] Epilepsy Clin Neurophysiol 2012;18(4):101-134 ISSN 1676-2649

Revista de Epilepsia e Neurofisiologia Clinica

www.epilepsia.org.br/jecn

Volume 18 — Number 4
December, 2012

B Temporal Transcript Profile of bdnf.ntrk2a and ntrk2b Genes in Zebrafish Brain

B Early Life Seizures and Their Long-Term Impacts on Cognition

B Environment Influence Over Epileptic Seizure Susceptibility

B EEG Source Imaging




Journal of Epilepsy and Clinical Neurophysiology

Revista de Epilepsia e Neurofisiologia Clinica
Orgao Oficial Trimestral da Liga Brasileira de Epilepsia

Editores

Fernando Cendes — Departamento de Neurologia, Faculdade de
Ciéncias Médicas, UNICAMPE, Campinas/SP

Jodo Pereira Leite — Departamento de Neurociéncias e Ciéncias
do Comportamento, Faculdade de Medicina, USPE, Ribeirdo
Preto/SP

Editores Associados

André Palmini — Divisdo de Neurologia, Departamento de
Medicina Interna, Faculdade de Medicina, PUCRS, Porto
Alegre/RS

Elza Marcia Yacubian — Unidade de Pesquisa e Tratamento das
Epilepsias, UNIFESE Sao Paulo/SP

Fulvio Alexandre Scorza — Neurologia Experimental, UNIFESE,
Sio Paulo/SP

Lauro Wichert Ana — FMUSE Ribeirdo Preto/SP

Conselho Editorial

Aurea Nogueira de Melo — Departamento de Medicina Clinica,
Centro de Ciéncias da Satde, UFRN, Natal/RN

Bernardo Dalla Bernardina — Universitd de Verona, Verona/Itélia

Carlos Eduardo Silvado — Setor de Epilepsia e Eletrencefalo-
grafia, Hospital de Clinicas, UFPR, Curitiba/PR

Cesare Lombroso — Harward Medical School, Boston/USA

Esper A. Cavalheiro — Departamento de Neurologia e Neuroci-
rurgia, UNIFESP, Sao Paulo/SP

Fernando Tenério Gameleira — Programa de Cirurgia de Epilepsia
do Hospital Universitario, UFAL, Macei6/AL

Francisco José Martins Arruda — Departamento de Neurofisiolo-
gia Clinica, Instituto de Neurologia de Goiania, Goiania/GO

Frederick Anderman — Montreal Neurological Institute, McGill
University, Montreal/Canad4

Gilson Edmar Gongalves e Silva — Departamento de Neurologia,
Faculdade de Medicina, UFPE, Recife/PE

[scia Lopes-Cendes — Departamento de Genética Médica,
Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAME Campinas/SP

J. W. A. S. Sander — National Hospital for Neurology and Neuro-
surgery, London/UK

Jalio Velluti — Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable, Montevideo/Uruguai

Kazuie linuma — Tohoko University, School of Medicine,
Seiryomochi/Japan

Marielza Fernandez Veiga — Hospital Universitario “Edgard dos
Santos”, UFBA, Salvador/BA

Marilisa Mantovani Guerreiro — Departamento de Neurologia,
Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAME Campinas/SP

Maria Carolina Doretto — Departamento de Fisiologia e Bioffsica,
ICB-UFMG, Belo Horizonte/ MG

Mirna Wetters Portuguez — Divisdo de Neurologia, Departamento
de Medicina Interna e Pediatria, Faculdade de Medicina,
PUCRS, Porto Alegre/RS

Natalio Fejerman — Hospital de Pediatria “Juan P Garrahan”,
Buenos Aires/Argentina

Norberto Garcia Cairasco — Departamento de Fisiologia,
Faculdade de Medicina, USP Ribeirao Preto/SP

Raul Ruggia — Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina,
Montevideo/Uruguai

Roger Walz — Departamento de Clinica Médica, Hospital
Universitario da UFSC; Centro de Cirurgia de Epilepsia de Santa
Catarina (CEPESC), Hospital Governador Celso Ramos,
Florian6polis/SC

Shlomo Shinnar — Albert Einstein College of Medicine, New
York/USA

Solomon L. Moshé — Albert Einstein College of Medicine, New
York/USA

Wagner Afonso Teixeira — Servico de Epilepsia e Eletroencefalo-
grafia, Hospital de Base de Brasilia, Brasilia/DF

Contato:

Dr. Fernando Cendes (Editor)

Departamento de Neurologia — FCM, UNICAME Campinas/SP
Rua Gen. Carneiro, 181

80060-900, Campinas, SE, Brasil

<fcendes@unicamp.br>

Editoragao eletronica:

Supernova Editora
Porto Alegre, RS — Fone: (51)3386-1984

Ficha Catalografica

Journal of Epilepsy and Clinical Neurophysiology (Revista de Epilepsia
e Neurofisiologia Clinica) / Liga Brasileira de Epilepsia. — Vol. 1,
n. 1 (1995)- . — Porto Alegre: Servico de Neurologia do Hospital

Sao Lucas da PUCRS, 1995-
v.; 28 cm; trimestral.

v. 1, 1995 — JLBE: Jornal da Liga Brasileira de Epilepsia
v. 2a7 (n. 2, jun. 2001) — Brazilian Journal of Epilepsy and Clinical
Neurophysiology (Jornal Brasileiro de Epilepsia e Neurofisiologia Clinica)

ISSN 1676-2649

CDD: 616.8

CDU: 616.853(05)
616.8-092(05)
616.8-073(05)

Indice para Catalogo Sistematico:
Epilepsia — Periédicos — 616.853(05);

Neurofisiologia — Periédicos — 616.8-092(5);
Eletroencefalografia — Peri6dicos — 616.8-073(05);
Eletroneuromiologia — Periédicos — 616.8.073(05);

Neurologia — Fisiologia — Periédicos — 616.8-092(05)
(Bibliotecaria responsavel: Rosaria Maria Licia Geremia — CRB 10/196)



Summanry

Jowrnal of
Epilepsy and
Clinical
Neurophysiology
] Epilepsy Clin Neurophysiol 2012;18(4):101-128 ISSN 1676-2649
EdItorial / EQItOrial .....oooviioiiiiiiiiiiecceeeete ettt ettt et ettt te et e ettt eeta e e teeeabeeateeaeeenteeerneaaes 105
Message of the President of the Brazilian League of Epilepsy / Mensagem do Presidente da LBE ...................... 106

Original Article / Artigo Original

N

Anilise temporal dos transcritos dos genes bdnf e ntrk2 em cérebro de zebrafish induzido a crise epiléptica
por Pentilenotetrazol / Temporal transcript profile of bdnfntrk2a and ntrk2b genes in zebrafish brain after
Pentylenotetrazole (PTZ)-INAUCEA SCIZUTE ..vovevvrveriieririeriieriieieeereieseseeteseeseseteseesesessesessesessesessesessesesssesssesessessseseses 107
Fernanda Christina Reis Pinto, Patricia Gongalves Barbalho, Rafael Felipe Pires Mangolin,
Claudia Vianna Maurer Morelli

Review Article / Artigo de Revisao

Early life seizures and their long-term impacts on cognition: the role of synaptic plasticity dysfunctions as an

underlying mechanism / Crises na infancia e o impacto a longo prazo sobre a cognigio: o papel das disfungdes da

plasticidade sindptica como um mecanismo SUDJACENITE .....vevuveceuveveueiriniiiiecieicicieieieieierseee et ierene e eeaene 114
Rafael Naime Ruggiero, Cleiton Lopes Aguiar, Jodo Pereira Leite

Influéncias do ambiente sobre a susceptibilidade as crises epilépticas: as ligdes dos modelos experimentais /
Environment influence over epileptic seizure susceptibility: the lessons from experimental models ........cccoovevuruecece 121
Eduardo Henrique de Lima Umeoka, Victor Rodrigues Santos, Norberto Garcia-Cairasco

Imagem por fontes eletroencefalogréficas — uma revisio sistematica sobre sua acuricia na determinagio da zona

epileptogénica em pacientes com epilepsia focal refratiria / EEG source imaging — a systematic review about its

accuracy in defining the epileptogenic zone in patients with refractory focal epilepsy .......cocevervrverirrerireirieireinienene 128
Danilo Magiero, Marcio Sturgbecher, Carlos E. G. Salmon, Tonicarlo R. Velasco

Courses, Symposia & Seminars / Cursos, SImpGsios & SemINALios ......c.oeveveririeirieinieinieineeneeeceeeeeeeiene 132

Guidance for Authors / NOrmas Para AULOTES ........c.ccccreirieririeierieiiieteieieetetetsieeetestetesestesestesestesestesesesseseseseasene 133

103



Liga Brasileira de Epilepsia — 2010-2012

Presidente Comissao Tratamento Cirtrgico da Epilepsia
Luciano De Paola, Curitiba/PR Carlos Silvado, Curitiba/PR (Coordenador)
Tesoureiro Américo Sakamoto, Ribeirdo Preto/SP
Carlos Eduardo Soares Silvado, Curitiba/PR André Palmini, Porto Alegre/RS
Secretario Luciano de Paola, Curitiba/PR
Sergio Antoniuk, Curitiba/PR Luis Henrique Martins Castro, Sdo Paulo/SP
Secretaria Executiva Eliana Garzon, Sdo Paulo/SP
Maria Luiza G. de Manreza, Sdo Paulo/SP Comissao de Drogas Antiepilépticas (DAES)

Veriano Alexandre Jr., Ribeirdo Preto/SP (Coordenador)

Endereco (Diretoria Executiva) Carlos Guerreiro, Campinas/SP

Liga Brasileira de Epilepsia

. . ) Elza Mércia Yacubian, Sdo Paulo/SP
g%%g%%%?%ggr&%agg’g:ﬁ;]; g?)_ Fone/Fax: (11)3085-6574 Maria Luiza Manreza, Sao Paulo/SP
Conselho Fiscal Comissao Epidemiologia Clinica
Elza Mércia Yacubian, Sao Paulo/SP Mar]eidp da Mqta Gomes, Rio de Janeiro (Coordenadora)
Wagner Afonso Teixeira, Brasilia/DF %\‘2 Li Min, Campinas/ SP_, . .
Lauro Wichert-Ana, Ribeirao Preto/SP oacir Alyes Borges, Sa(.) José do Rio Preto/SP
Luiz Achatde Jr Reéife JPE Valentina Carvalho, Recife/PE
: Curiti Comissao Epilepsia na Infancia
Ciiﬂ?ﬁosg\;fs;lg::tlba/l)f( Magda Lz}horgue Nunes, Porto Alegre/RS (Coordenadora)
Wagner Afonso Teixeira (Presidente LBE 2008-2010) %osa VIa\}eno, S a%PﬁIOI{SPN /RN
Fernando Cendes (Presidente LBE 2006-2008) Mur.elg %guelrg ¢ C elo, a/tgp
Magda Lahorgue Nunes (Presidente LBE 2004-2006) K an li? 1 uerreslzo,P ar{lplsrijas
Américo C. Sakamoto (Presidente LBE 2002-2004) eFte- alente, 5ao rau O/_ .
Catlos Silvado (Presidente LBE 2000-2002) Comissao de Neurofisiologia Clinica
Comissio Aspectos Legais Regina May}a Fernar_lde_s, Ribeirdo Rreto/SP (Coordenadora)
Carlos Silvado, Curitiba/PR (Coordenador) Andrea Julido de Olive 1rz},_Be10 Horizonte/MG
Kette Valente, Sao Paulo/SP Vera Crlgtlna Terra,'Rlbelrao Preto/SP
Carlos Campo,s So Paulo/SP Carlos Silvado, Curitiba/PR
Luiz Athaide ]r.’, Recife/PE Jaderson Costa da Costa, Porto Alegre/RS
Lauro Wichert-Ana, Ribeirdo Preto/SP Comissao de Ensino

Li Li Min, Campinas/SP (Coordenador)

Comissio Cientifica Lucas Vilas Boas Magalhies

Jodo Pereira Leite, Sao Paulo (Coordenador)

Jaderson Costa da Costa, Porto Alegre/RS Pal‘]la_T‘ Fem‘andes, Ca‘mpin‘as/ SP . . .
Norberto Garcia Cairasco, Ribeirao Preto/SP Comissao Revista de Epilepsia e Neurofisiologia Clinica
Luis Eugénio Mello, Séo Paulo/SP Fernando Cendes, Campinas/SP (Editor)

