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RESUMO

As malformacgdes do desenvolvimento cortical (MDC) ocorrem por ruptura em
qualquer uma das etapas do desenvolvimento cortical in utero. A polimicrogiria
(PMG) é uma MDC da organizacéo cortical, na qual ha padr6es anormais de sulcos
e giros e a formacdo de multiplos microgiros, sendo comumente encontrada em
pacientes, englobando 20% de todos os diagnosticos de MDC. Estima-se que até
75% dos pacientes com MDC desenvolvam epilepsias, sendo que cerca de 40% das
epilepsias na infancia refratarias ao tratamento medicamentoso sado causadas pelas
MDC, que causam reorganizacdo da rede neural e aumento da epileptogénese. A
epileptogénese € um processo progressivo e continuo de alteracdes moleculares,
celulares e de conectividade neural, aumentando a sincronia e causando
hiperexcitabilidade, levando ao desenvolvimento de crises epilépticas espontaneas.
Este processo de epileptogénese pode ser primario, desenvolvendo-se no local das
alteracOes, e pode tornar-se secundario com recrutamento de circuitos de areas a
distancia ou até mesmo inter-hemisféricas. O modelo de microgiria induzida por
criolesdo cortical neonatal tem sido amplamente utilizado para investigar a
epileptogénese relacionada a presenca de MDC, porém ele apresenta raras crises
epilépticas espontaneas, o que torna o uso de um modelo de duplo-insulto, como o
modelo de microgiria induzida em ratos susceptiveis a crises audiogénicas (WAR-
MDC), uma alternativa para a investigacao da epileptogénese nas MDC. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar parametros das oscilagdes corticais, talamicas e
hipocampais interictais in vivo no modelo WAR-MDC, a fim de identificar suas
relacbes com os processos de epileptogénese primaria e secundaria. Para isso, a
andlise quantitativa de registros eletroencefalograficos in vivo foi realizada no
modelo de duplo-insulto, assim como em animais Wistar com e sem microgiria € em
animais WAR sem microgiria. Verificou-se que o modelo de duplo-insulto apresenta
alteracdes no padréo de oscilagcbes em multiplas regides cerebrais, destacando-se a
diminuicdo na poténcia das oscilacdes teta cortical e hipocampal ipsilateral a
microgiria e independente da idade, o aumento da poténcia da oscilagdo delta nas
regides talamica e hipocampal e a diminuicdo da poténcia das oscilagdes gama no
hipocampo e no cortex. Estes dados reforcam a possibilidade do uso do modelo de
duplo-insulto para a investigacdo do processo de epileptogénese refrataria
associada a MDC.

Palavras-chave: Malformacgdes do desenvolvimento cortical, Polimicrogiria, Modelo

de duplo-insulto, Epileptogénese, Oscilagbes cerebrais.



ABSTRACT

Developmental cortical malformations (DCM) are caused by alterations at any step of
in utero cortical development. Polymicrogyria (PMG) is a DCM of cortical organization
in which there are unusual patterns of sulci and gyri and the formation of multiple
microgyria, corresponding to about 20% of all DCM. It is estimated that 75% of
patients with DCM develop epilepsy. In addition, approximately 40% of refractory
epilepsies during childhood are caused by DCM associated with the reorganization of
neural networks and an increase in epileptogenesis. Epileptogenesis is a progressive
and continuous process of molecular, cellular and neural connectivity alterations,
leading to an increase in hyperexcitability and synchrony and finally to the
development of spontaneous seizures. The epileptogenesis process can be primary,
developed at the site of the brain alteration, but it can become secondary with the
recruitment of distant circuits at intra- and interhemispheric areas. The model of
microgyria induced by neonatal cortical freeze-lesion is widely used to investigate the
epileptogenesis associated with DCM. However, this model shows rare spontaneous
seizures, which makes the use of a double-hit model an alternative to investigate
epileptogenesis in DCM. One example of a double-hit model is to induce
microgyria (DCM) in rats susceptible to audiogenic seizures like the Wistar
Audiogenic Rats (WAR). Therefore, the objective of this work was to evaluate
parameters of cortical, thalamic and hippocampal interictal oscillations in vivo in the
WAR-DCM model in order to identify their relations to primary and secondary
epileptogenesis  processes. The  quantitative analysis of in  vivo
electroencephalographic recordings was conducted in the WAR animals as well as in
Wistar rats with and without microgyria. We were able to observe that the double-hit
model (WAR-DCM) showed alterations in the oscillation pattern in multiple brain
regions. Highlights include the diminished power of cortical and hippocampal theta
oscillations ipsilateral to the microgyria. Regardless of age, increased power of
thalamic and hippocampal delta oscillation and diminished power of cortical and
hippocampal gamma oscillation were detected. Our data reinforce the possibility of
using the double-hit model to investigate the refractory epileptogenesis process
associated with DCM.

Keywords: Developmental cortical malformation, Polymicrogyria, Double-hit model,

Epileptogenesis, Brain oscillations.



LISTA DE ABREVIATURAS

Ado — Idade da adolescéncia
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DCF — Displasias corticais focais

EEG — Eletroencefalograma
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1 INTRODUCAO

1.1 MALFORMACOES DO DESENVOLVIMENTO CORTICAL

O desenvolvimento e a organizacdo apropriados do cortex cerebral humano
dependem da regulacdo altamente precisa de diversas etapas, incluindo a
proliferagao dos progenitores celulares, a diferenciagéo correta desses progenitores,
a migracdo celular e sua organizacdo em camadas, formando uma estrutura
funcional cortical (GUERRINI; BARBA, 2010; SUBRAMANIAN; CALCAGNOTTO;
PAREDES, 2020). Neste contexto, as malformacdes do desenvolvimento cortical
(MDC) compreendem um conjunto heterogéneo de desordens que resultam na
perturbacdo de qualquer uma das etapas do desenvolvimento cortical humano in
utero (GUERRINI; DOBYNS, 2014; OEGEMA et al., 2020). A classificagdo das MDC
baseia-se principalmente no estagio de desenvolvimento mais inicial que é
perturbado, levando também em conta o panorama genético e alteracdes em
exames de imagem vistas nos pacientes, resultando em trés principais categorias:
malformacgfGes secundarias a proliferacdo ou apoptose anormais de neurdnios ou
células gliais; malformacdes por migracdo neuronal anormal; e malformacfes
secundarias ao desenvolvimento pds-migracional anormal (BARKOVICH et al.,
2012; GUERRINI; DOBYNS, 2014). A Figura 1 traz alguns exemplos de MDC, assim
como a citoarquitetura envolvida em cada uma delas.

As alteracdes anatbmicas e funcionais das MDC sdo heterogéneas, variando
conforme o periodo do desenvolvimento afetado, a alteracdo genética envolvida, a
severidade do insulto e também fatores ambientais, como infec¢Bes intrauterinas
(DESIKAN; BARKOVICH, 2016; LEVENTER; GUERRINI; DOBYNS, 2008; PANG;
ATEFY; SHEEN, 2008). Embora ndo haja consenso quanto a incidéncia das MDC
durante a infancia, sabe-se que essas desordens sdo causa comum de atrasos no
desenvolvimento, paralisia cerebral, autismo e também epilepsias, sendo as
epilepsias e desordens de fungBes corticais superiores as manifestacdes clinicas
mais comuns das malformacdes corticais (GUERRINI; BARBA, 2010; OEGEMA et
al., 2020). Estima-se que até 75% dos pacientes com MDC desenvolvam epilepsias,
sendo as MDC responsaveis por até 40% das epilepsias manifestadas durante a

infancia que sao refratarias aos medicamentos atualmente disponiveis (LEVENTER,;
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GUERRINI; DOBYNS, 2008). Teécnicas cirargicas de resseccdo do foco
epileptogénico podem beneficiar estes pacientes, porém esta abordagem nem
sempre € possivel, uma vez que a extensao da leséo e a impossibilidade de acesso
ou identificacdo das lesdes associadas a epileptogénese podem ser fatores que
tornam o uso destas técnicas pouco eficiente ou inadequado (GUERRINI; BARBA,
2010).
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Figura 1. Tipos de MDC e esquematiza¢cbes de sua apresentacdo macroscopica, com alteracdes
ventriculares e na organizagéo dos giros e sulcos (acima) e microscépica, mostrando modificacdes na
estrutura das camadas corticais, na organizagéo dos tipos celulares e na propor¢éo entre as células
neurais (abaixo). CP: placa cortical; SVZ: regido subventricular; VZ: zona ventricular; bRG: glia radial
basal; aRG: glia radial apical. Adaptado de OSSOLA; KALEBIC, 2022

