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RESUMO

A epilepsia € uma doenca crbnica multifatorial de gravidade variavel,
caracterizada por um limiar mais baixo para excitacdo de circuitos neuronais. Essa
reducéo do limiar excitatorio de redes neuronais desencadeia convulsdes recorrentes,
e gera consequéncias neurobiolédgicas, cognitivas, psicoldgicas e sociais. A doenca
apresenta maior incidéncia em paises em desenvolvimento, e estd associada a uma
taxa de 30% de resposta refrataria aos medicamentos disponiveis. Fica evidente,
entdo, a necessidade por tratamentos alternativos, de melhor relagéo custo-beneficio
e baseados na fisiopatologia da doenca. O jejum consiste em um tratamento
alternativo com muito potencial, embora pouco explorado por apresentar resultados
variaveis na literatura. Para viabilizar estudos sobre os possiveis efeitos do jejum
sobre crises epileptiformes (e o envolvimento do sistema endocanabindide nesse
mecanismo), este trabalho apresenta a implementacdo de uma metodologia para
avaliacdo completa dos efeitos do jejum em crises epileptiformes agudas, tanto em
aspectos neurais quanto comportamentais. Neste estudo, nove ratos Wistar
receberam doses de 70 mg/kg do convulsivante Pentilenotetrazol (PTZ). Para os
bioensaios de inducdo de crises epileptiformes, uma céanula foi implantada
cirurgicamente no ventriculo lateral direito de cada rato e cinco eletrodos craniais
foram posicionados acima dos cértices cerebrais frontal, parietal e occipital. Apds a
recuperacao da cirurgia, os ratos foram conectados a um sistema de gravacao de
video-EEG sem fio. Os dados comportamentais foram classificados de acordo com a
escala revisada de Racine para crises epileptiformes induzidas por PTZ proposta por
Van Erum et al. (2019). Os perfis de registro eletroencefalografico (EEG) foram
inspecionados visualmente, por meio de rotinas de cédigo MATLAB desenvolvidas
para a definicdo de correlatos neuronais de crises epileptiformes comportamentais.
Os dados coletados replicam os padrfes eletrofisiolégicos reportados na literatura,
viabilizando pesquisas futuras com eletrofisiologia in vivo no atual grupo de pesquisa.
No presente estudo apresentamos protocolos otimizados de cirurgia, anélise de dados
eletrofisiologicos e consideracdes sobre aspectos metodoldgicos que podem ser

otimizados para pesquisas futuras.

Palavras-chave: Eletroencefalograma; Endocanabinéides; Epilepsia; Jejum;

Anticonvulsivante.

Neure ( pharma
L lab




ABSTRACT

Epilepsy is a complex chronic disease of variable severity characterized by a
lower neuronal threshold for recurrent unprovoked seizures. The disease has higher
incidence in developing countries and is associated with a 30% refractory response
rate, which reflects the need for cost-effective, pathophysiologically-based treatment
options. Fasting is an alternative treatment with a lot of potential, although it has been
little explored because it presents variable results in the literature. To enable studies
on the relationship of endocannabinoids in the possible effects of fasting on induced
epileptiform seizures, this work presents the implementation of a methodology for the
complete evaluation, both in neural and behavioral aspects, of the effects of fasting
upon induced acute epileptiform seizures. In this study, nine Wistar rats (approximately
290 g) were given 70 mg/kg doses of Pentylenetetrazole (PTZ) convulsant and
subjected to seizure induction bioassays. For the bioassays, a cannula was surgically
implanted at each rat’s right lateral ventricle and five cranial electrodes were placed
above the frontal, parietal, and occipital cerebral cortices. After surgery recovery, rats
were connected to a wireless video-EEG recording system. Behavioral data was
classified according to the revised Racine’s scale for PTZ-induced seizures proposed
in 2019 by Van Erum et.al., and electroencephalographic (EEG) recording profiles
were visually inspected using MATLAB code routines, developed for defining neuronal
correlates of behavioral seizures. The data collected replicates the electrophysiological
and behavioral patterns reported in the literature for PTZ-induced seizures, enabling
the use of in vivo electrophysiology for future research in our group. Finally, in this work
we present optimized surgery protocols, new coding routines for electrophysiological
data analysis and a set of considerations on methodological aspects that can be

optimized for future research endeavours from our group.

Key-words: EEG; Endocannabinoids; Epilepsy; Fasting; Anticonvulsant.
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1 APRESENTACAO

O padrao oscilatorio da atividade elétrica neuronal fundamenta a percepcao, a
consciéncia, 0s pensamentos e sentimentos que nos experimentamos (Mitra & Bokil,
2008). Sao neurdnios sensoriais que captam a luz, os cheiros, 0s gostos e 0s sons, e
transformam todas essas energias em um sinal neural. Sendo assim, pode-se
interpretar que o substrato fisiol6gico para a prépria esséncia humana estd embasado
na coordenacdo de um complexo sistema de células nervosas, intrincadamente
organizadas de forma a dispararem em padrdes ritmicos alternados, que terminam
por codificar, em padrfes elétricos, as percepc¢des cognitivas e sensoriais abstratas
da mente.

Durante essa fase inicial das Neurociéncias, os padrdes fluidos de atividade
neuronal eram desconhecidos pela comunidade cientifica, que tinha o foco das
Neurociéncias restrito a observacdo de comportamentos de pessoas com epilepsia a
partir da ablacéo focalizada de pequenas regides corticais. Nessa época, o estudo da
epilepsia foi pivotal na correlacdo entre regido anatdbmica e funcao fisiologica de
diferentes partes do cérebro (Kandel et al., 2014).

Hoje, os esforcos para a compreensdao da dinamica da atividade neuronal,
subjacente ao desenvolvimento de comportamentos abstratos complexos, se expande
para o desenvolvimento de toda uma area de conhecimento dentro das Neurociéncias:
a Neurociéncia de Sistemas (Mitra & Bokil, 2008). A presente dissertacéo trabalha
dentro do campo da Neurociéncia de Sistemas, propondo a utilizacdo de técnicas
atuais de eletroencefalografia (EEG) para retornar a solucdo do problema enfrentado
pelos primeiros neurocientistas, que procuravam elucidar a funcdo através da
observacédo do comportamento atipico.

O presente trabalho é separado em dois capitulos que exploram padrées
fisiologicos de atividade neuronal atipica associada as crises epilépticas. No primeiro
capitulo é explorado um possivel mecanismo fisiopatologico para o desenvolvimento
sistémico de crises epilépticas. No segundo capitulo inspecionaremos padrdes
eletrofisiolégicos a fim de apresentar marcadores experimentais correlatos ao
comportamento de crise epiléptica, contribuindo para a elucidagédo da fisiopatologia
das epilepsias, e o possivel desenvolvimento de novos alvos farmacoldgicos para

tratamentos inovadores.
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2 PRIMEIRO CAPITULO
2.1. INTRODUCAO
2.1.1. Panorama Mundial e Nacional da Epilepsia

A etimologia da palavra “epilepsia” remete as descricdes de crises epilépticas,
ou convulsbes, como estas eram relatadas na antiguidade: como ataques ou
possessOes, entendidas como de origens sobrenaturais. Desde o0s tempos
babildnicos, a epilepsia vem sendo historicamente descrita em meio ao estigma social
— 0 que pode explicar o isolamento, a falta de procura por tratamento, a alta taxa de
desemprego e a predominancia de alguns distarbios psicolégicos em pessoas
epiléticas, como ansiedade e depresséo (Ali, 2018; Guilhoto et al., 2021). Somente no
século XIX, cento e trés anos apos a escrita do primeiro livro moderno sobre epilepsia,
€ que essa doenca, de importante ocorréncia global, foi primeiro reconhecida por suas
caracteristicas fisicas e ndo-contagiosas. Neste periodo, a epilepsia foi descrita pela
primeira vez como uma disfuncao fisica do Sistema Nervoso Central (SNC), causada
pela repentina e paroxistica descarga neuronal (Ali, 2018; Guilhoto et al., 2021; Patel
& Moshé, 2020). Hoje em dia, a epilepsia é reconhecida como uma doenga complexa,
multifatorial, caracterizada pela predisposi¢cdo patolégica para convulsdes devido a
um limiar reduzido para a ocorréncia de episodios convulsivos recorrentes,
espontaneos e periodicos (Fisher et al., 2014).

A epilepsia é um dos disturbios cerebrais mais comuns, impactando multiplos
aspectos do bem-estar ao longo da vida de cerca de 70 milh6es de pessoas em todo
o mundo (em torno de 1% da populacdo mundial), com maior incidéncia e uma
possivel maior prevaléncia em paises em desenvolvimento (Fiest et al., 2017; Thijs et
al., 2019). A heterogeneidade da ocorréncia da epilepsia e sua maior incidéncia em
paises em desenvolvimento econdmico pode ser explicada tanto por fatores sécio-
geograficos (e.g., maior ocorréncia de trauma perinatal ou maior presenca de fatores

de risco para inflamacdes e parasitoses), quanto por fatores que influenciam na
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predisposi¢do genética a doenca, como consanguinidade ou histérico familiar de
epilepsia (Ali, 2018; Fiest et al., 2017).

O principal sintoma das epilepsias sdo as convulsdes epiléticas agudas. Os
grupos mais afetados por convulsGes epiléticas agudas sdo bebés e idosos,
caracterizando uma incidéncia de distribuicdo bimodal (Beghi, 2020; Fiest et al., 2017).
Com a atual reducéo da tendéncia global a epilepsia — que pode ser atribuida a uma
reducdo de fatores de risco ambientais (como o0 aumento da sanitizacdo) e a
introducéo de medidas preventivas das condicOes epileptogénicas (e.g., prevencgao
de traumas no periodo perinatal) — a distribuicdo da incidéncia da epilepsia tender& a
se tornar unimodal, afetando com mais frequéncia a populagéo idosa, o que é previsto
pelo aumento da expectativa de vida e a reducdo da taxa de mortalidade. Assim, a
atual prevaléncia reduzida da epilepsia em grupos de idade mais elevada, tendera a
aumentar, enquanto sera bastante reduzida em bebés (Beghi, 2020; Fiest et al., 2017).

A prevaléncia mundial de epilepsias ativas é aproximadamente 0.64% da
populacdo (Beghi, 2020). No Brasil, a prevaléncia da doenca ativa foi estimada em
0.54% da populagéo, variando de 0.16% até 0.82% dentre populag¢des de diferentes
classes socioeconomicas (Fantezia Andraus & Alves Borges, 2002; Noronha et al.,
2007). Assim, a prevaléncia no Brasil € semelhante a de paises em desenvolvimento,
predominando no pais a desigualdade no acesso ao tratamento contra epilepsia. Ha,
no Brasil, aproximadamente 3 milhdes de pessoas afetadas por epilepsias (1,4% da
populacdo do pais), e cerca de metade dessas ndo recebe tratamento adequado
(Fernandes et al., 2007). No pais, a doenca prevalece dentre populacdes em
vulnerabilidade econdmica e em pessoas acima de 59 anos (Li et al., 2007), com uma
prevaléncia de 0.85% em idosos (Noronha et al., 2007).

Ainda, a saturacao do sistema de saude durante a recente pandemia de SARS-
CoV-2, o estresse psicolégico e a dificuldade no acesso a medicamentos
antiepilépticos durante esse periodo podem ter resultado no agravamento da lacuna
ja existente no acesso a tratamentos contra a epilepsia no Brasil. Relatos de pessoas
com epilepsia e de profissionais de saude da area descrevem a piora na qualidade de
vida e 0 aumento na frequéncia de convulsdes em pessoas com epilepsia no Brasil
durante a pandemia, sendo o referido aumento na frequéncia de convulsées um
fendbmeno também descrito globalmente (Guilhoto et al., 2021).

A epilepsia se torna mais frequente em locais onde o risco de infeccbes €&

aumentado pela falta de saneamento basico e pela maior incidéncia de doencas
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infecciosas ou traumaéticas nao tratadas, como o HIV, meningites e outras (Ali, 2018),
0 que leva a um maior indice de mortalidade de pessoas epiléticas e maior incidéncia
da doenca em paises em desenvolvimento. Nesses locais, também prevalece um
maior numero de diagndésticos errdbneos, 0 que pode ser explicado pela falta de
equipamentos e condigbes diagnésticas apropriadas para caracterizacdo
sintomatolégica da doenca, ou pela indisponibilidade de medicamentos mais atuais e
com menos efeitos colaterais no mercado local dos paises em desenvolvimento
(Beghi, 2020). Consequentemente, aproximadamente 80% da populacao epilética de
paises de baixo poder aquisitivo ndo recebe tratamento efetivo ou é erroneamente
diagnosticada com epilepsia, com esse numero sendo reduzido para a ainda alta
porcentagem de 50% da populacdo em paises de médio poder aquisitivo (Ali, 2018;
Guilhoto et al., 2021). Um fator que contribui para tal estatistica € o forte estigma social
atrelado a doenca.

Apesar da grande disparidade entre paises de alto e baixo poder aquisitivo no
tratamento de epilepsias (Figura 1), existem popula¢des no Brasil que apresentam um
dos menores indices (menos de 10%) de pessoas epiléticas sem acesso a tratamento.
Além disso, ja foi demonstrado no Brasil a viabilidade da implementacao de tratamento
de custo acessivel contra a epilepsia por profissionais de saude béasica (Meyer et al.,
2010), e had um crescente esfor¢co para a conscientizacdo e a reducdo do estigma

associado a epilepsia no pais (Fernandes et al., 2007).
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Figura 1. Figura reproduzida, sem modificagées, do artigo “Epidemiological profile of epilepsy in low
income populations”, com autorizagdo da editora Elsevier (licenga n°® 56318920323302). A figura mostra
diferencas na prevaléncia, incidéncia e lacuna de tratamento na epilepsia entre alguns paises. A cor dos
circulos representa a classificagcao dos paises de acordo com a renda per capita; vermelho = baixa renda,
amarelo = renda média baixa, verde = renda média alta, azul = renda alta. P = prevaléncia de epilepsia
ativa, nimero de casos por 1.000 pessoas. | = Incidéncia de epilepsia, nimero de novos casos por
100.000 pessoas/ano. TG = gap de tratamento expresso em percentagem. # sem dado

Além da heterogeneidade da incidéncia de epilepsias entre classes socioecondmicas,
ha, ainda, uma tendéncia para maior incidéncia da doenca em homens (Fiest et al.,
2017). Ainda assim, ndo se deve subestimar o impacto dessa doenca entre mulheres,
pois essas sdo especialmente afetadas pela epilepsia devido ao ciclo hormonal
mensal feminino, as interagcBes farmacologicas de antiepilépticos com pilulas
anticoncepcionais, devido aos riscos associados a gravidez e também a maior
propensado a disturbios psicossomaéticos, que sdo complicadores tanto da condi¢cao
epilética quanto da busca por tratamento (Ali, 2018).

O objetivo atual para o tratamento da epilepsia consiste na total extingdo de
convulsbes, com minimo ou nenhum efeito adverso. Infelizmente, dentre os casos de
epilepsia, apenas 70% dos pacientes respondem ao uso de medicamentos, e somente
em 50% dos casos é atingido o objetivo de extincdo completa de convulsées com o

uso relatado dos medicamentos anticonvulsivantes presentes no mercado. Além
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disso, deve-se considerar que o custo por medicamentos pode ser um fator limitante
ao tratamento, em especial ao se considerar tratamentos de longo prazo (Ali, 2018).

No entanto, o presente foco na extingdo das convulsdes pode também ofuscar
a necessidade por tratar das diversas comorbidades associadas a epilepsia, o que
gera impactos severos na qualidade de vida de pessoas com epilepsia. Portanto,
deve-se atentar para a igual contribuicdo de caracteristicas tanto fisiopatolégicas
guanto sociais ao se avaliar o desenvolvimento e agravamento da doenca (Ali, 2018).
Para ressaltar a contribuicdo psicossocial da doenca, vale citar que o risco de
mortalidade é maior para pessoas com epilepsia, e que dentre os principais fatores
para tal risco, além da Morte Subita Inesperada em Epilepsia (SUDEP), encontra-se
o0 suicidio (Beghi, 2020).

2.1.2. Fisiopatologia da Epilepsia

A epilepsia € uma doencga crbnica, cujo desdobramento leva a modificacbes
neuronais permanentes, levando a frequente reincidéncia de convulsdes
espontaneas, que constitui o principal sintoma da epilepsia. Convulsées espontaneas
indicam um aumento transitério paroxistico da atividade encefalica, ndo estando
necessariamente atreladas a um diagnostico de epilepsia, a ndo ser quando
reincidentes (Kandel et al., 2014). Convulsdes podem ocorrer em praticamente todos
0S animais com um sistema nervoso desenvolvido, sendo assim, a pesquisa em
epilepsia ndo esta restrita a humanos, possuindo um longo historico de estudos
comparativos em animais, ja& que todo SNC é fundamentalmente propenso ao
desbalanco do equilibrio de excita¢@o-inibicdo neuronal, o que pode levar a um quadro
de atividade paroxistica (espasmos agudos involuntarios, ou crise epiléptica) (Grone
& Baraban, 2015). Em animais, durante a pratica veterinaria, sdo consideradas
convulsdes apenas as crises caracterizadas por movimentos tonico-clénico com
aparente perda de consciéncia, de origem genética ou idiopatica, sendo os demais
eventos epilépticos englobados como de origem “estrutural”, e denominados crises
epilépticas.