Fernando Cendes, Campinas/SP
Comissao de Neuropsicologia
Mirna Portuguez, Porto Alegre/RS (Coordenadora)
Sabine Marroni, Porto Alegre/RS
Daniel Fuentes, Sao Paulo/SP
Maria Joana Mader, Curitiba/PR
Andréa Alessio, Campinas/SP

Capitulos da LBE - Biénio 2010-2012

Capitulo da Bahia Capitulo do Rio de Janeiro
Presidente: Marielza Ferndndez Veiga Presidente: Eduardo de S4 Campello Faveret
Secretdria: Camila Souza Alves Cosmo Secretaria: Heloisa Viscaino E S. Pereira
Tesoureiro: Francisco Monteiro Meneses Tesoureira: Rosiane da Silva Fontana
Capitulo do Distrito Federal/Goias Capitulo do Rio Grande do Sul
Presidente: Wagner Afonso Teixeira Presidente: Marta Hemb
Secretdrio:  Francisco Arruda Secretdria: Alessandra Marques Pereira

Tesoureiro: Paulo Ragazzo Tesoureira: Danielle Irigoyen da Costa

Capitulo de Minas Gerais
Presidente: Maria Carolina Doretto
Secretaria: Andréa Julido de Oliveira
Tesoureiro: Luiz Fernando Fonseca

Capitulo de Santa Catarina
Presidente: Katia Lin
Secretdria: Lucia Sukys Claudino
Tesoureira: Maria Alice Horta Bicalho
Capitulo de Parana
Presidente: Luciano De Paola
Secretdrio: Carlos Silvado
Tesoureiro: Sergio Antoniuk

Capitulo de Sao Paulo
Presidente: Regina Maria Franga Fernandes
Secretdria: Vera Cristina Terra

Tesoureiro: Lauro Wichert-Ana
Capitulo de Pernambuco

Presidente: Adélia Henriques Souza .
Secretdria: Valentina Nicole Carvalho . . WEBSITE: . .
Tesowreiro: Ricardo Amorim http://www.epilepsia.org.br/epi2002/capitulos.asp

104



Editorial

Esta edicio do JECN apresenta quatro artigos importantes. Primeiro uma anélise genética em
cérebros de zebrafish, em modelo de crises induzidas por pentilenotetrazol, mostra que a indugio
de crise epiléptica altera o padrio de transcrito do gene BDNF no cérebro do zebrafish como observado
em outros modelos e em humanos, porém em um padrao temporal diferente. Este estudo contribui
para a caracterizacio deste pequeno peixe como um modelo de estudo em epilepsias.

O trabalho de Ruggiero e colaboradores discute o impacto em longo prazo das crises epilépticas
na cognigio e o papel da plasticidade sindptica neste contexto. O terceiro trabalho, de Umeoka
e colaboradores, apresenta uma revisio sobre estudos experimentais na susceptibilidade as crises
epilépticas e as influéncias ambientais.

Por dltimo, Maziero e colaboradores apresentam uma revisio sistemética sobre sua acurdcia na
determinacfo da zona epileptogénica em pacientes com epilepsia focal refratéria.

Boa leitura a todos.

Fernando Cendes
Editor, JECN
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Message of the President of the Bragzilian League of Epilepsy

Prezados colegas,

Entre as vérias frentes de trabalho da Liga Brasileira de Epilepsia chama atencéo a participagdo na
elaboracio do Plano Estratégico e de Acdo para Epilepsia das Américas e Caribe, uma agio conjunta
incluindo Ministério da Satide, ASPE-Brasil, EPI-Brasil, ABE, DC de Epilepsia da ABN e Sociedade
Brasileira de Medicina da Familia e Comunidade. O grupo de trabalho reunir-se-4 em Brasilia, em
21 de fevereiro de 2013, visando o delineamento preliminar da linha de cuidado em atendimento
de epilepsia. Essas acoes, esperancosamente, motivaro a cria¢io de um portal, sob administracio
do Ministério da Sadde, visando um melhor atendimento as pessoas com epilepsia, da drea basica
ao nivel tercidrio. A expectativa atual é da conclusio desta agdo até agosto de 2013, culminando
com o Dia Nacional da Epilepsia.

Nosso agradecimento preliminar e o reconhecimento aos colegas envolvidos neste esforgo.
Oportunamente outras informagdes sobre o desenvolvimento deste e outros trabalhos associados a
corrente gestio da LBE.

Atenciosamente,

Luciano De Paola

Presidente da Liga Brasileira de Epilepsia
Gestao 2012-2014
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Analise Temporal dos Transcritos dos Genes bdnf e ntrk2 em
Cérebro de Zebrafish Induzido a Crise Epiléptica por Pentilenotetrazol

Fernanda Christina Reis-Pinto, Patricia Gongalves Barbalho, Rafael Felipe Pires Mangolin,
Claudia Vianna Maurer-Morelli

Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

RESUMO

Objetivo: Investigar o perfil temporal de transcritos dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b em cérebro de zebrafish apos
crise epiléptica induzida por Pentilenotetrazol (PTZ). Metodologia: Os animais foram divididos em Grupo PTZ
(induzidos a crise epiléptica com PTZ 15mM) e Grupo Controle (animais sem crise epiléptica) e seus cérebros
coletados nos tempos: Oh, 12h, 24h, 48h, 72h p6s-crise. Reacoes de transcriptase reversa-PCR quantitativa
foram realizadas com os controles endégenos 18s e efla usando-se o sistema TagMan™ (Applied Biosystems,
Foster City). A quantificacio relativa foi calculada pela equacio QR=22CT e a significAncia estatistica dada
pelo teste Kruskall-Wallis (p=0,05). Resultados: No grupo PTZ houve um aumento significativo dos niveis de
RNAm do gene bdnf no tempo Oh (p=0,017). O aumento de transcritos encontrado nos outros tempos nao
foi significante (p>0,05). Conclusao: Nossos resultados mostraram que a indugio de crise epiléptica alterou o
padrio de transcrito do gene bdnf no cérebro do zebrafish como visto em outros modelos animais e em humanos,
porém em um padrio temporal diferente. Este é o primeiro estudo que descreve o perfil temporal de transcritos
bdnf/ntrk2 em cérebro de zebrafish apds crise epiléptica e contribui para a caracterizagio deste pequeno peixe
como modelo de estudo em epilepsias.

Unitermos: epilepsia; zebrafish; bdnf; Pentilenotetrazol e PCR quantitativa.

ABSTRACT

Temporal transcript profile of bdnf, ntrk2a and ntrk2b genes in zebrafish brain after Pentylenotetrazole (PTZ)-
induced seizure

Objective: The main aim of this study was to investigate the transcript profile of bdnf, ntrk2a and ntrk2b genes
in adult zebrafish brain after Pentylenotetrazole (PTZ)-induced seizure. Methods: Zebrafish were separated in
PTZ (seizure-induced) and Control (no seizure) groups. At Oh, 12h, 24h, 48h and 72h after seizure, animals were
anesthetized and their brains were immediately collected for RNA extraction. Reverse transcriptase quantitative-
PCRs were carried out with 18S and efla as endogenous control using TagMan™ System (Applied Biosystems,
Foster City). The relative quantification was calculated by the equation RQ=2-:CT, Statistical analysis was
performed by Kruskall-Wallis test (p<0.05). Results: Comparisons between both groups showed an increase
of bdnf mRNA levels in the PTZ group at Oh after seizure (p= 0.017). No statistical significance was found in
other times investigated (p>0.05). Conclusions: Our results showed an up-regulation of the transcript levels
of bdnf gene in zebrafish brain after seizure as seems in other models and humans, but in a different pattern.
This is the first study investigating temporal pattern of bdnf, ntrk2a and ntrk2b genes in zebrafish brain after a
seizure and contributes to characterize it as a model for epilepsy studies.

Keywords: epilepsy; zebrafish; bdnf; Pentylenetetrazole and quantitative PCR.
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Reis-Pinto FC, Barbalho PG, Mangolin RFP et al.

INTRODUCAO

O uso de modelos animais tem trazido grandes
beneficios para uma maior compreensio das doengas
humanas, inclusive as epilepsias. Dentro deste contexto,
o Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish ou
peixe paulistinha, tem se estabelecido como um modelo
promissor no estudo das epilepsias, mas ainda pouco
explorado.

Como vertebrado, o zebrafish possui diversos pro-
cessos bioldgicos comparédveis aos mamiferos tais como:
desenvolvimento, conservada organizagio de 6rgaos e
tecidos (incluindo o sistema nervoso), fisiologia, compor-
tamento e genoma'*. Em relacio ao genoma, o zebrafish
possui 80% de homologia com o genoma humano,
além de conservada sintenia>®. E importante destacar
que o genoma deste peixe sofreu duplicacio parcial de
aproximadamente 20% de seus genes'78. Esse fato faz
com que estudos genéticos neste animal devam levar em
consideracio a investigagio de ambas as cpias quando o
gene de interesse estiver duplicado.

Devido as suas caracteristicas, o zebrafish foi recen-
temente proposto como um modelo para estudos das
epilepsias’. No estudo de Baraban e colaboradores
(2005), larvas de zebrafish com 7 dias pés-fertilizagio
foram quimicamente induzidas & crises epilépticas por
Pentilenotetrazol (PTZ) na concentracio 15mM e, inves-
tigados o comportamento, a atividade neural, os niveis de
RNAm do gene c-fos (um conhecido marcador de ativi-
dade neuronal) e a supressdo dos padrdes eletrograficos
por drogas antiepilépticas’. Depois desta descricéo,
o modelo do zebrafish também tem sido usado para
manipulagdes de genes candidatos para as epilepsias,
fazendo dele um modelo promissor para o estudo dessas
condigoes!®12.

Apesar destas publicagdes, pouco se sabe sobre as
alteragdes que ocorrem no cérebro do zebrafish apos a
indugio de crises epilépticas. As investigagdes de eventos
j4 conhecidos e descritos em outros modelos animais
de epilepsia certamente contribuem para uma melhor
caracterizagio do zebrafish como modelo de epilepsia per se
e melhora a interpretacdo de dados obtidos por meio deste
organismo. Diferentes estudos mostraram um aumento nos
niveis de transcritos e protéicos do BDNF (do inglés brain-
derived neurotrofic factor) e seu receptor TRKB (do inglés
Tropomyosin-related kinase type B) em modelos animais de
epilepsial’.

O BDNEF faz parte da familia das neurotrofinas e esté
bem estabelecido o seu papel durante o desenvolvimento
através da promocio da sobrevivéncia e diferenciagio
neuronal, além de regular a transmissio e a plasticidade
sindptica em adultos, contribuindo com vérios processos
neuronais adaptativos bem como doengas no sistema ner-
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voso central (SNC)!*!5. De fato, o BDNF parece ser parte
de um mecanismo de modificacio de sinapses no SNC que
estd implicado na cascata de mudangas comportamentais
e eletrofisiol6gicas que permeiam o estado epiléptico!®!7.
Apesar dos estudos em outros modelos de epilepsia, ndo
h4 relatos sobre o padrio de expressdo das neurotrofinas
pos-crises epilépticas em zebrafish. Sendo assim, o objetivo
desse estudo foi investigar o perfil temporal de transcritos

dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b apds crise epiléptica induzida
por PTZ.

METODOLOGIA

Manutencao e tratamento dos animais

Os peixes adultos foram adquiridos em lojas con-
vencionais e passaram por um periodo de quarentena em
aquérios com uma populacio maxima de trés peixes por
litro de dgua, antes de serem usados na experimentagio.
As condigdes de manutengio e cuidados foram em acordo
com Westerfield's.