1.1.1 Displasias corticais focais e polimicrogiria

Dentre as MDC, as displasias corticais focais (DCF) sdo comumente vistas
em criancas, compreendendo anormalidades na estrutura hexalaminar e na
citoarquitetura cortical e incluindo a presenca de citomegalia, células balonadas,
heterotopia e polimicrogiria (BLUMCKE et al., 2011) (Figura 2). A hiptese mais
abordada do desenvolvimento das DCF indica sua origem a partir de anormalidades
de migragdo, maturagcdo e morte celular durante a ontogénese, levando a um
espectro de manifestacdes histopatoldgicas e fenotipicas (GUERRINI; BARBA,
2010). Além disso, as DCF sao frequentemente relacionadas a epilepsias refratarias
em criancas e adultos e também a causa mais comum de epilepsias neocorticais em
criangas, sendo que o inicio dessas epilepsias ocorre geralmente nos primeiros anos
de vida (CRINO, 2015; IFFLAND; CRINO, 2017; WONG-KISIEL et al., 2018). A

prevaléncia de DCF em criancas com epilepsias refratarias que passaram por
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cirurgias para resseccdao do foco epileptiforme chega a 75% (PALMINI,
HOLTHAUSEN, 2013).
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Figura 2. Elementos citoarquitetdnicos encontrados em DCF. Adaptada de SISODIYA et al., 2009

A polimicrogiria (PMG), por sua vez, é considerada uma desordem da
organizacdo cortical, compreendendo perturbacbes na migracdo neuronal e na
estrutura laminar cortical (BARKOVICH, 2010). Como resultado, ha a fusdo de
camadas corticais mais internas, espessamento cortical, padrées anormais de sulcos
e giros e a formacdo de multiplos microgiros no local da lesdo (STUTTERD;
LEVENTER, 2014). Dentre as malformagdes corticais, a PMG é a mais comumente
encontrada em pacientes, englobando 20% de todos os diagndsticos de MDC
(STUTTERD; LEVENTER, 2014).

A PMG varia quanto as manifestacdes clinicas e a abrangéncia das lesdes,
podendo ser focal, multifocal ou difusa, e pode afetar qualquer regido cortical de

forma uni ou bilateral, sendo mais comumente encontrada no lobo frontal
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(BARKOVICH, 2010). As manifestagbes clinicas incluem atrasos no
desenvolvimento, hemiparesias e epilepsias, sendo a PMG uma lesédo altamente
epileptogénica: a incidéncia de epilepsias em pacientes com esta malformacao
cortical é de até 87%, dependendo da extensdo e da gravidade das lesbGes, sendo
que até 65% dos pacientes apresenta epilepsias refratarias com inicio durante
idades tenras (MAILLARD; RAMANTANI, 2018; SHAIN et al., 2013; WANG et al.,
2016). Assim como para pacientes com epilepsias refratarias associadas a outras
MDC, a ressecc¢ao cirurgica do foco epileptogénico é uma alternativa de manejo
clinico. Porém, a conducdo de pacientes com PMG ao tratamento cirtrgico esbarra
em muitos desafios, como a extensdo da malformacdo e a coexisténcia de cortex
epileptogénico e funcional na area da lesdo (MAILLARD; RAMANTANI, 2018). Além
disso, dentre os pacientes que passam pelo procedimento cirdrgico, os desfechos
sdo variados, sendo que apenas 33% dos pacientes apresentam reducao
significativa no nimero de crises e muitos ndo apresentam melhoras (WANG et al.,
2016).

1.2 OSCILACOES CEREBRAIS E EPILEPTOGENESE

As oscilagdes sao fenbmenos cerebrais dindmicos que representam a
atividade cooperativa de um grupo de células excitaveis, principalmente neurénios
(BUZSAKI, 2006). Elas sdo detectadas através do eletroencefalograma (EEG), que
realiza a medida de potenciais extracelulares, ou campos elétricos, gerados pelo
somatorio dos fluxos de corrente idnica através das membranas excitaveis
(BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012). No cérebro de mamiferos, oscilagées ja
foram registradas na faixa de 0,05 a 500 Hz (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004), e, de
uma forma geral, elas sédo separadas em distintas faixas de frequéncia. No coértex de
roedores, foram caracterizadas, dentre outras, as oscilagdes delta (1 — 4 Hz), teta (3
— 10 Hz), gama (30 — 80 Hz) e oscilagcdes de alta frequéncia (HFOs), também
chamadas ripples (80 — 200 Hz) (PENTTONEN, 2003). Essas faixas de frequéncia
podem sofrer pequenas alteracdes no seu intervalo conforme o experimento
realizado ou ser mais profundamente divididas em intervalos menores e sao distintas

das encontradas no cérebro humano, embora as diferencas sejam pequenas e nao
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escapem dos intervalos supracitados. A Figura 3 traz uma representacdo das
oscilagdes cerebrais, na qual podemos ver sua ritmicidade.
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Figura 3. Representacao das oscila¢des cerebrais apos decomposi¢éo de um tragcado de
eletroencefalograma. Adaptada de PASQUETTI, 2019

A geracao das oscilagOes cerebrais depende da atividade de diferentes tipos
celulares. A importancia de interneurénios inibitérios que regulam a atividade de
neurénios piramidais através de projec6es GABAérgicas é reconhecida em varias
regides encefalicas, como no hipocampo e no neocértex como um todo
(ANTONOUDIOU et al., 2020; KLAUSBERGER; SOMOGY!I, 2008), e € fundamental
para a geracdo das oscilacfes teta (BUZSAKI, 2002), gama (ANTONOUDIOU et al.,
2020; CSICSVARI et al.,, 2003) e ripples (BRAGIN et al.,, 2002). Devido as
propriedades da conducdo de volume, eletrodos de EEG registram
fundamentalmente potenciais extracelulares restritos a regibes cerebrais proximas
do contato, no geral das camadas mais superficiais do cortex, o que torna dificil
distinguir de qual regido especificamente as oscilagbes sdo originarias e também
impossibilita o registro de regides mais profundas (GELINAS et al., 2016). Em
experimentos que buscam o registro de regides encefalicas isoladas ou profundas, é
possivel realizar a implantacdo de eletrodos de profundidade em coordenadas
especificas, o que permite um registro mais restrito da regido de interesse, como

regides hipocampais ou corticais ou nucleos especificos do tdlamo, por exemplo.
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As funcgbes das oscilacdes cerebrais sdo geralmente exploradas de forma
individual, ou seja, cada faixa de frequéncia €, na maioria dos casos, estudada de
forma isolada das demais e em determinadas estruturas cerebrais (BUZSAKI;
DRAGUHN, 2004). Porém, na analise das oscilagcbes como um todo, sabe-se que as
diferentes faixas de frequéncia da atividade cerebral s&o importantes para coordenar
a resposta a diferentes inputs e selecionar aqueles em determinadas frequéncias,
para a criacdo de assembleias neuronais com sincronia baseada no acoplamento de
oscilacbes, para a consolidacdo de informacdes e para a representacdo de
diferentes informac¢des por um mesmo neurbnio, no qual cada informagédo é
“armazenada” em uma fase de determinada oscilagdo (BUZSAKI; DRAGUHN,
2004).

