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1 RESUMO

Introducdo: MalformacBes corticais durante o desenvolvimento induzem atividade
epileptiforme. A excitabilidade é alterada, aumentando atividade recorrente na zona
epileptogénica. Convulsdes surgem quando ha alteracdo nos mecanismos que equilibram a
excitagédo e inibigdo. Interromper 0s mecanismos que inibem a neurotransmissao ou promover
0s mecanismos que a facilitam, potencializa a ativacéo da circuitaria e pode levar a convulsdes.
Uma caracteristica estrutural que pode auxiliar na potencializacdo da conducdo do sinal é a
mielinizacdo, pois ela é responsavel pela maximizacao da velocidade de conducéo.

Objetivos: Investigar a mielinizacdo e a excitabilidade cerebral de camundongos com
malformacao cortical.

Materiais e métodos: Para testar isso, utilizamos 4 grupos experimentais: (LESQ) - induzimos
esquezencefalia em camundongos Swiss, no dia pds-natal (DPN)1 encostando uma sonda a -
55°C sobre o crénio, na regido parieto-occipital por 5 seg; (2 ESQ + CH) - no DPN12, animais
submetidos a lesdo, foram submetidos a convulsdo hipertérmica por exposicdo a temperatura
de 47-48°C até o aparecimento de uma convulsdo ténico-clénica generalizada; (3 CH) — a
convulsdo hipertérmica também foi realizada em animais que ndo sofreram lesdo; (4 CT) —
animais ndo submetidos a procedimentos foram considerados controles. Para realizar, de acordo
com a escala de Racine, uma analise comportamental da severidade das convulsdes no DPN100,
0s animais receberam injecéo intraperitoneal do convulsivante pentilenotetrazol (PTZ), um
antagonista de GABA-A em doses convulsivante (50 mg/kg) ou letal (80 mg/kg). Por fim, os
encéfalos foram coletados para realizacdo de imunohistoquimica para verificar mielinizacéo
(anti-MBP) e numero de oligodendrdcitos (anti-CC1) no corpo caloso (CC) e nas substancias,
branca (SB) e cinzenta (SC) do codrtex parieto-occipital. A diferenga foi testada utilizando o
teste one-way ANOVA seguido de teste de Tukey. Resultados foram considerados
significativos quando p < 0.05. Esses experimentos foram aprovados no CEUA UFRJ-Macaé
sob o protocolo 0043.

Resultados e discussdo: Por meio de analises comportamentais, nossos resultados mostram
que no DPN12 a laténcia até o grupo ESQ apresentar convulsao hipertérmica é menor que o
CT. Ja na fase adulta (DPN100), ap6s inducdo de convulsdo por PTZ, em dose letal os dados
mostram que a laténcia para a morte dos grupos CH, ESQ e ESQ + CH, é menor comparada ao
grupo CT. Ja a analise de dose convulsivante mostrou que os animais lesionados (ESQ) entram
mais rapido e permanecem mais tempo em convulsdes graves comparados aos animais normais.
Ja os dados imunohistoquimicos revelam que os grupos lesionados, ESQ e ESQ + CH, possuem
aumento de oligodendrdcitos (células CC1+) em todas as regies analisadas, SC, SB e CC,
comparados ao CT. Ademais, 0s grupos lesionados possuem aumento de mielinizacdo
(intensidade de MBP+) em todas as regides analisadas SC, SB e CC, quando comparados ao
CT.

Conclusao: Os dados sugerem que a ESQ predispGe o cérebro a convulsionar na infancia e na
idade adulta, bem como induz o aumento da severidade das convulsdes. Além disso, promove
0 aumento de oligodendrocitos e mielinizagdo, sendo possiveis efeitos que levam ao
aparecimento de convuls6es generalizadas na idade adulta.

Palavras-chave: malformacédo cortical, esquizencefalia, convulsdo febril, mielinizacdo e
oligodendrdcito



2 INTRODUCAO
2.1 Desenvolvimento do Sistema Nervoso Central

Durante a terceira semana de gestacdo humana o sistema nervoso do embrido comeca a
se desenvolver através da formacdo da placa neural pelo folheto embrionario ectoderma.
Através da neurulacdo, a placa neural dard origem ao tubo neural, o qual formara todos os
neurdnios residentes do Sistema Nervoso Central (SNC). Através do crescimento diferencial da
porcdo cranial do tubo neural, surgem trés dilatacdes denominadas vesiculas encefélicas
primérias: prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo (Figura 1). O prosencéfalo diferencia-se
em diencéfalo vesiculas Opticas e vesiculas telencefalicas. As vesiculas Opticas formam os
nervos opticos e as retinas. Ja as vesiculas telencefalicas dardo origem aos dois hemisférios
cerebrais. Eventos importantes fazem parte do desenvolvimento do telencéfalo, tais como
formagéo dos ventriculos, do bulbo olfatério, das células da parede do telencéfalo e também da
substancia branca. Os neurdnios da parede do telencéfalo se proliferam formando o cértex
cerebral e telencéfalo basal. J& o diencéfalo da origem ao tadlamo e ao hipotdlamo (BEAR, et al.
2008).

Os axo6nios dos neurdnios do encéfalo em desenvolvimento projetam-se para outras
regides do sistema nervoso para realizar a comunicacdo neuronal. Esses axdnios agrupam-se
para formar os trés conjuntos de substancia branca mais importantes: corpo caloso, substancia

branca cortical e capsula interna (BEAR, et al. 2008).

Vesiculas ———— o
telencefalicas ‘f \ | \

Prosencéfalo

Rombencéfalo ——F&—

Figura 1: Representacdo das vesiculas primarias do sistema nervoso em desenvolvimento

llustracdo das vesiculas encefalicas primarias. A porcao azul representa o prosencefalo e suas
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respectivas diferenciacOes, vesiculas telencefélicas, diencéfalo e vesiculas Opticas. J& a por¢do
vermelha indica 0 mesencéfalo e a verde, o rombencéfalo. Fonte: BEAR, et al. 2008.

2.1.1 Desenvolvimento do NeocOrtex

Ao longo da evolugdo, o cortex é a estrutura encefalica que mais se expande na espécie
humana em comparacéo as demais. Seus neurdnios captam as informagdes sensoriais externas
e processam 0s movimentos voluntarios. Um embrido de quatro meses ja possui as principais
estruturas anatémicas formadas, porém o cdrtex cerebral ainda é liso. A partir disso, ocorre uma
expansdo cortical, consequentemente o surgimento de sulcos e giros. Neste momento ocorre
uma intensa atividade de proliferacdo, migracdo e diferenciagdo neuronal, bem como
sinaptogénese, formacdo de circuitaria, mielinizacdo e eliminacdo programada de neurénios e
sinapses (BEAR, et al. 2008; MACHADO & HAERTEL, 2014).

Juntamente com a formacé&o do tubo neural, nos primeiros estagios do desenvolvimento,
ocorre uma intensa proliferacdo neuronal, 0s precursores neuronais comecam a se dividir de
maneira que algumas células saem do ciclo celular formando neurénio jovens, 0s quais entram
no processo de migracao na regido proliferativa periventricular para a por¢do mais externa para
geracdo do cortex cerebral. As primeiras células a migrar percorrem uma curta distancia e
formam uma camada abaixo da superficie pial, chamada pré-placa. Essa camada é composta
basicamente por dois tipos celulares: células Cajal-Retzius, que ficam na zona marginal e
células da sub-placa. Ja na zona ventricular encontra-se células gliais justapostas chamadas glia
radial, a qual possui prolongamento que se estende desde a superficie ventricular até a superficie
externa, esse prolongamento cria uma trilha de migragdo. Os neurdnios migram aderidos a glia
radial em direcdo a pré-placa, formando a placa cortical. No decorrer da migracdo vao se
formando camadas, de modo que 0s neur6nios novos ultrapassam 0s outros que ja migraram.
Assim sendo, criam-se as camadas corticais, primeiramente as mais profundas, seguidas pelas
mais superficiais. As Células migratorias se alocam entre as camadas da pré-placa, de forma
gue a camada mais externa corresponde as células de Cajal-Retzius, e a camada mais interna,
as células da Sub-placa (Figura 2). A migragdo via glia radial € coordenada por substancias
secretadas pelos neurbnios que migraram anteriormente, dessa forma eles determinam o
movimento de parada (SANES, et al. 2006; MACHADO & HAERTEL, 2014).
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} Marginal zana
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Figura 2: Histogénese do cortex cerebral - llustracdo dos estagios da histogénese do cortex

cerebral. O primeiro estagio € composto por células progenitoras que ocupam a Zona
Ventricular (VZ). No segundo estagio os primeiros neurénios que saem do ciclo celular (células
vermelhas) migram para formar a pré-placa (pre-plate), a qual encontra-se adjacente a
superficie pial, sendo composta pelas células mais superficiais, Cajal-Retzius (célula verde) e
mais internas, células da sub-placa (subplate). No terceiro estagio novas geracdes neuronais
(células vermelhas) migram pelo prolongamento da glia radial para formar a placa cortical
(cortical plate) que fica entre a camada de células Cajal-Retzius (marginal zone) e a sub-placa
(intermediate zone).

Fonte: SANES et al, 2006.

Posteriormente, os neurdnios adquirem as devidas caracteristicas morfologicas e
bioquimicas das suas futuras funcdes e emitem os axonios para os alvos, 0s quais possuem uma
estrutura chamada cone de crescimento que é especializado em tatear o ambiente para conduzir
0 axoOnio até o alvo correto, por meio da interagcdo com pistas quimicas presentes no ambiente
neural. Ao chegar no alvo, o axénio se ramifica e inicia o processo de sinaptogénese. De forma
semelhante, a diferenciacdo dos tipos neuronais é dependente dos fatores presentes no

microambiente, podendo ser fatores indutores ou inibidores, estes sdo secretados por grupos
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neuronais e determinam quais genes serdo expressos naquela populagéo celular (MACHADO
& HAERTEL, 2014).