Para a experimentagio, os animais foram divididos em
dois grupos: (i) PTZ — animais induzidos a crise epiléptica
pelo agente convulsivante PTZ e (ii) CNT — animais
controle sem crise epiléptica. Animais do grupo PTZ
foram transferidos individualmente para um becker de vidro
contendo 15mM de PTZ em volume final de 200ml por
2-3 minutos e observadas as trés fases comportamentais
descritas por Baraban e colaboradores’. E importante
salientar que foram considerados na experimentagio,
somente Os animais que apresentaram as trés fases
comportamentais ja estabelecidas’. Os animais do grupo
CNT foram submetidos

dgua livre de PTZ. Apds a manipulagio, os animais foram

N

a mesma manipulagio, mas em
colocados em aquarios livres de PTZ, de acordo com seu
grupo de estudo (PTZ ou CNT). Nos tempos zero (Oh),
12h, 24h, 48h e 72h pos-crise epiléptica (PTZ) ou pés-
manipulagdo (CNT), os animais foram crioanestesiados e
seus cérebros coletados para a investigagao de transcritos
por PCR em Tempo Real. Cada tempo de investigagio
foi composto por um n=3 (6 cérebros). Um pool de dois
cérebros foi usado para compor uma amostra. Devido a
heterogeneidade entre os animais, um segundo conjunto
independente de animais também foi dividido em grupo
PTZ e CNT (nomeado de experimento 2) e manipulados
da mesma forma que o primeiro (nomeado de experimen-
to 1). Portanto, neste estudo foram realizados dois con-
juntos independentes para o mesmo tratamento e aqui-
si¢do de cérebros. Este estudo estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/UNICAMP



Anilise temporal dos transcritos dos genes bdnf e ntrk2...

Analise molecular dos genes bdnf e ntrk2

A extracio do RNA total do cérebro de todos os
animais foi realizada pelo método TRIzol® (Invitrogen,
Carlsbad, CA), segundo o protocolo recomendado pelo
fabricante (1ml do reagente para cada 100mg de tecido).
A concentra¢io do RNA total extraido de cada amostra
foi medida por espectroscopia em equipamento NanoVue
(GE Healthcare, Buckinghamshine, UK) e a qualidade
do RNA checada por eletroforese em gel de agarose.
Foi empregada a técnica da transcriptase reversa-PCR
quantitativa (RT-qPCR) usando-se o sistemaTagMan™
(Applied Biosystems, Foster City) em equipamento de Real
Time 7500 (Applied Biosystems, Foster City) para a analise
do perfil de transcritos dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b. As
corridas foram em triplicatas usando os genes 18S e efla
como controles endégenos. A quantificagio relativa (QR)
foi determinada pela equagio QR=2-%CT1 ¢ para a analise
de significAncia do perfil dos transcritos foi empregado o

teste de Kruskal-Wallis, sendo considerado significante um
p=<0,05. Para a confeccéo dos gréficos das Figuras 1 e 2 foi
considerada a média dos valores do QR (QR ;) e as barras
de erro dadas pelos valores QR maximo (QR,,, — QR ;) e

QR minimo (QR,,,— QR ).

RESULTADOS

Os peixes adultos foram expostos por um periodo de
2-3 minutos a0 PTZ 15mM e observada as trés fases da crise
epiléptica descritas em larvas por Baraban e colaboradores’,
resumidamente: (i) Fase 1 - aumento da atividade do nado;
(ii) Fase 2 - movimentos vigorosos, circulares e verticais;
(iii) Fase 3 - movimentos estereotipados mimetizando
crise tonico-clonica com posterior perda de postura. As
médias da quantificagio relativa obtidas com a analise dos
transcritos para cada gene e tempo de ambos os conjuntos
de experimentagio (experimento 1 e 2) estdo resumidos

nas Tabelas 1 e 2:

Tabela 1. Média da quantificagio relativa (QR) dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b para o controle end6geno 18S nos diferentes tempos

p6s crise epiléptica induzida por PTZ.

Experimento 1

Experimento 2

Gene Tempo Grupo — - - — - "
QR média QR min QR max QR média QR min QR max
oh PTZ 0,832 0,007 0,013 2,993 1,922 3,034
CNT 0,214 0,02 0,037 0,795 0,172 0,205
i PTZ 0,289 0,148 0,089 0,792 0,383 0,310
CNT 0,307 0,031 0,044 0,409 0,110 0,206
. PTZ 0,487 0,29 0,292 1,042 0,550 0,569
bdnf 24h
CNT 0,256 0,048 0,045 0,704 0,146 0,178
4Sh PTZ 0,808 0,428 0,298 0,734 0,314 0,174
CNT 0,320 0,166 0,233 0,438 0,015 0,027
1h PTZ 0,266 0,055 0,091 0,252 0,130 0,254
CNT 0,263 0,075 0,057 0,264 0,155 0,157
oh PTZ 0,122 0,021 0,023 0,122 0,021 0,023
CNT 0,220 0,089 0,048 0,220 0,089 0,048
i PTZ 0,207 0,158 0,147 0,608 0,199 0,180
CNT 0,475 0,047 0,071 0,360 0,090 0,173
PTZ 0,138 0,104 0,071 1,316 0,700 0,601
ntrk2a 24h
CNT 0,138 0,081 0,125 0,849 0,355 0,252
4Sh PTZ 0,147 0,107 0,079 1,021 0,387 0,223
CNT 0,086 0,030 0,042 0,560 0,090 0,105
PTZ 0,123 0,012 0,019 0,204 0,117 0,232
72h CNT 0,239 0,070 0,110 0,217 0,128 0,183
oh PTZ 0,243 0,107 0,066 0,122 0,021 0,023
CNT 0,253 0,055 0,106 0,220 0,089 0,048
o PTZ 0,453 0,159 0,100 0,608 0,199 0,180
CNT 0,577 0,056 0,062 0,360 0,090 0,173
PTZ 0,575 0,337 0,382 1,316 0,700 0,601
ntrk2b 24h
CNT 0,367 0,090 0,094 0,849 0,355 0,252
4h PTZ 0,388 0,163 0,265 1,021 0,387 0,223
CNT 0,232 0,120 0,166 0,560 0,090 0,105
oh PTZ 0,360 0,058 0,052 0,204 0,117 0,232
CNT 0,357 0,068 0,066 0,217 0,128 0,183
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Tabela 2. Média da quantificagio relativa (QR) dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b para o controle endégeno efla nos diferentes tempos
pos crise epiléptica induzida por PTZ.

Experimento 1 Experimento 2
Gene Tempo Grupo — " - — - -
QR média QR min QR max QR média QR min QR max
oh PTZ 1,352 0,369 0,229 0,251 0,062 0,072
CNT 0,247 0,049 0,047 0,312 0,143 0,256
12h PTZ 0,429 0,168 0,087 0,183 0,050 0,053
CNT 0,158 0,044 0,085 0,131 0,038 0,054
i PTZ 0,871 0,323 0,274 0,248 0,041 0,060
bdnf 24h
CNT 0,604 0,447 0,270 0,296 0,049 0,066
48h PTZ 0,639 0,385 0,724 0,217 0,043 0,056
CNT 0,800 0,280 0,200 0,218 0,070 0,088
79h PTZ 0,628 0,292 0,417 0,163 0,037 0,052
CNT 0,243 0,009 0,011 0,193 0,069 0,041
oh PTZ 0,255 0,027 0,026 0,313 0,053 0,062
CNT 0,322 0,058 0,033 0,490 0,263 0,510
12h PTZ 0,327 0,092 0,068 0,198 0,072 0,042
CNT 0,313 0,072 0,101 0,154 0,047 0,059
PTZ 0,282 0,019 0,032 0,417 0,073 0,070
ntrk2a 24h
CNT 0,285 0,074 0,074 0,462 0,133 0,076
4Sh PTZ 0,113 0,049 0,081 0,405 0,093 0,091
CNT 0,301 0,048 0,040 0,373 0,157 0,151
79h PTZ 0,367 0,143 0,081 0,167 0,054 0,078
CNT 0,288 0,050 0,059 0,204 0,071 0,092
oh PTZ 0,302 0,185 0,125 0,165 0,093 0,105
CNT 0,206 0,061 0,051 0,330 0,167 0,326
it PTZ 0,522 0,224 0,243 0,126 0,056 0,035
CNT 0,208 0,049 0,077 0,114 0,064 0,044
PTZ 0,747 0,316 0,249 0,159 0,024 0,026
ntrk2b 24h
CNT 0,623 0,465 0,341 0,155 0,044 0,026
4Sh PTZ 0,595 0,551 1,091 0,138 0,021 0,026
CNT 0,505 0,263 0,495 0,110 0,042 0,037
7h PTZ 0,604 0,287 0,263 0,106 0,049 0,052
CNT 0,240 0,011 0,018 0,124 0,043 0,057
BDNF NTRK2A NTRK2B
1,5000 1,8000
1,6000 1,6000
1,4000 1,4000
1,2000 1,2000
1,0000 mprz 1.0000 = PTE = PTZ
00,8000 00,8000
0,6000 =CNT g 5000 CNT =CNT
00,4000 0,4000 I i
& oo (R wE e w
oh 12h 2ah 48h 72h
NTRK2A NTRK2B
1,8000 1,8000
1,6000 11,6000
1,4000 1,4000
1,2000 f] T 1,2000
= PTZ 1.0000 | ]‘q = prz 10000 =Pz
0,8000 00,8000
B CNT 0,6000 =-|— __- _i_ _I CNT 0,6000 ECNT
0,4000 THE | :L 0,4000
; F=— ol— :
o e B o

Figura 1. Analise dos transcritos dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b em cérebro adulto de zebrafish em diferentes tempos apds crise
epiléptica induzida por Pentilenotetrazol comparado com o grupo controle (sem crise epiléptica). Os genes alvos foram normalizados
com o controle endégeno 18S. Na linha superior, os resultados obtidos com animais do experimento 1 e na linha inferior, os resultados
obtidos com os animais do experimento 2. Cada tempo ¢é representado por um n=3 (6 cérebros). O eixo y é a média dos valores da
quantificacio relativa (QR) e as barras de erro representam os valores de QR

‘min/max*
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Figura 2. Anélise dos transcritos dos genes bdnf, ntrk2a e ntrk2b em cérebro adulto de zebrafish em diferentes tempos apés crise
epiléptica induzida por Pentilenotetrazol comparado com o grupo controle (sem crise epiléptica). Os genes alvos foram normalizados
com o controle endégeno efla. Na linha superior, os resultados obtidos com animais do experimento 1 e na linha inferior, os resultados
obtidos com os animais do experimento 2. Cada tempo € representado por um n=3 (6 cérebros). O eixo y é a média dos valores da

quantificacio relativa (QR) e as barras de erro representam os valores de QR

Na visualizagio grafica destes resultados (Figuras 1
e 2) pode-se observar um aumento dos transcritos do
gene bdnf no grupo PTZ em compara¢io ao grupo CNT
no tempo Oh (p= 0.017) apds as crises epilépticas, mas, se
comparados com os receptores ntrk2a e ntrk2b, os mesmos
nfo acompanham esse aumento. Nos tempos 12h, 24h e
48h ¢é possivel ver que ha um aumento dos niveis de RNAm
do gene bdnf e seus receptores no grupo PTZ, mas que
ndo foi estatisticamente significante (p>0.05). Nenhuma
diferenca de aumento foi encontrado no tempo 72h entre
ambos 0s grupos.

DISCUSSAO

A sinalizagio BDNF/NTRK2 tem sido implicada na
epileptogénese?’, assim como o aumento dos niveis de
RNAm e protéicos destas neurotrofinas apds crise epiléptica
tem sido descrito em diferentes modelos animais'?. No
entanto, o impacto de crises epilépticas sobre o perfil de
transcritos dos genes bdnf e ntrk2 no cérebro do zebrafish
ainda nfo é conhecido.

Porque o gene ntrk2 é duplicado no zebrafish, neste
estudo foram investigados ambos os genes, ntrk2a e ntrk2b,
pois 0s mesmos poderiam apresentar diferentes padroes
de expressao”!®!!, Nossos resultados apontam que apds a
indugéo de crise epiléptica hd uma aumento de transcrito
em ambos os genes (Figuras 1 e 2), mas indicando que h4
um aumento preferencial do gene ntrk2b (Figuras 1 e 2;
Tabelas 1 e 2).

Os resultados obtidos com esse estudo apontam um
aumento do RNAm do gene bdnf logo apés a indugio da
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crise, no tempo Oh (p=0,017) porém os seus receptores
ntrk2a e ntrk2b nio tiveram o mesmo nivel de RNAm neste
mesmo tempo (p=0,0.5). No entanto, 12h apés a indugio
da crise epiléptica pode-se observar um aumento de
RNAm desses receptores (Figuras 1 e 2).