Além do papel geral das oscilacbes cerebrais, cada faixa de frequéncia
parece estar associada a diferentes funcdes encefélicas, periodos de atividade
cerebral e momentos do ciclo circadiano. A oscilacdo delta, que ocorre de forma
fisioloégica nas fases mais tardias do sono anterior a fase de movimento rapido dos
olhos (sono NREM), tem implicacdes no processo de “esquecimento” de memorias
(KIM; GULATI; GANGULY, 2019) e também esté envolvida em processos cognitivos
(GUNTEKIN; BASAR, 2016). A oscilacdo teta, proeminente no hipocampo
(BUZSAKI, 2002), esta envolvida em uma gama de processos cognitivos e
sensoriais, como aquisicdo e consolidacdo de memdrias, manutencédo da atencao e
integracdo sensorio-motora (KARAKAS, 2020). A oscilacdo gama, por sua vez,
participa do processamento de informa¢fes, da manutencdo de memdrias e da
percepcdo (HERRMANN et al., 2016), além de participar do processo de
movimentacdo ativa (BLENKINSOP; ANDERSON; GURNEY, 2017). Oscilacbes
ripples, com frequéncias mais altas e correspondendo aos eventos mais sincronos
no cérebro de mamiferos (BUZSAKI, 2015), estdo fortemente relacionadas a
recuperacdo e reaquisicdo de memorias (SOSA; JOO; FRANK, 2020) e aos
processos de planejamento e tomada de decisées (BUZSAKI, 2015).

Além do seu envolvimento em diferentes fungbes e processos cerebrais, as
oscilacbes também diferem quanto a sua localizacdo e proeminéncia em diferentes
regides encefalicas. No hipocampo, por exemplo, as oscilagbes mais comumente
encontradas em registros eletroencefalograficos sao teta, gama e ripples, devido ao
seu papel na consolidacdo e no processamento de memorias (COLGIN, 2016). O

talamo, sendo uma regido de suma importancia para o controle da transmissao de
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informacdes para varias regides corticais (STERIADE; MCCORMICK; SEJNOWSKI,
1993), esta envolvido na geracao de ritmos ligados tanto a estados de vigilia quanto
de sono, como sleep spindles e oscilagdes delta (FOGERSON; HUGUENARD, 2016;
STERIADE; MCCORMICK; SEJNOWSKI, 1993).

Dada a sua importancia em diversos processos fisiol6gicos envolvendo redes
neuronais, alteragdes no padrdo de atividade elétrica cerebral, e consequentemente
nas oscilacbes cerebrais, estdo envolvidas em diversas patologias do Sistema
Nervoso Central, incluindo as epilepsias (HORSTMANN et al., 2010). A
epileptogénese € um processo no qual uma rede neuronal cerebral, cujo
funcionamento prévio era normal, passa por alteracfes funcionais a partir de um
insulto inicial, tornando-se mais suscetivel a geracdo de crises epilépticas
espontaneas (PITKANEN et al., 2015). Ela pode ser dividida em epileptogénese
priméria, em que ha a alteracdo permanente da rede cortical neuronal que traz a
susceptibilidade a gerar crises epilépticas, e secundéria, que envolve modificacdes
adicionais que levam ao aumento da frequéncia e da severidade das crises
espontaneas (BEN-ARI; DUDEK, 2010). O processo da epileptogénese ndo é
instantdneo, e sim progressivo e continuo: a frequéncia das crises epilépticas
espontaneas aumenta em funcdo do tempo a partir do inicio da epileptogénese
(KADAM et al., 2010).

Além de ser um processo continuo, a epileptogénese parece ser um processo
multifatorial, que segue uma “cascata” de eventos com uma sequéncia temporal, a
qual é dividida em trés fases: a fase aguda, que ocorre entre minutos e dias apos o
insulto e envolve a ativagdo de alguns genes imediatos, alteracdes poés-
translacionais em receptores e canais ibnicos e a ativacdo de canais idnicos;
subaguda, que ocorre de horas a dias apés o insulto inicial e engloba a morte
neuronal, processos inflamatérios e alteracdes na transcricdo génica; e crbnica, que
pode durar de dias a meses e inclui neurogénese, gliose e a reorganizacao de redes
neuronais (JENSEN, 2009; MUKHTAR, 2020; RAKHADE; JENSEN, 2009).

Ha grande interesse na compreensdo da epileptogénese, pois intervencgdes
durante este processo podem ser benéficas para impedir o desenvolvimento de
epilepsias que surgem ap6s um insulto conhecido. Uma intervencdo ideal seria
capaz de reverter alteracdes patoldgicas envolvidas na epileptogénese, e o ponto de
intervencao dependeria da avaliagc&o individual de cada paciente para definir em que
momento do processo ele esta (PITKANEN; LUKASIUK, 2011). Estudos ja foram
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conduzidos com medicamentos antiepilépticos utilizados frequentemente como
tratamento clinico (PITKANEN; LUKASIUK, 2011), porém seu uso como prevencao
ao desenvolvimento das epilepsias esbarra em alguns fatores, como as diferencas
entre os mecanismos de epileptogénese e ictogénese (ENGEL; PITKANEN, 2020).
Assim, a busca de biomarcadores do processo de epileptogénese faz-se necesséria
para descobrir potenciais alvos terapéuticos (ENGEL; PITKANEN, 2020).

Nesse sentido, biomarcadores eletrofisiologicos sdo promissores no contexto
da epileptogénese, e muitos estudos com modelos animais de epilepsias e também
em pacientes com traumas ou outras lesdes com potencial epileptiforme tiveram
como enfoque alteracBes eletrofisiologicas prévias ao surgimento das primeiras
crises epilépticas espontaneas nesses modelos. Dentre estes candidatos a
biomarcadores estdo tanto o padrdo quanto a quantidade de HFOs, os quais
apresentam-se alterados em areas epileptogénicas em comparacdo ao tecido
cortical saudavel (BRAGIN; WILSON; ENGEL, 2000; KERBER et al., 2014). Além
das HFOs, evidéncias sugerem que alteracdes na dinamica das oscilacfes teta
também tém potencial como biomarcadores, uma vez que varios modelos animais

de epilepsias apresentam alteracdes neste ritmo (MILIKOVSKY et al., 2017).

1.2.1 Epileptogénese e MDC

Embora muitos estudos em pacientes e modelos animais tenham explorado
varios mecanismos para tentar explicar o fenébmeno da epileptogénese em MDC, em
especial nas FCD, como esse processo acontece ainda é uma questdao em debate
(KUZNIECKY, 2015). Em pacientes com diferentes MDC, foi demonstrado que
existem anormalidades na expressdo de transportadores de ions cloreto (CI) no
cortex lesionado, que contribuem a hiperexcitabilidade vista no tecido lesionado e a
func@o despolarizante do neurotransmissor GABA, semelhante ao que é visto em
neurénios imaturos (ARONICA et al., 2007). Além disso, alteragbes no sistema
GABAérgico também foram detectadas no tecido lesionado, incluindo diminuicdo de
interneurdnios que expressam parvalbumina (ALONSO-NANCLARES, 2004). As
células neuronais com anormalidades morfolégicas encontradas nas FCD também
apresentam anormalidades eletroencefalogréaficas, como correntes de Ca*?
aberrantes e alteracbes em propriedades intrinsecas, como na resisténcia de input
(CEPEDA et al., 2003).
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Como discutido acima, a regido que circunda a malformacéo cortical também
apresenta hiperexcitabilidade e pode também ser responsavel pela epileptogénese
(MARIN-VALENCIA; GUERRINI; GLEESON, 2014). O cortex adjacente a
malformacéo também apresenta alteracdes no sistema GABAérgico semelhantes as
vistas no coértex envolvido na MDC (ALONSO-NANCLARES, 2004), e células
aberrantes no coértex lesionado, como as células balonadas, que ndo apresentam
alteracdes eletrofisiologicas e parecem “silentes”, podem induzir uma reorganizagao
singptica que aumenta o numero de inputs sinapticos nos neurdnios normais do
cortex adjacente, o que contribuiria para a hiperexcitabilidade vista também nesta
regido (CEPEDA et al., 2003; MARIN-VALENCIA; GUERRINI; GLEESON, 2014).

