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RESUMO

O status epilepticus (SE) é uma forma comum de emergéncia clinica potencialmente letal. O
avanco na terapia antiepiléptica nas ultimas décadas ndo modificou as taxas de responsividade
a tratamento desta condicdo, bem como das epilepsias em geral. A regulagdo para baixo da
tividade de Na*,K*-ATPase (NKA) tem sido implicada na fisiopatologia de diversas doengas
neurodegenerativas, inclusive epilepsias. No presente trabalho, foram induzidas crises
epilépticas por ouabaina via intracerebroventricular (i.c.v.), um modelo com valor preditivo
para crises tonico-clonias generalizadas. Foram delineadas as caracteristicas etologicas do SE
com vistas a semiologia de valor localizatério e mediram-se indicadores neuroquimicos:
lipoperoxidacdo, TBARS; concentracdo de glutationa, GSH; nitrito, NO2 nas areas cerebrais
cortex pré-frontal (F), hipocampo (H), corpo estriado (E), tAlamo (T) e mesencéfalo (M). Cerca
de ~85% dos animais que recebem 29,23 g de ouabaina via i.c.v. exibiram um comportamento
consistente de duas crises procursivas intercaladas por freezing seguidas de clono parcial que
evolui com clono generalizado e perda do reflexo de endireitamento com fenbmenos ténicos
tardios. Este padrdo é altamente sugestivo de ictogénese primaria multifocal em areas limbica
(H) e de tronco encefélico (coliculo inferior) seguidas de generalizacdo. A lipoperoxidacdo
esteve significativamente aumentada em relacéo ao controle em todas as areas estudadas: F, E
e H (p<0,0001); T (p<0,001); M (p<0,01). A [GSH] esteve significativamente reduzida apenas
em F (p<0,01) e E (p<0,0001). A [NO2] esteve aumentada em T e M (p<0,01). Valores de
p<0,05 foram considerados significativos. A neuroquimica evidencia grave dano oxidativo,
nomeadamente nas membranas lipidicas. O aumento da [NO2"] em estruturas caudais corrobora
com a literatura sobre o modelo audiogénico. Fornece-se ainda uma hipdtese sobre a
fisiopatologia do modelo da ouabaina i.c.v. que pode agregar-lhe relevancia patomecanistica
enquanto construto tedrico. Ademais, aportam-se amplas possibilidades para a pesquisa e
desenvolvimentos de medicamentos atraves da implantacdo do protocolo de via de

administracdo i.c.v. cronica.

Palavras-chave: Epilepsia. Status epilepticus. Modelos experimentais. Na*,K*-ATPase.



Evaluating the  Ouabain-induced model of Status epilepticus:  From

intracerebroventricular route to analysis of behavioral and brain damage parameters
ABSTRACT

Status epilepticus (SE) is a common and potentially lethal form of clinical emergency. The
advances in antiepileptic therapy in the last decades failed to change the rates of treatment
responsiveness in that condition, as well as in epilepsies. Down regulation of Na +, K + -ATPase
(NKA) activity has been implicated in the pathophysiology of various neurodegenerative
diseases, including epilepsy. In the present study, epileptic seizures were induced through
intracerebroventricular (i.c.v.) ouabain, a model with predictive value for generalized tonic-
clonic seizures. The ethological characteristics of the seizures were outlined regarding the
localizing semiology. Neurochemical analysis were also performed: lipoperoxidation, TBARS;
reduced glutathione (GSH) concentration; and nitrite (NO2") concentration in prefrontal cortex
(F), hippocampus (H), striatum (E), thalamus (T) and mesencephalon (M). About ~ 85% of the
animals receiving 29.23 ug of i.c.v. ouabain exhibited a behavior consisting of two procursive
seizures intercalated by freezing and followed by partial clonus evolving as generalized clonus
with loss of the righting reflex and late tonus. This pattern is highly suggestive of primary
multifocal ictogenesis in limbic (H) and brainstem (lower colliculus) areas followed by
secondary generalization. Lipoperoxidation was significantly increased in relation to control in
all studied areas: F, E and H (p <0.0001); T (p <0.001); M (p <0.01). GSH concentration was
significantly reduced only in F (p <0.01) and E (p <0.0001). NO2" concentration was increased
in T and M (p <0.01); Values of p <0.05 were considered significant. Neurochemistry evidences
severe oxidative damage, mainly in lipid membranes. The increase in NO2™ in caudal structures
corroborates with literature about the audiogenic model. A hypothesis that may aggregate
pathomechanistic relevance to the model as theoretical construct is thrown. Furthermore, the
implementation of an i.c.v administration protocol offers ample possibilities for the research

and drug development.