Apds esse periodo de embriogénese, ocorrem 0s processos de morte neuronal
programada e eliminacédo de sinapses produzidas em excesso ou com alvos inapropriados. A
morte programada € inibida pelo tecido alvo, o qual libera substancias neurotréficas quando
devidamente estimulados. Essas substancias sdo transportadas retrogradamente pelos axonios,
e sinalizam no soma do neurdnio pré-sinaptico, bloqueando um processo de apoptose ativo.
Portanto, 0s neurdnios sobreviventes sdo aqueles que conseguem estabilizar sinapses e captar
uma quantidade suficiente de neurotrofina para que a atividade apoptética pare. Esse periodo
de plasticidade natural do desenvolvimento abrange os periodos criticos de plasticidade
neuronal, onde o cérebro se mantém em constante transformacéo. A mielinizacéo é considerada
o final da maturacéo, coincidindo com o fim dos periodos criticos de plasticidade neural. Ela
se completa em tempos diferentes de acordo com a regido do sistema nervoso, sendo o cortex
pré-frontal o ultimo a ser mielinizado. (MACHADO & HAERTEL, 2014).

2.1.2 Mielinizacéo

A mielinizagdo é o processo de formacgdo da bainha de mielina, a qual é responsavel
pelo aumento da velocidade de conducdo do potencial de agdo. A mielina € uma estrutura
especializada produzida por células gliais, as quais emitem prolongamentos citoplasmaticos
gue envolvem axdnios de varios neurdnios de maneira espiralada. No SNC, a mielinizacéo é
feita pelos oligodendrdcitos, cujos progenitores sdo originados na zona subventricular, onde se
dividem e migram para as regides alvo (EMERY, 2010).

No telencéfalo de roedores, as células progenitoras de oligodendrdcitos (OPC) surgem
no final da gestacao e continuam o processo de proliferacdo durante as primeiras duas semanas
de vida pos-natal. Ainda que o pico de producdo de oligodendrdcitos seja durante a terceira
semana pos-natal, as OPCs persistem como uma populacdo de células gliais residentes
distribuidas uniformemente no SNC adulto e mantém capacidade proliferativa, podendo gerar
oligodendrdcitos de forma assincrona ao longo da vida (HILL et al, 2014).

A partir disso, as OPCs diferenciam-se em oligodendrécitos maduros (OLG), que
passam a mielinizar axénios proximos. Tanto o desenvolvimento dos OLGs quanto a
mielinizacdo sdo altamente regulados por diferentes mecanismos, tais como ligantes na
superficie axonal, moléculas secretadas e atividade neuronal. Curiosamente, a maioria dos
ligantes s&o de inibicdo, Jagged pela via Notch em OPCs, e PSA-NCAM e LINGO-1, tanto
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para inibicdo da diferenciacdo de OPCs quanto para mielinizagdo. A sinalizagdo via receptor
acoplado a proteina G (GPCR) € importante para regulagdo da diferenciacdo de OLGs e da
mielinizacdo (EMERY, 2010).

Detalhadamente, a bainha de mielina é uma estrutura espiralada, formada por diversas
voltas de uma extensdo de membrana plasmatica do OLG, localizada no entorno dos axdnios
(Figura 3). Ao longo da fibra mielinizada, entre cada segmento axonal mielinizado existem
regibes em que membrana plasmatica do neurdnio fica exposta a matriz extracelular, esses
locais sé@o denominados Nodos de Ranvier (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001). Cada OLG
pode fazer varios segmentos de bainha de mielina em diferentes axdnios para promover a rapida
conducdo saltatéria através do agrupamento de canais de sodio dependentes de voltagem apenas
nos Nodos de Ranvier (STADELMANN et al. 2019). A quantidade de bainhas de mielina feita
por um OLG varia de acordo com a area do SNC (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001). Essa
organizacdo faz com que a bainha de mielina promova a economia de energia por restringir a
ocorréncia de potenciais de acdo em regides de Nodos de Ranvier, 0 que reduz a necessidade
de troca de Na+ e K+ pela bomba de Na+/K+ATPase, que é essencial para manter o potencial
de repouso das membranas axonais (NAVE & WERNER, 2014). Por ser formada por
membrana plasmatica, a composicao da mielina € 70% lipidica e 30% proteica. Fazem parte
da composicdo majoritaria de proteinas, a Proteina Basica de Mielina (MBP) e a Proteina
Proteolipidica (PLP), somando 80% do total (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001).

2) Mielina

Nodo de Ranvier

OoLG Bainha de mielina Ax6nio

Figura 3: Figura representativa da mieliniza¢éo no sistema nervoso central - llustracdo de
um axoénio mielinizado por oligodendrécitos (OLG) para formacdo da bainha de mielina (1),
destacando a organizagdo da mielina e o Nodo de Ranvier (2).

Fonte: Adaptada de SALZER & ZALC, 2016.
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2.1.3 Estrutura, Funcéo e Distribuicao Celular do Neocortex e Substancia Branca

Ao final do desenvolvimento cortical, pode-se observar um cértex de seis camadas
(isocdrtex) organizado de maneira que a primeira camada fica em contato com a pia-mater e a
ultima fica em contato com a substancia branca subcortical (Figura 4 - 1), sdo elas: (I) camada
molecular, possui poucas células, sendo elas neurénios pequenos com axdnios organizados
horizontalmente. Nesta camada os ax6nios se estendem paralelamente a superficie cortical, ou
seja, de forma horizontal; (11) camada granular externa, composta por neurénios granulares e
neuronios piramidais, cujos axonios descem para as camadas mais profundas e dendritos apicais
ascendem para camada molecular. A camada em si, tem poucas fibras mielinizadas, mas possui
axonios mielinizados de camadas mais profundas que ascendem; (I11) camada piramidal
externa, constituida por neurénios piramidais médios na parte inferior e na parte superior por
neurdnios pequenos. Os dendritos apicais ascendem para a camada | e 0s axonios s&o
direcionados para as camadas mais internas; (IV) camada granular interna, formada por
neurdnios granulares, cujos prolongamentos se estendem para as outras camadas ou ramificam-
se no local. Nesta camada também esta presente uma banda horizontal mielinizada, denominada
banda de Baillarger interna (Figura 4 - 2); (V) camada piramidal interna, constituida por
neurbnios piramidais médios, os quais emitem dendritos apicais para a camada Il e Ill, e
grandes, cujos dendritos vao para a camada I. Os axénios séo direcionados para as camadas
mais internas ou para a substancia branca subcortical como fibras de projecdo. Faz parte da
camada V a banda de Baillarger externa (Figura 4 - 2); (V1) camada multiforme ou fusiforme,
esta € composta por varios tipos neuronais, podendo ser piramidais, fusiformes e polimorfos.
Os dendritos ascendem para camadas superiores e 0s axdnios saem do cdrtex como projecoes
corticocorticais (MACHADO & HAERTEL, 2014; MARTINEZ et al. 2014; MIKI et al, 2015).

No geral, a banda de Baillager é uma faixa horizontal mielinizada formada por fibras
aferentes e aferéncias intracorticais. No cortex visual primario, a banda de Baillager externa é
formada por fibras aferentes do nucleo geniculado lateral e intracorticais (SCHOLTZ et al,
1981).
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Figura 4: Imagem representativa das camadas corticais — (1) llustracdo da organizacédo
celular das seis camadas corticais. Os pontos amarelos representam os interneurdnios; (2)
Representacao das camadas corticais vistas em diferentes preparacdes histologicas: (A) método
de Golgi para prolongamentos neuronais; (B) método de Nissl para corpos neuronais; (C)
método de Weigert para fibras mielinicas.

Fonte: Adaptada de MACHADO & HAERTEL, 2014; ROSS & PAWLINA, 2016.

Por possuir grande densidade de corpos celulares, o cortex cerebral possui aparéncia
cinza a fresco, por isso também € chamado de Substancia Cinzenta (SC). Em corte transversal
a fresco, é possivel identificar a diferenca de coloracdo entre a parte externa (cinza) e a parte
interna (branca). A coloracdo esbranquicada da Substancia Branca (SB) se da devido a
predominancia da bainha de mielina dos ax6nios. O cortex cerebral recebe impulsos nervosos
de todas as vias de sensibilidade, € nele que se tornam consciente e sdo interpretadas. Além
disso, é responsavel pelo aprendizado, memoria, integracdo sensorial, processamento da
informacdo e do pensamento e inducdo da resposta motora voluntaria. Para realizar essas
fungdes é necessario a associacdo de diferentes &reas do SNC, e essa comunica¢do ocorre
através das fibras nervosas presentes na SB que integra todo o SNC (MACHADO &
HAERTEL, 2014; MARTINEZ et al. 2014).

De acordo com a funcionalidade, as areas corticais podem ser classificadas em areas de
projecdo e areas de associacdo. As de projecdo estdo diretamente relacionadas com a
sensibilidade e motricidade, lesdes nessas regides podem causar parestesias e paralisias. Ja as
areas associativas sdo relacionadas a integracdo de informacoes, lesbes nessas areas causam

danos cognitivos e de aprendizagem. As areas de projecao sdo divididas em areas sensitivas e
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areas motoras, sendo compostas por isocortex heterotipico do tipo granular (camada IV mais
espessa com mais células granulares e camada V mais estreita), por exemplo, cortex
somestésico primario e cortex auditivo primario ou agranular (camada IV menor, com poucas
células granulares e camada V espessa), por exemplo, cértex motor primario. Por sua vez, as
areas de associagdo sdo compostas de isocortex homotipico, cujas camadas sdo de espessuras
semelhantes (MACHADO & HAERTEL, 2014; MARTINEZ et al. 2014).