1.3 MODELO ANIMAL DE MALFORMACAO DO DESENVOLVIMENTO
CORTICAL: MICROGIRIA INDUZIDA POR CRIOLESAO CORTICAL

As MDC podem resultar tanto de fatores ambientais quanto genéticos, sendo
entdo multifatoriais (WONG; ROPER, 2016). Sendo assim, modelos animais de
malformacgfes corticais foram desenvolvidos através da inducdo de mutacdes em
genes especificos ligados a diferentes etapas do desenvolvimento cortical, insultos
intrauterinos que perturbam o desenvolvimento fetal e intervengdes peri e pés-natais
(CHEVASSUS-AU-LOUIS et al., 1999).

Um dos modelos animais para o estudo das MDC foi desenvolvido, no ano de
1977, por Dvorak e Feit, e consiste na inducdo de uma lesdo necrética no cortex
cerebral de ratos recém-nascidos (entre os dias pos-natal (P) 0 e 1) através do toque
de um probe metalico congelado em nitrogénio liquido (DVORAK; FEIT, 1977). Essa
criolesdo resulta na perda da estrutura laminar cortical, que passa a apresentar
quatro camadas ao invés de seis no local da lesdo, e na formacdo de microgiros
com estrutura semelhante & encontrada nos pacientes com PMG (DVORAK; FEIT,
1977; DVORAK; FEIT; JURANKOVA, 1978; WILLIAMS; FERRANTE; CAVINESS,
1976).

O modelo de crioleséo cortical tem sido amplamente utilizado para investigar
a epileptogénese relacionada a presenca de MDC (CHEVASSUS-AU-LOUIS et al.,
1999). Estes estudos mostram que a regido cortical que circunda 0S microgiros

apresenta hiperexcitabilidade e padrbes anormais de atividade sincrona capaz de se
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propagar para outras regides corticais proximas (JACOBS; GUTNICK; PRINCE,
1996; LUHMANN et al., 1998), embora o cortex displasico envolvido ho microgiro em
si ndo tenha sido encontrado como sendo o foco dessa atividade anormal
(CHEVASSUS-AU-LOUIS et al., 1999). A origem e a propagacédo dessa atividade
hiperexcitatéria estdo ligadas ao envolvimento e a hiperativacdo de receptores
glutamatérgicos dos tipos N-metil-D-aspartato (NMDA) e &cido a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propidnico (AMPA) (LUHMANN et al., 1998), a reducéo da densidade
de interneurbnios que expressam parvalbumina e somatostatina na regido do
microgiro (PATRICK; CONNORS; LANDISMAN, 2006; ROSEN, 1998), ao prejuizo
em projecdes inibitérias em camadas corticais adjacentes ao microgiro (JIN; JIANG;
PRINCE, 2014) e a reorganizacdo de conexfes cortico-corticais e projecdes
talamicas aos neurénios na regido da malformacéo devido a auséncia de seus alvos
naturais, os neurénios das camadas mais profundas que foram perdidas durante a
inducao do microgiro (GIANNETTI et al., 2000; JACOBS; PRINCE, 2005).

Apesar da hiperexcitabilidade encontrada nas areas adjacentes aos
microgiros e da demonstracdo de que o modelo animal de microgiria induzida por
criolesdo é mais suscetivel a crises epilépticas induzidas por alguns agentes, como
por hipertermia (SCANTLEBURY et al., 2004), estes animais apresentam raras
crises epilépticas espontédneas de natureza eletrografica ou comportamental (GIBBS
et al., 2008; KELLINGHAUS et al., 2007). Assim, embora este modelo animal seja
capaz de replicar com bastante similaridade os aspectos histoldgicos e funcionais da
organizacdo cortical microgiral vista em pacientes com PMG, ele ndo é capaz de
replicar uma das manifestacdes clinicas mais encontradas em pacientes com essa
malformacéo cortical (LUHMANN, 2016).

1.4 MODELO ANIMAL DE DUPLO INSULTO: MICROGIRIA EM RATOS DA
LINHAGEM WISTAR AUDIOGENIC RATS (WAR)

Frente a alta prevaléncia de epilepsias em pacientes com MDC e ao fato do
modelo animal de microgiria induzida por criolesdo cortical em apresentar raras
crises epilépticas espontaneas, tem sido proposto o uso de modelos animais com
um insulto adicional. Esta hipétese do “duplo-insulto” sugere que a combinacgéo de

dois fatores é necessaria para que o cérebro em desenvolvimento apresente um
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processo significativo de epileptogénese (AUVIN et al., 2010). Sendo um dos
insultos a propria microgiria induzida por criolesé@o cortical, 0 segundo insulto poderia
ser realizado, por exemplo, pela inducdo de inflamacéo ou de crises por hipertermia,
que simulam crises febris (AUVIN et al., 2010; HAMELIN et al., 2014,
SCANTLEBURY et al., 2004).

O modelo animal de duplo-insulto também pode ser realizado pela associacéo
da microgiria induzida por criolesdo cortical a uma linhagem de animais ja
suscetiveis a crises epilépticas, como no caso da linhagem Wistar Audiogenic Rats
(WAR). Os animais WAR comp&em uma linhagem selecionada de ratos Wistar que
apresentam susceptibilidade a crises induzidas por um estimulo auditivo agudo ou
cronico, desenvolvida no Laboratorio de Neuroetologia da Escola de Medicina de
Ribeirdo Preto na Universidade de S&o Paulo (DORETTO et al., 2003; GARCIA-
CAIRASCO; UMEOKA; CORTES DE OLIVEIRA, 2017). Estima-se que 10% dos
animais Wistar sejam geneticamente suscetiveis a crises audiogénicas (GARCIA-
CAIRASCO; UMEOKA; CORTES DE OLIVEIRA, 2017); estes animais apresentam
crises de comportamento estereotipado ap0s serem expostos, na idade adulta, a
sons de intensidade variando entre 110 e 120 dB e de frequéncias entre 5000 e
20000 Hz. Os animais que apresentam crises do tipo tbnico-clénicas generalizadas,
de maior severidade, s&o escolhidos para reproducdo (GARCIA-CAIRASCO;
UMEOKA; CORTES DE OLIVEIRA, 2017), e os casais sao formados entre irmaos e
irmas, formando uma linhagem isogénica de animais suscetiveis a crises
audiogénicas, e essa susceptibilidade €é mantida durante varias geracdes
(DORETTO et al., 2003). As crises audiogénicas originam-se principalmente da
hiperativacdo de estruturas do tronco encefalico relacionadas a audi¢cdo, como 0s
coliculos superior e inferior e a formacéo reticular (CUNHA et al., 2020; DORETTO
et al., 2009; GARCIA-CAIRASCO, 2002), enquanto que sua manifestacdo motora e
comportamental é coordenada principalmente pela substantia nigra, que controla a
integracdo sensoriomotora necessaria para expressar as crises audiogénicas
(GARCIA-CAIRASCO; SABBATINI, 1991).

Os animais WAR possuem alteracbes celulares e eletrofisiolégicas em
regides prosencefalicas, e ndo somente nas areas do tronco encefalico envolvidas
na audicdo. No hipocampo, por exemplo, os neurénios piramidais de animais WAR
sdo mais hiperpolarizados, recebem menos inputs mediados pelo acido vy-

aminobutirico (GABA), que é um neurotransmissor inibitorio, e apresentam



22

alteracdes na cinética de correntes inibitérias pos-sinapticas (CIPS) (CUNHA et al.,
2018; DRUMOND et al., 2011). Em outro modelo animal também geneticamente
suscetivel a crises audiogénicas, o envolvimento de regifes talamicas,
especialmente do ndcleo geniculado medial, na geracdo e nas caracteristicas das
crises audiogénicas, foi caracterizado, tendo estas regides um aumento no namero
de disparos durante o estimulo auditivo e implicacdo direta na severidade das crises
manifestadas pelos animais (NGOUEMO; FAINGOLD, 1997).