O receptor NTRK2, quando ativado pelo BDNF,
fosforila vias de sinalizacio de diferenciacio e sobrevivéncia
celular e plasticidade!®?"%2. O papel do BDNF e NTRK nas

2

epilepsias ainda é controverso??, mas é inquestionavel
que o padrio de expressio de transcritos e protéicos
estio aumentados tanto em espécimes cirdrgicos de
pacientes com refratariedade medicamentosa, quanto em
diferentes modelos animais de epilepsia?*3°. Distribuido
amplamente no cérebro de roedores adultos, o BDNF
apresenta niveis mais altos em estruturas associadas com
a epilepsia e a plasticidade sindptica, como a formagio
hipocampal'®. Em ratos, quatro dias apés a administracio
intracerebroventricular de 4cido cafnico houve um
aumento de 179% nos niveis de BDNF no hipocampo
desses animais. Esse valor diminuiu 98% em 45 dias e
37% em 120 dias ap6s a administragio do acido cafnico.
Em outro estudo, Garcia e colaboradores também usando
o modelo de 4cido cafnico em ratos, mostraram por
hibridizacio in situ um aumento do BDNF nas dreas CAl
e CA3 do hipocampo uma semana apds a injecdo do 4cido
cafnico, e principalmente, um aumento dessa neurotrofina
na camada de células granulares do giro denteado, duas
semanas apés a injecio do 4cido cafnico™.

O aumento estimulado por crise epiléptica com retorno
escalonado até aos niveis basais, também pode ser visto
no perfil obtido em nosso estudo, ainda que o tempo de
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ocorréncia seja diferente, revelando-se muito mais curto
no caso do peixe (Figuras 1 e 2). O que nos chamou a
atengio foi que o padrio do RNAm do bdnf tenha tido uma
resposta tdo intensa no tempo Oh (p=0,017), evidenciando
um tempo diferente de resposta entre bdnf e os receptores
ntrk2 no zebrafish. No entanto, é interessante destacar que
uma hipétese a ser investigada é a possibilidade de outro
receptor com afinidade para o bdnf estar aumentando neste
momento (tempo Oh), como por exemplo o p75NTR (p75
neurotrophin receptor). Nesse estudo nio investigamos o
gene p75NTR mas foi descrito que a expressdo deste gene
estd aumentada em cérebro de rato logo apds a inducio
de crises epilépticas por pilocarpina e que este receptor
possivelmente sinaliza vias de apoptose®!. Apesar da forma
madura do BDNF ter baixa afinidade pelo receptor p75NTR]
esta poderia ser uma via de acio para o bdnf neste tempo
Oh,** mostrando um padrio mais complexo de interacio
entre neurotrofinas e seus receptores’.

A inducao de crise no grupo PTZ também aumentou os
niveis dos transcritos dos genes bdnf e ntrk2b nos outros tempos
investigados, mas esses valores ndo foram estatisticamente
significantes (p=0,05). E importante ressaltar que apesar
do ntdmero de amostras ser representativo (06 cérebros
por tempo em cada experimento independente) é possivel
observar que h4 variacdo (representada pelas barras de erro
nas Figuras 1 e 2) entre as amostras do mesmo grupo e
tempo. Este fator poderia ser o motivo das diferencas nio
terem sido estatisticamente significantes, apesar do visivel
aumento dado pelos valores da média da quantificagio
relativa (Tabelas 1 e 2). Desta forma, poderfamos chamar
a atengio e destacar que estudos envolvendo animais
adultos fornecidos comercialmente devam aumentar seu
tamanho amostral, a fim de minimizar essa variagio. Em
nosso estudo, além de usarmos dois controles enddgenos
para a normalizacio da RT-qPCR, realizamos uma
segunda bateria de experimentos (experimento 2) com
um grupo independente de animais, que confirmaram os
resultados obtidos previamente. Por causa dessa variagio,
consideramos os dados que foram iguais em pelo menos
trés, dos quatro resultados obtidos (experimentos 1 e 2 para
ambos os controles endégenos). As pequenas diferengas
entre o experimento 1 e 2 se devem, provavelmente ao
fato dos peixes serem de épocas de quarentenas diferentes.

Este estudo nio teve a intengio de responder qualquer
controvérsia em relagido ao papel das neurotrofinas na
epileptogénese, mas sim, verificar se a inducfo de crise
epiléptica poderia alterar os niveis de transcrito do bdnf
e seus receptores ntrk2 no cérebro do zebrafish adulto,
como € visto em outros modelos animais. Nossos resultados
mostraram que embora temporalmente mais curto, o
zebrafish apresenta uma elevacio dos niveis do bdnf como
visto em outros modelos de epilepsia, mas com um pico
de expressdo no tempo Oh?*°. Este é o primeiro estudo
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que descreve o perfil temporal de transcritos dos genes
bdnf, ntrk2a e ntrk2b p6s crise epiléptica e contribui para a
caracterizagio do zebrafish como modelo para estudos das
epilepsias.
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Early Life Seizures and Their Long-term Impacts on Cognition:
The Role of Synaptic Plasticity Dysfunctions as an
Underlying Mechanism
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ABSTRACT

Objective: Symptomatic seizures are frequent events during childhood. Previous studies indicate a relationship
between these events and the onset of an epileptic condition. However long-term effects of seizures on
neurocognitive function remain poorly understood. Our objective is to develop a conceptual framework
linking key clinical and experimental findings with electrophysiological studies attempting to elucidate the
mechanisms involved with early life seizures (ELS) outcome. Methods: In this review clinical and experimental
studies were addressed to raise the main findings of the literature on ELS long-term consequences. To better
understand the neural substrates of cognitive outcome of ELS we have reviewed electrophysiological studies
in animals that addressed experimental forms of synaptic plasticity such as long-term potentiation, long-term
depression and paired pulse facilitation (LTE LTD and PPF) and oscillatory patterns in the hippocampus
and the prefrontal cortex (PFC) that relate to behavioral and molecular alterations after ELS. Results and
conclusions: Evidences from literature indicate that the immature brain may be not as resistant to seizure effects
as previously thought. ELS increase hippocampal excitability, enhance the vulnerability to seizures in the adult,
and modify the expression of GABA and glutamate receptors. Moreover ELS induce changes in h-channels
and CB1 cannabinoid receptors. Frequent seizures during development produce impairment in learning and
memory tasks, which relates to LTP impairment and LTD facilitation in the hippocampus. Apparently, frequent
ELS could disrupt the molecular mechanisms implicated in synaptic plasticity induction. Studies also indicate
the PFC as a key brain region involved in the behavioral and cognitive alterations of ELS. Future studies on
ELS could evaluate a broader set of limbic regions and their plasticity mechanisms, contributing to a better
understanding on psychiatric comorbidities of the epilepsies.

Keywords: early life seizures; synaptic plasticity; temporal lobe epilepsy; learning, memory; hippocampus;
prefrontal cortex.

RESUMO

Crises na infancia e o impacto a longo prazo sobre a cogni¢do: o papel das disfungdes da plasticidade sindptica
como um mecanismo subjacente

Objetivo: Crises sintomaticas sdo eventos frequentes durante a infincia. Estudos apontam para uma relagio
entre estes eventos e o infcio de uma condigio epiléptica. Entretanto os efeitos de longo prazo das crises nas
fungdes cognitivas permanecem pouco compreendidos. Nosso objetivo é desenvolver um arcabougo conceitual
relacionando os principais achados clinicos e experimentais com estudos eletrofisiolégicos na tentativa de
elucidar os mecanismos envolvidos com as consequéncias das crises epilépticas durante a infancia (CEDI).
Métodos: Nessa revisio estudos clinicos e experimentais foram abordados levantando-se os principais achados
da literatura sobre a evolugio das CEDI. Para uma melhor compreensio dos substratos neurais envolvidos nos
prejufzos cognitivos causados por CEDI nés revisamos estudos eletrofisiolégicos em animais que investigaram
formas experimentais de plasticidade sindptica como potenciagio de longa duracio, depressio de longa duragio e
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facilitagio por pulso pareado (LTE LTD e PPF) e padroes oscilatérios no hipocampo e cértex pré-frontal (CPF) que
se relacionam com alteragbes comportamentais e moleculares ap6s CEDI. Resultados e conclusdes: Evidéncias
da literatura indicam que o cérebro imaturo pode nfo ser tio resistente aos efeitos das crises como se pensava
anteriormente. CEDI aumentam a excitabilidade hipocampal, aumentam a vulnerabilidade a crises no adulto, e
modificam a expressdo de receptores GABA e glutamato. Além do mais CEDI induzem mudancas em canais-h
e receptores canabindides CB1. Crises frequentes durante o desenvolvimento produzem prejuizo em tarefas de
aprendizado e meméria que se relacionam a diminuigio da LTP e facilitagio da LTD no hipocampo. Aparentemente,
CEDI frequentes podem interferir com os mecanismos moleculares implicados na inducio de plasticidade sindptica.
Estudos também indicam o CPF como uma regido cerebral criticamente envolvida nas alteragdes comportamentais
e cognitivas da CEDI. Estudos futuros em CEDI poderiam avaliar um conjunto mais amplo de regies limbicas e seus
mecanismos plasticos, contribuindo para um melhor entendimento das comorbidades psiquidtricas das epilepsias.

Unitermos: crise na infincia; plasticidade sindptica; epilepsia do lobo temporal; aprendizado; memoria;

hipocampo; cértex pré-frontal.

INTRODUCTION

Epileptic seizures are the most common neurological
emergency in childhood, affecting approximately 2-5% of
children up to 5 years old!. Among them, febrile seizures
are the most frequent and can be divided into complex
and simple!. Complex febrile seizures are characterized
by a prolonged duration (>15min), focal seizure onset or
recurrent seizure within 24h. Simple febrile seizures, which
make up 75% of the attacks, do not present these features?.
There is controversy whether these prolonged seizures can
initiate a pathophysiologic process that would culminate
in mesial temporal sclerosis'. Besides the frequent history
of a complex seizure in patients with epilepsy, only a small
amount of the population who suffered ELS develops
subsequent epilepsy>*. Also experimental studies have
shown that immature rats do not present the classical
neuronal loss and cell damage after episodes of provoked
seizures found in adult animals?>$. The aforementioned
evidences contribute to the idea that the immature
brain is more susceptible to seizure induction, although
is more resistant to its consequences. However, recent
experimental data have shown changes in molecular
and neurotransmitter receptor expression possibly
leading to enhanced hyperexcitation as a consequence of
ELS%!2. Also, there is controversy whether the ELS
may have other neurological consequences such as
cognitive impairment. Recent experimental findings have
demonstrated the impact of ELS in hippocampal synaptic
plasticity as a possible substrate of epileptogenic changes
and cognitive deficits">*. A number of studies have
connected neural plasticity with the pathophysiology
of mental disorders like epilepsy, mood disorders and
schizophrenia!>!8. Current theories hypothesize that
neuroplastic alterations during development may contribute
to structural and functional changes in important circuits,
which can drive long-lasting effects on adult brain
function!>1.
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HUMAN STUDIES

The International League Against Epilepsy (ILAE)
Commission on Classification and Terminology has recently
revised concepts, terminologies, and approaches for
classifying seizures and forms of epilepsy?®. One of the issues
included was the abandonment of the designation “benign”
epilepsies in childhood epilepsy. The argument against the
term “benign” is based on a misleading interpretation of its
consequences, which usually implies “no sequels left” to the
patients and that has been recently challenged?'.

Epidemiological studies have shown that the incidence
of epilepsy is highest in early childhood; it is three-times
higher in the first year of life than in mid-adulthood’.
The course of seizure disorders in infancy and childhood
ranges from transient to life-long, depending on the
epilepsy syndrome, causes, and possibly treatment. The
natural history of some epileptic syndromes may be time-
limited; others might relapse, and others might persist
into adulthood*??; and frequency of clinical seizures may
not be directly associated with the severity of cognitive
impairment?>%*.

Regarding, the relationship between early-life seizures
(ELS) and the subsequent development of epilepsy or
other long-term sequels remains highly controversial.
Retrospective studies indicate that adults with temporal
lobe epilepsy (TLE) frequently report having experienced
childhood febrile or non-febrile status epilepticus (SE;
defined as 30min of continuous epileptic seizure activity
or two or more sequential seizures without full recovery
of consciousness between seizures), which makes ELS a
potential risk factor for the later development of epilepsy*.
It also has been suggested that ELS may lead to long-term
cognitive and social interaction impairments and might
be associated with the progression of mesial temporal
sclerosis*?2. Moreover, it is not yet known whether ELS
result in either permanent hippocampal damage or
altered levels of excitation and inhibition that could be



Ruggiero EN, Aguiar CL, Leite JP

predisposing factors for spontaneous seizures later in life.
Animal models of ELS can eliminate factors such as prior
brain injury, medication effects, and behavioral interactions
that also impact learning ability. There is a body of evidence
in rodents showing that ELS impact learning and memory in
adulthood?, which are associated with aberrant mossy fiber
sprouting in the CA3 region, increased neurogenesis in the
dentate gyrus, alterations of glutamate and GABA receptor
expression and enhanced hippocampal excitability?>?7.