Em concordancia com a anatomia, o cortex pode ser dividido em sulcos, giros e lobos.
Porém, esse tipo de divisdo ndo respeita classificacfes funcionais e estruturais, ja que um
mesmo lobo pode ter areas corticais com funcbes e estruturas diferentes (MACHADO &
HAERTEL, 2014). A juncdo das regides corticais temporo-parieto-occipital, localizada na
fissura de Sylvius, possui intensa integracdo, intralobar e interlobar, por fibras de SB. Esse
conjunto envolve funcbes superiores tais como linguagem, reconhecimento visuo-espacial,
escrita, leitura, memoria de trabalho, reconhecimento de pessoas e objetos, entre outras (DE
BENEDICTIS et al. 2014).

A substancia branca (SB) compreende 42% do volume neocortical (SB + SC) humano
(SCHUZ & MILLER, 2002, para revisdo), sendo composta por fibras mielinicas que sdo
classificadas em fibras de projecéo, as quais ligam o cortex as regides subcorticais e fibras de
associacdo, que sao divididas em fibras inter-hemisféricas e fibras intra-hemisféricas
(MACHADO & HAERTEL, 2014). O corpo caloso é a maior comissura telencefalica e tem
como funcdo conectar os dois hemisférios, o que permite a transferéncia de informacdes e
funcionamento harménico do SNC (MACHADO & HAERTEL, 2014).

2.2 Plasticidade Cerebral

A capacidade adaptativa do SNC se da o nome de plasticidade neural. Por meio dessa
funcdo, os neurdnios possuem a habilidade de realizar alteragfes estruturais e funcionais em
resposta a estimulos internos ou externos, por exemplo, aprendizagem e lesGes. Apds sofrer
alguma injdria, as primeiras adaptacGes tém como objetivos principais: (1) limitar os danos
iniciais para minimizar perda de fungéo e (2) reorganizar o cérebro para restaurar e compensar
funcbes ja comprometidas ou perdidas (KLEIM & JONES, 2008). Os mecanismos para
realizacdo dessas alteracGes envolvem modificagcdes nos tipos e na sincronia de sinapses,
modulacdo glial, alteracBes fenotipicas, neurogénese e recrutamento de areas que possuem
funcbes semelhantes (DUFFAU, 2009).
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Lesdes encefélicas que envolvem perda de conexdes desencadeiam em uma cascata de
alteracdes, tais como limpeza dos debris em degeneracdo, produgdo de novas sinapses e
remodelamento dos processos neuronais. Essa sinaptogénese reativa gerada pelas lesGes pode
provocar efeitos danosos a longo prazo, como alteracdes na excitabilidade cortical. De maneira
independente, as lesdes podem ocorrer tanto na fase adulta, quanto na infancia, contudo, quando
ocorrem durante o desenvolvimento podem gerar malformacoes corticais (KLEIM & JONES,
2008). Em regides muito integradas, como a jungdo temporo-parieto-occipital, uma lesdo em
determinada area, no proprio neurénio ou no axénio, pode gerar tanto alteracdes locais quanto
em uma regido integrada distante. Porém, as modificacGes desencadeadas dependerdo dos
padrBes de conectividade de cada area, j& que as estruturas subcorticais ndo possuem 0s mesmos
potenciais de plasticidade que as estruturas corticais (DUFFAU, 2009; DE BENEDICTIS et al.
2014).

2.6 Malformacdes do Espectro da Polimicrogiria

As Malformacgdes do Espectro da Polimicrogiria (MEP) ocorrem no periodo pés-
migracional e geralmente tem como causa infec¢des ou danos vasculares (BARKOVICH et al,
2012). A polimicrogiria (PMG) é classificada em forma laminada (Figura 5 B) e forma néo
laminada (Figura 5 C) e esta relacionada a epilepsia e atraso global no desenvolvimento. No
geral, macroscopicamente a PMG € caracterizada por varios pequenos giros. Entretanto, os dois
tipos de PMG possuem caracteristicas microscopicamente distintas, a forma laminada apresenta
um neocortex de 4 camadas, sem as camadas profundas, ao passo que a forma ndo laminada
apresenta um neocortex de 2 camadas (MCBRIDE E KEMPER, 1982; SILVA et al, 2021). Sua
prevaléncia é desconhecida, uma vez que o diagndstico por imagem requer ressonancia
magnética de alta definicdo, indisponivel na rotina da maioria dos centros de salde nacionais e
internacionais. A Epilepsia é observada de 60 a 85% dos pacientes diagnosticados com PMG
(LEVENTER et al, 2008), sendo a metade farmacorresistente (GUERRINI et al, 1997
FLOTATS-BASTARDAS et al, 2012). Adicionalmente, de 89 a 94% dos pacientes apresentam
déficits intelectuais (FLOTATS-BASTARDAS et al, 2012; DE LA MOTA et al, 2011).
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Figura 5: Esquemas das Malformacdes do Espectro da Polimicrogiria (MEP) - Imagens
representativas do cortex normal (A) e das MEP (B — E). Detalhadamente, PMG laminada (B),
PMG ndo-laminada (C), ESQ de labios fechados (D) e ESQ de labios abertos (E).

Fonte: SILVA et al, 2021.

A PMG pode ter diferentes causas e estar associada a outras malformacdes, entretanto,
quando associada a Esquizencefalia (ESQ) geralmente tem como causa infeccGes ou danos
vasculares (BARKOVICH et al, 2012). A ESQ faz parte das MEP, sendo a forma mais grave,
com prevaléncia estimada de 1.48/100.000 nascidos (INAN et al. 2019). E uma desordem de
natureza migracional ou pos-migracional caracterizada por formar uma fenda na substancia
cinzenta, cercada por cértex polimicrogirico (DENIS et al, 2000). Detalhadamente, existem
dois tipos de ESQ, uma com labios fechados (Figura 5 D e Figura 6 A) e outra com labios
abertos (Figura 5 E e Figura 6 B e C). O primeiro tipo possui as bordas da fenda continuas e o
segundo possui bordas fundidas, do ventriculo com a superficie pial, sendo preenchidas por
liquor. No geral, a localizagdo é variavel, entretanto, a regido perisilviana é frequentemente
afetada, bem como na PMG (SILVA et al, 2021). Esta condi¢do pode gerar danos motores,
atraso global no desenvolvimento, epilepsia, entre outros. A severidade dos danos depende do
local e da extensdo da fenda. No geral, esta condi¢cdo ocorre por problemas genéticos ou

incidentes durante o desenvolvimento, ocorrendo entre o terceiro e o0 quarto més de gestagdo



19

humana (DENIS et al, 2000). Adicionalmente, LOPES et al (2005) ndo encontrou diferenca na
severidade clinica e do EEG comparando os dois tipos de ESQ em pacientes com epilepsia
(LOPES et al, 2005).

Figura 6: Imagem de Ressonancia Magnética Representativa dos Tipos de
Esquizencefalia. A) ESQ de labios fechados; B e C) ESQ de labios abertos
Fonte: Adaptada de GRIFFITHS 2018.

A falha de perfusdo cortical gerada por danos vasculares entre a 20 e a 242 semana do
desenvolvimento, provocam isquemia/hipdxia na regido irrigada, levando ao aparecimento de
uma MEP (MARQUES DIAS & HARMANT-VAN RIJCKEVORSEL, 1984). Contudo, a
causa mais comum de MEP consiste na infecgdo intrauterina por citomegalovirus (CMV)
(BARKOVICH, 1995). Uma vez infectado pelo CMV, o virus permanece latente no organismo,
podendo sofrer processo de reativacdo subsequente. Sua prevaléncia é alta, ficando entre 40%
e 60% em paises do hemisfério norte e situando-se entre 80% a 100% na Africa e América
Latina. Estudos mostram que a prevaléncia no Brasil estd em 81% no Rio de Janeiro, 90% em
S40 Paulo e Santa Catarina e 87% em Salvador (MENDRONE JUNIOR, 2010). Miura et al
(2006) mostraram que 0,8% dos nascidos vivos em Porto Alegre se infectam com CMV durante
a gestacdo, consistindo em fator de risco de grande importancia para a ocorréncia dessa
malformacdo. Fatores genéticos sdo a segunda maior fonte de microgiria (MG), e a dele¢éo do
segmento 22q11.2 do cromossomo 22 é a mais prevalente (1 a cada 4000 nascidos vivos) (BIRD
& SCAMBLER, 2000). Outras importantes dele¢cdes génicas relacionadas ao surgimento da
MG consistem na delecdo dos genes responsaveis pela filamina A, GPR56, XRPX2, tubulina A,
tubulina B, CDG1Q, RAB3GAP, COL18A1, KIAA1279 e OCLN (FLOTATS-BARRADAS et
al, 2012).
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A PMG é conhecida como um espectro de desordens, com diferentes causas, variando
de PMG leve com preservacao da jungdo Substancia Cinzenta (SC) — Substéncia Branca (SB)
e SB normal, a PMG com mudltiplas heterotopias e gliose na SB. Além disso, esta relacionada
ao atraso no desenvolvimento e epilepsia (SANTOS et al, 2014). A patogenia da PMG esta
relacionada a necrose das camadas pré-formadas. Apos recuperagdo do suprimento sanguineo,
caso a camada proliferativa seja preservada, a migracdo de neuroblastos destinados a formacao
das camadas superficiais tem continuidade. Caso contrario, uma fenda se forma ao longo do
cortex cerebral. Portanto, devido a morte das camadas profundas, o cortex caracteriza-se por
uma depressdo no ponto onde houve o déficit circulatorio, formando o que se chama por
microssulco ou fenda esquizencefalica e seu microgiro adjacente, a area paramicrogiral
(MCBRIDE & KEMPER, 1982; JACOBS et al., 1999a; 2000; MIKI et al, 2015). Nessa regido
podem ocorrer crescimento axonal e mielinizacdo, levando a formacdo de uma banda
mielinizada de orientacdo horizontal, como a SB subcortical (MIKI et al, 2015).