Crises epilépticas podem ser desencadeadas tanto pela exacerbacdo dos

circuitos neuronais excitatorios quanto pela desinibicdo de circuitos inibitérios
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(Scharfman, 2007). Podendo ser, portanto, causadas por multiplos mecanismos, que
incluem, mas ndo se limitam a, fatores genéticos, estruturais, metabdlicos,
imunolégicos e infecgdes (Scheffer et al., 2017). Alguns exemplos de promotores de
convulsdes sao: malformacdes congénitas, traumas mecanicos, acidentes
cerebrovasculares, febres, tumores, produgdo autoimune de anticorpos contra
proteinas de neuro receptores e, por fim, mutacbes genéticas, que podem ocorrer
tanto em neuro receptores quanto em canais ibnicos dependentes de ligante. Devido
ao fenbmeno de plasticidade neural, uma série de alteracfes fisiopatoldgicas séo
associadas a um cérebro epiléptico, as quais modificam irreversivelmente a
excitabilidade dos neurdnios, e podem causar morte neuronal por excitoxicidade
(Purves et al., 2012; Rang et al., 2016).

A fisiopatologia da epilepsia inclui um grande numero de consequéncias
neurobiolégicas, cognitivas, psicossociais e sociais, e a reducao ou melhoramento dos
episodios convulsivos constitui um conceito chave para reduzir as diversas
consequéncias da atividade neural sistémica atipica e excessiva durante o
desenvolvimento da doenca (Fisher et al., 2014; Scheffer et al., 2017). Na epilepsia,
as crises podem afetar o cérebro de diferentes maneiras, e a classificacdo de crises
epiléticas em diferentes tipos procura consolidar abordagens especificas para o
tratamento de diferentes causas e sintomatologias que podem ser associadas a
epilepsia, buscando contornar o factual desafio de se determinar a origem e 0 mais
apropriado curso de tratamento para cada paciente epiléptico (Ali, 2018).

Em humanos, e em modelos animais de convulsdes, que sdo comparativos da
condicdo humana, as crises epilépticas assumem um sistema de classificacdo mais
extenso do que na avaliacdo veterinaria. Sendo assim, as crises epilépticas podem
ser classificadas em: parciais (também denominadas focais ou locais), generalizadas,
ou nao-classificaveis (de inicio desconhecido), e podem ter intensidades e frequéncias
variaveis, e serem convulsivas ou nao (Yacubian, Elza Marcia Targas. Kochen, 2014).

Crises epilépticas parciais ocorrem em uma porcéo encefélica relativamente
limitada, ndo se espalhando por todo o encéfalo, e S0 menos severas e mais comuns
do que crises epilépticas generalizadas, em todos os grupos etarios (Beghi, 2020). Os
sintomas de crises parciais dependem da regido acometida do cérebro, e sao
geralmente precedidas por sintomas autondmicos ou psiquicos relacionados ao
aumento subito de atividade elétrica na regido cerebral do foco convulsivo. Esse

efeito, precedente a crises epilépticas, € denominado de “aura”, por gerar fenébmenos
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sensoriais atipicos que sdo comumente identificados pelos portadores da epilepsia,
gue aprendem a identificar a ocorréncia das auras como um aviso de uma crise
epiléptica iminente.

As crises epilépticas generalizadas s&o iniciadas em ambos hemisférios
cerebrais, e se espalham bilateralmente por todo o encéfalo, sem apresentar um inicio
focal ou sintoma precedente, e podem ser divididas em episédios convulsivos ou ndo
convulsivos, sendo os episédios ndo convulsivos também conhecidos como crises de
auséncia (Kandel et al., 2014; Yacubian, Elza Mércia Targas. Kochen, 2014). Os
episédios convulsivos mais comuns sdo as convulsdes ténico-clénicas, em que a
musculatura esquelética estriada se contrai de forma involuntaria em padrées que
alternam momentos de contracdo intensa (aumento continuo do ténus muscular), e
momentos de contracao-relaxamento repetidos e descoordenados (clonus muscular)
(Beghi, 2020; Kandel et al., 2014).

As crises de auséncia séo caracterizadas pela breve perda de consciéncia com
interrupcdo de toda a atividade motora, mas sem perda de controle postural, e
comumente ocorre em criangas, tendo sido denominada de “pequeno mal” por muitos
anos por assemelhar-se a um estado breve de transe, sem que o paciente tenha
posterior percep¢do do ocorrido. Esse tipo de crise possui caracteristicas singulares
e facilmente reconhecidas no sinal eletroencefalogréafico (EEG).

Ja as convulsdes ténico-clonicas séo caracterizadas por seu inicio abrupto e
pelas caracteristicas de contracdo e extensao muscular estereotipada, que podem
levar a perda de controle postural e perda do controle sobre fungdes fisioldgicas,
sendo denominado de “grande mal” devido a seus severos sintomas fisicos. Esse tipo
de convulséo néo é tao facilmente diferenciado de outros tipos de crises generalizadas
no EEG, e € comumente seguido por um periodo pos-ictal de supressao da atividade
elétrica neuronal, em que o paciente relata sonoléncia ou dor muscular (Kandel et al.,
2014). As crises generalizadas costumam ser prevalentes ao longo da vida (Fiest et
al., 2017), e sdo associadas a maior mortalidade em pessoas com epilepsia, assim
como as epilepsias noturnas e as refratarias a medicamentos. O risco de mortalidade
€ reduzido com a extingdo das crises, principalmente quando estas sdo convulsivas
(Beghi, 2020).

Os sintomas da epilepsia variam de acordo com a natureza das crises
epilépticas e a distribuicdo das descargas elétricas no cérebro, podendo afetar o

controle motor, a percepc¢do sensorial, 0 comportamento e o estado de consciéncia
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do individuo afetado pela doenca (Yacubian, Elza Marcia Targas. Kochen, 2014).
Sendo assim, crises epilépticas parciais (ou focais) sdo também classificadas de
acordo com o grau de comprometimento da consciéncia causado, e crises tanto
parciais como generalizadas séo, adicionalmente, sub classificadas de acordo com a
presenca de sintomas motores ou ndo (Beghi, 2020; Patel & Moshé, 2020; Yacubian,
Elza Marcia Targas. Kochen, 2014).

O substrato biologico da perda do controle motor, durante uma crise epiléptica,
consiste no espalhamento da atividade epilética para areas corticais envolvidas no
processamento e controle da atividade motora. A hiperexcitagdo de neurdnios no
cértex motor (M1), na area pré motora (APM) e na area motora suplementar (AMS),
regides corticais responsaveis pelo planejamento, direcionamento e execucao da
atividade motora, ocasiona movimentos descontrolados de extensdo e/ou contragao
muscular, caracterizando a sintomatologia ténica (hiperextensdo muscular), clonica
(contracdo muscular repetida) ou ténico-clénica (contracao seguida de hiperextensao
muscular, em padrdes estereotipados) das crises epilépticas.

O grau de acometimento do controle motor € um dos principais critérios para a
classificacdo de crises epiléticas (Bear et al., 2017; Yacubian, Elza Méarcia Targas.
Kochen, 2014). O grau mais intenso de crises epilépticas se da quando a frequéncia
da atividade epilética é ininterrupta, de forma que essa € classificada como Estatus
Epilepticus, condicdo que pode levar a morte (Rang et al., 2016). Apesar do grande
avanco nos sistemas de classificacdo de crises epiléticas (Fisher et al., 2017), ainda
€ necessario um conjunto de especialistas, equipamentos sofisticados e uma analise
holistica do paciente para atingir um diagndstico confiavel de epilepsia, que muitas

vezes nao € acessivel para populacdes de menor poder aquisitivo.
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2.1.3. Jejum e Canabindides no Tratamento de Epilepsia

Apesar do vasto conhecimento clinico e cientifico gerado nos ultimos 100 anos
sobre a epilepsia, ainda ndo ha consenso sobre as vias patologicas da epilepsia, nem
sobre o melhor alvo farmacoldgico para o tratamento da doenca (Thijs et al., 2019).
As opcdes de tratamento atuais sado focadas em solugcbes paliativas para controle
sintomatoldgico, cenério este que leva a um terco dos pacientes serem refratarios ao
tratamento farmacoldgico disponivel (Younus & Reddy, 2018). A avaliacdo da etiologia
da doenca é, portanto, fundamental para mudar a incerteza acerca do tratamento da
epilepsia. Assim, existe um grande interesse no desenvolvimento de métodos
alternativos de tratamento que visam esclarecer 0os mecanismos subjacentes a
doenca. Um método de tratamento alternativo que é relatado desde a antiguidade para
0 controle de convulsbes consiste na restricAdo alimentar transitéria, ou seja, na
implementacéo de jejum e outras dietas que simulam os efeitos metabdlicos do jejum,
como a dieta cetogénica (Bailey et al., 2005).

A dieta cetogénica foi introduzida como tratamento para epilepsia refrataria
ainda em 1921, e € bem consolidada como um método de reducédo da frequéncia de
convulsdes em criancas e adolescentes com epilepsia resistente a tratamento
farmacologico (Verrotti et al., 2020). A dieta cetogénica compartilha diversas
caracteristicas metabdlicas com o jejum, em especial, a producdo de corpos
cetdnicos, 0 que torna interessante o estudo do jejum no tratamento de epilepsias
refratarias a medicamentos. O principal corpo cetonico liberado na corrente sanguinea
durante a restricdo alimentar € o Beta-Hidroxibutirato (BHB). O BHB é um sinalizador
para producdo do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), que é um dos
principais reguladores da atividade neuronal, estando envolvido em mecanismos de
plasticidade e aumento de sinapses neuronais (Phillips, 2019).

Também foi demonstrado que corpos cetdnicos, como o BHB, influenciam no
metabolismo energético cerebral por meio da formac&o de mitocondrias, do aumento
da producdo de neurotransmissores inibitorios, da reducdo de excitabilidade da
membrana celular de neurdnios, da alteragdo da expressao de canais ibnicos e da
protecdo contra estresse oxidativo. Outros fatores importantes a regulacdo da
atividade neuronal que sdo aumentados durante a adaptacéo metabdlica ao jejum sao

a expresséo do neuropeptidio YY e a sintese de Acidos Graxos Poli-Insaturados, que
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possivelmente influenciam no equilibrio excitacdo-inibicdo neuronal, e podem,
consequentemente, atuar no controle de convulsdes (Verrotti et al., 2020).

O uso de jejum e dietas com restricdo alimentar para o tratamento de epilepsias
refratérias revela a substancial relacdo dessa doenga com o metabolismo fisioldgico.
O jejum ja foi demonstrado como terapia de prevencao e tratamento de diversas
doencas neurodegenerativas, dentre elas a epilepsia. Na epilepsia, o jejum demonstra
reduzir a severidade e a frequéncia de convulsées em humanos, e demonstrou
tendéncias ao mesmo efeito em outros mamiferos (Phillips, 2019).

Para além da simples restricdo caldrica, os beneficios do jejum sobre a saude
metabolica parecem estar associados a sua aplicacdo intermitente, funcionando como
um sistema liga-desliga. Enquanto a restricdo caldrica é uma abordagem continua, o
jejum intermitente induz dois estados metabdlicos opostos, alternando a utilizacdo de
corpos cetbnicos com a utilizacdo de carboidratos e glicose como fonte energética.
Durante a fase Ad Libitum (“a vontade”, traduzido do Latim), ou seja, de alimentagao
livre, sdo estimuladas vias metabolicas de reparo e crescimento, enquanto durante o
jejum séo estimuladas as vias de sobrevivéncia e reciclagem de metabdlitos (Phillips,
2019). Possivelmente, os efeitos benéficos do jejum sobre epilepsias sejam
explicados pela alternancia entre as vias metabdlicas de dispéndio e a reciclagem de
metabdlitos, que sao fundamentais a modulacao da atividade neuronal.

A adaptacéo do organismo de mamiferos ao jejum ocorre tanto por meio da
supressdo da atividade simpatica do Sistema Nervoso Autbnomo, quanto pela
supressdo de hormonios regulatérios associados a reproducdo e a tireoide, com a
ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Ahima, 1999). Tais mecanismos
de regulacédo culminam na otimizacdo da resiliéncia ao estresse, da bioenergética e
da plasticidade neuronal (Phillips, 2019). Essa adaptacédo leva a liberacdo de uma
série de horménios na corrente sanguinea em resposta ao estresse fisiol6gico
causado pelo jejum, primeiramente estimulando a liberacdo das reservas de glicose
do organismo (glicélise) e, com o prolongamento do tempo em jejum, adaptando o
metabolismo a producédo (cetogénese) e consumo de acidos graxos como fonte de
energia (Ahima, 1999; Malcher-Lopes, 2010).

Em especial, hormbnios esteroides, como os glicocorticoides, sdo aumentados
no sangue durante o jejum, estimulando o comportamento de hiperfagia (estimulo da
ingestao de alimentos) e a liberacdo de hormonios contra regulatorios como glucagon,

epinefrina e cortisol (Castonguay, 1991; Phillips, 2019). Os glicocorticoides liberados
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durante o jejum desencadeiam um controle de feedback negativo ndo gendmico no
hipotalamo, via mecanismo de sinalizacdo G proteica (Figura 2). Esse mecanismo
resulta na supresséo da liberacdo de glutamato pré-sinaptico por meio da liberagcao
de endocanabindides, que, por sua vez, levam a supresséo local da atividade neuronal
(Malcher-Lopes, 2010; Malcher-Lopes et al., 2006).
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glutamatérgico
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Figura 2. Imagem esquematica criada com BioRender.com demonstrando o controle por feedback ne-
gativo em neurbnios hipotalamicos, levando a supresséo local da atividade neuronal, com bloqueio de
liberac@o de hormonios esteroides em resposta ao estresse gerado pela restricdo alimentar

Os endocanabindides suprimem a atividade neuronal por meio da ligacao
enddgena a neuro receptores do tipo CB1 e CB2, que sdo amplamente distribuidos
tanto no sistema nervoso central como no periférico. Receptores CB1 se encontram
distribuidos no SNC, especialmente em redes neuronais GABAérgicas, mas também
em redes glutamatérgicas (Lu & Mackie, 2021), exercendo efeito inibitério sobre
ambas, e sendo, assim, pivotais aos sistemas de regulacdo da excitacdo e inibicao
sinaptica, que sdo alterados na fisiopatologia da epilepsia (Perucca, 2017). Esses
receptores sdo abundantes no Giro Denteado do Hipocampo, no Cerebelo e nos

Nucleos da Base (Malcher-Lopes, 2010), sendo essas regibes cerebrais
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particularmente envolvidas nos sintomas da epilepsia. Receptores CB2 sao expressos
na microglia e no Sistema Nervoso Periférico (SNP), e particularmente em vias
imunoldgicas (Perucca, 2017).

Por sua ampla distribuicéo, receptores CB1 e CB2 encontram-se envolvidos em
uma variedade de funcgdes metabdlicas e vias fisiopatologicas do SNC e do SNP. A
regulacdo dessas vias envolve a sintese e liberacdo de endocanabindides
(Basavarajappa et al., 2017). Os endocanabindides também s&o chamados de
Canabinbéides Enddgenos, pois essas substancias compartiham afinidade a
receptores CB1 e CB2 com os mais de 100 compostos ativos de plantas do género
Cannabis, os canabinoides.

Plantas do género Cannabis vém sendo descritas por seu potencial medicinal
desde o0 ano 2.700 Antes de Cristo, possuindo acdo analgésica, antiinflamatéria,
relaxante muscular, cognitiva, estimulando o apetite, inibindo o enjoo e sendo
descritas detalhadamente, ainda em 1843, como tratamento anticonvulsivante para
epilepsia (Perucca, 2017).

Dentre o0s canabindides, ja foi demonstrado e consolidado que o
Tetrahidrocannabidiol (THC) e o Cannabidiol (CBD) possuem atividade
anticonvulsivante no SNC (Reddy, 2017). No entanto, modelos pré clinicos
demonstraram efeitos variaveis do THC sobre convulsdes, apresentando consideravel
risco de agravamento de convulsdes, efeitos adversos e potencial dependéncia
farmacoldgica (Perucca, 2017). Consequentemente, o CBD é o Unico ja aprovado para
o tratamento de epilepsia refrataria, por ndo possuir propriedades psicoativas e
apresentar um perfil anticonvulsivante estavel (Cristino et al., 2019; Perucca, 2017).

Em 2018, a Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos dos Estados
Unidos (FDA), com base em trés estudos duplo-cego controlados por placebo
demonstrando as primeiras evidéncias concretas do potencial anticonvulsivante do
CBD (Perucca, 2017), aprovou o uso adjuvante de CBD no tratamento de convulsdes
nas sindromes de Dravet e Lennox-Gastaut. O CBD também ja foi demonstrado como
uma ferramenta adicional efetiva para a reducdo da frequéncia e severidade de
convulsBes epilépticas em adultos e, especialmente, em criangas com epilepsia
refrataria a medicamentos, e ja foi testado como tratamento para convulsdes em
diversas sindromes e desordens neuroldgicas, além da epilepsia (Cristino et al.,
2019).
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Outros canabinodides similares ao THC, mas que nado apresentam perfil
psicoativo, como o Tetrahidrocannabidivarin (THCV) e o Cannabidivarin (CBDV), vém
sendo cada vez mais estudados para aplicacdo em epilepsia e outras doencas
neurodegenerativas como Parkinson, desordens metabdlicas e algumas formas raras
de autismo (Cristino et al., 2019; Perucca, 2017). CBD e CBDV apresentam expressiva
propriedade anticonvulsivante e alta tolerabilidade, com resultados consistentes em
modelos animais pré-clinicos. Esses compostos nao séo ligantes expressivos de CB1
e CB2 e, portanto, ndo se caracterizam como moduladores do sistema
endocanabindide (Rosenberg et al., 2017).