Assim, a associacdo entre o uso de animais geneticamente suscetiveis a
crises audiogénicas e a indugdo da microgiria por criolesdo cortical (WAR-MDC)
como um modelo de duplo-insulto pode ser uma alternativa para o estudo do

processo de epileptogénese associado as malformacgdes corticais.

2 JUSTIFICATIVA

As MDC sédo uma das principais causas de epilepsias refratarias em criancas
(HAUPTMAN; MATHERN, 2012; LERNER et al., 2009). Apesar de muitos estudos
focarem na funcao sinaptica das regides displasicas, os microcircuitos neoformados,
os fatores que podem aumentar a susceptibilidade as crises epilépticas (como um
segundo insulto), os mecanismos envolvidos na epileptogénese secundaria e 0s
preditores ictais ainda sdo pouco compreendidos. Entender estes mecanismos
modulatérios podera ajudar no desenvolvimento de novas terapias para estas
alteracOes altamente epileptogénicas. Portanto, dados provenientes da avaliacdo
guantitativa detalhada dos registros eletrofisioldgicos in vivo em modelos animais
sdo promissores para obter um melhor conhecimento tanto dos mecanismos como

dos fatores de epileptogénese primaria e secundaria.

3 HIPOTESE

Sabemos que a organizacdo da rede neural é importante para a manutencéo
dos ritmos cerebrais e que, em pacientes com MDC, ha um rearranjo da estrutura
das redes neurais, 0 qual se estende além da regido do microgiro (HONG et al.,
2017). Portanto, nossa hipotese é que a reorganizacdo na rede neural nas MDC
durante o desenvolvimento, intensificada por um insulto secundario, aumenta a

interacdo entre a microcircuitaria local, resultando em alteracbes nas oscilagbes
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hipocampais, corticais e talamicas e causando uma ruptura na rede sinaptica, o que

favorece os processos de epileptogénese primaria e secundaria.

4 OBJETIVOS

4.1 GERAIS

No presente trabalho, pretendemos avaliar parametros das oscilacdes
corticais, talamicas e hipocampais interictais in vivo em um modelo animal de duplo
insulto (WAR-MDC), a fim de identificar suas relagdes com o0s processos de
epileptogénese primaria (no local do insulto) e secundaria (envolvendo outras areas

cerebrais) no modelo.

4.2 ESPECIFICOS

1) Analisar o perfil eletroencefalografico de animais Wistar e WAR, com
microgiria ou ndo, em dois periodos de desenvolvimento (juvenil e adolescente), em
trés estruturas encefalicas (cortex somatossensorial, nucleo ventral posteromedial
do tdlamo e regido CA1l do hipocampo) e em ambos hemisférios cerebrais (ipsi e
contralateral a lesdo), a fim de caracterizar os modelos de duplo insulto e de Unico
insulto (WAR ou microgiria) quanto a epileptogenicidade;

2) Investigar a progressao da epileptogénese primaria de acordo com a faixa
etaria dos animais Wistar e WAR, dentro de uma mesma estrutura encefélica;

3) Verificar a presenca de epileptogénese secundaria, relacionando
alteracdes encontradas entre os hemisférios ipsi e contralateral a lesdo em uma

mesma estrutura encefalica.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

O manuseio e todos os procedimentos dos animais experimentais, incluindo o
procedimento de eutanasia, envolveram o minimo de desconforto ou sofrimento e

foram realizados estritamente de acordo com as recomendacdes da Sociedade
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Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), da International Brain
Research Organization (IBRO), do Council for International Organizations of Medical
Sciences (CIOMS) e da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA).
A aprovagao do projeto junto ao CEUA-UFRGS foi obtida em Julho/2019, sob o n°
37310.

Foram utilizados animais Wistar adultos, machos e fémeas, obtidos do
Biotério do Departamento de Bioquimica — UFRGS, assim como animais adultos,
machos e fémeas, da linhagem WAR, provenientes do Biotério Especial de criagdo
desta linhagem localizado no Campus da Universidade de S&o Paulo (USP) em
Ribeirdo Preto. Os animais de ambas as linhagens foram mantidos em condicdes
padrdo de biotério, em ambiente controlado por fotoperiodo (ciclo claro/escuro de
12h, com luzes acesas as 7h e apagadas as 19h), com temperatura regulada em 22
+ 2°C e com agua e alimentacéao (racdo comercial) ad libitum.

De acordo com a linhagem utilizada, a presenca ou ndo de lesdo por
congelamento e a idade avaliada, explicados abaixo, os animais foram divididos em
oito grupos: Wistar-Sham-Juv (animais Wistar juvenis sem criolesao, n = 4 machos e
4 fémeas); Wistar-Sham-Ado (animais Wistar adolescentes sem criolesdo, n =3
machos e 3 fémeas); Wistar-MDC-Juv (animais Wistar juvenis com crioleséo, n = 4
machos e 4 fémeas); Wistar-MDC-Ado (animais Wistar adolescentes com criolesao,
n = 2 machos e 4 fémeas); WAR-Sham-Juv (animais WAR juvenis sem criolesédo, n =
2 machos e 3 fémeas); WAR-Sham-Ado (animais WAR adolescentes sem crioleséo,
n = 3 machos e 4 fémeas); WAR-MDC-Juv (animais WAR juvenis com criolesdo, n =
5 machos e 3 fémeas); e WAR-MDC-Ado (animais WAR adolescentes com criolesdo

n =5 machos e 3 fémeas).

5.2 INDUCAO NA MICROGIRIA POR CRIOLESAO CORTICAL

O protocolo de inducdo da crioleséo cortical foi realizado em ratos neonatos
de ambos os sexos, entre PO ou P1 (LUHMANN, 2016), na Sala de Cirurgia do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Para isso, os animais foram inicialmente anestesiados por hipotermia, um

dos métodos recomendados na literatura para anestesia de curta duragdo em
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neonatos (ANDRESEN et al., 2014; ARMBRUSTER et al., 2014; CHU; PARADA,
PRINCE, 2009; PATRICK; CONNORS; LANDISMAN, 2006; SHIMIZU-OKABE et al.,
2007) devido a seguranca e ao fato de que, em idades tenras, roedores séo
funcionalmente poiquilotérmicos, ou seja, sua taxa de metabolismo € equivalente a
temperatura ambiente (HUSS et al., 2016; PHIFER; TERRY, 1986). Além disso,
devido ao pequeno tamanho dos filhotes, o resfriamento da superficie do corpo
possibilita o resfriamento rapido também dos 6rgdos no seu interior, € 0s neonatos
sdo capazes de suportar temperaturas abaixo de 1°C por periodos extensos de
tempo (PHIFER; TERRY, 1986). A inducdo da hipotermia se da pela imersédo de
copos de Becker forrados com papel em caixas de isopor contendo gelo. Os filhotes
sdo colocados dentro destes copos durante no maximo 10 minutos e retirados apos
averiguacao da anestesia a partir da imobilidade e da auséncia de reflexos.

A criolesao cortical foi realizada de forma unilateral no hemisfério direito, na
regido aproximada do cortex somatossensorial. Para isso, inicialmente realizou-se
uma incisdo com bisturi a direita da linha média, o que expde o cranio do animal. Um
probe metalico em forma de tridente, previamente imerso em nitrogénio liquido, foi
posto em contato com a regido exposta do cranio do animal durante 20 segundos,
com a aplicacdo de leve pressdao, e apos a limpeza do corte, a pele foi suturada pelo
uso de cola cirdrgica (Dermabond® - Ethicon®, Johnson & Johnson). Apés, o
neonato foi colocado em uma placa aguecedora, com temperatura semelhante a do
ninho (por volta de 33°C), até completa recuperacdo e secagem da sutura, quando
entdo foi devolvido ao cuidado materno.