As MEP podem ser mimetizada em modelos animais pela lesdo transcraniana por
congelamento no dia pds natal (DPN) 1 em roedores (correspondente ao inicio do terceiro
trimestre de gestacdo humana) (JACOBS et al.,, 1999a; 2000). No modelo proposto por
(DVOFAK & FEIT, 1977), essa lesdo induz lesdo vascular, isquemia/hipoxia e morte dos
neuroblastos diferenciados (camadas IV V e Vla). Com a recuperagdo da vasculatura, 0s
neuroblastos a se diferenciarem subsequentemente migram, mas ndo ultrapassam a zona de
necrose, formando um sulco aprofundado na placa cortical. Dessa forma, os neuroblastos
relacionados as camadas superficiais formam 4 camadas abaixo de um sulco (1 continua com a
zona marginal; 2 continua com as camadas II-Ill; 3 representada pela camada 1V; e 4
representada pela preservada camada VIb). Uma vez que as camadas de V1 a IVa estdo ausentes
na regido do microsulco, aferéncias talamicas e calosas terminam nas camadas apropriadas em
regibes paramicrogirais, formando areas de maior excitabilidade (JACOBS et al, 1999b;
ROSEN et al, 2000). Caso lesGes de maior duragdo sejam realizadas, é possivel mimetizar a
esquizencefalia (citar LUHMANN et al, 2016)

Embora modelos animais com MG apresentem atividade epileptiforme (BELL &
JACOBS, 2014), convulsbes tonico-clonicas generalizadas espontaneas ndo sdo observadas
nesses animais. Entretanto, a presenca da MG diminui o limiar para a inducdo de convulséo
pela pilocarpina ou convulsdo por hipertermia, levando a um quadro epilepsia
(SCANTLEBURY et al, 2004; 2005).

Mecanisticamente, foi revelado que interneurdnios inibitorios de disparo rapido,

Parvalbumina positivos, apresentam-se reduzidos na regido paramicrogiral e com frequéncia de
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disparo de potenciais de acdo reduzida (ROSEN et al, 1998; GEORGE & JACOBS, 2011).
Concomitantemente, interneurdnios inibitérios de limiar baixo, Somatostatina positivos,
apresentam aumento na frequéncia de disparo de potencial de acdo (GEORGE & JACOBS,
2011), resultando em troca da eficaz inibicdo perissomatica induzida por células parvalbumina
positivas, por um aumento na inibicdo dendritica menos eficiente derivada das células
somatostatina positivas. Adicionalmente, receptores AMPA encontram-se em maior nimero na
regido paramicrogiral, enquanto os receptores GABA-A, reduzidos (JACOBS et al, 1999a;
2000). Esses achados sugerem que o equilibrio excitagdo/inibicdo favoreca a excitacdo na
regido adjacente a lesdo, gerando a hiperexcitabilidade necessaria para o aparecimento de crises
convulsivas. Essa hipotese foi confirmada pela anlise da razdo dos potenciais excitatorios e
potenciais inibitorios pds-sinapticos (PEPS e PIPS), mostrando que na regido paramicrogirial
hd um aumento na razdo de PEPS sobre potenciais totais (JACOBS & PRINCE, 2005),
favorecendo a hiperexcitabilidade. Complementarmente, demonstramos (MENDONCA et al,
2013) que a lesdo por congelamento, no cortex visual de ratos induz MG e o aparecimento de
atividade epileptiforme a partir de P12.

Dados recentes tém mostrado a contribuicéo de células gliais, como os oligodendrécitos
(OLG) no advento da hiperexcitabilidade (HANSON et al, 2016,). A lesdo focal por
congelamento induz migracdo de progenitores neurais que se diferenciam em neurdnios e
celulas gliais, com concomitante aumento da molécula inibitéria derivada da mielina, Nogo-A
e de seu receptor NGR (YU et al, 2016), sugerindo um papel para os OLGs e a mielinizacao no
processo de hiperexcitabilidade encontrado nessa malformacdo. A bainha de mielina inibe a
interacdo do campo elétrico de ions no meio extra- e intracelular, de forma que quanto mais
espessa for, mais veloz é a propagacdo do impulso nervoso (SAMPAIO-BAPTISA &
JOHANSEN-BERG, 2017). Ademais, foi mostrado que o processo de mielinizacdo regula a
organizacdo dos segmentos excitaveis do axdnio. Sendo assim, 0 espacamento entre 0s nodos
de Ranvier, altera a velocidade de propagacdo, modulando o fendmeno de somacdo temporal e
espacial com as demais aferéncias de um neurdnio pds-sinaptico. Por fim, quanto maior e mais
préximo do corpo celular estiver o segmento inicial do axénio, maior a probabilidade dos
potenciais excitatorios pos sinadpticos atingirem os canais de sddio dependentes de voltagem,
em voltagem supra-limiar, aumentando a excitabilidade intrinseca (BUTTERMORE et al,
2013).
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2.7 Convulsao Febril

Convulstes febris consistem em um evento convulsivante generalizado que pode
ocorrer entre um més e cinco anos apods o nascimento, associada a doenca febril, geralmente
infecciosa, que ndo acomete o sistema nervoso central. Na maioria das vezes, séo de curta
duracdo e ndo afetam o desenvolvimento encefalico subsequente, sendo classificadas como
convulsdes febris simples. Quando sdo prolongadas, focais, recorrentes ou associadas a
anormalidades neuroldgicas, classificam-se como complexas (CHUNG, 2014). No geral,
convulsdes ocorrem devido a alteracdes nas fungdes neuroldgicas causadas por uma excessiva
descarga sincrénica dos neurdnios encefalicos. Quando as convulsdes ocorrem de maneira
isolada, sdo consideradas eventos ndo epilépticos. Para ser classificada como uma convulséo
epiléptica, é necessario a verificacdo de caracteristicas clinicas que frequentemente ocorrem em
conjunto com tipos de crise semelhantes, idade de inicio, achados de EEG, fatores
desencadeantes, genética, historia natural, progndstico e resposta a drogas antiepilépticas
(STAFSTROM & CARMANT, 2015).

Convulsbes febris ocorrem de 2-9% das criancas até 5 anos de idade (DURANTE E
CANCELIER, 2007), sendo o tipo mais comum de convulsdes na infancia. Sua incidéncia
apresenta dois picos sazonais: um no inverno, quando infec¢bes respiratorias tém alta
incidéncia, e outro no verdo, juntamente com a incidéncia aumentada de infeccdes
gastrintestinais (STAFSTROM, 2002). Convulsdes febris complexas ocorrem em 35% dos
casos de convulsbes febris notificadas em criancas, e apresentam-se clinicamente como
convulsBes generalizadas (BERG, et al1996). Células do sistema imunoldgico atuantes no
combate a infecgbes secretam citocinas (como a, interleucina-lbeta), que atuam como
pirdgenos enddgenos, ativando o centro de controle de temperatura no hipotalamo, aumentando
0 set-point da temperatura corporal (ENDRES et al, 1987). Interleucina-1beta aumenta a
excitabilidade neuronal por mecanismos que envolvem tanto GABA quanto glutamato, levando
a crises convulsivas (DUBE et al, 2005). Adicionalmente, a temperatura cerebral aumentada
altera as propriedades de conducdo de canais i6nicos sensiveis a temperatura (SHIBASAKI et
al, 2007). Por fim, a hiperventilacdo induzida pela hipertermia leva a uma alcalose metabolica,
aumentando a excitabilidade neuronal (SCHUCHMANN et al, 2006).

A longo prazo, convulsdes febris podem levar a diversos comprometimentos, tais como
reducdo desenvolvimento cognitivo, risco aumentado de desenvolver convulsdes febris
recorrentes e epilepsia, particularmente a epilepsia do lobo temporal (CHUNG et al, 2014).

3,2% dos pacientes com convuls@es febris simples desenvolvem epilepsia, enquanto 9,9% dos
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pacientes que apresentam crises complexas, desenvolvem a doenca. Caracteristicas das crises
complexas que consistem em fatores de risco para o desenvolvimento da epilepsia incluem
crises focais (8,1%), prolongadas (13,8%) e, principalmente malformacdo durante o
desenvolvimento neural (33%) (BERG & SHINNAR, 1996).

Similarmente, a probabilidade de convulsionar pela injecdo de pentilenotetrazol
aumentou em ratos adultos que sofreram convulsdes febris na infancia (RAJAB et al, 2014).
Em relacéo aos prejuizos cognitivos, convulsdes febris prolongadas diminuiram o coeficiente
de desenvolvimento de criancas de 100 para 93, além de diminuir sua retencao de memorias de
1 més até um ano apos o evento (SCOTT, 2014). Similarmente, convulsdes febris prolongadas
prejudicam o aprendizado espacial em ratos (RAJAB et al, 2014; OU-YANG et al, 2015;
YAGOUBI et al, 2015).

Quando associada a microgiria, as convulsdes febris levam a uma troca precoce dos
transportadores de GABA no hipocampo, de forma que seus efeitos sdo inibitérios mais
precocemente. Concomitantemente, os espinhos dendriticos em CA1 apresentam-se menores
em tamanho e potenciais excitatérios em miniatura de amplitude reduzida, indicando sinapses
excitatorias menos eficazes (AWAD et al, 2016). Adicionalmente, as aferéncias inibitorias em
CALl apresentam-se mais fortes em decorréncia excitagdo mais forte sobre interneurdnios
inibitérios (OUARDOUSZ & CARMANT, 2012). Entretanto, correntes excitatorias pés
sinapticas mediadas pelo receptor NMDA sdo potenciadas em CAl (OUARDOUSZ et al,
2010). Dessa forma, uma ativacdo mais abrangente de CA3 resulta em uma entrada
correlacionada, com menor amplitude em CA1, podendo gerar a sincronia necessaria para a
epileptogénese do lobo temporal. De fato, displasias neocorticais foram encontradas em 63%
dos pacientes submetidos a lobotomia temporal devido a epilepsia refrataria, sugerindo que a
malformacdo cortical pode ser um fator de predisposicdo para o seu desenvolvimento (BOCTI
et al, 2003).