ANIMAL MODELS

Several experimental protocols were developed to
model seizures during development aiming to elucidate
the epileptogenic mechanisms?®. In ELS models, seizures
are induced in rodents at postnatal age less than 20 days
old (<P20). Then, behavioral changes and susceptibility
to further seizures are probed in the same animals in the
adulthood. ELS have been studied by febrile seizures
induction (increasing body temperature), SE induced
by pharmacological stimulation with pilocarpine alone
or combined with lithium (LI-PILO), kainic acid or
pentylenetetrazol (PTZ), repeated convulsive seizures
induced by flurothyl, and models of hypoxia®®#°.

ELS animal models do not exhibit the classical
neuropathological findings of temporal lobe epilepsy
(TLE) or those associated with SE in adult animals®>S.
Despite the lower threshold for generation of seizures in
immature brains, developing animals are less vulnerable,
in terms of damage and neuron loss than mature animals
to a wide range of insults®. The behavioral consequences
following SE are also dependent on the age of the animal
by the time of SE. Adult animals submitted to ELS have
higher mortality rate, significant memory, learning and
behavioral impairments®**?!, neuronal loss and subtle
neuronal plasticity®**3¢. Likewise, spontaneous seizures
are more likely to occur in adults who experienced SE
than in young animals®. Younger rats (<P18) usually do
not develop convulsive spontaneous seizures as a late
consequence of SE*. However, 90-120 days after ELS
they show electrographic and behavioral alterations similar
to those observed in rodent models of genetic absence
epilepsy’”*. In addition, animals subjected to multiple
SE at P7 to P9 express several electroencephalographic
disturbances®’; though rarely develop convulsive seizures
or neuronal loss in limbic and neocortical structures®.
Several studies have also demonstrated that the immature
brain (P10-P12) when exposed to febrile convulsions, but
not followed by spontaneous seizures, are associated to
hippocampal hyperexcitability in the adult®!®. Therefore,
the relationship between electrographic seizures and
cognitive deficits in models of ELS is an important field to
further investigations.
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Animal models of febrile seizures are considered
particularly important, because fever is the most prevalent
cause of seizures in children?*. Experimental febrile seizures
can be evoked in young rats at an age when the developing
hippocampus is equivalent to those of human patients*.
In immature rats it was observed that hyperthermia causes
seizures in almost all subjects, suggesting that genetic
susceptibility is not a prerequisite for their generation*'.
Prolonged febrile seizures (—20min) in young rats produced
changes in the cytoskeleton of hippocampal neurons that
persists throughout weeks*. Using magnetic resonance
imaging (MRI), 75% and 85% of animals have shown
abnormal T2 signal in the hippocampus, piriform cortex and
amygdala, 24h and 48h after febrile seizures, respectively®.
However, there was no cell death or neuronal injury
suggesting that these changes are reversible®’. Despite the
absence of pathological findings, adult animals submitted
to febrile seizures during development have an increased
excitability of hippocampal circuitry, increased susceptibility
to induction of new and recurrent spontaneous seizures in
a small amount of these animals*. The underlying changes
associated with increased hyperexcitability involve lasting
changes at molecular and functional levels, including
changes in h-channels and CB1 cannabinoid receptors
on GABAergic interneurons of the hippocampus!!'2#.
Additionally, several studies indicate that hyperthermia-
induced seizures promote changes in programs of gene
expression of numerous molecules that regulate neuronal
excitability and response of the neural network*!. Altogether,
the aforementioned data indicate that the immature rat
brain may be not as resistant to SE-induced damage as
previously thought, but probably more susceptible to
activity-dependent plasticity leading to cognitive deficits
associated to molecular and network reorganization
underlying hippocampal hyperexcitability*47.

COGNITIVE DEFICITS

ELS are often associated with neurological dys-
functions that may persist in adults***. In fact, the IQ
of children with epilepsy tends to be lower compared
with children without epilepsia®®’! and the number of
children with learning difficulties is higher than in the
general population®**. Although the diversity of factors
that may contribute to cognitive impairment — age of
onset of seizures, etiology, genetics and drug treatment —
clinical reports and laboratory evidence indicates that the
recurrence of seizures has an important role in cognitive
impairments*.

Findings on cognitive development in patients who
experienced recurrent febrile seizures are contradictory.
Verity and colleagues®® and Ellenberg and Nelson®? found
no difference in IQ between children with a single febrile
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seizure and those with recurrent febrile seizures. However,
Kolfen and colleagues report that children with multiple
febrile seizures had worst neuropsychological performances
than controls or patients with a single seizure caused
by fever®®. Studies in models of repeated ELS indicate
cognitive impairment during adolescence or adulthood.
After flurothyl recurrent neonatal seizures, the animals
showed impaired spatial memory*-**¢. Similarly, repeated
seizures caused by PTZ¢' and hipertermia in rats" during
development resulted in impairment on tests of spatial
memory.

The cellular and molecular mechanisms of long-
standing cognitive impairment after ELS are still unclear.
It is possible that sprouting of dentate mossy fibers
following ELS is involved in the learning and memory
deficits observed in the step-down inhibitory avoidance
task?. In a recent study, it has been reported a negative
correlation between the latency to the step down in the test
phase and the score for mossy fiber sprouting in Li-PILO-
treated animals?>. However, some studies were unable to
identify specific histological changes in the hippocampus
that are critical predictors for the development of epilepsy
after ELS®2. Hence, changes at a cellular or molecular
level, such as abnormalities in neuronal cytoarchitecture,
neurotransmitter receptors subunits, voltage-gated
channels or structural changes occurring outside the
hippocampus may be critical mediators of epileptogenesis
in the developing brain®%4. In addition, some studies have
indicated that the abnormal electrical activity associated
with SE in neonatal rats can lead to life-long changes
in the expression of glutamate receptors subunits and
its transporters®®. The mechanisms responsible for the
deficits associated with the seizures during development
are still not clear, but synaptic plasticity dysfunctions in
the hippocampus and extra-temporal networks are possible
substrates of cognitive impairments.

SYNAPTIC PLASTICITY

The continuum between plasticity and pathology is a
hypothesis supported by electrophysiological and molecular
studies®’. Synaptic efficiency is regulated according to a
dynamic balance between excitation and inhibition®?. It
is suggested that in pathological conditions, the balance
between excitation and inhibition would be disrupted,
resulting in a tendency toward hyperexcitability and
hypersynchrony®. Consistently, long-term potentiation
(a cellular model of memory; LTP) and kindling share
similar mechanisms, such as the need for high-frequency
stimulation, glutamatergic neurotransmission, regulation
of intracellular calcium concentration, changes in gene
expression, protein synthesis and synapse structure,
and activity of metabotropic glutamate receptors®.
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Electrophysiological studies in models of epilepsy have
shown that repeated seizures have deleterious effect on
hippocampal LTP% 7. Recently it was demonstrated a
decrease in hippocampal LTP in rats submitted to SE®. This
effect was correlated with a worsening in spatial memory
tasks dependent on the hippocampus. It has been argued
that epileptiform discharges can generate saturation of the
synaptic response or changes in the molecules associated
with the induction of plasticity®.

SYNAPTIC PLASTICITY IN EXPERIMENTAL ELS

Lynch et al demonstrated that a single seizure caused
by kainic acid at different ages (P1, P7 and P14) was able
to reduce the induction of LTP in hippocampus slices and
increase paired pulse facilitation (a brief form of synaptic
plasticity; PPF), which was related to deficits in spatial
memory’!. Similarly, Zhou et al., using hypoxia model
of ELS, have found that 48-72h after seizures animals
showed attenuation of LTP induced by stimulation of
the Schaffer collaterals in vitro™. In the same animals,
increased expression of AMPA receptors and a significant
decrease in the incidence of silent synapses were found in
the hippocampus?.

Synaptic plasticity dysfunctions were also reported in
febrile seizures models'. Animals submitted to frequent
febrile ELS showed deficits in hippocampus dependent
long-term memory, which was not observed in the animals
that were submitted to a single febrile seizure or in control
groups?. These findings argue that the cognitive deficits
are consequences of recurrent febrile seizures. Similar
hyperthermia seizures can lead to lasting bidirectional
modulation of synaptic plasticity. Using hippocampal slices
of developing rats subjected to frequent febrile seizures,
Chang et al.?, observed impaired LTP and enhanced LTD
(long term depression) in CAl neurons. The molecular
substrate involved is the transcription factor CREB
(cAMP response element binding protein) that mediates
nuclear response induced by activity and is involved in the
mechanisms of synaptic plasticity!. A decrease in CREB
phosphorylation (pCREB) was found in the groups submitted
to a learning task, although no changes were found in levels
of synaptophysin, basal level of pCREB and total CREB
level. Moreover, rolipram (phosphodiesterase antagonist)
restored the phosphorylation of CREB after learning tasks,
reversing these impairments'3. Thus, ELS can generate
behavioral abnormalities primarily related to subtle changes
involving receptor expression, intracellular signaling
and hippocampal synaptic efficiency in adults animals'.
However, most of these studies focused on hippocampal
modifications and it is unclear how ELS affect more
distributed circuits that could contribute both to seizure
enhanced susceptibility and a poor cognitive outcome.
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ELS AND EXTRA-TEMPORAL CIRCUITS

The investigation of abnormalities in extra-temporal
circuits is important as it may help us to understand some
behavioral disorders that are commonly associated with
ELS including autism, attention-deficit-hyperactive-
disorder, obsessive-compulsive disorder and psychosis™.
These conditions are thought to involve alterations in
frontal lobe function, implying that ELS may permanently
alter the neurological substrates underlying those
behaviors. In this sense, it was recently demonstrated
that flurothyl-induced ELS impairs behavioral flexibility
as measured by the capacity to shift a lever-preference in
an operant chamber with two levers — performance that
requires a functional mPFC. Furthermore, the prelimbic
mPFC seems to undergo an anatomical change with an
increase in thickness particularly restricted to the deeper
layers, with no change in cell density. PFC thickness was
positively correlated with the acquisition of lever preference
(i.e. increased preference implies less flexibility). Such
correlation indicates that ELS induced alterations in the
PFC, which could contribute to the behavioral flexibility
impairments’™. ELS induced by Li-PILO also impact the
neurotransmission in mPFC-associated networks”. It was
described that behavioural sensitization after repeated
administration of methamphetamine in adolescent rats is
enhanced if the animals are previously subjected to ELS
at P10. In addition, it was demonstrated that Li-PILO
ELS affects the prefrontal-striatal circuitry modulating
the level of dopamine and glutamate. Particularly, the
dopamine turnover was significantly higher in the mPFC
of Li-PILO rats as compared controls. Besides, there was a
significant increase of glutamate in the mPFC of Li-PILO
rats”. Altogether, these data indicate that the ELS model
generated by Li-PILO treatment at P10 can reproduce
some of the characteristic neurochemical changes observed
in animal model of psychosis, such as the ketamine model?.

In one study, the relationship between oscillatory
patterns, memory and ELS was investigated in rats that
experienced one hundred flurothyl-induced seizures during
P15-P3077. Animals had LFPs recorded from the prefrontal
cortex and hippocampus (CA1 and CA3) during all phases of
a delayed-nonmatch-to-sample (DNMS) task. The results
indicate that following ELS, the initial performance deficit
is followed by a recovery phase, which is associated with
the development of distinct patterns of brain oscillations
in the hippocampal-PFC network, when compared to
control animals. Rats undergoing ELS showed increase
in theta and gamma power, both during the acquisition
and retrieval phase. ELS rats also demonstrated a parallel
increase in PFC theta power together with the increase in
difficulty of the DNMS test’’. An apparent limitation of
this model is that, in addition to a normal development
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towards adulthood following the ELS, adult animals have
no epileptiform activity in their electroencephalogram
recordings.