Apesar dos grandes avancos recentes em terapias baseadas em canabindides,
o desenvolvimento dessas terapias € frequentemente bloqueado pela inespecificidade
dos efeitos centrais de canabindides, que, por se ligarem a receptores CB1
distribuidos por todo o SNC, podem acabar desencadeando diversos prejuizos
colaterais ao tratamento sendo estudado. A descoberta da atuacao de receptores CB2
no SNP e, em especial, da via de sinalizacdo enddégena para canabindides (sistema
endocanabindide), trouxe esperanca para o desenvolvimento seguro dessas terapias
por meio da elucidac&o das vias subjacentes a acdo de canabindides, impulsionando
inUmeros estudos pré-clinicos com o uso de endocanabindides. Esses estudos,
embora altamente promissores, ainda sdo sub explorados (Basavarajappa et al.,
2017; Cristino et al., 2019; Rosenberg et al., 2017).

Embora os mecanismos especificos pelos quais endocanabindides atuam
sobre convulsdes ainda sejam desconhecidos, ja foi demonstrado diversas vezes na
literatura que convulsdes epileptiformes induzidas em modelos agudos pré-clinicos
estdo diretamente relacionadas com a liberacdo de endocanabinoides no cérebro, e
gue estas sdo afetadas pela modulacdo de receptores CB1 e CB2 (Perucca, 2017).
Entretanto, sdo sugeridos tanto efeitos anticonvulsivantes como risco pré-convulsivo
durante a regulagédo e desregulacdo da sinalizacdo endocanabinéide no SNC, com
resultados variaveis e muitas vezes contraditorios na literatura atual (Rosenberg et al.,
2017), o que indica a necessidade por maior esclarecimento das vias subjacentes a
modulacdo do sistema endocanabindide, e o efeito de diferentes neuroreceptores
sobre convulsdes epileptiformes.

Foi demonstrado que, em modelos animais de convulsfes agudas, 0 agonismo
de receptores CB1 usualmente produz efeitos anticonvulsivantes, enquanto o

antagonismo seletivo desses (produzido, por exemplo, pelo AM251) tende a exacerbar
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convulsdes (Rosenberg et al., 2017). No entanto, essa generalizagéo n&o parece levar
em conta o mecanismo de inducdo de convulsdes nos diferentes modelos animais
utilizados. Por exemplo, seria esperado que o agonismo de CB1 melhore os sintomas
de convulsdes em modelos animais de indugéo de convulsdes pela estimulacao de
receptores excitatorios - como relatado para modelos de inducao por Pilocarpina, um
agonista de receptores excitatorios para Acetilcolina (Landgrave-Gomez et al., 2016).
No entanto, para modelos de inducédo de convulsdes por meio da desinibicdo de
circuitos inibitorios, como é o caso do PTZ, um antagonista de receptores para Acido
Gama-aminobutirico (GABA), seria esperado o efeito oposto, ou seja, a exacerbacao
de convulsdes, ja que endocanabindides intensificam o efeito de supresséao neuronal.

Assim, neste trabalho, questiona-se o mecanismo subjacente ao envolvimento
de endocanabindides nos possiveis efeitos do jejum sobre o controle de convulsées
epiléticas. Propomos aqui a utilizacdo de uma abordagem antagdnica, com a
avaliacdo da modulacdo de convulsdes por meio de endocanabindides liberados
durante o jejum, e a supressao dessa sinalizacdo por meio do AM251, que € um
farmaco seletivamente antagonista aos receptores CB1l. Espera-se que, por ser
utilizado um modelo de inducéo por PTZ, as convulsdes sejam exacerbadas durante
0 jejum, e que tais efeitos sejam comparativamente revertidos pela supresséo da acao
de endocanabindides causada pela administracdo de AM251 em nossos modelos

animais.
2.2. OBJETIVOS
2.2.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito do jejum e de canabindides endogenos na modulacdo de

crises epilépticas induzidas pelo modelo de convulsées agudas induzidas por PTZ.
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2.2.2. Objetivos Especificos

= Adaptar o protocolo cirdrgico do Laboratério de Neurofarmacologia da
UnB para implante cronico de eletrodos epidurais e de canula
intracerebroventricular;

= Implementar o protocolo de coleta de Video-EEG por meio do
equipamento wireless durante o modelo agudo de convulsées;

= Replicar os dados comportamentais sobre os efeitos do jejum sobre
convulsdes epileptiformes obtidos por Flavia Medeiros em 2011,

= Caso existam alteracBes diferenciais dentre os grupos jejum e com
alimentacao Ad libitum, avaliar se ha reversao das alteracfes associadas ao jejum
com a administracdo de farmaco bloqueador de canabindides AM251;

= Correlacionar as alteracbes comportamentais associadas a inducéo
guimica de convulsdes agudas e a eletrofisiologia associada;

= Estabelecer rotinas de analise do sinal eletrofisiolégico no ambiente de

programacao MATLAB;

2.3. METODOLOGIA

2.3.1. Aspectos Eticos

O manejo animal seguiu os principios éticos do Conselho Nacional de Controle
da Experimentacdo Animal (CONCEA) e da Lei Brasileira de Arouca (numero
11794/2008). Os animais foram alojados em grupos de, no maximo, cinco animais por
gaiola e mantidos em um ambiente controlado de temperatura de 24 graus e 12 horas
de ciclo claro/escuro.

Um grande esforgo foi empregado para garantir o maior bem-estar possivel aos
animais utilizados neste projeto, tanto antes, quanto durante os procedimentos de
cirurgia, perfusdo e eutanasia aqui relatados. Para minimizar o desconforto dos

animais durante a cirurgia de implante de eletrodos e canula, o farmaco Acepran
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(Acepromazina) foi adicionado a comum combinagdo anestésica de Cetamina e
Xilazina, por promover efeito de potenciacéo analgésica. A Acepromazina leva a maior
profundidade e duracdo da anestesia por meio do bloqueio central de dopamina, o
gue atribui mais ampla margem de segurancga e maior toleréncia ao protocolo cirdrgico
(Arras et al., 2001; Hajighahramani & Vesal, 2007). Ainda, durante o periodo pos-
cirdrgico, cada animal recebeu doses diarias do analgésico Meloxicam pelos trés
primeiros dias apds serem operados, a fim de minimizar a sensac¢ao de dor durante o
periodo de recuperacdo. Por fim, animais com comportamentos associados a dor e
distresse ndo previstos durante os experimentos eram concedidos o ponto final

humanitario, como forma de prevencao ao sofrimento animal.
2.3.2. Colaboradores

O trabalho que fundamentou essa dissertacdo foi arquitetado a partir de
diferentes colaboracdes estabelecidas no departamento de Ciéncias Fisiolégicas da
UnB. O professor Dr. Renato Jose Rodrigues Malcher-Lopes foi responséavel pela
proposicao inicial do projeto, o qual foi conceptualizado, ainda em 2011, pela
professora Dra. Marcia Renata Mortari (Coordenadora do grupo de pesquisa em
Neurofarmacologia da UnB), que também foi responsavel por ceder o espaco, a
expertise de sua equipe, e 0s equipamentos para o desenvolvimento dessa pesquisa
durante todo o seu curso (2011-2015 e 2019-2022). O projeto foi ultimamente
coordenado e desenvolvido pela autora, sob a orientacdo do professor doutor Fabio
Viegas Caixeta, contando com a contribuicdo préxima do professor Rafael Plakoudi
Souto Maior. Ainda, durante a execucao técnica do projeto, a autora contou com a
indispensavel colaboracdo de colegas pesquisadores filiados aos trés grupos de
pesquisa envolvidos. Em especial, das pesquisadoras e colaboradoras Mariana
Bicalho (que auxiliou a execucéo de todos os protocolos cirargicos), e Bruna Carvalho,
gue acompanhou todos os bioensaios de convulsdo. Demais pesquisadores seréo
citados a seguir em diferentes se¢des da metodologia, juntamente a suas respectivas

colaboracfes em partes especificas desse projeto.
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2.3.3. Animais

Dezesseis ratos Wistar machos (Figura 3) foram utilizados para os
experimentos aqui explicitados. Dentre os dezesseis ratos utilizados, um dos animais
foi excluido do estudo por erro de dosagem do convulsivante, quatro animais
morreram em decorréncia de complicacdes pos-cirdrgicas, e outros dois animais
foram excluidos devido a imprecisdes durante o protocolo de inje¢do de convulsivante.

Restando, portanto, nove animais para incluséo nessa pesquisa.

Figura 3. Um par de ratos Wistar machos em gaiola forrada com maravalha.

2.3.4. Farmacos

Os farmacos PTZ e AM251 foram utilizados, respectivamente, para inducéo de
convulsdes agudas, possibilitando a avaliagéo dos efeitos do jejum sobre crises epi-
leptiformes, e para avaliar o possivel envolvimento de endocanabindides no sistema
proposto de modulacao de crises epileptiformes. O AM251, N-(piperidin-1-il)-5-(4-io-
dofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida, é um antagonista espe-
cifico de receptores CB1, que foi administrado para induzir bloqueio seletivo de recep-
tores canabindides. O PTZ € um farmaco que age por desinibicdo de circuitos afetados
pela inibicdo da sinalizacdo GABAérgica, induzindo convulsdes.

~/
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O AM251 atua por um mecanismo de bloqueio dos efeitos inibitorios dos endo-
canabindides e de agonistas sintéticos canabinéides sobre a liberacéo de transmisso-
res por meio de sua acao nos receptores pré-sinapticos canabindides do tipo 1 (CB1)
no cérebro. Por outro lado, o mecanismo de ictogénese por meio da administracao de
PTZ (antagonista seletivo de receptores GABA — A) € baseado na reducdo quimica
da neurotransmissdo mediada pelo acido gama-aminobutirico (GABA) no SNC (Vilela
et al., 2017). Dessa forma, a inducdo de convulsdes é feita pelo método de bloqueio
da inibicdo neuronal mediada por GABA, reduzindo do limiar de excitabilidade de cir-
cuitos neuronais necessarios para desencadear convulsdes (Da Silva et al., 1998).

2.3.5. Delineamento de Grupos Experimentais

O presente projeto de pesquisa foi realizado por meio da inducdo de modelos
agudos de convulsdo em nove ratos machos (aproximadamente 290 g), da linhagem
Wistar. As convulsdes foram induzidas por meio da administracdo do convulsivante
guimico Pentilenotrazol (Sigma-Aldrich®, EUA), com seis animais recebendo injecdes
i.p. e outros trés recebendo injecdes s.c (PTZ, rota intraperitoneal - i.p. - ou subcutanea
—S.C.).

A dosagem de PTZ foi selecionada em concordancia com resultados
comportamentais obtidos anteriormente (trabalho de Iniciacdo Cientifica, Flavia Maria
Medeiros, Rafael dos Santos Bessa e colaboradores), realizada em 2011 pelo
laboratorio de Neurofarmacologia da UnB.

A avaliacdo do potencial modulatério de endocanabindides sobre as
convulsBes epiléticas foi realizada por meio da administracdo de AM251 (Tocris
Bioscience®, UK), um bloqueador sintético de receptores canabindides do tipo CBL1.
A avaliacéo dos efeitos do jejum foi realizada por meio da privacdo de comida em um
periodo de 24h.

Para a realizacao dos experimentos, os nove animais incluidos neste trabalho
foram subdivididos em quatro grupos experimentais de acordo com a condigao (jejum
ou alimentacdo Ad Libitum) e o tipo de tratamento (Salina ou AM251). Todos os
animais receberam uma injecao intraperitoneal (i.p.; N = 6) ou subcutanea (s.c.; N =

3) na dosagem de 70 mg/kg do convulsivante PTZ para induzir o modelo de convulsao
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aguda. Com isso, foram constituidos quatro grupos experimentais, de acordo com o
seguinte delineamento fatorial: PTZ, PTZ + Jejum, PTZ + AM251 em jejum e PTZ +
AM251.

Para cada um dos animais, foi realizado um dia de avaliagdo em condic&o
controle, em dia anterior a administracdo de PTZ, sendo utilizados como controle
injecdes i.p. (ou s.c.) e intracerebroventricular (i.c.v.) de solucédo salina, para que fosse
possivel parear os dados da condicdo sadia com a experimental em um mesmo
animal. A realizacdo de avaliagcéo controle foi implementada como forma de garantir
gue a interferéncia cirlrgica ndo houvesse desencadeado processo epileptiforme
prévio a administracdo de PTZ nos animais. Em cada animal foi implantada uma
canula guia no ventriculo cerebral lateral direito para injecdo (i.c.v) de AM251,

conforme sera detalhado na subsecédo de procedimento cirdrgico.
2.3.6. Procedimento Cirurgico

Todos os animais foram anestesiados via intraperitoneal (i.p.) com uma
combinacéo de Acepromazina (2,5 mg/kg), Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (8 mg/kg)
e posicionados em um estereotaxico (Stoelting-Standard) para cirurgia. Apos
tricotomia e assepsia do topo da cabeca de cada animal com iodopovidona, foi
fornecida anestesia local adicional com cloridrato de lidocaina, de acordo com as
etapas apresentadas no protocolo cirargico contido no Apéndice A. Em seguida, com
a superficie do cranio exposta, medidas estereotaxicas para posicionamento da
canula foram feitas com base na posi¢ao de bregma para ratos de aproximadamente
290 g, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (Paxinos et al., 2007), 2007: -0,8
mm caudal, -1,6 mm lateral, -3,4 mm ventral. A canula consiste de um fragmento de
agulha hipodérmica de 10 mm (BD 0,70 x 25 mm 22G) preparada com auxilio de um
paquimetro e micro retifica (Dremel Stylus) para garantir um tamanho uniforme das
canulas. Para avaliagcdo de EEG, foram posicionados cinco eletrodos, cada um deles
consistindo de um parafuso soldado com fio de cobre, nas coordenadas descritas na

Tabela 1, com base em bregma (Paxinos et al., 2007):
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Tabela 1 - Coordenadas estereotaxicas para posicionamento de canula e eletrodos, com base na
posicéo de bregma para ratos de aproximadamente 290 g

COORDENADAS: DESCRICAO DO POSICIONAMENTO DOS ELETRODOS:

+2 mm AP e +3 mm ML Sobre o lobo frontal esquerdo, usado como eletrodo de
referéncia e aterramento para os canais frontal e parietal

+2 mm AP e -3 mm ML Sobre o lobo frontal direito (canal frontal)

-2 mm AP e +3 mm ML Sobre o lobo parietal esquerdo (canal parietal)
-6 mm AP e +3 mm ML Sobre o lobo occipital esquerdo

-6 mm AP e -3 mm ML Sobre o lobo occipital direito

A montagem de EEG foi realizada cobrindo os lobos cerebrais frontal, parietal
e occipital (Figura 4). Canula e eletrodos foram fixados com acrilato dental, e, apds a
polimerizacdo do cimento, a canula foi selada com um fragmento de aco inoxidavel

para evitar sua obstrucao.

Figura 4. Animal, sob anestesia, durante protocolo cirdrgico para
implante de eletrodos e canulas. Note o esquema de posicionamento
utilizado para os eletrodos (parafusos) e cdnula (V).
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Apoés cinco a sete dias de recuperacdo da cirurgia, os roedores foram
conectados (Figura 5) a um sistema wireless com 3 canais de monitoramento por
video-EEG (Pinnacle Technologies, EUA, sistema 8200-K9-SE3) e foram submetidos
ao protocolo experimental para teste de inducdo aguda de convulsdes para
monitoramento comportamental, coleta e comparacdo em tempo real com dados de
EEG.

« Poid

{ fa

»
IR ADOSS G e T\
Bk, S T lL.._ o g 3
R 8 o i

?

o A
il Y <

-

i )
{9 N
5 .

Al O PN TV

Figura 5. Animal conectado ao headstage do sistema wireless 8200-K9-SE3 da
Pinnacle Technologies para captacédo de EEG.

2.3.7. Teste de Inducdo Aguda de Convulsdes

Para o protocolo de inducdo aguda de convulsdes (Apéndice B), o
convulsivante Pentilenotetrazol (PTZ) foi administrado via intraperitoneal (i.p.) em seis
animais e por via subcutanea (s.c.) nos outros trés animais. A inducédo quimica de
convulsbes epileptiformes foi realizada com sucesso ao replicarmos o método de
inducao e classifica¢do de convulsdes com PTZ por inje¢ao Unica, empregado por Jan

Van Erum e colaboradores em 2019 (Van Erum et al., 2019).
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Seguindo esse método, foi administrado, para cada animal dos grupos PTZ e
PTZ + Jejum, 3 puL de uma solugdo composta por 20% dimetil sulféxido (DMSO) em
solucéo salina via i.c.v. e, para os grupos PTZ + AM251 e PTZ + AM251 em jejum,
0,25 pg de AM251 por animal, diluidos em 3 pL da solucdo DMSO / salina em
proporcao 2:8. Trinta minutos apdés a administragdo i.c.v., cada animal recebeu uma
dose de 70 mg/kg de PTZ, ou de solucéo salina (em dias de experimento controle), e
foi colocado no ambiente experimental para ser flmado continuamente por uma hora.
Este procedimento foi realizado com todos os animais em ambas condi¢cdes (Ad
libitum e jejum).

A atividade de EEG e os registros simultaneos de comportamento convulsivo
foram gravados com os animais posicionados dentro de uma arena, cercada por um
cilindro acrilico de Plexiglass (Figura 6). O delineamento dos ensaios de convulsdes
foi pensado para possibilitar o registro de EEG em dois dias consecutivos, ja que
grande parte do interesse de analise do registro de EEG estava concentrada no
periodo de transicdo entre o sinal neuronal do animal resguardado de qualquer
procedimento experimental e o sinal com estabelecimento das crises epileptiformes
no EEG. Assim, foi registrado, para cada animal, tanto um periodo basal de 30 minutos
guanto um periodo de registro experimental de 1 h, em ambos os dias de coleta

(controle e ensaio de convulséo).