Keywords: Epilepsy. Status epilepticus. Experimental models. Na*,K*-ATPase
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SNC: Sistema nervoso central

SPECT: single photon emission computadorized tomography, i.e. tomografia computadorizada
por emissdo de féton Unico, uma técnica de imagenologia funcional

T: tdlamo

t1: primeiro marco temporal da defini¢do operacional de status epilepticus de 2015

t2: segundo marco temporal da definigdo operacional de status epilepticus de 2015

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances, i.e. substincias reativas ao acido
tiobarbiturico indicador de lipoperoxidacdo, representadas majoritariamente pelo dialdeido
malbnico

TCE: trauma crénio-encefalico

TCG: (crise epiléptica) tdnico-cldnica generalizada

THB: transtorno do humor bipolar

TMS: transcranial magnetic stimulation, i.e. estimulagdo magnética transcraniana

TSC: tuberous sclerosis complex, i.e. complexo esclerose tuberosa

Tyr: tirosina

U: Unidade(s)

v: volume

v.: verbo

video-EEG: video-eletroencefalografia

VL: ventriculo cerebral lateral

Vmax: velocidade méxima

VNS: vagus nerve stimulation i.e. estimulacéo vagal



WAR: Wistar audiogenic rat, uma variante da cepa albina Wistar de Rattus norvegicus
selecionada artificialmente para o fendtipo susceptivel a crises epilépticas reflexas
audiogénicas.

WBT: whole body twitch, i.e. sacudidela miocl6énica de corpo inteiro (tipo sobressalto ou
“startle”)

WODS: wet dog shake, i.e. sacudidela tipo “cdo molhado”

WFN: World Federation of Neurology

WRS: wild running seizure, i.e. crise convulsiva tipo corrida, uma forma de crise epiléptica
convulsiva procursiva

a: 1) alfa; 2) subunidade alfa (catalitica, constitutiva) da adenosina-trifosfatase sddio-potéassio
ativada dependente de magnésio (Na*,K*-ATPase, NKA)

B: 1) beta; 2) subunidade beta (chaperona, constitutiva) da adenosina-trifosfatase sddio-potassio
ativada dependente de magnésio (Na*,K*-ATPase, NKA)

v: 1) gama; 2) terceira subunidade (= FXYD) (chaperona, de expressao variavel) da adenosina-

trifosfatase sddio-potassio ativada dependente de magnésio (Na*,K*-ATPase, NKA)
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1. INTRODUCAO
1.1. Crise epiléptica, convulsdes, status epilepticus (SE) e epilepsias: revisdo de literatura
1.1.1. Crise epiléptica

Crise epiléptica é a “ocorréncia transitoria de sinais ou sintomas [motores (somaticos
ou autondmicos) ou ndo motores (sensérios, cognitivos, emocionais)] devidos a atividade
neuronal anormal, excessiva ou sincronica no cérebro” (FISHER et al., 2005; FISHER,
LEPPIK, 2008). Digno de nota é que tal conceito permanece essencialmente inalterado desde
que por volta de 1873, John Hughlings Jackson, de maneira vanguardista, definiu crise
epiléptica como “sintoma de uma descarga ocasional, excessiva e desordenada do tecido
nervoso cerebral”, acerto confirmado seis décadas apds, com o advento da eletroencefalografia
por Hans Berger nos anos 1930 (informacdo verbal). Logo, uma crise epiléptica pode ou ndo
constar de fenbmenos motores evidentes (convulsées). Como exemplo tipico de crise ndo-
convulsiva, cita-se a crise epiléptica generalizada tipo auséncia, que pode expressar-se Como
uma parada subita do comportamento em curso que perdura alguns segundos, sem contracfes

musculares nem perda do ténus postural.

1.1.2. Convulséo

ConvulsBes séo “episodios de contragdo muscular anormal e excessiva, usualmente
bilateral, que podem ser sustentadas ou interrompidas ” (BLUME et al., 2001). As convulsfes
sdo, portanto, fendmenos (sinais ou sintomas) motores somaticos que podem acompanhar a
atividade neuronal anormal excessiva ou hiper-sincrona (crise epiléptica).