Sendo assim, a investigacdo dos mecanismos através dos quais as malformacgoes
corticais levam a predisposicdo a convulsées febris na infancia, e como ambos os fenémenos
promovem a epileptogénese na idade adulta sdo cruciais para a identificacao de alvos celulares
e moleculares que podem se desdobrar em tratamentos ou estratégias preventivas para reduzir
os danos que as malformacdes corticais e a epilepsia causam a nossa sociedade. Por fim, os
aspectos relacionados a mielinizacdo correspondem a alvos promissores que ainda nao foram

estudados adequadamente nessas patologias.
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3 JUSTIFICATIVA

A ESQ € uma desordem de natureza migracional ou pds-migracional caracterizada por
formar uma fenda na substancia cinzenta, cercada por cortex polimicrogirico (DENIS et al,
2000). Detalhadamente, existem dois tipos de ESQ, uma com labios fechados e outra com labios
abertos. O primeiro tipo possui as bordas da fenda continuas e o segundo possui bordas
fundidas, permitindo o contato do ventriculo com a superficie pial, sendo separadas apenas por
liquor (Figura2.6.1 D e 2.6.1 E) (SILVA et al, 2021). Esta condi¢éo pode gerar danos motores,
atraso global no desenvolvimento, epilepsia, entre outros. A severidade dos danos depende do
local e da extensdo da fenda. No geral, esta condi¢cdo ocorre por problemas genéticos ou
incidentes durante o desenvolvimento, ocorrendo entre o terceiro e o quarto més de gestacédo
humana (DENIS et al, 2000). A ESQ faz parte das malformac@es do espectro da PMG (MEP),
aqual é o tipo mais comum de malformacdo cortical displasica. Sua prevaléncia € desconhecida,
uma vez que o diagnostico por imagem requer ressonancia magnética de alta definicdo, a qual
encontra-se indisponivel na rotina da maioria dos centros de salide nacionais e internacionais.
A Epilepsia é observada de 60 a 85% dos pacientes diagnosticados com PMG (LEVENTER et
al, 2008), sendo a metade farmacorresistente (GUERRINE et al, 1997; FLOTATS-
BASTARDAS et al, 2012). Adicionalmente, de 89 a 94% dos pacientes apresentam déficits
intelectuais (FLOTATS-BASTARDAS et al, 2012; de la MOTA et al, 2011).

Acredita-se que a PMG de 4 camadas se desenvolva em decorréncia a uma lesdo
isquémica entre a 20% e a 242 semana do desenvolvimento embrionario, onde a hipoperfusao do
primordio cortical produz uma necrose focal nas camadas corticais pré-formadas, danificando
a estrutura da glia radial, resultando na desorganizacdo das camadas que se formam
subsequentemente. Com a recupera¢do do suprimento sanguineo, 0s novos neuroblastos a
migrar ultrapassam a area de morte celular formando camadas acima desta. Devido a morte das
camadas mais profundas, o cértex caracteriza-se por uma depressao no ponto onde houve o
déficit circulatdrio, formando o que se chama por microsulco e seu microgiro adjacente
(JACOBS et al., 1999a; 2000). Bem como a PMG, a ESQ se desenvolve em decorréncia a danos
vasculares, podendo ser causados por diversos fatores como infecgdes por CMV e ZIKV,
hemorragia, isquemia e hipoxia (SILVA et al, 2021)

A causa externa mais comum das MEP consiste na infeccdo intrauterina por
citomegalovirus (CMV) (BARKOVICH, 1995). Uma vez infectado pelo CMV, o virus
permanece latente no organismo, podendo sofrer processo de reativagdo subsequente. Sua

prevaléncia é alta, ficando entre 40% e 60% em paises do hemisfério norte e situando-se entre



25

80% a 100% na Africa e América Latina. Estudos mostram que a prevaléncia no Brasil esteve,
nas Ultimas décadas em 81% no Rio de Janeiro, 90% em S&o Paulo e Santa Catarina e 87% em
Salvador (MENDRONE JUNIOR, 2010). Miura et al (2006) mostraram que 0,8% dos nascidos
vivos em Porto Alegre se infectavam com CMV durante a gestacéo, consistindo em fator de
risco de grande importancia para a ocorréncia dessas malformagdes. Fatores genéticos séo a
segunda maior fonte de MEP, e a dele¢do do segmento 22g11.2 do cromossomo 22 € a mais
prevalente (1 a cada 4000 nascidos vivos) (BIRD & SCAMBLER, 2000). Outras importantes
delecBes génicas relacionadas ao surgimento das MEP consistem na delecdo dos genes
responsaveis pela filamina A, GPR56, XRPX2, tubulina A, tubulina B, CDG1Q, RAB3GAP,
COL18A1, KIAA1279 e OCLN (FLOTATS-BARRADAS et al, 2012). Especificamente
alteracbes em GPR56 podem também afetar o desenvolvimento dos oligodendrocitos,
consequentemente da mielina (GIERA et al, 2005).

Convulsdes febris consistem em um evento convulsivante generalizado que pode
ocorrer entre um més e cinco anos apds 0 nascimento, associada a doenga febril, geralmente
infecciosa, que ndo acomete o sistema nervoso central. Na maioria das vezes, sdo de curta
duracdo e ndo afetam o desenvolvimento encefalico subsequente, sendo classificadas como
convulsdes febris simples. Quando sdo prolongadas, focais, recorrentes ou associadas a
anormalidades neuroldgicas, classificam-se como complexas (CHUNG, 2014). Convulsdes
febris ocorrem de 2-9% das criancas até 5 anos de idade (DURANTE e CANCELIER, 2007),
sendo o tipo mais comum de convulsdes na infancia (BERG, et al 1996). Sua incidéncia
apresenta dois picos sazonais: um no inverno, quando infeccGes respiratorias tém alta
incidéncia, e outro no verdo, juntamente com a incidéncia aumentada de infeccdes
gastrintestinais (STAFSTROM, 2002). Convulsdes febris complexas ocorrem em 35% dos
casos de convulsbes febris notificadas em criancas, e apresentam-se clinicamente como
convulsdes generalizadas (BERG, et al 1996). ConvulsGes febris podem levar a diversos
comprometimentos futuros, como reducgdo do desenvolvimento cognitivo, risco aumentado de
desenvolver convulsdes febris recorrentes e epilepsia, particularmente a epilepsia do lobo
temporal (CHUNG et al, 2014). Fatores de risco para o desenvolvimento da epilepsia consistem
em crises focais (8.1%), prolongadas (13.8%) e, principalmente malformagéo durante o
desenvolvimento neural (33%) (BERG & SHINNAR, 1996). Em relagdo aos prejuizos
cognitivos, convulsdes febris podem levar a diversos comprometimentos futuros, tais como
reducdo desenvolvimento cognitivo, risco aumentado de desenvolver convulsdes febris
recorrentes e epilepsia, particularmente a epilepsia do lobo temporal (CHUNG et al, 2014).

Cerca de 3.2% dos pacientes com convulsdes febris simples desenvolvem epilepsia, enquanto
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9.9% dos pacientes que apresentam crises complexas desenvolvem a doenga. De fato, displasias
neocorticais foram encontradas em 63% dos pacientes submetidos a lobotomia temporal devido
a epilepsia refrataria, sugerindo que a malformacao cortical pode ser um fator de predisposi¢édo
para o seu desenvolvimento (BOCTI et al, 2003).

Dessa forma, o estudo dos resultados plasticos das convulsdes febris na infancia, em
especial quando associado a malformacéo cortical € de grande interesse cientifico e para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, elaboracdo de estratégias de saude publica e

politicas educacionais no Brasil e no Mundo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem por objetivo geral estudar os efeitos das convulsées hipertérmicas na
infancia e da esquizencefalia na mielinizagéo, correlacionando-a com a probabilidade de sofrer
convulsdes e sua gravidade na idade adulta.

4.2 Objetivos Especificos

1. Investigar a susceptibilidade dos animais lesionados sofrerem convuls@es hipertérmicas na

infancia.

2. Testar a probabilidade e a severidade de convulsGes na idade adulta, através da aplicacao de

doses convulsivantes ou letais de pentilenotetrazol.

3. Observar, histologicamente, o perfil de mielinizacdo da regido lesionada através da coloracao

da mielina por Luxol Fast Blue (LFB).

4. Comparar a mielinizacdo do encéfalo dos grupos estudados através da marcacao

imunohistoquimica para oligodendrocitos maduros (anti-CC1) e mielina (anti-MBP).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram usados camundongos Swiss para a realizacdo dos experimentos, 0S mesmos
foram mantidos no biotério de roedores do Instituto Macaé de Ciéncia e Tecnologia —
IMCT/UFRJ, com controle claro/escuro, sob ambiente ventilado e climatizado ao longo de todo
0 tempo de experimentacdo. As condicdes de alocacdo e procedimentos experimentais seguiram
as especificacdes indicadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Campus UFRJ-
Macaé (CEUA — Campus UFRJ-Macaé) sob certificado registrado com o n° MACO040.

5.2 Inducéo da Malformacéo

No DPNO os camundongos foram anestesiados por injecdo sisttmica de ketamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e o cranio foi exposto por incisdo com lamina de bisturi n®
10. Posteriormente, uma sonda de cobre (5 x 2 mm) resfriada a -55 °C com gelo seco, foi
encostada sobre o crénio a 2 mm da linha média, anterior ao lambda por 5 segundos para
inducdo da ESQ. A pele dos animais foi suturada e os mesmos foram devolvidos para as gaiolas.

5.3 Inducédo da Convulsdo Hipertérmica

No DPN12 camundongos CT e ESQ foram expostos a ar seco a 47-48°C dentro de uma
caixa para camundongos até o aparecimento de uma convulsdo generalizada, quando foram
retirados da caixa para recuperacao. Para este procedimento, 0s animais receberam pré e pos-
tratamento com soro 0,9% glicosado para evitar desidratacdo. A laténcia para o inicio da crise

tonico-clonica generalizada foi quantificada.