£

Imagem retirada do
manual de usuario
Pinnacle Technologies

Figura 6. Rato wistar posicionado em arena, cercada por um cilindro acrilico de Plexiglass, para
registro de video-EEG. Note que esse animal ndo possui restricdo de movimento, o que contribui
significativamente para uma analise comportamental mais acurada. A esquerda temos uma imagem
ampliada a partir do manual de usuario do equipamento utilizado, demonstrando um camundongo
com 0 mesmo equipamento de registro wireless.
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2.3.8. Aquisicao do Sinal de EEG

O registro eletroencefalogréafico foi realizado por meio de implante epidural
craniano de cinco eletrodos (Figura 7a), conforme descrito na secdo “Procedimento
Cirargico”. Cada eletrodo foi constituido de um pequeno parafuso metalico soldado a
um fragmento de fio de cobre, que, por sua vez, era soldado, durante o procedimento
cirdrgico, a um dos seis pinos metélicos de um conector Mill-max (Surface mount
socket for 0,15”-0,20”, double row, 0,050 pitch #853-43-006-30-01000) (Figura 7b).
Assim, era possibilitada a conducéo elétrica entre o liquido cefalorraquidiano (LCR)
do cérebro do animal, em contato com a ponta dos parafusos, e o sistema wireless de

captacao do sinal eletroencefalografico (Figura 7c).
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Figura 7. Esquema de montagem de eletrodos para coleta de EEG. A) Esquema figurativo da
posi¢do de implantagdo craniana de eletrodos e canula. B) Exemplo de conector Millmax soldado a fios
de cobre para permitir conexdo com eletrodos implantados. C) sistema de captacao wireless.

O referido sistema funciona de forma a mensurar a diferenca de potencial
elétrico entre pares de eletrodos, sendo EEG 1 e EEG 2 em relacédo a um eletrodo de
referéncia sobre o cortex frontal, e EEG 3A em relacdo a EEG 3B, ambos sobre o
cortex occipital. O sinal de EEG, é entéo filtrado, pré amplificado e digitalizado pelo
sistema de captacao, e enviado como sinal digital wireless para um Receptor de
Bluetooth USB conectado ao computador de registro.

Para os registros realizados, o sinal de EEG foi amostrado a uma taxa fixa de

256 Hz ou 1024 Hz, com um ganho de pré amplificacéo definido em 100x, seguindo
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as especificagdes do fabricante. O sistema wireless oferece a vantagem de realizar a
amplificacdo do sinal ainda acima da cabeca do animal (Figura 8), reduzindo a
presenca de artefatos de movimento (ruidos) no sinal de EEG, o que é particularmente
importante em modelos animais de convulséo. A taxa de amostragem utilizada foi
aumentada durante o curso do projeto para evitar o efeito de aliasing nos picos de
atividade convulsiva, que demonstraram exceder a amplitude maxima captada pelo

equipamento de registro.
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Figura 8. Sistema de captac&o do sinal de EEG. A esquerda podemos ver, em detalhe, a placa
de recepcao do sinal, e a direita temos a visdo superior do conector Millmax, apés este ser implan-
tado no animal. Ao lado do conector é possivel visualizar a entrada da canula para injecéo i.c.v,
recoberta por um fragmento de acgo inoxidavel.

2.3.9. Eutanéasia e Perfuséo

Apos finalizar o registro continuo de EEG e a filmagem comportamental do teste
de indugdo aguda de convulsdes, cada animal foi administrado com uma injecao
intraperitoneal de overdose anestésica. Para tanto, foi quadruplicada a dose de
Cetamina e triplicada a dose de Xilazina utilizadas no protocolo cirdrgico, sendo o
volume final da injecéo letal calculado de acordo com o peso de cada animal, seguindo
a formula: (dose em mg/kg * peso do animal em kg) / concentracao em mg/mL).

Depois de conferida a auséncia de reflexos motores nas patas do animal,
assegurando assim um nivel profundo de anestesia (do qual o rato ndo seria mais
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capaz de se recuperar), cada animal foi perfundido de acordo com o protocolo
apresentado no Apéndice C. As perfusBes foram realizadas por meio de puncao
cardiaca via ventriculo esquerdo. Apds eutanasiado e perfundido, o cérebro do animal
era removido por craniotomia, de forma a manter o cérebro o mais intacto possivel
(Figura 9), e 0 mesmo era reservado em solucéo refrigerada de formaldeido a 4%,

para posterior analise histologica e conferéncia do posicionamento da canula.

Figura 9. Cérebro retirado por craniotomia.
Note o dano tecidual causado pela cirurgia de im-
plantac@o de canulas e eletrodos.

2.3.10. Analise de Dados Comportamentais

Todos os animais foram registrados em video durante os testes de inducao
aguda de convulsdes realizados pela autora, tanto em visdo superior como em visédo
lateral (Figura 10), com os videos sendo temporalmente sincronizados. Os videos
laterais foram registrados para viabilizar a avaliacdo de convulsdes parciais,
expressadas por tremor de vibrissas e movimentos orofaciais. No entanto, ainda assim
ndo foi possivel obter, por meio dos videos de visdo lateral, a acuidade visual
necessaria para a analise de comportamentos motores finos associados as
convulsdes parciais. Sendo assim, apenas 0s videos de visdo superior foram

utilizados para as presentes analises.
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Figura 10. Ratos durante bioensaios para inducdo de convulsdes epileptiformes. A esquerda,
frame de video em visao lateral do animal. A direita, exemplo de frame de video superior.

Os videos de viséo superior foram anonimizados pela autora, para garantir uma
avaliacdo cega, e a analise dos mesmos foi realizada pela colaboradora M.Sc. Maria
Varela Torres Quintanilha, pesquisadora treinada na analise comportamental de
roedores. Durante a andlise, os comportamentos foram avaliados a cada frame (30
frames por segundo), em relacdo ao tempo do video, que era coordenado ao registro
de EEG na precisado de milissegundos. O registro por video superior foi fundamental
para a identificacdo de crises epileptiformes generalizadas, e caracterizou a técnica
de video-EEG utilizada nos presentes experimentos.

O registro do comportamento animal por video consiste em ferramenta chave,
sendo utilizado no mundo inteiro para a avaliagdo de crises epileptiformes em
roedores. Uma das principais vantagens de se acompanhar o registro de EEG por
video permite identificar momentos de aparente atividade paroxistica no EEG que séo,
na verdade, associados a comportamentos estereotipados dos animais (p.ex., ranger
0s dentes ou arranhar o chao).

Para avaliacdo dos comportamentos registrados em video, foi utilizada a escala
revisada de Racine para convulsdes induzidas por PTZ (Van Erum et al., 2019). Essa
escala (Figura 11) foi desenvolvida para reconhecimento dos padrbes

comportamentais tipicos de convulsdes induzidas por PTZ em camundongos.
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Figura 11. Reproduzida do artigo “PTZ-induced seizures in mice require a revised Racine scale’
(Van Erum et al., 2019), sem modificacdes, sob a licenca Creative Commons BY 4.0. A figura indica
a Escala adaptada para convulsdes induzidas por PTZ em 7 niveis, e 0s correlatos comportamentais
e eletrofisioldgicos encontrados pelos autores utilizando camundongos.

Apesar de desenvolvida para camundongos, a vantagem da utilizacdo da escala de
Van Erum e colaboradores para a analise de dados desse projeto esta em um
delineamento experimental de injecdo Unica de PTZ e com o uso de eletrodos
epidurais para o registro de EEG, assim como foi realizado no presente trabalho.
Entretanto, vale ressaltar que essa escala, proposta em 2019 por Van Erum et. al.,
consiste em uma extensao da classificacao dos padrdes epileptiformes propostos para
ratos em 2009 (Luttjohann et al., 2009), e de forma alguma desconsidera o uso da
mesma, que, até o momento de escrita deste trabalho, é considerada o padréo ouro
para avaliacédo de crises epileptiformes em ratos. Assim, apesar da escala proposta
em 2019 ter sido utilizada como referéncia para a inspecdo de correlatos
epileptiformes no EEG, ambas as escalas propostas para a inducdo de convulsées
agudas por PTZ foram avaliadas e levadas em consideracdo durante a classificacéo

comportamental dos modelos de convulsdes aqui desenvolvidos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Escala de Racine adaptada a partir de Van Erum et. al. (2019), para convulsdes indu-
zidas por PTZ

Escore | Comportamentos

0 Sem observacdo comportamental / tremor de vibrissas
1 Parada subita dos comportamentos
2 Movimentos orofaciais

Mioclonias de cabeca
Crise cl6nica na posicdo sentada

Crise clénica e/ou tdnico-clénica deitado de barriga, e/ou crise tdnica pura

6 Crise clonica e/ou tonico-clénica deitado de lado (perda de controle
postural) e/ou saltos violentos e rolamentos

7 Extensdo tOonica seguida de parada cardiorrespiratdria e possivel morte

2.3.11. Analise Histologica e de Posicionamento da Canula

Apoés realizado o protocolo de perfusdo e eutanasia para extracdo e
armazenamento do cérebro de cada animal, foi verificado o posicionamento da canula
guia utilizada para a injecdo i.c.v de AM251. Para isso, o tecido cerebral foi seccionado
manualmente de forma a expor a ablacéo realizada pela canula guia. A canula foi
considerada em posi¢cao correta somente quando foi possivel visualizar, em lupa, a
completa ablacéo da regido do cortex e do corpo caloso em que se inseriu a canula,
garantindo, assim, que houve acesso ao ventriculo lateral direito cerebral.

Ademais, para garantir a precisdo das coordenadas escolhidas para insercao
da canula durante o protocolo cirdrgico, os cérebros dos trés primeiros animais que
nao foram incluidos na analise histologica foram injetados, via canula, com azul de
metileno. Quando ambos os hemisférios foram corados em azul, se comprovou o
correto acesso ao ventriculo lateral direito e a precisdo do local de inser¢éo da canula
durante a cirurgia.

Para além da analise de posicionamento das canulas, foi realizada analise
histologica para contagem de neurbnios piramidais presentes nas camadas
hipocampais CAl, CA3 e Giro Denteado. Para isso, apdés a sec¢cao manual para
verificar o posicionamento da canula, o tecido cerebral de cada animal foi

adicionalmente seccionado em micrétomo, em cortes de 50 pm de espessura. As
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seccOes foram realizadas entre -2,6 mm AP e -3,6 mm AP, com base na posi¢cao de
bregma (Paxinos et al., 2007), e selecionadas em lupa por inspecao visual, seguindo
os padrdes morfologicos apresentados no atlas de Paxinos e Watson. A contagem de
células foi realizada por meio da marcacdo dos corpos celulares por corante Cresil
Violeta, aplicando a técnica de Nissl, com o objetivo de identificar mudanca na taxa
de morte celular interligada as alteracdes dos sintomas de convulsdes epiléticas
relacionados ao jejum.

Apos coradas, as laminas foram analisadas em microscopio Optico e foram
capturadas trés fotos, uma de cada regido de interesse (CAl, CA3 e Giro Denteado),
sempre na mesma posicdo anatdmica. Para a contagem do namero de células nas
fotos, foi utilizado o software Fiji Is Just Image J (FIJ)®. Nesse software, foram
delimitadas trés regides quadradas, sempre seguindo as mesmas coordenadas x e y
aproximadas, de forma que cada regido quadrada correspondesse a uma area fixa de
160 mmz. Foi, entdo, contabilizada a média do nimero de neurdnios piramidais por

milimetro quadrado em cada regido de interesse.
2.4. RESULTADOS PARCIAIS

2.4.1. Efeito do Jejum e do Bloqueio de Receptores Endocanabindides

nas Convulsdes Induzidas por PTZ

No presente trabalho foi avaliado o jejum como possivel modulador de
convulsdes epileptiformes induzidas por PTZ em ratos. Com essa avaliagcao
objetivamos replicar resultados animadores obtidos previamente em nosso grupo de
pesquisa (Figura 12), que demonstraram a reducdo de laténcia para o
estabelecimento de crise epileptiforme maxima em animais submetidos a jejum de 24
horas, assim como o aumento de duracao e intensidade das convulsdes induzidas por

PTZ durante o jejum.
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Figura 12. Grafico reproduzido com autoriza¢do da pesquisadora Msc. Flavia Maria Medeiros Go-
mes e colaboradores (Relatério de Iniciagcao Cientifica 2010-2011), denotando resultados obtidos pre-
viamente quanto a laténcia para estabelecimento de crise maxima em animais submetidos a dosagem
de 70 mg/kg de PTZ intraperitoneal. (*) Indica diferenca significativa entre os grupos PTZ 70 na condi-
¢ao ad libitum e quando submetidos ao jejum de 24 h. (#) Denota diferenca significativa em relacdo ao
grupo PTZ 70 no jejum

Entretanto, ndo foi possivel observar, no presente estudo, alteracdes
significativas entre animais com alimentacéo livre e aqueles submetidos ao jejum de
24 horas (Figura 13). Além de nao ser possivel verificar nenhum efeito do jejum sobre
a laténcia para a crise maxima, também néo foi possivel replicar qualquer efeito de
reversao do AM-251 sobre esse suposto efeito. Sendo assim, este trabalho ndo possui
dados que permitam abordar os efeitos do jejum na modulacdo de convulsGes

epileptiformes induzidas por PTZ.

DADOS ATUAIS: LATENCIA PARA CRISE MAXIMA
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Figura 13. Laténcia para estabelecimento de crise maxima em animais submetidos a dosagem de
70 mg/kg de PTZ e sujeitados ou ndo ao jejum de 24h. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
em jejum e com alimentacao livre (ad Libitum). PTZ (n =5), PTZ + Jejum (n = 3), PTZ + AM251 em jejum
(n=2) e PTZ + AM251 (n = 2).
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Existem algumas possiveis explicagbes para essa discordancia entre o0s
resultados comportamentais obtidos agora, em relacdo aos resultados obtidos em
2011, principalmente devido a altera¢gdes na rotina de cuidados dos animais durante
o periodo de emergéncia sanitaria imposto em razdo da pandemia de Covid-19, que
afetou sobremaneira o funcionamento de todos setores da Universidade.

Notadamente os animais empregados no estudo apresentaram um ganho de
peso semanal muito abaixo do esperado. A autora deste projeto ndo mediu esforcos
em realizar o acompanhamento de peso dos animais, garantindo pleno acesso a racao
e agua e também testando variacdes na dieta dos animais, em busca de aumentar a
propensdo desses ao ganho de peso, no entanto, decorreram-se meses sem que
fosse observado o aumento progressivo no peso dos animais em acompanhamento.

Portanto, devido aos limites de tempo para o desenvolvimento do projeto de
pesquisa, optou-se por mudar o foco das analises para a inspecdo de padrbes
eletroencefalograficos associados as convulsdes epileptiformes observadas
comportamentalmente, apresentados no capitulo dois dessa dissertacdo. Trabalhos
futuros de nosso grupo de pesquisa irdo retomar esses experimentos para a completa
avaliacdo comportamental e eletrofisiolégica dos efeitos do jejum e do bloqueio de

receptores CB1 sobre as convulsdes epiléticas induzidas por PTZ.
2.4.2. Achados Histologicos

A andlise de posicionamento da céanula foi inicialmente realizada para
determinar a inclusdo de animais em grupos administrados com AM251. Como a
analise por comparacao de grupos experimentais foi impossibilitada pela auséncia de
achados a favor do efeito do jejum sobre convulsbes epileptiformes, os preparados
histologicos ndo serdo utilizados para realizar a comparacdo entre 0 numero de
neurbnios piramidais entre grupos experimentais. A analise de posicionamento da
canula para garantir a correta injecdo de AM251 também néo se aplica aos parametros

analisados no presente estudo.
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3 SEGUNDO CAPITULO
3.1. INTRODUCAO
3.1.1. O Eletroencefalograma na Saude e na Doenca

A controversa ideia de que a atividade elétrica do cérebro poderia ser registrada
por um eletrodo e amplificada de forma a ser possivel plotar as mudancas de voltagem
neuronal, captadas ao longo do tempo por meio de um eletroencefalograma (EEG),
foi originalmente proposta por Hans Berger, em 1929. No entanto, a técnica foi aceita
apenas seis anos depois, em 1935, com a confirmagao das audaciosas proposi¢coes
de Berger (1929) por Jasper e Carmichael, paralelamente pelo grupo de Gibbs, Davis
e Lennox. Atualmente, o EEG € uma técnica consolidada tanto no meio cientifico como
em suas diversas aplicacdes clinicas (Luck, 2014). O monitoramento por EEG permite
a identificacédo clinica de profundidade anestésica, a pesquisa dos estagios e padres
do sono, a investigacdo de diversos processos cognitivos e, em especial, a
identificacao clinica de crises epilépticas, além da investigacédo de varias patologias
neuroldgicas como epilepsias, tumores, lesdes, derrames, doencas infecciosas, coma
e morte cerebral (Nunez & Srinivasan, 2006).

O EEG é um método de alta resolucdo temporal que permite acompanhar a
atividade dos neurdnios do cortex cerebral ao medir flutuacfes de tenséo elétrica entre
pares de eletrodos condutores (Jackson & Bolger, 2014; Luck, 2014). A atividade
neuronal é expressa por dois tipos de voltagens: Potenciais de Acao (P.A) e Potenciais
P6s-Sinapticos (P.P.S). Os P.A séo resultantes do rapido influxo e efluxo de ions, e
sdo conduzidos através da membrana celular de um neurbnio. J4 os P.P.S séo
gerados no processo de liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica
(liberacdo, esta, sinalizada por P.A), que, por sua vez, levam a abertura de canais
voltagem-dependentes préximos ao terminal sinaptico de um outro neurdnio. A
abertura de canais dependentes de voltagem no neurdnio pds-sinaptico gera um lento
e gradual influxo e efluxo de cargas ibnicas pela membrana celular, o P.P.S (Purves

et al., 2012). Dentre os potenciais de membrana celular, somente os P.P.S séo
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somados temporalmente de forma a serem captados pelo registro superficial de EEG.
Isso ocorre pois P.P.S sdo potenciais mais lentos e espacialmente localizados,
caracteristicas que permitem sua somacao temporal (Luck, 2014; Purves et al., 2012).