Convulsbes de tipo clonica (ou mioclonia ritmica) consistem de contracdes breves (<100
milisegundos), repetitivas, de baixa frequéncia (2-3 Hz) de um musculo ou grupo muscular em
topografia vaiavel (axial, apendicular proximal ou apendicular distal). Por seu turno, as
convulsdes tonicas consistem de contracdo muscular de intensidade crescente, durando de
poucos segundos a minutos (BLUME et al., 2001). Um tipo de convulséao ténica que precede a
fase cl6nica nas convulsdes tdnico-clénicas usualmente afeta grupos musculares apendiculares
flexores e extensores simultaneamente. As convulsdes atdnicas envolvem uma subita
diminuicdo ou perda do tono muscular de duragdo >1-2 s envolvendo a cabecga/pescogo,
mandibula, tronco ou membros. Este tipo de crise pode culminar com perda do tono postural

sendo incluida no grupo das crises astdticas ou “drop attacks” (ENGEL JR,

! Informag&o verbal: palestra de Peter Wolf, Ph.D., na 9th Latin-American Summer School on Epilepsy, S&o
Paulo, 22/02/2015.
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SCHWARTZKROIN, 2006; MOSHE et al., 2015). As convulsdes tdnico-clénicas
generalizadas, antigamente chamadas “grande-mal”, cuja denominacdo atual é “tonmico-
clonica bilateral”, consiste de contracdo tonica simétrica (fase tonica) seguida de contracdes
clonicas da musculatura somatica (fase clonica) usualmente associada a fenémenos
autondmicos (BLUME et al., 2001).

1.1.3. Status epilepticus (SE)
1.1.3.1. Etimologia

O termo “estado de mal epiléptico” ou status epilepticus (SE) € um latinismo cunhado
no idioma Inglés para traduzir a expressao francesa état de mal, que foi empregada no século
XIX para denominar o estado relativamente prolongado de certos pacientes do Hospital de
Salpétriere. Uma fala proferida por Trousseau (1868) numa de suas prelecGes no Hoétel Dieu
sintetiza o pensamento da época: “Durante o status epilepticus, quando a condi¢do convulsiva
¢é quase continua, toma lugar algo de especial que requer explica¢do” (TRINKA et al., 2015).
A expressdao ¢ empregada com acepg¢do equivalente em terminologias como “estado de mal

29 ¢¢

enxaquecoso”, “estado de mal asmatico” etc.

1.1.3.2. Epidemiologia

O SE ¢é uma das emergénicas neuroldgicas mais comuns, com uma incidéncia de 10-
41/100.000 habitantes/ano e apresenta mortalidade de 20% (TRINKA et al., 2012), alcangando
40% (GARCIA GARCIA; GARCIA MORALES; MATIAS GUIU, 2010) a 63% (FANG;
WANG, 2015) nas formas farmacoresistentes. A incidéncia de SE é maior em regides menos
desenvolvidas e os numeros absolutos de casos chegam a 287.000 por ano sé no continente
Europeu. Cerca de 37-70% dos SE sdo formas convulsivas. Menos de 50% dos pacientes com
SE possui histéria pessoal pregressa de crises epilépticas ou epilepsia. Em adultos com
diagnostico prévio de epilepsia, a maior causa de SE sdo o0s baixos niveis plasmaticos de
farmacos antiepilépticos (que contam para no minimo 25% da incidéncia total nesta populacao)
seguidos de causas sintomaticas remotas e acidente vascular encefalico (AVC). Em média, as
causas sintomaticas agudas séo a etiologia mais comum, contando para 48-63% dos casos.
O AVC ¢ a mais importante causa sintomatica aguda, contando para 14-22% (TRINKA;
HOFLER; ZERBS, 2012).

24



1.1.3.3 Evolucdo da definicho de SE: da 1* Classificacdo Internacional de 1969 a
Classificacdo Operacional de 2015

Dada a definicdo de crise epiléptica como “ocorréncia transitoria de sinais/sintomas
devidos a atividade neuronal anormal excessiva ou sincrdnica no cérebro” e sendo 0 termo
“transitorio” usado como demarcador de tempo, com um inicio e um término claros, a
definicdo historica de SE como: “uma condi¢do caracterizada por uma crise epiléptica que
persiste por tempo suficiente ou se repete com frequéncia suficiente para produzir uma
condi¢do fixa e duradoura” (GASTAUT, 1970) veio publicada em um adendo a primeira
Classificagdo de Crises Epilépticas que foi desenvolvida a partir de 1964, proposta por Henri
Gastaut e colaboradores em 1969 e aprovada em assembleia pela International League Against
Epilepsy (ILAE) no ano seguinte. O SE foi entdo classificado em parcial, generalizado ou
unilateral, basicamente espelhando a classificacdo das crises epilépticas da publicacéo
principal.