Para os animais dos grupos Sham, todos os procedimentos foram
semelhantes aos dos animais lesionados, porém o probe estava em temperatura

ambiente.

5.3 ELETROFISIOLOGIA IN VIVO

Os registros eletrofisiolégicos in vivo foram realizados em dois periodos de
desenvolvimento distintos, considerando animais juvenis (entre P25 e P30) e
adolescentes (entre P35 e P45) (BURKE; MICZEK, 2014). Para fornecer tempo de
recuperacdo suficiente e respeitar a data do desmame dos animais (em P21), as

cirurgias de implantacéo dos eletrodos foram realizadas preferencialmente no dia do
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desmame e, se possivel, 0 mesmo animal teve sua atividade cerebral registrada nos
dois periodos de desenvolvimento considerados. Alguns animais tiveram registros
nos dois periodos de estudo (tanto na idade juvenil quanto na adolescente),
engquanto outros apenas no primeiro ou no segundo periodo (somente na idade
juvenil ou adolescente). Para os animais que tiveram registros de EEG somente no
periodo da adolescéncia, os eletrodos foram implantados apés P30 e os registros
foram programados de forma a possibilitar cinco dias de recuperacdo da cirurgia de
implantacéo de eletrodos (entre P35 a P45).

A Figura 4A traz uma linha do tempo com um resumo dos procedimentos

realizados em cada dia pos-natal.
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A Desma_me d_os filhotes Cirurgia de implantagio Eutanasia dos
~ Cirurgia de dos eletrodos animais Ado
implantacao dos Eutanasia dos animais Juv Histologia dos

eletrodos Histologia dos animais Juv animais Ado

- —

Registro de EEG —
Protocolo de Registro de EEG - periodo da
criolesao periodo juvenil (Juv) adolescéncia (Ado)

Figura 4. (A) Linha do tempo experimental.

5.3.1 Implantagdo dos eletrodos

Para a cirurgia de implantacdo dos eletrodos, cada animal, em P21 ou pelo
menos cinco dias antes do primeiro registro eletrofisioldgico, foi anestesiado por via
intraperitoneal (i.p.) com cetamina (60 — 90 mg/kg) e xilazina (5 — 10 mg/kg)
(UFRGS, 2013). Apos confirmacao da anestesia devido a falta do reflexo de retirada
da pata, cada animal recebeu uma dose de anti-inflamatério (Meloxicam, 2 mg/kg,
por via subcutdnea), anestésico local na regido dorsal da cabeca (Lidocaina, 7
mg/kg, por via subcutanea) e antibiotico (Tilosina, 10 mg/kg, por via subcutanea).
Apés, o animal foi cuidadosamente posicionado em um aparelho estereotaxico, o
cranio foi exposto através de uma incisdo realizada com bisturi aproximadamente na
linha média sagital do cranio e nove pequenos orificios foram feitos com o auxilio de
uma broca odontologica. Seis orificios foram utilizados para o posicionamento de
eletrodos de profundidade, construidos com fio de tungsténio, de forma bilateral,
seguindo coordenadas especificas de acordo com as estruturas encefalicas de
interesse: dois na regido do cortex somatossensorial (- 2,10 mm AP, + 5,20 mm LL, -
2,30 mm DV), dois na regido do nucleo ventral posteromedial (VPM) do talamo (-
3,00 mm AP, £ 3,00 LL, - 6,00 mm DV) e dois na regido CA1 do hipocampo (- 4,50
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mm AP, £ 3,00 mm LL, - 2,80 mm DV) (PAXINOS; WATSON, 2007). Os trés demais
orificios foram destinados a implantacdo de um eletrodo de referéncia, na regido
occipital, e dois parafusos para aterramento e para fixagcdo do capacete. Depois de
posicionados, os eletrodos e parafusos foram fixados com cimento acrilico dentéario
e, ao fim do procedimento, o animal foi cuidadosamente retirado do aparelho
estereotéxico e monitorado até recuperagdo completa da anestesia.

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados na Sala de Cirurgia do
Departamento de Bioquimica da UFRGS. Ap0s a cirurgia, os animais foram alojados
de forma individual em caixas-moradia de acrilico (41x34x16 cm) para sua
recuperacdo na Sala do Pds-Operatoério no Biotério do Departamento de Bioquimica
da UFRGS, onde permaneceram até o final dos experimentos. Nos dois dias
subsequentes a cirurgia, 0os animais receberam também doses diarias de anti-
inflamatério (Meloxicam, 2 mg/kg de forma subcuténea), e, durante todo o tempo de

experimentacgédo, os animais foram cuidadosamente monitorados diariamente.

5.3.2 Registros eletrofisioldgicos in vivo (video-EEG)

No dia do registro eletrofisioldgico in vivo associado ao monitoramento por
video (video-EEG), feito individualmente para cada animal, a caixa-moradia foi
transportada para uma caixa de observacéo, na qual os eletrodos implantados foram
conectados a um amplificador (MAP-32, Plexon, Inc.), sendo o animal livre para se
movimentar. A atividade eletrofisiolégica e o comportamento do animal foram
registrados durante periodos de 3h consecutivas por dia de registro, a fim de avaliar
a progressao temporal do efeito da presenca do duplo-insulto nas oscilagdes
cerebrais das estruturas encefalicas de interesse.

A analise detalhada da densidade da poténcia espectral (PSD do inglés:
power spectrum density) das frequéncias no EEG foi realizada através de rotinas
customizadas no software MATLAB (Mathworks Inc.). Os sinais de EEG foram
filtrados entre 0,1 — 500 Hz e digitalizados a 1 kHz para analise quantitativa, a qual
foi realizada utilizando a fungdo pwelch com uma janela de hamming de 4 s, com
50% de sobreposicdo. A decomposicao de frequéncias foi realizada através da
funcdo spectrogram, que usa uma transformada de Fourier para fornecer um valor
representativo da quantidade de determinada faixa de frequéncia em um

determinado trecho do registro de EEG. O sinal decomposto foi quantificado em
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cinco faixas de frequéncia: delta (1 — 4 Hz), teta (4 — 12 Hz), gama lento (30 — 50
Hz), gama médio (65 — 90 Hz) e gama rapido (90 — 150 Hz).

Apés a decomposicdo, também foi realizada a remocdo de componentes
aperiodicos, 0s quais ocorrem juntamente as oscilacdes que identificamos no EEG,
porém nao possuem origem em um processo regular e ritmico (DONOGHUE et al.,
2020) e, no presente trabalho, precisam ser separados dos componentes periédicos,
gue sao as oscilagdes em si. Em dados neurais, este componente aperidédico possui
uma distribuicdo 1/f — uma curva 1/f foi entdo calculada para cada faixa de
frequéncia, considerando valores de poténcia ao redor da faixa de interesse, e
subtraida do sinal bruto, a fim de normalizar os tracados e isolar o componente
periddico de cada oscilagdo (SCHEFFZUK et al., 2013). A Figura 4D ilustra o
processamento do sinal realizado em cada um dos tracados.

Para as andlises quantitativas, foram selecionados, por registro de EEG,
multiplos trechos de 30 s de duracdo, os quais estavam localizados pelo menos trés
minutos afastados de qualquer atividade epileptiforme e que foram correlacionados,
a partir da analise de video, a momentos de vigilia e imobilidade do animal, a fim de
excluir alteracdes no EEG por movimentos musculares ou alteracdes de padrao
devido a ciclos de sono.

Fez-se um esforgo para que o mesmo animal fosse registrado tanto durante o
periodo Juvenil quanto Adolescente, porém nem todos 0s animais possuem registros
em ambos os periodos de desenvolvimento. Além disso, 0s animais também foram
registrados sempre dentro de um mesmo turno (manha ou tarde, durante o periodo

claro), a fim de remover vieses ligados ao ciclo circadiano.