Como o EEG mensura a corrente elétrica que se desloca de maneira fluida
entre eletrodos, o sinal captado em cada um dos eletrodos é chamado de “voltagem”,
e indica a pressdo de deslocamento da corrente elétrica (Luck, 2014). Assim, o EEG
permite acompanhar de forma simples a atividade ritmica de grupos de neurénios ao
longo do tempo. Entretanto, isso somente é possivel devido ao fendbmeno de
conducdo de volume, que permite a dissipacdo passiva dos potenciais elétricos
neuronais (i.e., P.P.S) por meio do liquido cefalorraquidiano (LCR) até a superficie
cortical (Figura 14), onde a energia resultante da soma dessas voltagens elétricas sera
captada por eletrodos superficiais (Jackson & Bolger, 2014; Luck, 2014; Nunez &
Srinivasan, 2006).

Figura 14. Esquema adaptado, com permissao de “John
Wiley and Sons” (licenga n® 5318800360556), a partir do artigo
“The neurophysiological bases of EEG and EEG measure-
ment: A review for the rest of us”. A figura ilustra a dissipacao
passiva de potenciais elétricos de neurdnios corticais pos si-
népticos através de tecidos das meninges, do cranio e miscu-
los até a superficie cortical, onde ocorre sua captacao por ele-
trodos de registro.
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Da mesma forma que a atividade elétrica de uma Unica célula neuronal é men-
surada tomando como referéncia a diferenca de potencial (voltagens) através da
membrana celular, para que seja possivel mensurar inteiras populagdes de neurénios
por meio de potenciais extracelulares, resultantes da somacgé&o da atividade conjunta
de grupos de neurdnios, é necessario estabelecer uma referéncia elétrica para esse
sinal (Mitra & Bokil, 2008). Diferentes esquemas de referenciamento séo utilizados em
pesquisas eletroencefalograficas com roedores, influenciando diretamente o sinal ob-
tido (Kadam et al., 2017).

Como toda técnica, o EEG possui suas limitagdes. A conducao de volume reduz
a precisao espacial do EEG, ja que a soma de voltagens neuronais apenas sera
dissipada de forma a atingir a superficie cortical se possuir intensidade suficiente para
tanto. O fendmeno de conducgao de volume também impossibilita a captacao de PA’s
de neurdnios unitarios no EEG, pois as voltagens correspondentes a esses potenciais
unitarios serdo somadas ou canceladas entre si, antes que atinjam a superficie cortical
(Luck, 2014). Consequentemente, somente sao registradas no EEG voltagens
ocorrendo aproximadamente ao mesmo tempo em milhdes de neurdnios
espacialmente alinhados, de forma a potencializar a magnitude das voltagens
resultantes.

Outra limitacdo decorrente da baixa resolucdo espacial do EEG consiste na
captacao de sinal proveniente de qualquer fonte proxima, e ndo so a atividade elétrica
do cérebro, o que leva a introjecao de ruido no sinal. Chama-se de ruido toda atividade
elétrica inespecifica captada pelo EEG, o que corresponde a qualquer atividade
elétrica ndo associada diretamente ao cérebro, ou até mesmo um sinal neuronal que
nao seja de interesse do pesquisador. Exemplos de ruido s&o: a atividade elétrica dos
musculos da cabeca, dos olhos e do rosto, a eletricidade dissipada através de saidas
elétricas na sala de registro e a interferéncia de outros aparelhos eletrénicos e fontes
de alimentacdo proximas, como baterias. Portanto, uma medida importante para o
registro de EEG € a Raz&o Sinal-Ruido (do inglés, SNR), cuja medida indica a
gualidade do sinal neuronal de interesse em relacdo a quantidade de ruido captado
(Jackson & Bolger, 2014).

Em resumo, o EEG é um método limitado & captacdo da atividade conjunta de
centenas de milhares de pequenos neurénios corticais, com a utilizacéo de eletrodos
colocados sobre o couro cabeludo, ou até mesmo dentro do cranio, para melhorar a

resolucdo espacial do sinal. Ainda, o sinal captado no EEG devera ser filtrado e
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amplificado, de forma a isolar a atividade neuronal, aumentando o valor de SNR. As
células mais tradicionalmente registradas por meio de EEG sdo o0s neurdnios
piramidais corticais, que sédo espacialmente alinhados de forma perpendicular a
superficie encefalica favorecendo sua captacao (Jackson & Bolger, 2014; Luck, 2014).

A maior vantagem oferecida pelo EEG, por outro lado, consiste em sua alta
precisdo temporal. Isso ocorre porque os dados captados pelo EEG séo interpretados
computacionalmente em padrdes ciclicos, o que permite a leitura das flutuacdes de
tensdo elétrica que ocorrem nos neurbnios em razdo do numero de ciclos por
segundo, que sdo medidos em Hertz. Assim, € possivel visualizar a distribuicdo de
voltagens extracelulares resultantes da troca ibnica gerada pela atividade neuronal ao
longo do tempo, a cada milissegundo. Em sintese, cada eletrodo de EEG age como
um condutor elétrico, captando e registrando digitalmente a soma das voltagens
neuronais proximas ao local de registro, a cada instante no tempo.

O EEG é um equipamento de baixo custo (relativo a equipamentos
semelhantes), que possibilita a translacao entre pesquisas pré-clinicas em roedores e
tratamentos clinicos em humanos epilépticos. Portanto, as caracteristicas dos
equipamentos de eletroencefalografia tornam esta técnica extremamente vantajosa
para 0 estudo da atividade neuronal na salude e na doenca (Kadam et al., 2017;
Maheshwari, 2020). Inclusive, o advento do EEG possibilitou o primeiro acesso direto
ao estudo da funcdo cerebral (Patel & Moshé, 2020). Em particular, o EEG é
extremamente adequado para o estudo dos correlatos da atividade cerebral com as
manifestacdbes comportamentais, a cada segundo, durante a ocorréncia de crises
epiléticas. A atividade epileptiforme observada no EEG durante a investigacao
diagnostica de epilepsia é bastante similar entre humanos e outros mamiferos. Em
especial, as caracteristicas fisicas do sinal elétrico neuronal como fase, frequéncia e
amplitude do sinal, s&o comuns entre humanos e roedores (Kadam et al., 2017,
Maheshwari, 2020).

Os padrdes eletroencefalograficos mensurados pelo EEG constituem uma
ferramenta chave para o correto diagnostico, classificacao e identificacéo precoce dos
diferentes tipos de crises epiléticas, sendo introduzido como método de rotina para
localizagdo e remocéao cirdrgica de focos epileptogénicos (Patel & Moshé, 2020).
Entretanto, ndo existe, até o presente momento, um padrdo consolidado na literatura
para a deteccdo de correlatos eletroencefalograficos de crises epilépticas

(Maheshwari, 2020). Novas ferramentas para deteccdo de crises epilépticas estao
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sendo continuamente desenvolvidas por variados laboratérios, utilizando diversas
metodologias tanto de forma manual, por meio de técnicas de processamento de
sinais, quanto pelo desenvolvimento de métodos automatizados (Figura 15) com o0 uso
de Inteligéncia Atrtificial (Acharya et al., 2013; Liu et al., 2021).
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Figura 15. Imagem reproduzida do artigo “EEG seizure detection and prediction algorithms:
a survey”, sob a licenga Creative Commons BY 4.0. Figura denota exemplo de sinal de EEG con-
tendo crise epiléptica. Periodos identificados por software automatizado, demonstrando o uso de
tais ferramentas na area. Repare a identificacdo visual clara de periodos de crise, denotando a
relevancia do EEG na classificacéo e diagnéstico de crises epilépticas.

Em humanos, a epilepsia € diagnosticada a partir da recorréncia periédica de
convulsdes espontaneas. ApGs uma primeira convulsdo espontanea, a chance de
recorréncia € reduzida com o passar do tempo, com aproximadamente 50% das
recorréncias ocorrendo dentro de seis meses da primeira convulséo (Beghi, 2020). A
caracterizagd@o da convulsdo inicial por EEG, e a documentagéo do inicio do primeiro
episodio convulsivo sao os principais preditores da possibilidade de recorréncia, assim
possibilitando diagndstico de epilepsia (Beghi, 2020). Apesar de técnicas de
neuroimagem como a ressonancia magnética funcional também serem uma
importante ferramenta diagndstica, principalmente na deteccdo de focos e lesdes
epileptogénicas, essas técnicas costumam apresentar restricdes relativas ao alto

Neur)q pharma
A lab




51

custo e baixa acessibilidade, e de forma alguma excluem a essencial importancia
diagnéstica do EEG (Ali, 2018).

3.1.2. EEG Aplicado A Modelos Animais Em Epilepsia

Um modelo animal de epilepsia faz referéncia a uma espécie animal que se
torna propensa a desenvolver convulsdes, seja de forma direta (induzida) ou de forma
hereditaria. Existem variados modelos animais que sdo utilizados na pesquisa em
epilepsia, incluso gatos, cachorros, coelhos, porcos, aves, sapos Xenopus e até ledes
marinhos, ja que essencialmente todos os animais com SNC sdo passiveis ao
desenvolvimento de convulsdes (Grone & Baraban, 2015). Os modelos animais mais
comuns em epilepsia sdo conduzidos em roedores, possivelmente devido ao seu
tamanho reduzido, facilidade de criacéo e rapida reproducédo. No entanto, as espécies
mais afetadas pela epilepsia sdo as espécies caninas, com uma prevaléncia entre
0.6% e 0.8% de caes epilépticos, 0 que torna essa doenca também de interesse
veterinario (Garcia-Belenguer et al., 2021; Grone and Baraban, 2015; Ldscher, 1999).

Os diversos modelos animais existentes podem ser classificados como
modelos de crises epiléticas (que retratam o sintoma de convulsdes, caracteristico da
epilepsia) e modelos de epilepsia idiopatica, que retratam a condicdo crénica e
espontanea. Modelos que simulam a condi¢cdo patoldgica da epilepsia podem ser
obtidos a partir de manipulacdes genéticas, de forma a gerar animais propensos a
convulsdes espontaneas recorrentes ou animais propensos a convulsées provocadas
por estimulo externo (e.g. feixes de luz, estimulo sonoro alto, etc.) (Léscher, 2011).

Modelos animais do sintoma de crise epiléptica sdo incutidos em animais
saudaveis, e podem ser induzidos de forma elétrica ou quimica. A inducdo pontual de
convulsbes é denominada de modelo agudo. A inducdo repetitiva de crises
epileptiformes, de forma a gerar um estado de crise que se torna cronico, € chamado
de “kindling”. A indugédo pontual desencadeando um estado crénico irreversivel de
crises (Estatus Epilepticus) constitui em um terceiro tipo de modelo animal, que, por
sua vez, leva a ocorréncia de crises epilépticas recorrentes e espontaneas

posteriormente ao Estatus Epilepticus (Léscher, 2011).
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O modelo de indugéo de crises epilépticas por PTZ pode ser estabelecido de
forma aguda ou de forma crénica, em kindling (Loscher, 1999; Littjohann et al., 2009).
O estabelecimento do estado de kindling ocorre porque, apesar do farmaco PTZ
possuir uma meia vida de aproximadamente 2 h e 30 min (Esplin & Woodbury, 1956),
a metabolizacdo do mesmo gera alteragcbes de longo prazo no SNC, que sé&o
conhecidas por reduzir o limiar de excitabilidade dos circuitos neuronais, tornando-os
propensos a crises epileptiformes atraves, por exemplo, da facilitacdo da ligacdo de
glutamato a membrana neuronal (Schroder et al., 1993), o que acarreta um estado
crénico de crise. No presente trabalho, optou-se por utilizar o modelo agudo de
convulsdes epileptiformes generalizadas, quimicamente induzidas por PTZ, jA que
esse estudo revolveu em torno da avaliacdo pontual da influéncia do jejum, e da
presumida acao canabindides enddgenos, sobre o sintoma de crise epileptiforme.

Assim como o PTZ, a maioria dos modelos animais em epilepsia séo de crises
epilépticas agudas induzidas em animais nao epilépticos, apesar de se ter
conhecimento de que modelos conduzidos em animais que desenvolvem a condi¢cao
patolégica crbnica da epilepsia sdo mais proximamente relacionados a condigcao
observada em humanos. (Loscher, 2011). Ainda prevalece, porém, a ampla utilizacao
de modelos de indugdo aguda de crises epilépticas, pois estes modelos continuam a
apresentar alto valor preditivo na clinica e sao valorizados por apresentarem métodos
simplificados de inducéo elétrica e quimica (Léscher, 1999).

A grande abrangéncia de possiveis modelos de estudo explica o historico uso
de animais nas pesquisas translacionais em epilepsia, especialmente para o estudo
comparativo da anatomia e fisiologia do SNC (Grone & Baraban, 2015). Apesar de
ocorrer historicamente, o uso de modelos animais em epilepsia € um assunto
contemporaneo, ja que nao existe, atualmente, um método substitutivo ao emprego
de animais para o estudo das alteracdes fisioloégicas e comportamentais associadas a
epilepsia, sejam elas permanentes ou transitdrias (Kandratavicius et al., 2014).

Assim, a relevancia do uso de animais para inducao de convulsées agudas ou
cronicas se da pela inigualavel capacidade de induzir e simular, nesses animais, a
gama sintomatoldgica que caracteriza o desenvolvimento de epilepsias, incluindo as
mais variadas modificacbes comportamentais e neuronais que desencadeiam crises
epilépticas. Ademais, modelos animais de convulsbes e epilepsia possuem
fundamental aplicabilidade na investigacdo dos mecanismos responsaveis por

desencadear crises epilépticas (ictogénese) ou epilepsias (epileptogénese), assim
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como na busca por meios de supressao dos sintomas de crises epilépticas. Entéo,
modelos de convulsdes e epilepsia em animais sao indispensaveis tanto na pesquisa
de base dos mecanismos subjacentes a doenca, quanto na descoberta e no
desenvolvimento pré-clinico de novos compostos de acdo anticonvulsivante e
antiepilética.

Algumas etapas do desenvolvimento pré-clinico de farmacos que dependem
do uso de animais sdo: a avaliacdo de eficacia anticonvulsivante, a avaliacdo de
resisténcia ao farmaco, comparacdo de efeitos adversos, avaliacdo da duracdo de
efichcia durante tratamentos crénicos, o calculo de dosagem para concentracao
plasmética efetiva e a caracterizacdo dos mecanismos de acdo subjacentes ao
desenvolvimento de convulsfes e epilepsia - demonstrando, assim, a importancia de
tais animais na pesquisa em epilepsia (Loscher, 2011, 1999).

Apesar da grande relevancia e das diversas aplicacdes de modelos animais de
epilepsia demonstrada anteriormente, € importante ressaltar o fato de que esses
modelos animais constituem uma representacdo simples de sistemas mais
complexos, de forma que ndo existe um unico modelo animal capaz de reproduzir a
condicdo epiléptica humana em sua totalidade. Assim, se torna essencial a selecdo
dos aspectos especificos da condi¢cdo a ser avaliada, e a selecdo do tipo de modelo
animal que serd capaz de simular tal aspecto (Grone & Baraban, 2015; Ldscher,
2017). Somente desta forma é possivel assegurar a relevancia do uso de animais
como modelo no importante estudo da fisiopatologia de doengas como a epilepsia.

A selecao de um modelo animal pode ser validada por atender um ou mais dos
seguintes critérios: 1) quando o modelo animal apresenta Validade Aparente (do
inglés, “Face Validity”), ou seja, é capaz de reproduzir as caracteristicas fenotipicas
de uma doenca (por exemplo, reproduzir sintomas de convulsdes); 2) quando o
modelo se demonstra responsivo aos tratamentos clinicos empregados em humanos,
apresentando assim Validade Preditiva; e 3) quando o modelo apresenta Validade de
Construto, atingindo o critério ideal de reproduzir os mecanismos fisiolégicos
subjacentes a doenca estudada (Grone & Baraban, 2015; Kandratavicius et al., 2014).

Além da selecdo do modelo animal a se utilizar, € importante selecionar a
técnica mais adequada ao modelo animal e ao estudo sendo conduzido. Na busca
pela elucidacdo dos mecanismos neurobiolégicos associados a epilepsia, a técnica
de video-EEG se consolidou como protocolo base (Kadam et al., 2017). A avaliacéo

por EEG possibilita o acompanhamento de diferentes padrdes de atividade elétrica

Neure ( pharma
L lab




54

cerebral, incluso padrdes neuronais correspondentes as mais diversas causas,
sintomas e expressoes fisioldgicas da epilepsia. Além disso, 0 EEG possui especial
importancia no diagnostico, no tratamento e na prevencéo dessa doenca complexa e
multifatorial (Kadam et al., 2017). Ao sincronizar a técnica de EEG a registros de video,
€ possivel acompanhar e caracterizar crises epilépticas - que séo o principal sintoma
da epilepsia - facilitando, assim, a avaliacdo clinica da doenca, e auxiliando a obtencéao
de diagnaostico mais preciso (Ali, 2018).