Novamente em um adendo da publicagcdo principal da Classificacdo de Crises
Epilépticas da ILAE de 1981, a definicdo de SE foi revisada e modificada minimamente para:
“crise epiléptica que persiste por tempo suficiente ou se repete com frequéncia suficiente para
que ndo ocorra recuperacao entre as crises” (COMMISSION ON CLASSIFICATION AND
TERMINOLOGY OF THE INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST EPILEPSY, 1981). O
adendo mencionava a diferenca entre SE generalizado, SE parcial e epilepsia partialis
continua (EPC), sem dar maiores detalhes. Tais conceitos, embora valiosos, eram imprecisos
por ndo definirem o que seria “tempo suficiente” 0U “‘frequéncia suficiente”’ para que uma crise
fosse considerada ‘“fixa e duradoura” nem estabeleceu a descricao clinica (semiologia) do tipo
de crise, questdes estas que ndo foram solucionadas pelos relatos do Grupo Central de
Classificacdo. Anos ap0s, a ILAE resolveu revisar a Classificacdo de Crises Epilépticas de 1981
e a composicdo da Comissdo de Classificagdo e Terminologia e da Comisséo de Epidemiologia.

Como as defini¢cdes de SE pela ILAE nédo fornecessem uma definicdo precisa da duragédo
do SE, diversas defini¢bes operacionais foram fornecidas em a, livros-texto e ensaios clinicos.
O trabalho pioneiro de Meldrum e colaboradores (1973) sugeriu que atividade critica continua
de 82 minutos ou mais pode causar dano neuronal irreversivel em babuinos, o assim chamado
“seizure-induced damage”, i.e. dano neuronal induzido pela crise epiléptica em si, o qual é
atribuido a excitotoxicidade, distinto do dano direto induzido por agentes neurotdxicos. Esta
observagéo levou a definicdo empirica e consensual de SE como “uma crise epiléptica com

duragdo maior ou igual a 30 minutos”. O racional subjacente a esta definicdo € que a lesdo
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neuronal irreversivel deve ocorrer apds 30 minutos de atividade de crise epiléptica continua.
Assim, tal definicdo permanece util para estudos epidemioldgicos concentrados em
consequéncias e prevencdo de SE. N&o obstante, os clinicos conscienciosamente argumentaram
a necessidade de iniciar o tratamento mais precocemente que 30 minutos, pois 0 prognostico
piora com o prolongamento da duracédo. Diversas sugestdes de janelas temporais menores foram
feitas, nenhuma das quais baseada em evidéncias de estudos prospectivos (TRINKA et al.,
2015).

Esta indefinicdo foi abordada por Lowenstein e colaboradores (1999), evidenciando a
discrepancia entre o limitado conhecimento sobre a fisiopatologia e a necessidade de tratar
prontamente os pacientes com SE e enfatizando a necessidade de duas defini¢fes de SE: uma
“conceitual” (de pesquisa basica) e uma “operacional” (i.e. para efeitos praticos, clinicos). O
SE tipo convulsivo generalizado em adultos e em criancas maiores de 5 anos foi
operacionalmente definido como “duracdo maior ou igual a 5 minutos de: 1) uma crise
epiléptica continua ou 2) duas ou mais crises epilépticas discretas entre as quais houve
recuperacao incompleta da consciéncia” (LOWENSTEIN, BLECK, MACDONALD, 1999).
Esta janela temporal tem sido amplamente aceita pela comunidade clinica e usada para nortear
qguando comecar o tratamento de emergéncia do SE convulsivo generalizado. Como definicéo
conceitual (basica), o Grupo Central de Classificacdo da ILAE sugeriu o seguinte: “SE
convulsivo generalizado refere-se a uma condicdo na qual ha falha dos fatores “normais” que
servem para terminar uma crise epiléptica ténico-clénica generalizada (TCG) tipica”
(ENGEL, 2006). Embora tenha sido feita distincdo entre a definicdo conceitual fundada em
pesquisa basica e uma definicdo operacional, pragmatica (clinica), para guiar o tratamento do
SE convulsivo generalizado, outras formas de SE ndo foram abordadas.