CONCLUSIONS

Taken together epidemiological studies show a close
relationship between prolonged ELS and the emergence of
subsequent epilepsy. However data on other neurological
consequences, mainly the ones related to cognitive
impairment and learning deficits are still controversial.
Experimental studies have shown that seizures during
development predispose and increase the response to
a second seizure enhancing hippocampal excitability.
Interestingly, this occurs without neuronal loss or cell
damage involved in TLE. However more subtle changes
in the glutamate and GABA receptors as well as h-channels
and CBI receptors expression are observed in ELS models
and could underlie the enhanced susceptibility to new
provoked seizures. Other evidences demonstrate a strong
relationship between the frequency of seizures and
impairments in learning and memory tasks. Apparently,
recurrent seizures during development affect hippocampal
plasticity decreasing LTP and increasing LTD, thus affecting
performance on memory tasks. Repeated ELS affect the
biochemical machinery involved in LTE modifying the
cAMP cascade response and CREB phosphorylation. This
suggests that the ELS alter synaptic plasticity directly
affecting proteins involved in the plasticity induction which
may underlie the cognitive deficits seen in these models.
However more studies are needed to determine the roles
of this synaptic plasticity impairment in an epileptogenic
set. Furthermore little is known about the mechanisms that
lead to these molecular changes. We think that a further
elucidation of these mechanisms may improve the clinical
ELS outcome. Besides, most of the studies have focused
on the hippocampus and little is known about the ELS
effects on other brain regions. Experimental evidence has
demonstrated that the mPFC is a structure affected in the
ELS outcome. Also it is well know the importance of the
mPFC to cognitive processes and their involvement with
psychiatric disorder. Studies probing plasticity dysfunctions
in extra temporal regions such as the prefrontal cortex
are of great value to understand the clinical relevant
comorbidities related to TLE and ELS.
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Crises Epilépticas: As Licoes dos Modelos Experimentais
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RESUMO

O proposito principal desta revisdo é discutir a influéncia do ambiente sobre a susceptibilidade a crises e a
epilepsia. Nés estamos constantemente expostos a diversas condi¢des que exercem influéncias, positivas e
negativas, sobre a nossa qualidade de vida. Esses fatores externos sio capazes de moldar nossos cérebros desde
a vida intrauterina até a morte. Eventos estressantes sio reconhecidos como fator desencadeador de crises em
pacientes com epilepsia. Diversos estudos experimentais estao de acordo com esses achados clinicos e apontam
a corticosterona como o principal fator pré-convulsivo. Entretanto, os dados experimentais s@o vastos e apenas
com aten¢io podemos detectar as informagdes relevantes. Por outro lado, ambientes enriquecidos promovem
alteracdes plasticas em nossos cérebros, particularmente através da neurogénese, e podem potencialmente reduzir
a susceptibilidade a crises, 0 dano neuronal e a neurogénese anormal induzidos pelas préprias crises. Finalmente,
a pratica regular de exercicio fisico tem se mostrado capaz de reduzir a frequéncia de crises e retardar o processo
epileptogénico em modelos animais de epilepsia, além de reduzir ou mesmo eliminar os efeitos do estresse.

Unitermos: estresse; epilepsia; neurogénese; qualidade de vida; exercicio fisico.

ABSTRACT

Environment influence over epileptic seizure susceptibility: the lessons from experimental models

The main purpose of this review is to bring out to discussion the environment influence over seizure susceptibility
and epilepsy. We are constantly exposed to such different conditions that exert positive as well as negative
influences in our quality of life. These external factors are able to shape our brains and neural circuits from
intrauterine life until death. Stressful events are known as seizure precipitants in patients with epilepsy. Although
several animal studies are in line with these clinical findings, pointing out that corticosterone is one of the
major pro-convulsant factor, however the experimental data are vast and only with close attention we can
detect the relevant information. On the other hand, enriched environments promote plastic changes in our
brains, particularly through neurogenesis, that can potentially reduce seizure susceptibility, and the aberrant
neurogenesis and neuronal damage both induced by the seizures themselves. Finally, regular practice of physical
exercise has been shown to reduce seizure frequency and delay epileptogenic process in animal models of epilepsy,
in addition to reduce, or even eliminate stress levels.

Keywords: stress; epilepsy; neurogenesis; quality of life; physical exercise.
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OBJETIVOS

O objetivo desta revisiao é trazer da literatura
achados sobre a influéncia dos fatores do ambiente
(externos), especialmente estresse, enriquecimento am-
biental e atividade fisica sobre a susceptibilidade as crises
epilépticas, observados na clinica e obtidos através de
modelos experimentais de epilepsia, bem como discutir de
que modo poderfamos fazer a interpretagio destes dados.
Entretanto, devemos explorar neste artigo a influéncia de
apenas alguns desses fatores sobre a susceptibilidade as
crises epilépticas, tanto em pacientes como em modelos
animais para o estudo das epilepsias.

INTRODUCAO

Estamos constantemente expostos a diferentes con-
digdes do ambiente, que exercem influéncia tanto positiva
quanto negativa em diversos aspectos das nossas vidas.
As condicdes do ambiente que iremos discutir pouco tém
a ver com clima ou geografia, e sim com fatores capazes
de moldar circuitos neuronais, desde a vida pré-natal até
a morte do individuo. Tais fatores podem ser acidentais,
como adversidades na vida precoce, ou intencionais como
intervengdes especificas para promover bem-estar, por
exemplo a pratica regular de exercicio fisico'.

Nio é incomum nos dias de hoje ouvir pessoas se
queixando de estresse, “um estado mental que envolve
tanto o cérebro quanto o corpo, assim como suas interagdes;
o estresse difere entre os individuos e interfere niao apenas
nos grandes eventos da vida, mas também nos conflitos
e pressoes do dia-a-dia”?. Contudo, o que poucas pessoas

2

sabem é que elas podem, intencionalmente, evitar ou
diminuir a influéncia do ambiente nas suas vidas, mudando
ou adotando novas praticas didrias. O entorno social bem
como o ambiente fisico ao qual os individuos sdo expostos
tém efeitos poderosos sobre o corpo e sobre o cérebro
através dos sistemas enddcrino e autondmico e sdo capazes
de promover alteragdes plésticas e funcionais em estruturas

como hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal®2.

ESTRESSE

O corpo humano procura manter-se em um estado
de equilibrio, tal estado ¢ definido como homeostase®*. A
ameaga & homeostase promove uma resposta adaptativa do
organismo a fim de restabelecer o equilibrio’, esta resposta
¢ chamada de resposta do estresse®’.

A resposta do estresse pode ser dividida em duas
etapas, que embora ocorram simultaneamente, apresentam
cinéticas distintas. A primeira e mais rdpida é a ativacio do
sistema simpético-adrenomedular, que promove um grande
aumento nos niveis séricos de adrenalina e noradrenalina
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e também um aumento da noradrenalina no cérebro. A
segunda, mais lenta e duradoura, é a ativagdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA)>52.

A ativagio do eixo HHA caracteriza-se pela liberacio
hipotaldmica do hormoénio liberador de corticotrofina
(CRH) e vasopressina (AVP), que atuam estimulando
a hipdfise a secretar o hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH), que por sua vez atua sobre o cértex da glandula
adrenal, promovendo a liberagio principalmente de cortisol
em humanos e em roedores de corticosteronal!®!!. As
acOes centrais do cortisol/corticosterona sdo mediadas por
receptores de Glicocorticéides (GR) e Mineralocorticoides
(MR), que apresentam afinidade e distribui¢o distintas no
cérebro. O GR ¢ expresso abundantemente em quase todo
o cérebro, enquanto o MR, embora apresente afinidade
cerca de dez vezes maior que o GR, é encontrado em regides
restritas do cérebro, especialmente em estruturas do sistema
limbico, como hipocampo e amigdala!>!3.

Além das catecolaminas, dos hormdnios do eixo HHA
e dos glicocorticoides, a resposta do estresse envolve a
participagdo de diversos mediadores como neurosterdi-
des, urocortina, serotonina, dopamina, orexina e dinor-
fina, entre outros'!.

EPILEPSIA

Epilepsia é uma doenga caracterizada pela ocorréncia
de crises recorrentes espontaneas que podem ser convulsivas

415160 ¢ acomete cerca de 1% da populagio

ou nao
mundial™!7. De um modo geral, entre todas as epilepsias,
a Epilepsia de Lobo Temporal (ELT) é a mais comum entre
adultos e se instala geralmente ap6s um insulto inicial
(trauma, crise febril ou Status Epilepticus — SE) ou em
decorréncia de outras patologias como tumor, encefalites,
esclerose tuberosa, entre outras!®. O intervalo variado entre
o insulto inicial e a primeira crise espontinea é reconhecido
como perfodo latente'8. Processos que causem alteragdes
estruturais (macroscopicas ou microscépicas) ou funcionais
que alterem a atividade normal dos neurdnios cerebrais
podem predispor as crises epilépticas, especialmente
durante o perfodo latente, ou epileptogénese.

A abordagem terapéutica mais utilizada para o
controle de crises em pacientes epilépticos é o tratamento
farmacoldgico. Entretanto, uma fracio consideravel dos
pacientes com ELT nio responde aos medicamentos

19.20.21 ¢ 3 maioria dos medicamentos, se ndo

convencionais
todos, apresenta efeitos colaterais significativos??. Nesses
casos, de pacientes firmaco-resistentes, as resseccoes
cirtrgicas de focos epilépticos situados em estruturas
como, por exemplo, o hipocampo, sdo bastante eficazes
no controle das crises?®? entretanto, esta abordagem esta
associada, em alguns casos, a importantes déficits cognitivos

e de memoéria?t.
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Terapias ndo farmacoldgicas complementares podem
ser utilizadas por pacientes com epilepsia como terapias
auxiliares, na tentativa de diminuir a susceptibilidade e
frequéncia de crises e também os efeitos deletérios cronicos
causados pelas crises. Neste contexto, podemos destacar a
pratica de exercicios fisicos e o enriquecimento ambiental
(EA), como abordagens didrias promissoras utilizadas por
pacientes ou em modelos animais que exercem agdes diretas
na plasticidade cerebral e nas epilepsias®>°.

O perfodo entre a ocorréncia do insulto precipitante
inicial e a instalacdo da fase cronica da epilepsia (com crises
recorrentes espontaneas), corresponde a uma importante
janela para intervengio terapéutica utilizando abordagens
que tenham potencial para prevenir ou retardar a fase
cronica, ou os danos a longo prazo no aprendizado e na
memoria.

ESTRESSE E EPILEPSIA

Evidéncias clinicas indicam o estresse como o fator
desencadeador de crises mais relatado por pacientes com
epilepsia’™3!, sendo o estresse emocional o mais frequente’?.
Em um trabalho recente foi observado que, em 51% das
criangas com epilepsia estudadas, o estresse pdde provocar
crises’. Estudos destacam desastres naturais como
terremoto* e ameaga de inundagio® (evidentes ameagas
ao equilibrio do organismo), como fatores que promovem a
resposta do estresse numa grande quantidade de individuos
e consequentemente um aumento na frequéncia de crises,
epilépticas ou nao. H4 também indicios sobre o efeito
do estresse sobre susceptibilidade as crises provenientes
de estudos realizados em zonas de guerra. Soldados em
campo de batalha apresentam maior frequéncia de crises
quando comparados com soldados submetidos a condi-
cOes menos estressantes®®, e criancas com epilepsia que
vivem em zona de conflito tém maior frequéncia de crises
quando comparadas as criangas que vivem em regides
pacfficas’.