5.4 Teste de Probabilidade e Gravidade de Convulsdes

No DPN 100, um grupo de animais recebeu uma injecéo intraperitoneal de PTZ em dose
letal (80 mg/kg) para avaliagdo da gravidade da convulséo atraves da contagem do tempo que
0 animal levava para morrer apés inje¢cdo de PTZ. O outro grupo de animais recebeu uma
injecdo intraperitoneal de PTZ em dose convulsiva (50 mg/kg) para verificagdo da laténcia de

entrada em cada fase bem como a duracdo em cada fase. Para isso foi utilizada a escala de
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Racine adaptada (VAN ERUM et al. 2019) e os animais foram gravados em uma arena de
campo aberto por um periodo de 10 minutos apds injecdo de PTZ. A escala adaptada possui 8
fases, as quais sdo: 1 aprisionamento de olhar; 2 espasmos orofaciais; 3 arranco de pescogo; 4
convulsdo clonica bilateral; 5 convulsao clonica unilateral; 6 convulsdo tbnica com manutencao
postural; 7 convulsdo tonica com perda postural; 8 convulséo tonico-clonica generalizada/salto
selvagem. Ambas as doses foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) 34%.

5.5 Imunohistoquimica

No DPN 100, os camundongos foram anestesiados por injecdo sistémica de ketamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e mortos por perfusdo por via intracardiaca com fixador
paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4). Os encéfalos foram dissecados
e pos-fixados em PFA a 4% por imersdo, durante 24 horas. Posteriormente, foram
crioprotegidos em solugdes de sacarose em concentragdes crescentes de 20% e 30% (24 horas
em cada). Por fim, os encéfalos foram congelados por imersdo em gelo seco por 20 minutos e
os cortes coronais a 14 um foram feitos utilizando o criostato, sendo coletados em laminas
gelatinizadas.

O material foi utilizado para analise por imunoperoxidase da mielina, usando anticorpos
contra MBP e para andlise de oligodendrdcitos utilizando anticorpos contra CC1 (tabela 1) com
anticorpos secundarios biotinilados (1:300) contra IgG de rato e camundongo, respectivamente.
O procedimento inicial é a lavagem das laminas em PBS e bloqueio dos sitios inespecificos
com uma solucao de 0,3% triton X-100 e 10% soro de burro em PBS. Posteriormente, o material
foi incubado com anticorpo primério diluido em solucdo de bloqueio por 24 horas. Apds
sucessivas lavagens com PBS, as laminas foram incubadas com anticorpo secundério diluido
em solucdo de bloqueio por 2 horas. Para amplificacdo do sinal, o material foi incubado com
kit ABC da Vector Laboratories durante 30 minutos. Ap6s lavagem com PBS, as laminas foram
incubadas em solucdo contendo 100 uL. de DAB, 400 pL de PBS, 493 uL de agua destilada ¢ 7
pL de peroxido de hidrogénio. Por fim, o material foi desidratado em uma bateria de
concentragOes crescentes de alcool (50%, 70%, 95% e 100%), a deslipidacdo em xilol e
montagem com Enthelan. As imagens foram obtidas com microscépio oOptico acoplado a
camera fotografica e processadas no Image J. As regides analisadas foram: Substancia Cinzenta
(SC) adjacente a lesdo (Figura 7 - 1), Substancia Branca (SB) abaixo da lesdo (Figura 7 - 2) e
Corpo Caloso (CC) (Figura 7 - 3).
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Figura 7: Esquema das regides encefalicas analisadas. Imagem representativa indicando as
regides encefalicas analisadas em corte coronal: (1) substancia cinzenta adjacente a lesao, (2)
substancia branca abaixo da lesdo e (3) corpo caloso.

Anticorpo Produzido em Diluigao Fabricante
MBP (policlonal) rato 1:200 Milipore
CC1 (monoclonal) camundongo 1:200 Abcam

Tabela 1: Especificagdes dos anticorpos primarios

5.6 Histologia por Luxol Fast Blue

As laminas histologicas dos animais perfundidos com PFA 4% no DPN100 foram
desidratadas em solucdes de etanol até 95%, e subsequentemente incubadas com solugdo de
Luxol Fast Blue (LFB) a 60°C por 24 horas. As laminas foram ringcadas com etanol a 95% e
hidratadas em concentracGes decrescentes de alcool até 50%. Posteriormente, 0 material foi
lavado em &gua e diferenciado em carbonato de litio a 0,05%. Por fim, foi desidratado em
concentracgdes crescentes de etanol (50% a 100%), clarificado em xilol, e montado com entellan.

As imagens foram obtidas com microscopio optico acoplado a camera fotografica.

5.7Anéalises Estatisticas

A analise dos resultados foi feita utilizando o GraphPad Prism 7.0, os quais foram
representados pela média e desvio padrdo. Os dados foram normalizados pelo controle e a
comparacéo entre dois grupos foi feita usando o teste estatistico Test T ndo pareado com poés-
teste de Tukey. Ja as andlises comparando mais de dois grupos foi feita usando one-way
ANOVA com pébs-teste de Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando
p=<0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Suscetibilidade do animal com ESQ sofrer uma CH

Para avaliar a predisposi¢éo do animal com ESQ sofrer uma CH, foi contado o tempo desde
o momento em que ele foi colocado na caixa, com temperatura controlada (47-48°C), até o
animal sofrer uma convulsao ténico-clonica generalizada. Os dados mostram que a laténcia, em
segundos, até o animal com ESQ (0,87) apresentar uma crise € menor que a do que o animal
normal (1) (p < 0,0001) (Figura 8). A média absoluta da laténcia para convulsdo dos animais
lesionados é de 432,2 segundos e os animais controle em 496,3. Portanto, nossos resultados
indicam que o animal com ESQ € mais susceptivel a sofrer uma CH comparando com um
animal normal (Figura 8).

Dado que foi mostrado a ocorréncia de um aumento de receptores NMDA no cortex de
animais com malformacéo induzida por congelamento (SHU et al, 2014), provavelmente os
animais lesionados apresentam uma circuitaria mais propensa a hiperexcitabilidade, talvez por
serem mais vulneraveis as alteracdes idnicas causadas pela alcalose metabdlica, cujo
mecanismo gerador da atividade epileptiforme é via aumento da atividade excitatéria pelo
receptor de NMDA (ARAM & LODGE, 1987).

Outro possivel mecanismo € via Receptor Transitério Vanildide tipo 1 (TRPV1), visto que
foi observado um aumento significativo na expressdo de TRPV1 no hipocampo e no cértex de
roedores e de pacientes com epilepsia do lobo temporal (BHASKARAN & SMITH, 2010; SUN
et al., 2013). O TRPV1 é um canal catiénico ndo seletivo controlado por ligantes ou por alta
temperatura com grande permeabilidade para Ca+2 e é bastante presente no hipocampo. Por
exercer uma importante funcdo no equilibrio entre excitacdo e inibicdo, 0 TRPV1 possui um
papel importante na geracao de crises convulsivas. Quando ativado, o TRPV1 gera uma inibi¢éo
do influxo de calcio e reducdo da liberacdo de GABA em preparacdes hipocampais
sinaptossomais, gerando hiperexcitabilidade nas células piramidais inervadas. Porém, quando
TRPV1 pré-sinaptico é ativado, causa inibi¢do de neurbnios piramidais de CA1 por aumentar
a liberacdo de GABA (JIA et al, 2015).

Além disso, foi medida a temperatura corporal do animal de forma oral, no momento inicial
da crise tonico-clénica generalizada. Os dados apontam que o animal com ESQ (38,26 °C)
atinge uma temperatura mais elevada do que o animal normal (37,74 °C) no inicio da convulsdo
(Figura 9). Isso ocorre, pois malformacfes congénitas podem causar uma deficiéncia no

controle de temperatura (CROSS et al, 1971). Em conjunto, esses dados indicam que a ESQ
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gera alteragdes encefalicas que predispdem o animal a sofrer convulsfes quando estimulados

por calor.
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Figura 8: Tempo para o inicio da CH. Comparacao das médias dos tempos (S) que 0s animais
dos dois grupos levaram para sofrer uma CH. CT 1 £ 0 - n = 36; ESQ 0,87 £ 0,032 — n = 18;
****p < 0.0001. Os dados foram normalizados pelo controle e a diferenca entre os grupos foi
testada utilizando o teste T ndo pareado.

FONTE: PORTELA et al, 2018.
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Figura 9: Temperatura corporal em que o animal sofre a CH. Comparacdo das médias das
temperaturas (°C) que os animais dos dois grupos atingem ao sofreruma CH.CT 1+ 0-n=
36; ESQ 1,012 + 0,0038 — n = 18; **** p < 0.0001. Os dados foram normalizados pelo controle
e a diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste T ndo pareado.

FONTE: PORTELA et al, 2018.

6.2 Anélise da severidade de convulsdes por PTZ

A fim de investigar se a esquizencefalia e a convulsdo hipertérmica na infancia aumentam
a gravidade de convulsbes na idade adulta, foi contabilizado o tempo, em segundos, que o
animal levou para morrer apos convulsdo provocada por injecdo intraperitoneal de 80 mg/kg
do antagonista do receptor de GABA-A (inibitorio), PTZ, no DPN 100. Os dados mostram que
a laténcia para a morte dos grupos CH (324.5 + 88.91), ESQ (223.3 £43.47) e ESQ + CH (216.8

+40.04), é menor comparada ao grupo CT (564 + 64.03). Isso indica que os animais lesionados
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e/ou que sofreram CH, possuem maior probabilidade de sofrer convulsdes mais graves que
animais normais na fase adulta (Figura 10).
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Figura 10: Laténcia para morrer ap6s inducao de convulsdo. Comparacao das médias dos
tempos (s) que os animais dos quatro grupos levam para morrer apos injecdo de 80mg/kg de
PTZ.CT-1+0,n=08; CH-0,5754 + 0,3861, n=06; ESQ — 0,3959 + 0,2039, n=07; ESQ +
CH - 0,3844 + 0,213, n= 09; ****p < 0.0001, ***p = 0.001, **p = 0.01. Os dados foram
normalizados pelo controle e a diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste one-way
ANOVA seguido de teste de comparagdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2020.