5.4 ANALISES HISTOLOGICAS

Imediatamente apO0s o final do periodo de registros, os animais foram
eutanasiados a partir da inalagdo do anestésico isoflurano, com posterior
decapitacdo via guilhotina para remocéo dos cérebros, os quais foram fixados em
paraformaldeido 4% overnight e entdo armazenados em solucdo de sacarose 30%
em baixa temperatura. Todo o processo de eutanasia foi conduzido de acordo com a
Resolugdo Normativa CONCEA n° 37, de 15.02.2018 (CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL — CONCEA, 2018).
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Fatias cerebrais coronais (60 um de espessura) foram cortadas em um
criostato (CM1850, Leica), entre as coordenadas - 1 mm e — 5 mm AP, e coradas
com hematoxilina-eosina. A posicao dos eletrodos de profundidade implantados e da
lesdo por congelamento foram confirmadas por microscopia optica de acordo com o
posicionamento da lesdo causada pelo eletrodo ou da probe congelada. A Figura 4B
mostra os cortes histoldgicos com o posicionamento dos eletrodos, enquanto que a
Figura 4C mostra a representacdo do posicionamento dos eletrodos conforme as
coordenadas adotadas (PAXINOS; WATSON, 2007).

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Devido a estrutura experimental de medidas repetidas, as analises
estatisticas foram conduzidas utilizando um modelo de equacdes de estimacdes
generalizadas (GEE) (GUIMARAES; HIRAKATA, 2012). Para a poténcia das
oscilagdes, a analise considerou uma distribuicio Gama com funcdo de ligacao
logaritmica, uma vez que os dados sdo ndo paramétricos. Fatores de interesse do
modelo incluiram idade (juvenil ou adolescente), hemisfério (direito ou esquerdo),
procedimento (sham ou MDC) e linhagem (Wistar ou WAR). O sexo dos animais e o
turno de registro (manha ou tarde) foram utilizados como fatores de ajuste, porém,
devido ao tamanho amostral, ndo foram utilizados para maior separacao dos grupos
ou considerados diretamente nas comparacdes. Os modelos foram ajustados
utilizando funcdes do pacote geeglm do software r, enquanto que os contrastes
foram calculados utilizando a fungéo esticon do pacote doBy.

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo. Foram consideradas
significativas diferencas cujo nivel de significancia (p) foi inferior a 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando rotinas customizadas em linguagem r e 0s

gréficos foram feitos utilizando os softwares GraphPad Prism 8 e MATLAB.

6 RESULTADOS
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7 DISCUSSAO

Embora a prevaléncia de epilepsias em pacientes com polimicrogirias possa
chegar a 87% (SHAIN et al., 2013), o modelo animal de lesdo por congelamento, um
modelo amplamente aceito de indugdo de microgiros em roedores, apresenta
poucas crises epilépticas espontaneas (HOLMES et al., 1999). A fim de aperfeicoar
este modelo, tem-se proposto o uso de modelos de “duplo-insulto”, nos quais um
fator de predisposicdo seria utilizado como primeiro insulto (SCHMIDT,;
SCHACHTER, 2008), enquanto que a criolesdo para indugdo da microgiria seria o
segundo insulto no modelo, o que entéo intensificaria 0 processo de epileptogénese
e a ocorréncia de crises epilépticas. A hipétese do duplo-insulto j& é explorada
através de algumas técnicas, como a inducdo de crises epilépticas febris
(SPAGNOLI et al.,, 2015) e a exposicdo pré-natal a agentes toxicos, como
metilazoximetanol (BATTAGLIA et al., 2009), por isso a combinacdo de uma
linhagem de animais Wistar suscetiveis a crises epilépticas audiogénicas com a
lesdo por congelamento surge como uma possibilidade para investigacdo dos
processos de epileptogénese relacionados as malformagBes do desenvolvimento
cortical. Baseado nisso, no presente trabalho, avaliamos as alteragbes
eletroencefalograficas em um modelo animal de duplo-insulto (animais WAR com
microgiria — WAR-MDC) em trés regides encefélicas de interesse (cortex, talamo e
hipocampo) a fim de investigar as alteracdes nas oscilacdes cerebrais que possam
indicar o curso dos processos de epileptogénese primaria e secundaria no modelo.
Nossos principais achados foram alteragbes em oscilagbes corticais de baixa
frequéncia, maiores valores das poténcias de oscilacbes de alta frequéncia
talamicas e menor poténcia das oscilacdes rapidas hipocampais no modelo de
duplo-insulto (WAR-MDC).

O processo de epileptogénese esta acompanhado de alteracdes nas
oscilagbes cerebrais e estudos sugerem que a presenca de oscilacbes de alta
frequéncia (a partir de 80 Hz) esteja correlacionada ao local de génese das crises
epilépticas em pacientes com epilepsia do lobo temporal (THOMSCHEWSKI;
HINCAPIE; FRAUSCHER, 2019). Recentemente tem-se destacado também a
diminuicAo na poténcia da oscilagdo teta como forte preditor de regides
epileptogénicas (ARABADZISZ et al., 2005; KITCHIGINA et al., 2013; MILIKOVSKY

et al.,, 2017). Neste trabalho, os animais WAR-MDC apresentaram diminuicdo na



61

poténcia da oscilacdo teta em diversas regiées encefélicas, assim como em ambas
as idades avaliadas. Enquanto que a diminuicdo na poténcia desta oscilacdo na
regido cortical foi revertida entre os periodos juvenil e adolescente no hemisfério
contralateral a microgiria, ela foi mantida no hemisfério ipsilateral. Neste sentido, a
microgiria parece alterar permanentemente a dinamica das oscilagdes teta corticais
apenas nos animais WAR, uma vez que nos grupos Wistar com MDC esta
diminuicao da poténcia de teta ndo esta presente.

A mesma diminuicdo de poténcia da oscilacdo teta € vista na regido
hipocampal para os animais com duplo-insulto — nesta regido, ela ocorre
independente do hemisfério analisado ou da idade considerada. O ritmo teta é
bastante vulneravel em regides hipocampais (KITCHIGINA; SHUBINA, 2023) e
estudos indicam que a diminuicdo na poténcia de teta nesta estrutura reflete a
integracdo das regides hipocampais em uma rede epileptogénica, que abrange
ambos os hemisférios (KILIAS et al., 2023). Os achados aqui apresentados podem
indicar a contribuicdo do hipocampo na epileptogénese tanto primaria quanto
secundaria no modelo de duplo-insulto WAR-MDC.

O cortex pré-frontal é considerado um modulador global da atividade de teta
gerada no hipocampo (PIGNATELLI; BEYELER; LEINEKUGEL, 2012) e a oscilagédo
teta cortical funciona como um carreador de informacgdes entre o hipocampo e outras
estruturas encefalicas, como o estriado (BENCHENANE; TIESINGA; BATTAGLIA,
2011). O hipocampo e o cortex atuam em conjunto na geracdo e propagacao da
oscilacédo teta (BENCHENANE; TIESINGA; BATTAGLIA, 2011) e esta geracao
depende de varios tipos celulares hipocampais diferentes, como neurénios
piramidais e interneurénios inibitérios (BENCHENANE; TIESINGA; BATTAGLIA,
2011; LEUNG, 1998). O processo de epileptogénese em modelos animais esta
relacionado a perda de interneurdnios GABAérgicos hipocampais (Kumar e
Buckmaster, 2006) e também a alteracbes no padréo de disparos dos interneurénios
hipocampais restantes (TOYODA et al.,, 2015). O déficit na atividade inibitoria
hipocampal intermediada por interneurbnios € vista tanto em animais WAR
(DRUMOND et al., 2011; MESQUITA et al., 2005) qguanto em animais com microgiria
(YANG; WILLIAMS; SUN, 2021), o que indica uma possivel correlacdo entre as
alteracOes celulares e de circuitaria nos animais WAR-MDC e o processo de

epileptogénese.
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O papel da oscilagdo delta no processo da epileptogénese tem sido
considerado e incluido ha muito tempo nas discussfes de busca de biomarcadores e
preditores para areas suscetiveis a crises epilépticas (GAMBARDELLA et al., 1995).
O aumento na poténcia desta oscilacdo durante a epileptogénese em varias
estruturas encefélicas ja foi mostrado tanto em modelos animais (COSTA et al.,
2021; PASQUETTI et al., 2019; WU et al., 2021) quanto em pacientes com
epilepsias diversas (CLEMENS; SZIGETI; BARTA, 2000; POTOTSKIY et al., 2021,
WESTIN et al., 2022). Os resultados apresentados por este trabalho mostram uma
maior poténcia de delta na regido CA1 do hipocampo no modelo animal de duplo-
insulto no periodo da adolescéncia, vista apenas no hemisfério ipsilateral a
microgiria, corroborando os achados em modelos animais e pacientes encontrados
na literatura (PASQUETTI et al., 2019; TSENG et al., 2020; ZAVERI et al., 2001).