Embora as evidéncias clinicas da literatura mostrem
um relativo consenso sobre a influéncia do estresse sobre
a susceptibilidade as crises, nfo se sabe muito sobre os
mecanismos através dos quais o estresse exerce seu efeito
pré-convulsivo, e nesse sentido os estudos em modelos
animais de epilepsia ajudam a elucidar tais mecanismos.
O trabalho em laboratério possibilita um grande controle
sobre as varidveis do estudo, sobretudo daquelas que néo
podemos controlar na clinica. Entretanto, quando olhamos
para os estudos experimentais sobre a relacio estresse-
epilepsia encontramos uma gama heterogénea de animais,
modelos de indugio de crises, ferramentas tecnoldgicas,
mediadores da resposta do estresse, substratos anatdmicos,
fase do desenvolvimento e, como nio poderia ser diferente,
uma variedade de achados’®.
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Grande parte dos estudos com modelos animais de
epilepsia, utilizam os modelos de ELT, muito possivelmente
devido a relevancia clinica, visto que é o tipo mais comum
de epilepsia em adultos™!'7. Um modelo muito utilizado
para indugio de ELT em ratos é o abrasamento (kindling)
elétrico®® do hipocampo ou da amigdala. Estudos utilizando
abrasamento do hipocampo mostram que ratos machos
adultos que recebem um implante subcutaneo liberador
de corticosterona atingem o estado maximo do kindling,

3 mais brevemente,

mensurado através da escala de Racine
e apresentam maior amplitude média de disparos quando
comparado com animais que receberam implantes placebo*.
Ratas, tratadas com corticosterona, submetidas ao kindling
do hipocampo ou kindling da amigdala mostraram uma
diminui¢fo no limiar para pds descargas em comparagio
com fémeas do grupo controle*'; e ratas, ovarectomizadas,
tratadas com corticosterona na dgua da dieta precisaram
de menor quantidade de estimulos para alcangar o estado
méaximo do kindling (Racine classe V) e tiveram uma maior
duracio das pds descargas em comparagio com as ratas do
grupo controle*?. O efeito da corticosterona no modelo de
kindling elétrico é mediado pelos dois tipos de receptores
de corticosterona®.

Assim como nos modelos de kindling, os modelos de
inducio de ELT através de agentes quimicos sdo importantes
para o estudo dos efeitos dos mediadores da resposta
do estresse sobre a susceptibilidade as crises. Trabalhos
utilizando pilocarpina (PILO), um agonista muscarinico
que provoca SE e subsequentemente crises espontineas'S,
mostram que camundongos tratados com corticosterona
(s.c.) ap6s o SE apresentam maior frequéncia e duragio de
eventos epileptiformes em registros EEGréficos esponta-
neos recorrentes do que os animais tratados com veiculo*,
e que o protocolo de estresse por separagio materna é
responsavel pela diminuicdo no limiar para crises em
ratos®. O 4cido cafnico (AC) agonista dos receptores para
glutamato, assim como a PILO, é amplamente utilizado
para inducéo de ELT em roedores. Trabalhos mostram que
a corticosterona é um agente pré-convulsivo tanto em
ratos*® como em camundongos*’ adultos submetidos a SE
induzido por AC.

Evidenciamos com esses achados o papel da
corticosterona em modelos de ELT, pois a corticosterona
tem participacdo crucial na resposta do estresse, uma vez
que é o efetor final do eixo HHA, além disso a expressio
dos dois receptores de corticosterona confere ao hipocampo
um papel central na mediagio da resposta do estresse e na
geracio de crises. Embora a corticosterona tenha evidente
importancia, os demais mediadores da resposta do estresse,
j4 mencionados, também devem ser considerados relevantes
na relacio estresse-epilepsia.

Outros modelos experimentais de epilepsia, além
dos modelos de ELT, também sofrem influéncia dos
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mediadores da resposta do estresse, os trabalhos ainda
nao sio abundantes na literatura, mas apontam para uma
relacdo do estresse com modelos genéticos de epilepsia de
auséncia®® e audiogénica®.

Os achados experimentais de indugio de crises,
associados com estresse de nado forcado, tanto em
camundongos®®®! como em ratos®? adultos, mostram que
a resposta do estresse age nio somente de maneira pré-
convulsiva, mas também de maneira anticonvulsiva.
Os efeitos anticonvulsivos da resposta do estresse sio
atribuidos as catecolaminas atuando em receptores Beta-1
e Alpha-2°%°! e A tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC),
um neurosteréide metabélito da deoxycorticosterona
(DOC)>2.

Portanto, a influéncia da resposta do estresse sobre
a susceptibilidades as crises epilépticas ndo deve ser
considerada um evento singular, e sim multifatorial, com
fatores atuando sinergicamente e/ou antagonicamente, a
depender de multiplos fatores, como tipo, intensidade e
duragio do evento estressor, idade do individuo quando
submetido ao estresse e quando avaliado, contexto, sitio de
atuagio dos mediadores. Além, é claro, do tipo de epilepsia
associada com cada uma dessas varidveis.

ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL E EXERCICIO
FISICO

Estudos recentes mostram que algumas dessas terapias
nfo farmacolégicas complementares, tais como prética
regular de exercicios fisicos, técnicas de redugio ou controle
do estresse e EA sdo promissoras na melhora nos sintomas
de déficits neurolégicos em modelos animais das doengas
de Parkinson, Alzheimer e Huntington®.

N

No EA, a exposig¢do de animais & um ambiente que
aumente a interagdo social e os estimulos sensoriais,
cognitivos e motores produz expressivas alteracdes na
fisiologia € no comportamento do animal®®. As principais
alteragdes na estrutura cerebral sdo aumento do peso e
espessura do cortex’*, do comprimento e do nimero
de ramificagdes dendriticas, do ndmero de espinhos
dendriticos”, e no tamanho das sinapses de algumas
populacdes neuronais’®.

A neurogénese (geracio de novos neurdnios no cérebro
adulto) ocorre durante toda a vida no hipocampo e é mediada
por células tronco residentes na camada subgranular do
giro denteado (SGZ)*7. Além de alteragdes nas células ja
existentes nos circuitos cerebrais, o EA promove expressivo
aumento do ntmero de novos neurdnios hipocampais
através do aumento da proliferagio de células progenitoras,
da diferenciacio de novos neurdnios e incorporagio destes
a circuitaria hipocampal®®*. O aumento da neurogénese
pode estar associado a amplificacio na expressio de

diversos fatores de crescimento®, tais como: o fator de
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crescimento endotelial vascular (vascular endothelial
growth factor — VEGF)°!, fator de crescimento derivado do
cérebro (brain-derived neurotrophic fator — BDNF) e fator de
crescimento neural (nerve growth factor — NGF) 9. Muito
embora durante a fase aguda, como ap6s o SE, ocorra um
aumento expressivo na proliferagdo do nimero de novas
células no hipocampo®, as alteragdes no niimero de novos
neurdnios vem acompanhadas de diversas alteracoes
aberrantes na morfologia e de migragio para locais
ectépicos,®% bem como, na redugio dristica do ndmero
de espinhos dendriticos em células novas do hipocampo de
diferentes idades®™%S. Apés alguns meses, na fase cronica,
h4 um déficit na geragio de novos neurdnios®”, podendo
essa redugfio, na geracio dessas células, estar relacio-
nada a déficits cognitivos e de memdria vistos em alguns
pacientes.

O EA, utilizado como ferramenta para reverter os
efeitos deletérios na cognigio e memdria causados pela
epilepsia, pode ter acdo na melhora da fun¢io cognitiva
através do aumento na neurogénese hipocampal. Diversos
trabalhos da literatura mostram que animais expostos
a ambientes enriquecidos, seguidos do aumento da
neurogénese, apresentam melhor performance em testes de
memoria espacial e aprendizado em labirintos aquéticos® e
tarefas de aprendizado dependentes do hipocampo®®. Uma
das possiveis causas desta melhora pode ser atribuida ao
EA que exerce influéncia em vérias etapas da neurogénese,
aumentando desde a proliferacio celular até a taxa de
incorporacio dos novos neurdnios ao circuito existente®
associados com a melhora das fungdes cognitivas e de
memoéria’>>3. O aumento na neurogénese estd associado
também aos efeitos antidepressivos dos farmacos
bloqueadores seletivos da recaptagio de serotonina™.

Trabalhos vém demonstrando a perda significativa de
neurdnios em diversas dreas cerebrais, principalmente no
hipocampo, de animais e de pacientes com ELT, e tragando
uma relacio direta entre ndmero de crises e quantidade
de neurdnios em degeneragao™ . O EA tem mostrado
efeitos neuroproteores em modelos quimicos e elétricos
de ELT. Animais mantidos em ambientes enriquecidos
apresentam menor susceptibilidade as crises induzidas
por AC, com significativa reducio da morte de neurdnios
hipocampais, mesmo quando tratados com uma dose
supralimiar de AC™ e apresentam aumento no limiar
para indugio de crises induzidas por kindling elétrico da
amigdala™ quando comparados aos animais que foram
mantidos em caixas padrio.

Apesar dos dados positivos desses trabalhos, ambos
utilizaram o EA antes do insulto inicial (SE ou kindling),
como uma forma preventiva da epileptogénese. Entretanto,
para fins terapéuticos é interessante a avaliacio do efeito
da exposicdo ao EA em situagdes pds insulto inicial. Alguns
trabalhos tém sido realizados com essa abordagem, contudo
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os dados ainda nfo sfo conclusivos e mais experimentos sio
necessarios para um melhor entendimento dos efeitos do
EA sobre o processo epileptogénico e, por fim, vislumbrar
uma possivel interversio terapéutica auxiliar aos fArmacos.

Outra abordagem complementar alternativa utilizada
por pessoas com epilepsia é a pratica regular de exercicios
fisicos. Estudos em animais de laboratério tém demonstra-
do o papel do exercicio fisico no controle de crises. Arida
e colaboradores, 1998 demonstraram que a pratica regular
de exercicios pode retardar o desenvolvimento do kindling
da amigdala em ratos. Em animais epilépticos, durante o
perfodo de exercicio fisico regular, foi observada a reducio
de crises espontineas na fase cronica da doenga®™. O
exercicio fisico também é uma eficiente terapia utilizada
na reducio do estresse’, ja discutido antes como o fator
precipitante de crises mais frequentemente relatado por
pessoas com epilepsia.

CONCLUSOES

Os dados apresentados e discutidos nesta revisdo
evidenciam a influéncia do ambiente e do estilo de vida
adotado por cada individuo sobre a plasticidade cerebral,
susceptibilidade a crises epilépticas, e, consequentemente,
sobre a qualidade de vida de pessoas que vivem com
epilepsia. Fatores ambientais que desencadeiam a resposta
do estresse sdo potenciais gatilhos para crises, entretanto
intervengdes voluntarias em atividades didrias sdo capazes
de proporcionar efeitos positivos na vida desses pacientes,
seja através de ambientes favoraveis (enriquecidos), seja
por meio da prética regular de exercicios fisicos. Tais
abordagens, dependendo da janela de intervengéo, podem
ser consideradas como terapias complementares e podem
aumentar significativamente a qualidade de vida das
pessoas com epilepsia, pela redu¢do do nimero de crises,
mas também pela melhora da performance cognitiva.
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Imagem por Fontes Eletroencefalograficas — Uma Revisao
Sistematica Sobre Sua Acuricia na Determinacio da Zona
Epileptogénica em Pacientes com Epilepsia Focal Refrataria

Danilo Maziero®, Marcio Sturzbecher?, Carlos E. G. Salmon?, Tonicarlo R. Velascob

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil

RESUMO

O objetivo da avaliagio pré-cirtrgica em pacientes com epilepsia refratdria é delimitar a zona epileptogénica
(ZE), 4rea do encéfalo capaz de gerar crises e cuja ressecgio tem o potencial para abolir ou reduzir as crises do
paciente. Neste sentido, h4 um grande esforco no desenvolvimento e aprimoramento de técnicas diagndsticas
ndo invasivas que possam localizar a ZE com precisdo, buscando evitar ou diminuir a utilizagdo de métodos
invasivos, de custo e risco elevados. Uma técnica diagnéstica que tem recebido renovada atengio ¢ a Imagem
de Fontes Eletroencefalogréficas (IFE). O uso dessa técnica se baseia no fato de que a localizagio da area do
encéfalo geradora das descargas interictais (zona irritativa) guarda préxima relagdo com a ZE. Estudos recentes
tém sugerido que a IFE tem um potencial para determinar a localizagio da ZE similar 2 magnetoencefalografia.
Nesta revisdo, analisamos estudos recentes utilizando a técnica na localizagao da ZE de pacientes com epilepsia
refratdria. Encontramos evidéncias de que a acurdcia média do teste foi de 79%, bastante similar & acurécia da
Imagem por Fontes Magnéticas reportada na literatura, que é de aproximadamente 77%.

Unitermos: epilepsia refratiria; EEG; imagem por fontes eletroencefalograficas.