Apesar do uso de EEG em modelos animais de epilepsia possibilitar a
investigacao de diferentes tipos e caracteristicas da doenca, este também introduz um
desafio de replicabilidade na pesquisa com modelos animais. A metodologia para uso
de EEG pode variar quanto ao tipo dos eletrodos utilizados, quanto ao grau de
invasividade na implantacéo de eletrodos (que pode ser superficial, epidural ou em
estruturas profundas cerebrais), quanto as especificacdes de captacao do sinal de
EEG (especificacbes de amostragem, filtragem e amplificacédo) e quanto aos critérios
de analise, sem mencionar as alteracdes no sinal de EEG que ja séo esperadas devido
a necessidade por uma intervencao cirurgica, o que implica possivel trauma tecidual
no cérebro (Kadam et al., 2017).

Uma grande contribuicdo para o aumento de replicabilidade em pesquisas
aplicando o EEG a modelos animais de convulsdes e epilepsia, é a adaptacdo das
frequentemente utilizadas escalas desenvolvidas para a quantificacdo dos estagios
comportamentais de crises epilépticas, que permitem a associacdo de padrdes
eletroencefalograficos (mensurados no EEG) a comportamentos convulsivos em
roedores, 0s quais sao estereotipados (Van Erum et al., 2019; Grone & Baraban, 2015;
Lattjohann et al., 2009; Racine, 1972). A primeira dessas escalas para categorizacao
de convulsdes epileptiformes, com base em sintomas motores, foi proposta por
Ronald J. Racine em 1972 (Racine, 1972). Essa escala original foi desenvolvida para
uso em um modelo crénico de convulsées limbicas amigdalares secundariamente
generalizadas em ratos, e, portanto, deve ser adaptada para que possa ser utilizada
na avaliacdo de convulsbes induzidas pelo convulsivante quimico Pentilenotrazol
(Sigma-Aldrich®, EUA), um blogueador de receptores GABA A. Em 2009, foi proposta
uma adaptacdo dessa escala para modelos de convulsdes epileptiformes induzidas
por PTZ com EEG intra cortical em ratos (Littjohann et al., 2009). Posteriormente, foi

proposta uma terceira escala (Van Erum et al., 2019), aplicando as observacdes de
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Lattjohann e colaboradores para um modelo de PTZ com EEG subdural em
camundongos.

Tendo em vista os argumentos explicitados em favor da relevancia, da
necessidade e do impacto positivo do uso de modelos animais em epilepsia, no
presente trabalho, buscamos dar continuidade a um projeto ainda n&o publicado do
Laboratério de Neurofarmacologia da Universidade de Brasilia (UnB), em que foi
realizada a avaliacdo dos efeitos do jejum sob crises epiléticas induzidas por PTZ em
ratos. Complementando o referido projeto, iniciado em 2011, estabelecemos uma
metodologia para a coleta e analise de EEG wireless em roedores no Laboratério de
Neurociéncia e Comportamento da UnB, almejando contribuir para os esforcos de

replicabilidade de pesquisas envolvendo modelos animais de convulsfes e epilepsia.
3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo Geral

Implementar, na UnB, uma metodologia para coleta e analise de dados
eletrofisiol6gicos em roedores, por meio de sistema de Video-EEG wireless, para

estabelecimento de correlatos eletrofisiolégicos para crises convulsivas em roedores.
3.2.2. Objetivos Especificos

= Replicar as observacdes de padrdes eletrofisiologicos nos diferentes
estagios de convulsdes da escala adaptada de Racine, proposta em 2019;

» Adaptar o protocolo cirdrgico do Laboratério de Neurofarmacologia da
UnB para implante crénico de eletrodos epidurais e de canula
intracerebroventricular;

= Implementar o protocolo de coleta de Video-EEG por meio do

equipamento wireless durante o modelo agudo de convulsées;
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= Estabelecer rotinas de analise do sinal eletrofisiolégico no ambiente de
programacao MATLAB;

= Coletar e analisar a atividade elétrica dos cortices frontal, parietal e
occipital de ratos Wistar submetidos a indug&o quimica de convulsdes agudas;

= Correlacionar as alteragbes comportamentais associadas a inducao

guimica de convulsdes agudas e a eletrofisiologia associada;

3.3. METODOLOGIA

” 11} ” 11} ” 11}

As subsecdes de “aspectos éticos”, “colaboradores”, “animais”, “procedimento
cirargico”, “teste de indugdo aguda de convulsdes”, “aquisicdo do sinal de EEG” e
“eutanasia e perfusao” sdo comuns ao primeiro capitulo dessa dissertagao, e podem

ser conferidas, respectivamente, nas paginas 30, 31, 33, 35, 36 e 38.
3.3.1. Definicdo do Grupo Experimental

A auséncia de achados a favor do efeito do jejum sobre convulsdes epileptifor-
mes impossibilitou a comparagao entre grupos experimentais submetidos ao jejum e
com alimentacéao livre. Assim, para as analises realizadas nessa segunda parte do
trabalho, os nove animais incluidos anteriormente foram realocados em um unico
grupo experimental, sendo comparados entre si, em um delineamento pareado. A
comparacao foi realizada entre o dia controle, resguardada a aplicacado de PTZ para
inducdo de convulséo, e dia experimental. Foi possivel obter, portanto, um grupo ex-
perimental de N = 9 para a inspec¢ao de correlatos eletrofisiolégicos de crises epilepti-
formes. Desses, seis 0s animais receberam uma injecao intraperitoneal (i.p.), e os
outros trés animais receberam uma injecado subcutanea (s.c.), na dosagem de 70

mg/kg, do convulsivante PTZ para induzir o modelo de convulséo aguda.
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3.3.2. Analise de Dados Eletrofisiolégicos

Para a realizagdo de analises eletroencefalogréficas, foi utilizado o software
MATLAB (MathWorks) para que novas rotinas computacionais fossem programadas
e semiautomatizadas. Por meio dessas rotinas, os meétodos de anélise foram
comparados para a selecdo de correlatos eletrofisiolégicos ao comportamento
epileptiforme. Os registros de EEG que proporcionaram a aquisicao desses dados
foram acompanhados por video durante as sess@es de coleta, caracterizando a
técnica de video-EEG. Assim, os dados comportamentais foram registrados em video
e sincronizados para serem associados aos perfis de gravacdo do EEG. Os perfis
eletroencefalogréaficos foram obtidos através do SireniaAquisition® Software (Pinnacle
Technologies) e foram exportados para o MATLAB® no formato EDF, onde cada
arquivo foi analisado utilizando-se de inspecéo ocular e dos parametros definidos

pelas rotinas de codificacdo recém-criadas.
3.3.3. Aprovacéo Etica

Os dados comportamentais e de EEG para o presente estudo foram coletados
em experimentos com roedores, aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da UnB (UnBDoc n° 44987/2011) — (Anexo A). Durante cada etapa
deste trabalho, foram encorajados e aplicados todos os esfor¢os para minimizar o

sofrimento potencial dos animais experimentais.
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. Correlatos Eletrofisiolégicos das Convulsdes Induzidas por PTZ

Para permitir inspecdo dos padrdes eletroencefalograficos, foi validada a
utilizacdo da escala desenvolvida por Van Erum e colaboradores (Van Erum et al.,
2019), que se assemelha em diversos aspectos aquela desenvolvida em 2009 para
ratos, mas empregando uma unica injecdo de PTZ a 70 mg/kg para cada animal e
utilizando eletrodos intracerebrais epidurais, reproduzindo mais fidedignamente o
protocolo experimental utilizado neste trabalho.

O sinal eletrofisiolégico aqui coletado foi registrado ao longo de uma hora para
cada animal, sendo registrada a atividade elétrica de trés eletrodos: parietal, frontal e
occipital. Um registro tipico do sinal € apresentado na Figura 16. Nessa e nas proximas
figuras o tempo esta indicado no eixo das abcissas (X), na escala de segundos ou
minutos, e a amplitude do sinal fisiolégico no eixo das ordenadas (Y), na escala de

microvolts.

Parietal {uV) W|M|

Frontal (uV) W|W|

200 pV

Qcciptal (uV) W|w|

S min

Figura 16. Exemplo de sinal bruto de EEG. As cores demonstram periodos correspondentes a
convuls@es epileptiformes de diferentes graus de intensidade, de acordo com a escala proposta por
Van Erum e colaboradores. Amarelo = periodo basal; verde = grau convulsivo 0 a 2; azul = grau 4;
rosa =grau 5 a 6.
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Um correlato de EEG, observado tanto neste trabalho quanto na literatura mais atual,
consistiu na abrupta transicdo de amplitude entre os padrdes de atividade
epileptiforme no EEG associadas a crises parciais e aqueles associados a crises
generalizadas, como pode ser observado na Figura 16 pela diferenca entre o sinal
abaixo dos tracados verde e amarelo em relagcdo ao sinal abaixo do tracado azul e
rosa.

Neste estudo, as seguintes categorias de comportamento epileptiforme foram
observadas em todos os animais avaliados: 1) mioclonias dos musculos da cabeca e
pescoco, 2) convulsdes clbnicas em que o animal assume a posi¢cdo sentada, 3)
convulsdes clbnicas ou ténico-clonicas com o animal deitado de barriga, ou
convulsdes tonicas puras sem apresentar a perda de controle postural e 4) convulsdes
cloénicas e/ou tonico-clénicas caracterizadas pela perda de controle postural, com o
animal apresentando queda e/ou saltos descontrolados.

Cada uma dessas categorias comportamentais foi associada a seu correlato
temporal no EEG, e foi verificada a correspondéncia (Figura 16) ao padréo previsto
pela escala validada, apresentada na Tabela 2. A replicacdo dos dados de EEG apre-
sentados por Van Erum e colaboradores em 2019 é facilmente observada ao se com-
parar os exemplos de registros de EEG obtidos por Van Erum et. al., reproduzidos na
Figura 11 desta dissertacao, e os exemplos de registros obtidos pela autora, que seréao
apresentados a seguir, um a um, comparativamente ao padréo descrito na literatura.

Nas presentes observacdes comportamentais, apenas as convulsdes
generalizadas (grau de intensidade de 3 a 7) descritas na escala validada foram
observadas nas andlises comportamentais. Portanto, para possibilitar a avaliagdo
adicional de convulsdes epileptiformes parciais (graus de intensidade de 0 a 2)
descritos na Tabela 2, foi realizada a inspecao visual para identificacéo, nos dados de
EEG, dos padrdes eletroencefalograficos previstos pela escala validada.

Foram observados em nossos dados de EEG um padrao basal, nos segundos
apos a administracdo de PTZ, consistindo de oscilacGes caracterizadas por uma
frequéncia de 7 a 10 Hz interposta por componentes de alta frequéncia (Figura 17),
gerando um sinal de baixa amplitude (£ 100 pV) correspondente ao grau -1 (ritmo base

normal) da escala para classificacao de convulsdes epileptiformes.
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DADOS DA LITERATURA: VAN ERUM et. al., 2019

Escore de Racine Correlato no EEG WWWMWN
-1 Ritmo acordado
Registro Basal(normal) (Theta, 8-12 Hz)

AN

DADOS ATUAIS: Correlatos no EEG

Parietal (uV) M\MWWMMWM

Frontal (uV) }V/WMWWW
Occiptal (uV) MMWMWWVWW

1s

200 pV

Registro Basal(normal)

Figura 17. Comparacdo com a literatura de um exemplo de ritmo basal obtido no EEG, alguns
segundos apés a administracdo de PTZ. Repare na frequéncia de 7 a 10 oscilagdes por segundo em
cada canal, sendo este o ritmo Theta comumente observado durante o comportamento de exploracéo
em ratos. Na figura, o sinal de 7-10 Hz aparece mais intenso no eletrodo parietal, pois é o Unico eletrodo
mais proximo ao hipocampo, que é o principal foco de origem desta atividade oscilatéria, e também
para as convulsbes induzidas por PTZ

Como convulsdes epileptiformes sdo resultantes de hiperexcitagdo neuronal
sincronizada (Scharfman, 2007), os dados de EEG coletados nesse trabalho foram
inspecionados em busca de padrdes de descargas elétricas com expressivo aumento
tanto em amplitude como em frequéncia e sincronizados em fase ou anti-fase no sinal
dos trés canais de registro (Frontal, Parietal e Occipital), como os evidenciados na
Figura 16. Esses padrfes indicam grandes diferencas de potencial elétrico entre
populagcbes neuronais disparando de forma sincrona, ou seja, sédo indicativos de
padrbes epileptiformes. Com a identificacdo desses padrdes foi possivel encontrar
correlatos entre os dados de EEG coletados e os padrfes descritos na escala de
classificagao de convulsdes induzidas por PTZ, citada acima.

O primeiro grau de convulsdes aqui classificado se deu pela substituicdo do

padrédo basal no EEG, ap6s a injecdo de PTZ e seu tempo de acao, por um padrao de
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oscilagbes caracterizadas por maiores amplitudes (aproximadamente 170 pV) e
desaceleracao (definida por frequéncias de 6 a 7 Hz) do ritmo de disparos captados
no EEG, evidenciando a clara reducdo dos componentes de alta frequéncia do sinal e
a presenca de picos de até 200 pV de amplitude em todos os trés canais de registro.
Pelas caracteristicas desse ritmo, 0 associamos aos graus de convulsdes parciais de

zero a dois da referida escala de classificacdo de convulsdes (Figura 18).

DADOS DA LITERATURA: VAN ERUM et. al., 2019

-
Escore de Racine Correlato no EEG

0 tremor de vibrissas MW\A’J\\/\«

Desaceleracdo no EEG,

parada subita do amplitude aumentada e
1 comportamento complexos espicula- ‘\M/‘\WM/\

onda intermitentes

2 Mioclonia facial

DADOS ATUAIS: Correlatos no EEG

ot (V) AM\JL{\N"WVWM\/\
Frontal (uV) /\‘[A\/MW\A‘/WWMWW

200 pv
Occiptal (uV) WW/L\/\/\AWWM’V‘/\/‘JWA/\/\/‘(\\[/\/

1s

Grau 0 a 2(crise parcial)

Figura 18. Comparacdo com a literatura de um registro exemplar obtido no EEG demonstrando o
primeiro padrdo elétrico associado a convulsdes parciais (0 a 2). A extingdo de componentes de alta
frequéncia do sinal é evidenciada pela reducao da quantidade de micro oscilagdes no sinal. Denota-se
também a presenca de picos espacados de forma intermitente e com amplitude elevada.

As primeiras convulsdes epileptiformes generalizadas foram indicadas por
picos de expressivo aumento de amplitude no EEG, detectados por inspecéo visual
do sinal em janelas de tempo nas iminéncias anteriores aos periodos de convulsées
maximas. Esses picos isolados, de morfologia aguda e estreita e com amplitudes entre
100 e 150 pV, sédo acompanhados por sinal de baixa amplitude (50 pV) e maior
frequéncia (de 10 a 12 Hz), associado a recidiva dos componentes de alta frequéncia

do sinal (Figura 19). A esse tipo de disparo elétrico subito e temporalmente localizado,
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correlacionamos o grau trés da escala de convulsdes, que é associado a mioclonias

generalizadas dos musculos da cabeca e pescoco.

DADOS DA LITERATURA: VAN ERUM et. al., 2019

Escore de Racine Correlato no EEG
Paroxismos W
Mioclonias de agudos P
3 cabeca e pescogo |  Seguidos de %WN\J‘\,»
complexos
eeplcularonda \/YNW\/V\# |
200V

DADOS ATUAIS: Correlatos no EEG

Parietal (uV)

Frontal (uV)

200 pV

Grau 3(crise generalizada)

Occiptal (uV)

1s

Figura 19. Comparacgédo com a literatura de um exemplo de padréo elétrico de convulsdes genera-
lizadas do tipo mioclonias de cabeca (grau 3), demonstrando os picos de atividade elétrica correlacio-
nados aos eventos de mioclonia.

As convulsdes clonicas na posicao sentada (grau 4), consistem em repetitivos
e estereotipados movimentos musculares, que sdo expressos no EEG como
oscilagcdes de alta frequéncia e baixa amplitude, quase indistinguiveis do ritmo basal
de exploragédo definido como grau -1 da escala de convulsdes utilizada. Para esse
padrédo de atividade, foi observada a mesma frequéncia (ritmo Theta de 7 a 10 Hz) e
amplitude (x 100 pV) do ritmo basal. A inspec¢do mais detalhada desse tipo de sinal

indica uma presenca mais acentuada de frequéncias mais lentas, proximas a 7 Hz, e

Neur)q\ pharma
TR lab




~
Neur) e
e

63

a consequente reducédo de ritmos Theta (7 a 10 Hz) mais acelerados, que sao
possiveis de se observar no sinal basal associado ao ritmo de exploracdo normal do
animal (Figura 17).

A identificacdo mais clara de um padréo epileptiforme generalizado no EEG é
associado aos graus 5 e 6 da escala de convulsdes. Isso ocorre, porgque esse tipo de
sinal é marcado por disparos de atividade elétrica de muito alta amplitude (£ 500 pV)
e frequéncia (de 10 a 17 Hz), indicando a maxima diferenca de potencial captado no
EEG, decorrente das grandes descargas iOnicas associadas a hiperexcitacao
neuronal paroxistica, com consequente dissipacao significativa de energia através do

cérebro (Figura 20).