Dados de populacfes com epilepsia refrataria submetida a video-eletroencefalografia
(video-EEG) indicam que a maioria das crises epilépticas convulsivas duram menos de 5
minutos. Em populagdes néo selecionadas, os dados sugerem que a duragdo estimada de crises
convulsivas maior que 5 minutos é muito mais incidente que o sugerido pela monitorizagéo de
pacientes e que mais de 10% das convulsdes ndo provocadas dura mais de 30 minutos. A
observagdo de uma populacdo pediatrica menos selecionada revelou que ha 2 subgrupos de
pacientes: um com tendéncia a convulsdes breves (<5 min) e outro, minoritario, propenso a
convulsdes prolongadas. O mesmo estudo evidenciou que uma convulsdo que durasse mais de
7 minutos foi mais provavel de tornar-se prolongada e assim requerer tratamento mais judicioso.

Tomados em conjunto, estes achados levaram a Forca-Tarefa a alcancar a opinido consensual
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de que o trtatamento das crises epilépticas convulsivas generalizadas deve ser iniciado por volta
dos 5 minutos (TRINKA et al., 2015).

Dada a evidéncia experimental indicando dano cerebral irreversivel apds convulsées
prolongadas, sugeriu-se o tempo t> de 30 min no SE convulsivo generalizado tipo tonico-
clonico, de acordo com definigdes previgentes de SE (BLUME et al., 2001; ENGEL, 2001,
ENGEL, 2006). Embora em animais experimentais haja uma varia¢do consideravel na duracdo
das convulsdes prolongadas que resultam em dano cerebral, este ponto temporal foi definido
como 30 minutos de modo a oferecer uma base para diretrizes seguras de pratica clinica
(GLAUSER et al., 2016). Ha& apenas informagdes limitadas para definir t1 e t2 em SE convulsivo
focal e nenhuma informacéo sobre SE ndo convulsivo generalizado tipo auséncia. Ademais, a
probabilidade de dano depende da localizacdo do foco epiléptico (inclusive em animais
experimentais), da intensidade do SE, da idade do paciente e de outros fatores, havendo
necessidade de pesquisas para melhor definir estes aspectos.

A Comisséo de Classificagdo e Terminologia e a Comisédo de Epidemiologia da ILAE
foram encarregadas de formar a Forca-Tarefa para Classificacdo do status epilepticus com a
finalidade exclusiva de revisar seus conceitos, definicéo e classificacdo. A Forca-Tarefa propos
uma definicdo que tenta abranger todos os tipos de SE, leva em consideracdo o atual
conhecimento sobre fisiopatologia do SE e necessita abordar os pontos temporais de tomada de
decisdo na terapia clinica, bem como abordar a conducéo de estudos clinicos. A nova definicdo
de SE proposta é:

Status epilepticus é uma condicdo resultante ou da falha dos mecanismos responsaveis
pela terminacdo da crise epiléptica ou da falha de iniciagdo destes mecanismos que leva
a crises anormalmente prolongadas (ap6s o ponto temporal t;). Esta é uma condicéo que
pode ter consequéncias de longo prazo (apés o tempo tz), incluindo lesdo
neuronal, morte neuronal e alteracdo de redes neuronais, dependendo do tipo e da
duracéo das crises (TRINKA et al., 2015).

Segundo Trinka e colaboradores (2015), esta definigdo é conceitual, com dois pontos
temporais (Tabela 1): 1) o ponto temporal t; a partir do qual a crise epiléptica deve ser olhada
como “anormalmente prolongada” ou “atividade critica continua” e 2) o ponto temporal t> a
partir do qual ha risco de consequéncias de longo prazo devidas a continua atividade da crise
epiléptica. Tal definicdo com dois pontos temporais tem duas implicagdes clinicas
(operacionais) claras: t; determina o tempo no qual o tratamento deve ser iniciado, enquanto
que t>determina 0 qudo agressivo deve ser o tratamento implantado para prevenir
consequéncias de longo prazo tais como alteracbes cerebrais neurodegenerativas,