ABSTRACT

EEG source imaging — a systematic review about its accuracy in defining the epileptogenic zone in patients
with refractory focal epilepsy

The main goal of presurgical evaluation in patients with refractory epilepsy is to define the localization and
extension of epileptogenic zone (EZ), the brain area responsible for generating seizures and whose resection has
the potential to reduce or abolish epileptic seizures. Therefore, there has been an effort to develop diagnostic
tests that can accurately localize the EZ non-invasively, avoiding invasive investigations that are risky and
expensive. A diagnostic technique that has received renewed interest is electroencephalographic source
imaging (ESI). This technique is based on the assumption that the irritative zone, the brain area that generates
interictal EEG spikes, is spatially related with the EZ. Recent studies have shown that EEG has the potential
to determine the localization of EZ similar to magnetoencephalography. In this review, we searched for studies
reporting the accuracy of ESI on presurgical evaluation of patients with refractory epilepsy. We found that
the accuracy of the test was 79% overall, similar to the accuracy of magnetic source imaging reported in the
literature (77%).

Keywords: refractory epilepsy; EEG; EEG source imaging.
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INTRODUCAO

O objetivo da avaliagio pré-cirtirgica em pacientes com
epilepsia refrataria é delimitar a zona epileptogénica (ZE), drea
do encéfalo capaz de gerar crises e cuja resseccdo tem o po-
tencial para abolir ou reduzir as crises do paciente'. Neste
sentido, ha um grande esfor¢o no desenvolvimento e apri-
moramento de técnicas diagndsticas nio invasivas que pos-
sam localizar a ZE com precisio, buscando evitar ou diminuir
a utilizagio de métodos invasivos, de custo e risco elevados.

Uma técnica diagndstica que tem recebido renovada
atencio € a Imagem de Fontes Eletroencefalograficas
(IFE). O uso dessa técnica se baseia no fato de que a
localizacdo da drea do encéfalo geradora das descargas
interictais (zona irritativa) guarda proxima relacio com
a ZE. A técnica consiste na solugido do Problema Inverso
do eletromagnetismo, descrito por Helmholtz em 1853,
aplicado sobre os dados da eletroencefalografia’>. O
problema inverso sobre os dados de EEG é um problema mal
posto, pois, existem infinitas configuragdes para as fontes
elétricas presentes no interior do cérebro que podem gerar
os potenciais elétricos detectados no escalpo. Portanto,
é preciso utilizar um método de regularizacio para que se
obtenham solucdes com sentido fisico neurofisioldgico para
uma distribui¢ao de potencial elétrico medida pelo EEG.

Existem muitos métodos que se propdem a regularizar o
problema inverso possibilitando assim sua soluco. De forma
geral, os métodos podem ser classificados em dois grandes
grupos de acordo com a distribuicdo espacial das fontes que
contém a solugo: a) modelos de fontes distribuidas, em que
a fonte elétrica obtida como solugio do PI é dada como
uma regido com extensdo tridimensional no cérebro; e
b) os dipolos equivalentes, os quais assumem um vetor
Ginico como um dipolo elétrico que representa através
do seu centro de massa a regido geradora da atividade
detectada (veja caso ilustrativo na Figura 1). Alguns
exemplos de métodos baseados em fontes distribuidas sdo:
LORETA (Low resolution electromagnetic tomography)?,
LAURA (Local Autorregressive Average)*’, e BMA
(Bayesian Model Averaging)®, enquanto que o exemplo
mais conhecido da segunda forma de solucio é o préprio
modelo de dipolos equivalentes’.

Estudos recentes tém sugerido que a IFE tem um
potencial para determinar a localizagio da ZI similar a
magnetoencefalografia®. Nesta revisio, faremos uma anélise
dos estudos recentes utilizando essa técnica na localizagio
da ZE de pacientes com epilepsia focal refrataria.

METODOS

Estratégia de procura e critérios de inclusao e exclusao

Estudos foram identificados utilizando o banco de dados
MEDLINE. Revistas importantes da 4rea de Neurologia,
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incluindo Annals of Neurology; Brain; Epilepsia; Epilepsy
Research; Journal of Neurology, Neurosurgery and
Psychiatry; Lancet Neurology; Neuroimaging; Neurology;
and Seizure, foram procuradas para identificar estudos
avaliando o uso diagnéstico da IFE. Foram incluidos
somente estudos realizados em pacientes submetidos
a avaliacdo pré-cirtrgica de pacientes com epilepsia
refratdria, tanto em adultos quanto em criancas.

Os estudos deveriam incluir uma tabela com os dados
dos pacientes e deveriam ter incluido pelo menos 10
pacientes no estudo.

Analise dos dados

Ap6s os estudos serem identificados, os dados foram
extraidos por um dos autores para anilise (TRV). As
seguintes informacdes foram extraidas do estudo:

— Detalhes da amostra: autor, data da publicagio,

ntmero de pacientes incluidos no estudo, idade, e
se os estudos inclufram somente pacientes livres de
crise. O tipo de pacientes incluido nos estudos foi
determinado e os estudos identificados como segue:
(i) estudos incluindo somente pacientes com epilepsia
do lobo temporal (ELT); (ii) estudos incluindo
somente pacientes com epilepsia extratemporal
(ExXTLE); (iii) estudos incluindo ambos os tipos de
epilepsia; e (iv) estudos incluindo exclusivamente
pacientes com imagem de ressonincia magnética
normal (IRM normal).
Detalhes do teste: foram determinados o “gold
standard” utilizado para determinar a acuricia
da IFE, o ntmero de estudos com um estudo
positivo e o ndmero de estudos que corretamente
identificaram a ZE de acordo com o “gold standard”.
Finalmente, foi determinado o ntimero de eletrodos
utilizados para adquirir o sinal de EEG e classificados
em 3 grupos como se segue. Estudos que utilizaram
de 128 a 256 canais foram classificados como IFE
de alta densidade e estudos que inclufram menos
de 64 canais classificados como IFE de baixa in-
tensidade. Estudos que incluiram entre 64 e 128
canais foram classificados como de densidade inter-
medidria.

Anilise da acuricia diagnéstica

Para calcular a acuracia diagnostica da IFE nés dividimos
o ntimero de testes que corretamente identificaram a
ZE pelo ndmero total de testes realizados. O intervalos
de confianca de 95% das proporc¢oes foram calculados
utilizando-se o procedimento de Wilson para correcdo de
continuidade’. Se os estudos eram homogéneos o bastante
em relacdo ao grupo de pacientes incluidos, métodos para
agrupamento de estudos de acurdcia diagnéstica foram
usados!®.
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RESULTADOS

De acordo com os critérios de busca, 15 estudos,
totalizando 312 pacientes reportaram o uso da IFE na
determinacdo da zona epileptogénica em pacientes com
epilepsia refratdria sendo submetidos a avaliagio pré-
cirtrgica®!'?2. Foram encontrados 3 estudos que inclufram
somente pacientes com ELT, 3 estudos que inclufram
somente pacientes com ExTLE, 2 estudos que inclufram
somente pacientes com IRM normal e 7 estudos que
inclufram pacientes com ELT e ExTLE (Tabela 1).

A acuricia geral da IFE, considerando todos os
grupos de pacientes, foi de 79% (95% CI 74 a 83%), mas
sofreu um impacto significativo quando determinado
tipo de paciente foi incluido no estudo. A acurécia da
IFE em estudos incluindo somente pacientes com ELT
foi de 60% (40/67), comparado com 83% (156/188) em
pacientes que inclufram tanto pacientes com ELT quanto
ExT e 92% (34/37) em estudos que inclufram somente
pacientes com ExT (p<0.001, Chi-quadrado). Estudos que
utilizaram mais de 128 eletrodos (alta densidade) foram
significativamente mais acurados que estudos que incluiram
menos de 64 eletrodos (baixa densidade) (p=0.047, Teste
exato de Fisher). Estudos que inclufram somente criancas
reportaram uma acurdcia maior para a IFE (68 vs 92%,
p=0.012, Teste Exato de Fisher).

Tabela 1. Resumo dos estudos incluidos na analise.

DISCUSSAO

O objetivo da avaliagio pré-cirtrgica é determinar a
localizacdo da zona epileptogénica, a area do cértex res-
ponsavel pela geragio das crises. Os epileptologistas usam
uma variedade de testes diagndsticos para esse propdsito,
incluindo a ressonincia magnética, a anélise da semio-
logia ictal, do eletroencefalograma interictal e ictal, a to-
mografia por emissdo de pésitrons. Nessa revisdo procu-
ramos determinar qual a acurcia da Imagem por Fontes
Eletroencefalogrificas (IFE). A acurdcia média do teste foi
de 79%, bastante similar & acuracia da Imagem por Fontes
Magnéticas reportada na literatura, que é de aproxima-
damente 77%%-%. Estudos que inclufram somente criangas
reportaram uma acurédcia maior para a IFE (68 vs 92%,
p=0.012). Entretanto, é preciso ressaltar que os adultos
incluidos nos estudos eram predominantemente pacientes
com ELT, e os pacientes pediatricos apresentavam exclusi-
vamente epilepsia extratemporal. A acuricia no caso das
criangas poderia ser influenciada pela menor distancia dos
eletrodos a fonte e a menor dimenséo do espago de solugdes.

Estudos recentes tém sustentado a tese de que a
sensibilidade e especificidade da IFE sdo maiores quando
o sinal de EEG ¢ adquirido com um grande ndmero de
eletrodos (128-256 canais)'?. Os achados da revisio

suportam essa tese, jA que a acuracia da IFE nos estudos

Estudo N eletrodos Grupo Idade Gold-standard Livre de crises Localizados Total Acuracia

Oliva et al, 2010 <64 TLE Adultos Combinagdo Nio 21 34| 61,76%
Gavaret et al, 2004 64 a128 TLE Ambos SEEG N3o 9 20| 45,00%
Sperli et al, 2006 <64 TLE Criangas Local da Cirurgia Sim 10 13| 76,92%
Brodbeck et al, 2011 >128 TLE + EXTLE |Ambos Local da Cirurgia Nio 45 52| 86,54%
Brodbeck et al, 2009 >128 TLE + EXTLE |Ambos Local da Cirurgia N3o 12 14| 85,71%
Coutin-Churchman et al, 2011 |< 64 TLE + EXTLE |Ambos Local da Cirurgia Nao 23 34 67,65%
Michel et al, 2004 >128 TLE + EXTLE |Ambos Combinagdo Nio 29 32| 90,63%
Sperli et al, 2004 <64 TLE + EXTLE |Ambos Combinagdo N3o 27 30| 90,00%
Koessler et al, 2010 64a128 TLE + EXTLE |Adultos SEEG Nao 9 10| 90,00%
Lantz et al, 2003 >128 TLE + EXTLE |Ambos RM Nado 11 16| 68,75%
Gavaret et al, 2006 64 a128 EXTLE Ambos SEEG N3o 7 10| 70,00%
Mirkovic et al, 2003 <64 EXTLE Criangas RM Nao 10 10| 100,00%
Sperli et al, 2006 <64 EXTLE Criangas Local da Cirurgia Sim 17 17| 100,00%
Brodbeck et al, 2010 > 128 RM normal Ambos Local da Cirurgia Sim 8 10| 80,00%
Holmes et al, 2010 >128 RM normal Ambos SEEG N3o 8 10| 80,00%
Total 246 312 78,85%
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Figura 1. (A) Caso ilustrativo evidenciando

area de diminuigao de volume e hipersinal

em substancia branca occipital esquerda.

(B) Imagem de fontes eletroencefalograficas

revelou que a provavel origem dos spikes

interictais do paciente € a por¢io mesial do
. lobo occipital esquerdo.
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Imagem por fontes eletroencefalograficas

que inclufram menos de 64 eletrodos foi menor que a
acuracia nos estudos que incluiram mais de 128 eletrodos
(75 vs 85%, p=0.047, Teste exato de Fisher).

Um dos principais achados da revisdo é o de que a
acuracia da IFE em pacientes com ELT é significantemente
inferior 4 acuricia em pacientes com epilepsia extratemporal
(60 vs 92%, p<0.001). Esses achados nio podem ser
explicados pelo uso de um nimero maior de eletrodos, ja
que tanto os estudos que inclufram pacientes com ELT
quanto aqueles que inclufram pacientes com epilepsia ExT
utilizaram um nimero pequeno de eletrodos (<64).

Em conclusdo, a Imagem por Fontes Eletroencefalo-
gréficas é uma ferramenta promissora na determinagio da
zona epileptogénica de pacientes com epilepsia refrataria,
aparentemente util principalmente em pacientes com
epilepsia extratemporal.
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