A severidade das convulsGes também pode ser medida utilizando a escala de Racine
modificada, a qual avalia 0 comportamento do animal durante uma crise convulsiva separando-
os em fases de acordo com a gravidade, sendo a fase 1 mais branda e a fase 8 mais severa
(Figura 11) (VAN ERUM et al, 2019). No DPN 100 foi contabilizado o tempo que o animal
levou para entrar em cada fase da escala de Racine adaptada (Figura 12) e também o tempo que
o0 animal permaneceu em cada fase (Figura 13). A analise da laténcia para a entrada em cada
fase revelou que os animais dos grupos CH e ESQ + CH demoraram mais para entrar na fase 1
(aprisionamento do olhar) em comparacdo aos animais do grupo CT. Entretanto, 0s grupos
ESQ, CH e ESQ + CH tiveram menor laténcia para apresentar a fase 6 (crise tbnica com
manutenc¢do postural) que os animais do grupo CT (Figura 12). Em relagdo a duracdo de cada
fase convulsiva, foi observado que os animais dos grupos CH e ESQ + CH permaneceram mais
tempo na fase 6, quando comparados aos animais dos grupos CT e ESQ. De forma interessante,
0s animais do grupo ESQ apresentaram maior tempo na fase 1 (Figura 13).

Ainda que a analise tenha sido apenas comportamental, € possivel observar os efeitos a
longo prazo causados pela ESQ. Além da maior propensdo a convulsdo por hipertemia na
infancia, os animais com ESQ morrem mais rapido quando administrado uma dose letal de PTZ
e também atingem convulsdes mais severas em menor laténcia do que animais normais. Em

concordancia com RAJAB et al (2014), os quais mostram que 0s animais que sofreram
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convulsdo febril na infancia possuem maior probabilidade de convulsionar quando estimulados
com PTZ (RAJAB et al, 2014). A CH isolada ou em conjunto com a ESQ também é um fator
importante para o agravamento epileptogénese, tanto quando a laténcia para morte, quanto
quando o tempo para inicio e duracdo em lesbes severas sdo avaliados. Esses animais ficaram
mais tempo em convulsdo ténica com manutencdo postural, que € muito severa e aparece no
eletroencefalograma (EEG) como descargas poli-spike de alta amplitude (VAN ERUM et al,
2019). De forma interessante, a totalidade dos animais avaliados em nosso estudo apds uma
dose letal de PTZ morrem durante essa fase da escala de Racine.

Em um modelo semelhante de lesdo induzida por congelamento e convulsao hipertérmica,
OUADOQUZ et al (2010) mostraram que em dez dias ap0s a indugdo de hipertemia ja se observa
uma hiperexcitabilidade mediada por receptores NMDA e AMPA em células piramidais de
CAL hipocampal (OUARDOUZ et al, 2010). Além disso, GIBBS et al (2008) identificaram
alteragOes na atividade inibitoria via GABA-A e GABA-B, cuja alteragdo foi um aumento na
amplitude do potencial inibitorio pds-sinaptico (GIBBS et al, 2008). A longo prazo, os efeitos
sdo aparecimento de convulsdes recorrentes espontaneas, devido ao surgimento de alta
atividade ritmica no hipocampo de animais adultos, observadas através do EEG e prejuizos na
memoria visuoespacial verificado pelo teste do labirinto aquatico de Morris (SCANTLEBURY
et al, 2005). Além disso, ha alteraces estruturais, como reducdo do volume hipocampal
ipsilateral a lesdo, devido a diminuicdo de neurdnios hipocampais e também a reducdo na
densidade de espinhas dendriticas de neur6nios piramidais. Foi também observado, por western

blot, um aumento de receptores NMDA no hipocampo (GIBBS et al, 2011).

Figura 11: Fases da Escala de Racine modificada. A) Fase 1 — Aprisionamento no olhar; B)
Fase 3 — Arranco de pescoco; C) Fase 4 — Convulséo clonica unilateral; D) Fase 5 — Convulsao
clénica bilateral; E) Fase 6 — Convulsdo ténica com manutencdo postural; F) Fase 7 —
Convulséo tonica com perda postural; G) Fase 8 — Convulsao ténico-clonica generalizada/salto
selvagem.

FONTE: PIRES, et al dado nédo publicado
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Figura 12: Laténcia para convulsdo apds injecdo de 50 mg/kg de PTZ. A figura mostra a
laténcia para entrada nas fases convulsivas da escala de Racine adaptada: 1: Aprisionamento de
olhar; 2: espasmos orofaciais; 3: arranco de pescoco; 4: convulsdo clénica unilateral sentado;
5: convulsdes clonicas bilaterais; 6: convulsdo tdnica com manutencdo postural; 7: convulsédo
tdnica com perda postural; 8: convulséo tonico-clénica generalizada/salto selvagem **p< 0.01,
*p< 0.05. A diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste two-way ANOVA seguido
de teste de comparagdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2022.
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Figura 13: Duracéo das crises apoés injecao de 50 mg/kg de PTZ. A figura mostra a duracéao
de permanéncia nas fases convulsivas da escala de Racine adaptada. 1: Aprisionamento de
olhar; 2: espasmos orofaciais; 3: arranco de pescoco; 4: convulsdo clonica unilateral sentado;
5: convuls@es cldnicas bilaterais; 6: convulsdo tbnica com manutencdo postural; 7: convulsédo
tbnica com perda postural; 8: convulsdo ténico-clonica generalizada/salto selvagem ****p <
0.0001, ***p < 0.001, **p< 0.01. A diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste two-
way ANOVA seguido de teste de comparacdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2020.
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6.3 Aspecto da mielinizacéo na regiéo lesionada por coloragdo com Luxol Fast Blue (LFB)

A ESQ ¢é uma malformacdo migracional ou pds-migracional definida como fissuras
corticais com polimicrogiria no cortex adjacente (BARKOVICH et al, 2012). As fissuras véo
desde o revestimento ependimal dos ventriculos laterais até a cobertura pial (YAKOVLEV &
WADSWORTH, 1946). A linha vermelha da figura 14 c representa a fissura presente em fatias
de encéfalo de camundongos com ESQ em DPN100, coradas com LFB. Abaixo da ESQ
observa-se uma SB subcortical desorganizada formando uma protuberancia anormal.
Possivelmente é uma irregularidade da juncdo SC — SB, que também é observada em imagens
de Ressondncia Magnética ponderadas em T2 de pacientes com MEP (TAKANASHI &
BARKOVICH, 2003).

Nesse estudo, foram observados dois padrdes de lesdo em Imagens de Ressonancia
Magnética (IRM) ponderada em T2 em pacientes com MEP. O padrdo 1 (um) possui cortex
pequeno, fino e ondulado (3-4 mm), j& o padrdo 2 (dois) apresenta cortex protuberante (6-8
mm) e juncdo SC — SB irregular. Esses padrdes também se diferenciam na maturidade do cortex
e da SB subcortical. O padrdo 1 é observado em bebés e o padrdo 2 em criancas.
Adicionalmente, a imagem de um mesmo individuo pode apresentar os dois padrées, sendo
padrdo 1 em regides que desenvolvem SB subcortical tardiamente e padrdo 2 nas que
desenvolvem mais precocemente. Uma das explicacOes para essa mudanca vista na MEP é que
a mielinizacdo das fibras subcorticais ou intracorticais, indicada pela diminuicdo de sinal nas
IRM ponderadas em T2, possa alterar a aparéncia cortical nessas regides (TAKANASHI &
BARKOVICH, 2003).
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Figura 14: Aspecto da mielinizacdo na regido da ESQ. A) milinizacdo observada por
coloragéo com LFB; B) imagem em escala de preto e branco para melhor visualizagdo da ESQ);
C) a linha vermelha representa a borda do cortex com ESQ.

FONTE: PORTELA et al, 2020.
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6.4 Avaliacio da mielinizagdo por IHQ
6.4.1 Intensidade de mielinizacdo e nUmero de OLGs na SC adjacente a leséo

As camadas infragranulares do cértex ndo lesionado, normalmente possuem OLGs
(Figuras 15a e 15b) e fibras mielinizadas (Figuras 16a e 16b), contudo nossos dados sugerem
que quando se trata de um coOrtex com ESQ, as camadas mais profundas da regido
paramicrogiral possuem uma maior quantidade de OLGs (Figura 15c e 15d) e de fibras
mielinizadas (Figuras 16¢ e 16d). A quantificacdo do nimero de OLGs marcados para CC1
indica que animais lesionados que sofreram CH (ESQ + CH), possuem maior nimero de OLGs
do que animais CT e CH (p=0,0057; p=0,0386, respectivamente) e que animais apenas
lesionados (ESQ) possuem maior quantidade de OLG do que animais CT (p=0,0120).
Ademais, a analise do valor de intensidade de marcacdo para MBP mostra que animais
lesionados que sofreram CH (ESQ + CH) ou ndo (ESQ), possuem maior intensidade de MBP
marcado do que animais sem lesdo CT (p<0,0001; p<0,0001, respectivamente) e CH (p=0,0031,;
p=0,9578, respectivamente). Dessa forma, os resultados demonstram que o cértex lesionado
desenvolve um aumento da quantidade de OLGs (Figura 15¢) e de mielinizacao intracortical
(Figura 16e) em animais adultos. Similarmente, estudo p6s-mortem de um paciente de 65 anos
revelou em imagens imunohistoquimicas do cortex cerebral com MEP, que a SB intracortical
desenvolveu-se nas camadas mais profundas do cértex, sendo proveniente da SB subcortical
devido a caracteristica imunorreatividade para astrocitos. Em pacientes controles a SB
intracortical é chamada de banda de Baillarger, e localiza-se na camada IV, ndo possuindo
imunorreatividade para astrocitos, como a SB subcortical (MIKI et al, 2015). Essa extensao da
substancia branca em direcdo as camadas profundas do cértex podem aumentar a velocidade de

conducéo das informacdes, contribuindo para a hiperexcitabilidade.
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# Células CC1 positivas
'S