DADOS DA LITERATURA: VAN ERUM et. al., 2019

Escore de Racine Correlato no EEG

Crise clénica e

5 ténico-cldnica
complexos

(deitado de barriga)

poli espicula de alta

Crise clénica e
tdnico-clénica

amplitude seguidos
por paroxismos

espicula-onda
6 (deitado de lado) &

saltos
descontrolados

DADOS ATUAIS: Correlatos no EEG

200 vV

© rJ

-E Parietal (uVv)

& w

g

(7] /J \
c

)]

=]

g Frontal (uV) V\ﬁﬂ W W L\A
o

g

w m

[}

n

=)

g

Q

1s
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O ultimo grau convulsivo relatado na escala utilizada (grau 7) foi observado
apenas em um animal experimental, e foi marcado pela ocorréncia de parada
cardiorrespiratoria com a aparente suspensao do sinal de EEG (Figura 21). Nesse
padréo de sinal elétrico, ainda ha alguma atividade elétrica, que gradualmente diminui
caso o animal permaneca em parada cardiorrespiratoria. Essa atividade € marcada
por baixa frequéncia (4 a 5 Hz) e muito baixa amplitude (x 20 pV). Curiosamente,
nesse ultimo padréo de atividade foi observada uma maior amplificacdo do sinal no
eletrodo parietal, o que indica origem posterior da atividade elétrica remanescente, ao
contrario do observado para os outros padrdes de convulsGes epileptiformes, mais

amplificadas pelo eletrodo parietal.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, foi proposta e implementada, com sucesso, a
metodologia para cirurgia, coleta e analise de dados de EEG que ira nortear as
proximas pesquisas com modelos animais de epilepsia em roedores, a serem
conduzidas no Laboratério de Neurociéncias e Comportamento da UnB. O
desenvolvimento metodolégico deste trabalho revolveu em torno da pergunta
experimental dos efeitos eletroencefalograficos e comportamentais do jejum sobre
crises epileptiformes induzidas por PTZ.

Apesar de ndo ter sido possivel atribuir diferencas factiveis entre animais com
alimentacéo livre e animais submetidos ao jejum nesse trabalho, esta dissertacéo
apresenta toda a implementacéo de um setup experimental para padronizar a analise
de dados de EEG em roedores na UnB, contando com a explicita replicacdo de
resultados eletroencefalograficos relatados na literatura internacional.

As dificuldades apresentadas neste trabalho, quanto a replicacdo dos efeitos
previamente observados do jejum sobre crises epileptiformes sao consistentes com
os problemas de replicabilidade relatados (p. ex., variacdes tanto nos modelos de
inducdo de convulsbes utilizados quanto na dosagem, tempo, rota e frequéncia de
administracdo de farmacos) para estudos de modelos pré-clinicos de convulsbes e
epilepsia (Rosenberg et al., 2017).

Este trabalho apresenta um esforco de replicagdo e propostas para a obtencao
de resultados mais consistentes do efeito do jejum sobre convulsdes induzidas em um
modelo de PTZ. A metodologia cirargica implementada nesse trabalho foi adaptada
com sucesso a partir de estudos anteriores, conduzidos pelo Laboratério de
Neurofarmacologia da UnB (de Castro e Silva et al., 2020; Lopes et al., 2021), para
avaliacé@o de peptideos anticonvulsivantes.

Modificagdes realizadas para a metodologia cirirgica deste trabalho incluiram
a adocao de Acepromazina para potenciacao do efeito analgésico (como relatado na
secao de aspectos éticos desta dissertacdo), a solda dos fios de eletrodos durante a
cirurgia, objetivando melhorar a conducgéo elétrica do sinal neuronal, e a adi¢édo de

algumas etapas metodoldgicas para aumentar a fixacéo do acrilato utilizado para selar
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a incisdo cirurgica. Tais modifica¢cdes foram importantes para a anélise de dados de
EEG que fomentou esse trabalho, e seréo discutidas mais adiante.

A metodologia de aquisicdo de dados foi desenvolvida durante esse projeto
para o uso do novo equipamento de EEG sem fio. Todos os testes recomendados
pelo fabricante foram realizados pela autora, que foi responsavel pela introducédo da
nova tecnologia no laboratorio. O delineamento experimental da coleta de dados
neuronais foi desenvolvido pensando na implementacdo da tecnologia wireless, e
objetivando a comparacéo direta da atividade neuronal de um animal saudavel apos
recuperacao cirurgica, com a atividade epileptiforme desse mesmo animal apds a
inducéo por PTZ, como realizado em estudo similar (Erdogan et al., 2019).

A necessidade pelo desenvolvimento de uma metodologia de aquisicdo de
dados se apresentou em 2019, quando a metodologia wireless se tornou disponivel
na UnB, o que possibilitou um grande avanco em pesquisas com video-EEG.
Anteriormente, os conectores para EEG eram manualmente fabricados a partir de
cabos telefénicos, levando a uma significativa introjecéo de ruido nos dados de EEG.
Além disso, era comum o relato de intercorréncias devido ao rompimento de cabos e
a conexao elétrica instavel, com perda transitoria do sinal registrado. A utilizacdo de
equipamento sem fio possibilita obter dados eletroencefalograficos de alta qualidade,
com uma boa relacéo Sinal/Ruido (Maheshwari, 2020).

O uso da tecnologia wireless possibilitou replicar, fidedignamente, a literatura
mais atual para dados de EEG obtidos em modelos de convulsdes induzidas por PTZ
em roedores (Van Erum et al., 2019). Dentre as principais similaridades desse trabalho
com a literatura replicada (Van Erum et al., 2019), esta a presenca de um correlato de
EEG para extensdo muscular tbnica. Este correlato no EEG é ausente na escala
desenvolvida anteriormente para ratos (Luttjohann et al., 2009), e foi tida como um
padrdo eletroencefalogréfico exclusivamente visto em camundongos por Van Erum e
colaboradores. Os dados experimentais aqui apresentados contrapdem essa ideia.

Interessantemente, os dados de EEG apresentados por Van Erum e
colaboradores foram coletados em camundongos (espécie Mus musculus), enquanto
os dados deste trabalho foram obtidos de ratos Wistar (linhagem albina da espécie
Rattus norvegicus). Apesar de obtidos a partir de espécies distintas, os dados de EEG
se mostraram surpreendentemente similares, o que leva a inferir que o
posicionamento dos eletrodos de registro e o protocolo de inducdo de convulsdes

podem exercer um papel ainda mais relevante na classificacdo de crises
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epileptiformes do que a propria espécie de roedor utilizada para o modelo animal,
contrariando as expectativas iniciais para este projeto.

Algumas divergéncias dos resultados desse trabalho em relacdo a escala
proposta para modelos de PTZ em ratos (Luttjohann et al.,, 2009), podem ser
explicadas pelo fato dessa escala ter sido delineada a partir de um paradigma
experimental que contou com o aumento gradativo de dosagem de PTZ e com registro
de EEG intra-cortical, jA que a profundidade de implantacdo do eletrodo influencia
diretamente as caracteristicas eletrofisiologicas do sinal registrado (Nunez &
Srinivasan, 2006), dificultando a identificacdo de correlatos eletrofisiologicos entre
diferentes sinais registrados por metodologias distintas.

A vasta e crescente literatura no uso deste modelo animal de inducéo por PTZ,
e os esforcos para classificacédo e replicacdo de estudos com video-EEG (Kadam et
al., 2017), como o proposto por meio desta dissertacdo de mestrado, fazem com que
0 modelo de inducéo de convulsdes por PTZ esteja tdo bem caracterizado e descrito
a ponto de viabilizar a investigacéo de fatores que modulam esse modelo, como, por
exemplo, os efeitos do jejum sobre as convulsdes induzidas (de Carvalho et al., 2016;
Shafaroodi et al., 2004; Vilela et al., 2017, 2013).

De fato, dentre os modelos de convulséo aguda, o modelo de indugéo aguda
por PTZ € um dos mais comumente utilizados. Esses modelos acarretam crises
clénicas e convulsbes tbnico-clonicas generalizadas (Grone & Baraban, 2015;
Loscher, 2017, 2011), e apresentam como vantagem o conhecimento prévio do
mecanismo de ictogénese, apesar desse conhecimento, sozinho, ndo bastar para a
inferéncia dos mecanismos subjacentes a crises epilépticas (Loscher, 1999). Em
pequenas doses, o PTZ induz um modelo de crises de auséncia, e em doses maiores,
como a utilizada nesse trabalho, induz convulsdes clénicas ou tonico-clénicas
(Luttjohann et al., 2009).

O registro de video-EEG contou com duas cameras, uma superior e uma
lateral, objetivando viabilizar a analise dos padroes comportamentais de crises
parciais. Como relatado na Secéo de resultados desta dissertacdo, a camera lateral
nao detectou crises de grau 0, 1 e 2 da escala de classificagdo de convulsées. Como
0 registro de EEG sugere fortemente atividade epileptiforme anterior aos
comportamentos observados durante a analise comportamental deste trabalho, pode-

se assumir que as crises epileptiformes parciais ndo foram observadas devido a baixa
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resolucao do registro de video comportamental, que ndo captou as crises mais leves
indicadas no EEG do animal.

Uma analise de video mais acurada pode ser obtida tanto com o uso de uma
camera lateral com maior resolucéo, e que seja posicionada mais proximo ao animal
(Lattjohann et al., 2009), quanto com o0 uso de um microscoépio éptico acoplado a uma
camera (Lazzarotto et al., 2021), permitindo a observacdo de seus movimentos
orofaciais e de suas vibrissas. Além disso, é interessante viabilizar o treinamento de
pesquisadores para analise comportamental de crises parciais, pois estas exigem um
grau de detalhamento que ndo € requerido para a triagem de farmacos
anticonvulsivantes. O video oferecido como parte dos materiais suplementares do
artigo de Van Erum e colaboradores é uma ferramenta relevante para o treinamento
no reconhecimento dessas crises epileptiformes parciais (Van Erum et al., 2019).

A caracterizacdo dos efeitos do jejum sobre convulsGes, proposta neste
trabalho, delimita uma via metabdlica de interesse, guiando o estudo de possiveis
receptores e circuitos neuronais associados a modulacdo de convulsdes e outras
crises epileptiformes. Entretanto, estudos recentes descritos na literatura apontam que
receptores CB1 estdo apenas parcialmente envolvidos na modulagdo de convulsdes,
0 que impulsiona a caracterizagdo de outros receptores possivelmente envolvidos
nesse efeito. De fato, receptores CB1 e CB2 parecem interagir com diversas vias
metabalicas no controle de convulsdes, o que leva a resultados variaveis (Rosenberg
et al., 2017).

Devido ao interesse desse estudo ser voltado a uma via de regulacao
metabolica especifica para modulacdo de convulsdes, foi importante priorizar o uso
de animais com pouca variabilidade de peso corporal para evitar diferencas de
regulacdo metabdlica entre os ratos (Castonguay, 1991), prevenindo associacdes
espurias durante a avaliacdo dos efeitos do estresse fisioldégico imposto pelo jejum
nesses animais. Como a avaliacdo do possivel mecanismo de modulacdo de
convulsdes pelo jejum dependeu do implante de canulas para injecao i.c.v., e as
coordenadas de implantacdo de canulas descritas no Atlas de Paxinos e Watson
(Paxinos et al., 2007) foram calculadas para ratos de 290 + 20 gramas, foram
utilizados no presente estudo apenas animais com variagao de peso entre 270 e 310
gramas.

A limitacdo imposta da faixa de peso dos animais ocasionou grande atraso na

coleta de dados experimentais para este trabalho. Os animais apresentaram
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inexplicavel dificuldade para o alcance do peso minimo para realizagdo dos
experimentos, considerando a taxa normal de ganho de peso para o regime alimentar
sem restricbes a que estavam submetidos (Whishaw and Kolb, 2005).

Uma possivel explicagdo para o ocorrido pode ser atribuida a reducdo das
atividades do Biotério do Instituto de Biologia (IB) da UnB durante o periodo de
emergéncia sanitaria implicado pela pandemia do virus SARS-CoV-2. Outra
explicacdo seria a ocorréncia de uma possivel alteracdo metabdlica de origem
genética (Whishaw and Kolb, 2005), desencadeada pelo repetido processo de
reproducdo consanguinea entre ratos para a obtencédo e distribuicdo de animais da
linhagem Wistar para o Biotério do IB-UnB.

A impossibilidade de realizar cirurgias por varios meses devido aos animais se
encontrarem abaixo da linha de peso desejavel levou a um N amostral inadequado
para a comparacao entre grupos amostrais em jejum e com alimentacao livre. O tempo
de jejum, estabelecido em 24h para esse trabalho, também pode ter influenciado na
dificuldade em avaliar os efeitos do jejum sobre convulsdes, jA que o tempo de
restricdo alimentar pode ter sido insuficiente para estabelecimento de um estado de
cetose em ratos, que parece ser melhor estabelecido apés 48h (Hawkins et al., 1986).

O prolongado tempo em que os animais foram mantidos no biotério devido a
dificuldade no ganho de peso levou a observacdo do aumento expressivo de
longevidade dos implantes cronicos de canula e eletrodos, resultantes da adicdo de
duas etapas para aumentar a aderéncia do acrilato que fixa os implantes ao cranio do
animal durante as cirurgias (ver apéndice A, topicos 14 e 15). Em consequéncia dessa
adaptacdo, nenhum dos animais utilizados nesta pesquisa sofreu a perda de seus
implantes, mesmo em animais mantidos no biotério por mais de dois meses.

Implantes duradouros de eletrodos e canula sao importantes para 0 sucesso
dos experimentos (Kadam et al., 2017), pois permitem a manipulagdo e uso seguro
dos animais. Além disso, a longevidade dos implantes garante maior conforto do
animal, pois estes ficam restritos a regido 6ssea do cranio, sem que o acrilato atinja
tecidos moles, como, por exemplo, a expressiva musculatura presente ao redor do
cranio de roedores, o0 que pode ocasionar lesbes teciduais e dor durante a
movimentacado orofacial dos animais mesmo apés completa recuperacao cirurgica.

Outra importante modificacdo do protocolo cirdrgico consistiu na inclusdo de
analgesia pos-cirdrgica por meio da administracao de Meloxicam, um Antiinflamatorio

N&o Esteroidal (AINE) nos trés primeiros dias de recuperagéo cirargica. AINEs
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comumente utilizados em protocolos de analgesia pés cirdrgica em animais possuem
acao inibitéria sobre a senstizacéo central e periférica de neurdnios (Lopez-Garcia &
Laird, 1998; Purves et al., 2012). A reducdo da sensibilidade a dor por meio do
bloqueio central de prostaglandinas inflamatérias denominadas ciclo-oxigenases
(COX) mediado por AINEs também modula a atividade de endocanabindides no
cérebro, aumentando o efeito de antinocicepcdo e de supressdo de GABA por
canabindides (Ahn et al., 2007; Kim & Alger, 2004).

Entretanto, optou-se pelo uso de AINEs neste estudo pois os modelos aqui
realizados sdo de convulsdes agudas, o0 que implica que o desenvolvimento de crises
epileptiformes ndo esta relacionado a processo inflamatério crénico neuronal ou a
modulacéo prévia da excitabilidade neuronal, como ocorre em modelos crénicos de
animais com crises epiléticas (Scharfman, 2007).

A inibicdo de mecanismos inflamatorios no pés-cirirgico pode ser inclusive
caracterizada, neste estudo, como uma forma de prevencao contra a inducéo de
crises epilépticas por lesdo ou aquecimento tecidual acidental durante a interferéncia
cirargica (Kadam et al., 2017).

Ademais, o Meloxicam, apesar de possuir grande seletividade a COX-2, o que
explica sua longa duracgéo de efeito analgésico, também possui efeito transitorio. Este
AINE leva aproximadamente 20 h para sua metabolizacao e eliminacao (Lopez-Garcia
and Laird, 1998). Como a administracdo de Meloxicam é restrita aos trés primeiros
dias apOs interferéncia cirargica, sua metabolizacdo seguramente antecede a
realizacdo de nossos bioensaios de convulséo.

Outro efeito metabdlico considerado durante o delineamento do presente
estudo foi a associacdo do jejum, em mamiferos, aos variados mecanismos de
regulacdo hormonal e adrenal citados na Secdo de “Curso e Repercussbes da
Epilepsia”. Essa associacdo faz ser passivel de consideracédo a influéncia da variagédo
hormonal do ciclo estral de animais fémeas sobre os efeitos fisioldgicos associados
ao jejum. De fato, Morimoto e colaboradores demonstraram a influéncia dos
hormoénios sexuais Estradiol e Progesterona sobre o metabolismo da glicose e a
producédo de insulina, (que afetam diretamente a resposta metabdlica ao jejum) em
diferentes fases do ciclo estral de ratos Wistar fémeas (Morimoto et al., 2001). O
controle da atividade do eixo HPA por endocanabindides também sofre influéncia do

ciclo estral, como foi elucidado por Atkinson et al. utilizando o antagonista AM251
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(Atkinson et al., 2010). Tais evidéncias justificam a priorizagdo, no presente estudo,
por ratos Wistar machos.

Uma consideracdo que néo foi devidamente apreciada durante o delineamento
deste estudo foi o impacto do posicionamento de eletrodos de registro e referéncia
sobre as coletas de sinal de EEG. O esquema de referenciamento misto (unipolar e
bipolar) aqui utilizado para a implantacdo dos eletrodos epidurais cranianos seguiu as
recomendacdes do fabricante.

No entanto, o uso desse tipo de referenciamento torna oS canais occipitais
independentes do registro frontal e parietal, dificultando a visualizacéo, no EEG, da
sincronizacdo temporal entre eventos de crise epileptiforme (Kadam et al., 2017). A
proximidade da referéncia com o eletrodo de registro frontal também explica a reducéo
da amplitude e da riqueza dos dados de potenciais advindos de origem parietooccipital
no sinal apresentado na secao de resultados desse trabalho (Kadam et al., 2017).

Comparando com a literatura mais recente, o0 esquema utilizado para
referenciamento e posicionamento de eletrodos desse trabalho difere da montagem
tripolar com eletrodos de aterramento e de referéncia posicionados acima do cerebelo
utilizada por Littjohann e colaboradores, em que os eletrodos de registro foram
posicionados, em uma montagem concéntrica, dentro dos cortices frontal e occipital,
no talamo e no hipocampo dorsal (Lattjohann et al., 2009).

