampal ap6s SE. Esfutiros devem investigar o papel
da inibicdo microglial e astrocitéria sobre a peselalar nas diversas regiées motoras e

limbicas investigadas nesta dissertagéao.
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CONCLUSOES

A administracdo de pilocarpina foi eficaz para mduSE em ratos Wistar

adultos, o que levou a implementacdo deste modglerienental em nosso

laboratorio ;

Apos SE, ocorre resposta inflamatéria precoce ergénada, caracterizada por
microgliose e astrocitose em diversas regides rasterlimbicas, com 4pice na
primeira semana no hipocampo e cortex motor e niasepos dias em outras

regides limbicas;

A injecao de pilocarpina ndo induz perda neuromahipocampo na primeira

semana apos a inducéo de SE;

A tetraciclina minociclina € um inibidor eficaz dévacdo microglial, mas nao

de astrocitose no modelo experimental investigado.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos futuros devem investigar os padrdes decdsise, microgliose e perda

neuronal em tempos de sobrevida crénicos apos&Eiao por injecdo de pilocarpina,

avaliando o potencial da minociclina e de inibidore astrocitos como agentes

neuroprotetores. Deve-se investigar, nestes @aRrpatds, o0s efeitos destes

procedimentos sobre a neurogénese hipocampal, bem os efeitos funcionais do

tratamento anti-inflamatorio com o uso de testemspmtamentais para a avaliacdo de

déficits hipocampais e motores.
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