No talamo, em contraste, a maior poténcia de delta ocorre apenas para
animais adolescentes no hemisfério esquerdo dos animais WAR, com ou sem MDC,
e Wistar-MDC em relacdo ao grupo Wis-Sham-Ado. Esta maior poténcia de delta
talamico nos animais WAR com ou sem MDC e nos Wistar com MDC em relacao ao
controle Wistar sem lesdo é um importante achado, uma vez que alteracbes na
circuitaria tdlamo cortical estdo relacionadas a crises de auséncia (LUTTJOHANN;
VAN LUIJTELAAR, 2022; STERIADE, 2001, 2006) que foram encontradas em
animais WAR, independente da microgiria (KLIPPEL ZANONA et al., 2022), e com
menor frequéncia, em roedores com microgiria (SUN et al., 2016; WILLIAMS; SUN,
2019; WILLIAMS; ZHOU; SUN, 2016), denotando uma alteragéo talamica que pode
estar relacionada com epileptogénese.

Em contrapartida, o modelo animal de duplo-insulto no periodo da
adolescéncia apresenta menor poténcia de delta na regido cortical contralateral a
microgiria, enquanto que, no hemisfério ipsilateral, alteragfes ndo foram detectadas.
Um estudo anterior de nosso laboratério mostrou que animais WAR-Sham
apresentaram menor poténcia da oscilacdo delta em registros subdurais, porém esta
diferenca néo foi vista para animais com microgiria bilateral (KLIPPEL ZANONA et
al.,, 2022). Uma vez que registros subdurais detectam o potencial de campo de
regides mais superficiais no cortex, esta forma de registro pode camuflar alteracdes
especificas de determinadas regides corticais. Os eletrodos, implantados em
profundidade, registram a atividade de areas mais especificas do cértex, as quais

podem apresentar alteracdes distintas das camadas superficiais. Além disso, neste
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trabalho a microgiria foi induzida de forma bilateral, ao contrario do trabalho aqui
apresentado, no qual a inducao foi realizada apenas no hemisfério direito.

As alteracdes eletroencefalograficas em pacientes e modelos animais de
epilepsias também abrangem as oscilagbes gama. Na regido cortical, os animais
WAR-Sham, de ambas as idades, apresentam menor poténcia das oscilacées gama
médio e gama rapido no hemisfério ipsilateral a microgiria e em compara¢do aos
grupos Wistar de mesma idade. A diminuicdo de poténcia de gama rapido cortical foi
observada previamente por nosso grupo em animais WAR (KLIPPEL ZANONA et al.,
2022). Outro estudo anterior do nosso grupo de pesquisa mostrou que 0s ratos com
epilepsia induzida por pilocarpina apresentaram menor poténcia de gama lento em
relacdo a animais controle nas regides corticais, além de alteragcdes em gama lento,
médio e rapido no stratum oriens de CA1, porém ndao foi possivel detectar alteraces
nas demais camadas hipocampais em CA1 (PASQUETTI et al., 2019).

No talamo ipsilateral a microgiria, em contraste com a regido cortical, as trés
faixas de gama consideradas neste estudo apresentam maiores valores de poténcia
no periodo da adolescéncia nos grupos com MDC em comparacdo aos grupos
Sham. Levando em consideracdo que nao ficou demonstrada soma de efeitos entre
os dois insultos do modelo WAR-MDC, pode-se estimar que a contribuicdo para a
maior poténcia de gama é interferéncia da reorganizacdo da circuitaria neuronal
causada pela microgiria, podendo afetar a via corticotalamica.

Na regido de CA1l hipocampal, a poténcia de gama € menor nos animais
WAR-MDC em comparacdo aos demais grupos, independentemente da idade e
principalmente no hemisfério esquerdo, contralateral & microgiria. Estudos anteriores
mostraram que displasias corticais focais, como a microgiria induzida pela crioleséo,
levam a perturbacdes na distribuicdo de subunidades dos receptores GABAA nao
apenas na regido adjacente ao microgiro, mas também longinquas, como o
hipocampo (REDECKER et al., 2000), e que a geracao dos ritmos gama é regulada
através da inibicdo mediada por receptores do tipo GABAA e depende da distribuicao
das subunidades destes receptores nas células piramidais (HENTSCHKE et al.,
2009; KUJALA et al., 2015). Somado a isso, alteragdes na transmissdo GABAérgica
tém sido descritas em hipocampo de animais WAR (CUNHA et al., 2018). Como a
transmissdo sinaptica GABAérgica é essencial para a organizagdo das oscilacdes

gama (SOHAL et al., 2009), esta alteracdo da inibicdo mediada por GABA
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hipocampal (REDECKER et al., 2000) pode ser um dos mecanismos de diminui¢ao
da poténcia de oscilagdes gama no hipocampo nos animais WAR-MDC.

O processo de epileptogénese € continuo e depende de uma série de
alteracdes de plasticidade celular e circuitaria neuronal, como a perda da circuitaria
inibitéria, alteragcbes na expressdo de receptores, a reorganizacdo sinaptica e a
geracdo de novas sinapses entre os neuronios restantes (DUDEK; SPITZ, 1997;
PITKANEN et al., 2015; RAKHADE; JENSEN, 2009). Considerando que alteracbes
de circuitara neuronal ocorrem em animais com microgiria induzida por criolesao
(JACOBS; PRINCE, 2005; REDECKER et al., 2000; SCANTLEBURY et al., 2004) e
também nos animais WAR (CUNHA et al., 2018; DRUMOND et al., 2011; PINTO et
al., 2017) e que a preservacao da circuitaria neuronal € de suma importancia para a
manutenc&o dos ritmos cerebrais e das oscilacées fisiologicas (BUZSAKI; WATSON,
2012), € possivel associar as alteracbes de rede neural com as alteragfes das
oscilagbes corticais hipocampais e talamicas relacionando-as ao processo de

epileptogénese.

8 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que animais modelo de duplo-insulto
(animais WAR com microgiria) apresentam alteracdes das oscilacdes cerebrais em
multiplas regides (cortex, tdlamo e hipocampo), as quais podem estar relacionadas
aos processos de epileptogénese primaria e secundaria. Dentre estas alteragées,
destacam-se a diminuicdo na poténcia das oscilacdes teta cortical e hipocampal
ipsilateral & microgiria e independentemente da idade, o aumento da poténcia da
oscilacédo delta nas regifes talamica e hipocampal e a diminuicdo da poténcia das
oscilacbes gama no hipocampo e no coértex. Estes dados reforcam a possibilidade
do uso do modelo de duplo-insulto como modelo animal para o processo de
epileptogénese vista em pacientes com MDC.

Como perspectivas, continuaremos com a analise qualitativa dos registros
eletroencefalograficos, buscando padrdes de spike-wave discharges (SWD) e crises
de auséncia, ja reportado no modelo de duplo-insulto pelo nosso grupo previamente
(KLIPPEL ZANONA et al., 2022), e pretendemos realizar analises de sincronia da

rede neuronal entre as regides cortico-talamicas e hipocampo, em busca do padrbes
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de oscilacbes cerebrais e biomarcadores de epileptogénese associados a

malformagdes do desenvolvimento cortical.
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