Ha ainda, uma divergéncia das duas montagens mencionadas para com o0
esquema de referenciamento e posicionamento de eletrodos adotado por Van Erum e
colaboradores, em que foram utilizados eletrodos epidurais posicionados acima dos
cértices frontal e parietal, e eletrodos de aterramento e de referéncia posicionados
acima do cerebelo (Van Erum et al., 2019). A utilizacdo de um eletrodo de referéncia
unipolar para registro do cértex occipital do hemisfério oposto ao hemisfério de
posicionamento do eletrodo de registro parietal, além de adoc¢do do posicionamento
do eletrodo de referéncia acima do cerebelo, poderia otimizar a comparacdo dos
dados de EEG coletados com os correlatos apresentados na literatura (Van Erum et
al., 2019; Littjohann et al., 2009).

Outras intercorréncias nao previstas durante a fase de delineamento desse
estudo foram a dificuldade na administracao de injecdes intraperitoneais durante os
ensaios de convulséo realizados, e os dois eventos de quebra dos pinos conectores
gue fazem parte do emissor wireless de EEG. Durante os ensaios de convulsées

realizados, 0s animais se apresentavam excessivamente estressados, recusando o
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manejo a qual haviam sido previamente habituados, apesar de aceitarem ser
manejados em todas as etapas experimentais anteriores, viabilizando a correta
administracao, por via intraperitoneal, de anestésicos e analgésicos antes e depois de
cada cirurgia.

Eventualmente, foi possivel esclarecer que, somente durante os ensaios de
convulsdo os animais eram submetidos ao peso adicional imposto pelo emissor de
EEG sobre o local sensibilizado pela inciséo cirdrgica, o que levava os animais a sentir
desconforto e experimentar altos niveis de estresse durante 0s ensaios. Assim,
seguindo uma extensa bibliografia sobre modelos subcutédneos de inducéo de
convulsdes por PTZ, foi possivel modificar de forma confiavel o tipo de injecdo usada
nos experimentos aqui descritos (Loscher, 2017; Vilela et al., 2017; White et al., 1995).

A quebra de pinos do emissor wireless também exigiu adaptacdes durante os
ensaios de convulsdo. Os ratos, por serem animais mais robustos, se provaram
capazes de remover o transmissor wireless com as patas traseiras, durante os eventos
de grooming, e também de forcar a expulsdo desse transmissor utilizando o proprio
peso corporal como alavanca enquanto eram manipulados (Whishaw and Kolb, 2005).

A remocdao forgada do transmissor, por duas vezes, levou a deformacédo de
seus pinos conectores, desencadeando na Ultima vez a quebra de dois pinos, o que
exigiu o envio do transmissor para reparo, e a interrupcédo dos experimentos por dois
meses. ApOs o ocorrido, foi necessario modificar, por tentativa e erro, a forma de
manipulacdo dos animais. Talvez por situacdes similares, a utilizagcdo de
camundongos seja, atualmente, mais comum em alguns paradigmas experimentais
de EEG (Rensing et al., 2018), levando a inferéncia de que o uso de camundongos

pode evitar futuras intercorréncias com o transmissor wireless.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho estabeleceu e apresentou a implementacdo da metodologia de
cirurgia, coleta e analise de dados de EEG em roedores para novos experimentos da
linha de pesquisa “Efeitos do jejum e de canabindides end6genos sobre convulsdes
epileptiformes induzidas por PTZ” do Laboratério de Neurociéncias e Comportamento
da UnB. Baseados nos achados eletroencefalograficos apresentados neste trabalho,
consideramos que a metodologia apresentada é adequada para a avaliagdo de EEG
dos efeitos de modulacdo de convulsfes induzidas em roedores.

Para estudos similares a serem realizados no presente grupo de pesquisa,
recomenda-se o0 uso de camundongos (Mus musculus) machos para a obtencao de
modelos de inducdo aguda de convuls@es, por administracdo Unica de uma dose de
70 mg/kg de PTZ por via subcutanea, durante as sessfes de coleta de dados.

Como recomendacédo, € importante que se busque inicialmente replicar os
efeitos do jejum sobre convulsdes, e a reversao desses efeitos pelo bloqueio de
receptores CB1, como observado em 2011, antes que se prossiga para a realizagcao
de novas andlises eletroencefalogréficas.

A exploracao de novos parametros a partir do EEG registrado durante as duas
etapas de registro basal do protocolo de ensaios de convulsdo (Apéndice B) podera
ser realizada em oportunidades futuras, por meio dos dados ja coletados. O registro
desses periodos adicionais no presente trabalho apenas influenciou na duracdo da
bateria de alimentac&o do sistema wireless para captacdo de EEG, que, a uma taxa
de amostragem de 1024 Hz, apresentava uma duracdo meédia de 4 horas,
necessitando ser trocada no inicio de cada dia de ensaio.

Outras analises exploratérias que podem ser realizadas a partir do sinal de EEG
coletado, e que ja foram iniciadas pela autora por meio de rotinas de programacao no
MATLAB, consistem na implementacdo de andlises: 1) baseadas no estabelecimento
de um limiar de amplitude para eventos epileptiformes por meio do método de
estimacao da raiz quadratica média do sinal (do inglés, Root Mean Square ou RMS);
2) janelamento do sinal e estimativa de envelopes de amplitude para diferentes
regides de interesse e 3) andlise espectral do sinal utilizando o método de estimativa
de densidade espectral de poténcia de Welch, focalizando em frequéncias Gama (25

— 140 Hz), associadas na literatura a modelos de epilepsia em roedores.
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Para além do EEG, pode-se expandir o estudo da reverséo dos efeitos do jejum
por bloqueadores de CB1 para que se explore a relacdo de diferentes agonistas e
antagonistas de receptores CB1 e CB2 nesses efeitos, investigando o balanco entre
as vias glutamatérgicas e GABAérgicas de regulacdo da atividade neuronal na
inducéo de convulsdes em modelos agudos.

Por fim, a partir dos aprendizados obtidos com esse trabalho, deixamos essa
dissertacdo com essa série de recomendac0des voltadas para pesquisas futuras, com
a finalidade de contribuir para os esfor¢cos de replicacdo em pesquisas de modelos
animais de convulsbes e epilepsia. Embora ndo tenha sido observado efeito
significativo do jejum em nenhuma as andlises feitas e apresentadas nessa
dissertacdo, os dados experimentais apresentados nesse trabalho explicitamente
replicam a literatura mais atual na classificacdo de convulsées em um modelo de

inducéo aguda por PTZ.
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APENDICE A — PROTOCOLO CIRURGICO

1. Procedimentos pré-cirlrgicos:

a. Confeccionar 2 canulas de 10mm, a partir de agulhas, para implantacéo;

b. Soldar os pinos do conector de EEG a fios de prata curtos, ja polidos
com palha de aco para facilitar a solda dos fios durante a cirurgia;

c. Polir os fios dos parafusos (eletrodos) utilizando uma palha de aco;

d. Esterilizar os instrumentos cirargicos (Alicate, 2 pincas (bico-de-rato e de
relojoeiro), 2 tesouras, bisturi, 1amina, 2 canulas, 2 pontas para a
furadeira, mandril e parafusos cirdrgicos);

- Preparar os equipamentos auxiliares: furadeira, chave de
fenda, lupa, multimetro, agua oxigenada, iodopovidona, &cido
fosforico, ferro de solda, fio de estanho, lubrificante ocular, agulha
da lidocaina, palitos e cotonetes;

e. Aguecer a bolsa térmica no banho-maria;

f. Borrifar mesa cirdrgica, cadeira, bancada, lupa e aparelho estereotaxico
com alcool 70% e limpar com papel absorvente;

g. Pesar o animal e preparar as doses de anestesia injetavel (sistémica).

2. Procedimento de anestesia sist€mica:

a. Injetar Cloridrato de Cetamina i.p. na dose de 100 mg/kg + Cloridrato de
Xilazina i.p. na dose de 8,0 mg/kg (pipetar a mistura em eppendorf);

b. Injetar Acepromazina i.p. na dose de 2.5 mg/kg;

c. Doses adicionais de Cloridrato de Cetamina de 50 mg/kg serao
administradas a cada duas horas, ou caso o animal apresente sinais de

superficializagdo da anestesia.

3. Posicionar o animal no aparelho estereotaxico (barras auriculares a +- 1.5cm).
4. Tricotomizar o animal, removendo os pelos soltos.
5. Realizar assepsia do animal, esfregando um cotonete embebido em Polvidine

na cabeca, pescoco e orelhas do animal.
6. Aplicar gel lubrificante a base de agua nos olhos do animal para protecéo contra

ressecamento.
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7. Realizar assepsia pessoal, lavando bem as médos com sabonete liquido
antisséptico.

8. Paramentar-se para a cirurgia com um jaleco limpo, luvas de procedimento, e
mascara.

12.  Aplicar a injecao de Lidocaina (anestésico local), aproximadamente 1 mL para
formacéo de edema.

13. Trocar a tesoura e, com auxilio de pinca, realizar a incisédo no local do edema,
removendo o tecido muscular, conjuntivo e meninge.

14.  Utilizar a lamina estéril do bisturi para raspar todo o material subcutaneo que
recobre o topo do cranio.

15. Limpar a regido exposta com cotonetes embebidos de peréxido de hidrogénio
(repetir essa etapa o quanto for necessario para limpeza do topo do cranio).

16.  Verificar e porventura corrigir posicionamento horizontal da cabeca através dos
valores da ordenada dorsoventral entre bregma e Lambda (diferenca maxima de 0,2
mm).

17.  Posicionar a canula no estereotaxico.

18. Marcar coordenadas estereotaxicas para os pontos de introducdo da canula e
eletrodos no cranio utilizando uma caneta com ponta de 1 mm.

19. Conferir se os bracos do estereotaxico estdo firmes e se o animal esta seguro.
20.  Obturar o local de insercao para a canula.

21. Trocar a ponta da furadeira por uma de diametro ligeiramente menor que o
didametro dos parafusos para uma melhor fixacao.

22.  Obturar locais de insercao para os parafusos.

23. Posicionar uma nova canula, estéril, no estereotaxico. Conferir, antes, se ha
oclusao da abertura da canula com o mandril.

24. Posicionar a canula, sem inserir, no topo do osso parietal e marcar a
coordenada de referéncia dorsoventral. Descer até a coordenada de posicionamento
do Ventriculo Lateral direito, devagar para evitar leséo intracerebral.

25. Cobrir a base da céanula com polimero de acrilato, evitando as obturacdes
realizadas para os eletrodos. Esperar secar.

26.  Utilizando uma pinga, enrolar os fios de prata dos eletrodos ao redor de seus
respectivos parafusos, com delicadeza, pois o processo deve ser facilmente

reversivel.
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27. Soltar a canula do estereotaxico. Cobrir a abertura da canula com o mandril
para protecao do local.

28. Apertar todos os parafusos usando chave de fenda esterilizada, inserir 0s
parafusos até % de seu comprimento, para garantir o contato desses com o liquor.
29. Cobrir a base dos parafusos com uma camada inicial de polimero de acrilato.
Evitar todos os tecidos laterais, manter apenas sobre 0 0sso do cranio.

30. Desenrolar o fio de prata de cada parafuso e uni-lo ao respectivo fio do
conector. Utilizar um palito para polir os fios com acido fosférico e aplicar um leve
pingo de solda para manter os fios unidos, evitando que o calor advindo do processo
atinja o cérebro. Cortar o excedente com alicate.

31. Ajustar a posicdo dos fios e do conector para que seja possivel recobri-los com
0 acrilato e para que seu posicionamento gere o minimo de desconforto ao animal.
32.  Garantir que os fios de diferentes eletrodos ndo estejam em contato elétrico
utilizando um multimetro.

33.  Recobrir todo o cranio exposto, os parafusos e todos os fios utilizando acrilico
auto-polimerizante. Manter a superficie do acrilato lisa e redonda para evitar les6es
ao animal. Deixar exposta a superficie da canula e do conector.

34. Com o acrilato do capacete ja polimerizado, prender levemente o mandril com
mais um pingo de acrilato, para facil remocao posterior.

35. Limpar toda a area ao redor do capacete utilizando solugéo salina, Polvidine e
Sulfato de Neomicina.

36. Esperar o animal despertar e devolvé-lo ao biotério.

37. Acompanhar a recuperacao e o ganho de peso do animal ao longo de toda a

semana apos o procedimento cirurgico.
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APENDICE B — PROTOCOLO DE ENSAIOS PARA INDUCAO AGUDA DE

CONVULSOES

Procedimentos pré-ensaio:

1.

5.

Verificar se ha 3 canulas de 10.2 mm (agulha gengival) na caixa cirdrgica. Se
nao, confeccionar novas.
Lavar o fio de “ouro” com agua mili-Q
a. Utilizar becker de vidro e seringa de 1 mL para agua mili-Q
b. Cobrir a mesa com papel toalha e testar o fluxo de agua pelo fio
Preparar a sala de ensaios. Checar a bateria do equipamento, cobri-la com a
capa de protecao e conferir a conexao do EEG
Diluir o PTZ e 0 AM251 (em caso de ensaio do grupo experimental)
a. Fazer a regra de proporcionalidade de acordo com o peso do animal
(70mg/1.0009)
b. Utilizar uma balanca de precisdo - Desligar o ar e fechar a porta
c. Fazer regra de proporcionalidade para determinar a quantidade de
salina a ser adicionada no tubo Falcon
d. Utilizar o vortex para solubilizar bem o PTZ na salina
e. Utilizar a pipeta e transferir o PTZ solubilizado para um eppendorf
f. Reservar na geladeira até o momento de utilizar
Pesar o animal no biotério e trazé-lo a sala de ensaios para aclimatizacao ao

ambiente.

Procedimento de reqistro basal:

6.

7.
8.
9.

Segurar o animal como habituado e gentilmente acoplar o conector ao capacete
a. Sempre manter um dedo segurando o capacete no lugar

Colocar o animal na arena

Iniciar novo experimento no Sirenia, com nome “basal’ e filmar por 30min

Durante a filmagem:

10. Completar o fio de “ouro” com agua mili-Q. Segurando a ponta, encaixar na
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11. Terminar o experimento basal, buscar o animal na arena e gentilmente retirar

0 conector, segurando 0 capacete

Procedimento de injecao intracerebroventricular:

12.Trazer o animal para injecao i.c.v.

13. Verificar se a canula implantada no animal esta obstruida (se necessario,
utilizar a canula de agulha gengival reserva)

14.Inserir a canula gengival na implantada e iniciar a injegao i.c.v.

15. Aguardar 30min para efeito do AM251, nesse tempo preparar a injecao de PTZ

e, se der tempo, guardar os aparatos da injecao i.c.v.

Procedimento de reqistro experimental:

16. Remover o conector do animal segurando o capacete no lugar (por seguranga)
e aplicar a injecdo i.p. de PTZ

17. No momento da injecdo de PTZ sinalizar, durante o registro de video, o
momento exato de injecdo. Garantir que a sinalizacdo permita sincronizacao
temporal entre todos os registros de video.

18. Colocar o conector novamente, e devolver o animal para a arena de flmagem
assim que possivel

19. Iniciar novo experimento no Sirenia com o nome “experimental” e gravar
continuamente por 1h

a. Acompanhar em tempo real e registrar periodos de crise em papel

20. Preparar a injecéo letal de Cetamina + Xilazina (3x a dose anestésica usada
na cirurgia) - total +- 4 mL

21. Nunca deixar um animal em crise sozinho. Pedir para alguém ajudar com o
preparo da injecao letal

22. Sempre anotar horarios de inicio e fim das gravagoes.

23. Apos o fim da gravacao, imobilizar o animal ainda em crise e gentilmente retirar
0 conector, segurando o capacete no lugar.

24. Aplicar a injecgéo letal e colocar o animal em sua caixa

25. Proceder para a eutanasia

26. Realizar o backup dos dados registrados.
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APENDICE C — PROTOCOLO DE PERFUSAO E EUTANASIA

1. Preparacao para a eutandsia e perfusao:

a. Diluir formaldeido em solucdo salina tamponada (PBS), a uma
concentracdo de 4%. Manter refrigerado até o momento da perfuséo;

b. Aquecer 40 mL de PBS até temperatura fisiologica (aprox. 37°C);

c. Forrar a bancada a ser utilizada com papel limpo, posicionar a bandeja
para perfusao e preparar todos os materiais a serem utilizados;

d. Realizar o céalculo de overdose anestésica, misturar o volume final em
um eppendorf e preparar a injecao utilizando uma seringa de 1,5 mL;

2. Realizar a injecdo de overdose anestésica com Cetamina + Xilazina por via
intraperitoneal;

3. Conferir a auséncia de reflexos motores nas patas do animal;

4. Fixar o animal;

5. Expor o coracdo do animal e, utilizando uma pingca homeostatica, pincar a
artéria aorta e a veia cava, de forma a interromper o fluxo de sangue para 0s
membros inferiores;

6. realizar uma pequena secc¢ao no atrio direito cardiaco;

7. Utilizando um scalp borboleta, perfundir de 20 mL a 40 mL de PBS atraves do
ventriculo cardiaco esquerdo do animal. Manter a agulha no mesmo local
durante o procedimento;

8. Repetir o0 passo anterior utilizando entre 20 mL e 40mL de formaldeido a 4%;

9. Remover a cabeca do corpo do animal eutanasiado e realizar a craniotomia
para extracao do cérebro;

10. Armazenar o cérebro na geladeira dentro de tubo Falcon identificado,

cobrindo-o com formaldeido a 4%, por pelo menos 48h.
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