Figura 15: Quantidade de OLGs na SC adjacente a lesdo. Fotomicrografia representativa
dos OLGs na SC observado por marcagdo com anti-CC1 dos grupos CT (A), CH (B), ESQ (C)
e ESQ + CH (D). E, Comparacdo, entre os grupos, das médias dos numeros de OLGs marcados
com CC1 na SC paramicrogiral. CT —1 £ 0, n=05; CH — 1,62 + 0,6266, n= 04; ESQ — 2,74
1,137, n= 09; ESQ + CH - 3,88 + 0,792, n= 02; *p< 0.05, **p<0,001. Os dados foram
normalizados pelo controle e a diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste one-way
ANOVA seguido de teste de comparacdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2018.
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Figura 16: Mielinizacdo na SC adjacente a lesdo. Fotomicrografia representativa da mielina
observada por marcagdo com anti-MBP na SC dos grupos CT (A), CH (B), ESQ (C) e ESQ +
CH (D). E, Comparagéo, entre os grupos, das médias dos valores de intensidade de marcagéo
de MBP na SC paramicrogiral. CT -1+ 0,n=11; CH - 1,216 + 0,2608, n= 07; ESQ — 1,808 +
0,4105, n=08, ESQ + CH - 1,893 £ 0,5062, n= 07; ****p< 0.0001, **p< 0.01. Os dados foram
normalizados pelo controle e a diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste one-way
ANOVA seguido de teste de comparagdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2018.

6.4.2 Intensidade de mielinizagdo e nUmero de OLGs na SB abaixo da lesédo

A SB subcortical é composta por fibras nervosas mielinicas e amielinicas, as quais
formam feixes que podem ser classificados como projecdes, setores associativos ou comissuras
(ENGELHARDT et al, 2009; SANTOS et al, 2014). Essas estruturas constroem as conexdes
neurais de regides corticais entre si ou com estruturas subcorticais e constituem a base de redes
neurais para integragdo motora, sensorial, cognitiva e comportamental (XIE et al, 2016). Nossos
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resultados mostram que os animais lesionados, que sofreram CH (ESQ + CH) ou ndo (ESQ) e
animais que sofreram apenas CH (Figuras 17b, 17c e 17d) possuem maior quantidade de OLGs
do que animais CT (Figura 17a) (p=0,0145; p=0,0184; p=0, 0,0051, respectivamente) na SB
abaixo da lesdo. Alem disso, a analise do valor de intensidade de marcagdo para MBP mostra
que animais lesionados que sofreram CH (ESQ + CH) ou néo (ESQ) e animais CH (18b, 18c e
18d), possuem maior intensidade de MBP marcado do que animais sem lesdo CT (Figuras 18a)
(p=0,0009; p=0,0067; p=0,0002, respectivamente). Dessa forma, ha um aumento de OLG
(Figura 17e) e mielinizacdo (Figura 18e) na SB abaixo da lesdo de animais experimentais.

Em contraponto aos nossos resultados, imagens de ressonancia magnética de pacientes
entre um e dois anos, com MEP apresentam aumento na intensidade do sinal na SB, que
significa hipomielinizacdo, mas sem alteracdo de volume. Além disso, imagens
histopatoldgicas mostram diferentes graus de comprometimento da substancia branca,
incluindo hipomielinizacdo, desmielinizacio e gliose (SANTOS et al, 2014). E possivel supor
que inicialmente a lesdo gere prejuizos na mielinizacédo e, devido a intensa atividade neuronal
consequente da plasticidade sinaptica que acontece no local (JACOBS et al, 1999a) ocorra o
aumento da mielinizacdo, podendo gerar hipermielinizacdo na fase adulta, como observado nos
animais com ESQ do presente estudo. Isso é possivel, pois 0s OLGs respondem a atividade
neuronal, por meio dos receptores de neurotransmissores e canais ibnicos presentes em suas
membranas. Exemplificando, os OLGs podem exercer suporte metabdlico aos neur6nios via
receptores NMDA devido a liberacdo glutamatérgica axonal (SUMINAITE et al, 2019).
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Figura 17: Quantidade de OLGs na SB abaixo da lesdo. Fotomicrografia representativa dos
OLGs na SB observado por marcagdo com anti-CC1 dos grupos CT (A), CH (B), ESQ (C) e
ESQ + CH (D). E, Comparacéo, entre 0s grupos, das médias dos nimeros de OLGs marcados
com CC1 na SB abaixo do microgiro. CT —1 +0, n=05; CH - 2,673 + 0,8794, n=04; ESQ —
2,172 +0,6842, n=09; ESQ + CH — 2,82 + 0,396, n= 02; **p< 0.01, *p< 0.05. Os dados foram
normalizados pelo controle e a diferenga entre os grupos foi testada utilizando o teste one-way
ANOVA seguido de teste de comparagdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2018.
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Figura 18: Mielinizagdo na SB abaixo da lesdo. Fotomicrografia representativa da mielina
observada por marcag¢do com anti-MBP na SB dos grupos CT (A), CH (B), ESQ (C) e ESQ +
CH (D). E, Comparacdo, entre os grupos, das médias dos valores de intensidade de marcagédo
de MBP na SB abaixo do microgiro. CT —1 + 0, n=11; CH - 1,358 + 0,2253, n= 08; ESQ —
1,25 + 0,1255, n=08; ESQ + CH — 1,324 £ 0,04082, n= 07. Os dados foram normalizados pelo
controle e a diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste one-way ANOVA seguido
de teste de comparacdo multipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2018.

6.4.3 Intensidade de mielinizacdo e nimero de OLGs no CC
O CC é classificado como fibra comissural e desempenha a funcdo de conectar os dois

hemisférios cerebrais. Possui um papel importante na transmisséo de sinais entre os hemisférios

esquerdo e direito, em sua composicdo estdo presentes fibras de origem cortical
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(ENGELHARDT et al, 2009; TANAKA-ARAKAWA et al, 2015). Nossos dados mostram que
o0s animais lesionados (ESQ) (Figura 19b) possuem maior quantidade de OLGs do que animais
normais (CT — p=0,0117) (Figura 19a) no CC. Além disso, a analise do valor de intensidade
de marcacao para MBP mostra que animais lesionados, que sofreram CH (ESQ + CH) ou néo
(ESQ) (Figura 20b e 20c), possuem maior intensidade de MBP marcado do que animais CT
(p=0,0187; p=0,0407, respectivamente) e CH (p=0,0070; p=0,0107, respectivamente) (Figura
20a). Portanto, observa-se um aumento de OLG no CC de animais lesionados (Figura 19d) e é
provavel que eles estejam mielinizando (Figura 20d).

Estudos de THRELKELD et al (2007) observaram, em DPN90, que a lesdo por
congelamento bilateral em ratos causa a diminui¢cdo do volume do CC quando realizadas em
P1 e P3, tendo perda de 22% e 11% de volume do CC, respectivamente (THRELKELD et al,

2007). A partir disso, € importe a investigacdo do volume do CC atrelado ao aumento de mielina

observado nos animais com MEP, visto que 60% da composicdo do CC é mielina
(STURROCK, 1980).

# Células CC1 positivas
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&

Figura 19: Quantidade de OLGs no CC. Fotomicrografia representativa dos OLGs no CC

observado por marcagdo com anti-CC1 dos grupos CT (A), CH (B), ESQ (C) e ESQ + CH (D).
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E, Comparacdo, entre os grupos, das médias dos niumeros de OLGs marcados com CC1 no CC.
CT-1+0,n=02; ESQ-2,213 +0,4323, n=06; ESQ + CH—1,79 £ 0,07071, n= 02; *p< 0.05.
Os dados foram normalizados pelo controle e a diferenca entre os grupos foi testada utilizando
o teste one-way ANOVA seguido de teste de comparacao maltipla de Tukey.

FONTE: PORTELA et al, 2018.
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Figura 20: Mielinizacdo no CC. Fotomicrografia representativa da mielina observada por
marcacdo com anti-MBP no CC dos grupos CT (A), CH (B), ESQ (C) e ESQ + CH (D). E,
Comparacao, entre os grupos, das médias dos valores de intensidade de marcagdo de MBP no
CC.CT-1+£0,n=04;CH-0,63+0,n=01; ESQ-1,274 + 0,08306, n=05; ESQ + CH-1,31
+ 0,06651, n= 05; **p< 0.001, *p< 0.05. Os dados foram normalizados pelo controle e a
diferenca entre os grupos foi testada utilizando o teste one-way ANOVA seguido de teste de
comparagao multipla de Tukey.
FONTE: PORTELA et al, 2018.
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7 CONCLUSAO

Esses achados sugerem que a esquizencefalia predispe os animais a sofrerem convulséo
hipertérmica na infancia, por convulsionarem mais rapido quando comparados aos animais
normais. Ademais, a convulsdo hipertérmica e a esquizencefalia, em conjunto ou isoladas,
contribuem para a epileptogénese, visto que geram convulsées mais severas na idade adulta.

Além disso, a malformacao cortical promove um aumento da mielinizacdo no cortex, na
substancia branca subcortical e no corpo caloso, o que deve fornecer um alicerce para a
generalizacdo da excitabilidade induzida pela hipertermia, facilitando o aparecimento de
convulsdes generalizadas, como a crise tbnica com manutengdo postural. Adicionalmente, a
substancia branca subcortical apresenta aumento na contagem de oligodendrécitos e na
intensidade de mielina, mesmo na convulsdo hipertérmica isolada, sugerindo um papel da
mielinizacdo para a facilitacdo da epileptogénese ap6s convulsdo hipertérmica isolada, mesmo
na auséncia de outra comorbidade associada.
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