psicopatologia, dano cognitivo e epilepsia. No caso do SE convulsivo generalizado tonico-
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clénico, os pontos temporais, respectivamente 5 minutos e 30 minutos, sdo ambos baseados em
pesquisa clinica e experimental e, embora sejam considerados a melhor estimativa baseada em
evidéncias atualmente disponivel, ainda assim sdo uma estimativa incompleta e sujeita a
variacdes. Nao estdo disponiveis dados estimativos como estes para outros tipos de SE como o
convulsivo tipo mioclonico, o convulsivo parcial (focal) nem para os status ndo convulsivos
como o status de auséncia e o status sutil, mas pesquisas clinicas e basicas estdo sendo feitas
neste campo e, na medida em que aumente o conhecimento baseado em evidéncias sobre tipos
especificos de SE, espera-se incorporar tais estimativas a atual definicdo sem detrimento dos
conceitos subjacentes. O dominio de tempo podera variar consideravelmente entre diferentes

formas de SE.

Tabela 1. Dimensdes temporais da Classificacdo Operacional de status epilepticus

Dimenséo operacional
Tipo de SE t1 — quando uma crise torna- | tz — quando uma crise tem
se provavel de prolongar-se | consequéncias a longo prazo
Generalizado tonico-clonico | 5 min. 30 min.
Focal com consciéncia 10 min. > 60 min.
prejudicada
Generalizado tipo auséncia | 10-15 min.* ignorado

* a evidéncia desta janela de tempo é limitada e dados futuros podem levar a sua revisao
Fonte: Trinka et al., 2015

1.1.3.3.1 Eixos para classificagdo do SE

Uma classificacdo deve servir a maltiplos propdsitos: 1) facilitar a comunicacéo entre
clinicos fornecendo-lhes uma linguagem comum; 2) ter classes clinicamente diferenciadas; 3)
contribuir para melhorar o tratamento dos pacientes conforme o conhecimento baseado em
evidéncias da fisiopatologia, progndstico, etiologia e idade; 4) permitir a conducao de estudos
epidemioldgicos de consequéncias e prevencdo; 5) nortear a pesquisa basica na identificacdo
das causas naturais (i.e. entidades ou doengas strictu sensu), 0 que, por seu turno, ira formar as
bases de uma futura classificagdo cientifica verdadeira. Assim, avangos futuros nas pesquisas
bésica, clinica e epidemioldgica deverdo conduzir a revisdes e modificacdes da classificacdo
atual.

Uma classificacdo de SE ndo pode meramente espelhar a classificagdo de tipos de crises
epilépticas, pois os sintomas e sinais podem variar dinamicamente durante o curso temporal do
SE e frequentemente sdo diferentes quando comparados a sinais e sintomas em crises curtas e

autolimitadas. Distarbios neuroldgicos e a longa duracdo dos SE levam a variagcdes em sua
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apresentacdo clinica (i.e. semiologia). O SE ndo é uma entidade nosolégica (doenca) per se,
mas um sinal ou sintoma com uma miriade de etiologias.

Assim, o propdsito dos eixos diagnosticos é prover uma janela de diagnostico clinico,
invesigacdo e abordagem terapéutica para cada paciente. Em 1970, os eixos englobados foram:
1- tipo clinico de crise epiléptica (semiologia), 2- expressdo eletroencefalogréafica ictal e
interictal, 3- substrato anatdmico, 4- etiologia e 5- idade. Na revisdo de 1981, os eixos foram
reduzidos a: 1- tipo clinico de crise e 2- expressao elegtroencefalogréafica ictal e interictal.

Pelo menos metade dos pacientes com SE ndo tem epilepsia ou sindromes
epilépticas especificas — eles tem SE devido a doenca sistémica ou do sistema nervoso
central (SNC). Assim, os eixos usados previamente na classificacao de crises epilépticas
necessitam ser modificados para a classificacdo dos SE (TRINKA et al., 2015).

Anova defini¢do propde um “sistema diagnodstico de classificagdo” que oferece
oportunidades de diagndstico clinico, investigacdo e abordagem terapéutica para cada tipo de
paciente. O sistema atual possui quatro eixos (Quadro 1): 1- semiologia, 2- etiologia, 3-
correlatos eletroencefalograficos, 4- idade do paciente. O eixo 1 - semiologia lista as diversas
formas de SE divididos em duas grandes categorias: a) aqueles com sinais motores
proeminentes e b) aqueles sem sinais motores proeminentes que inclui condi¢des atualmente
indeterminadas (tais como o0s estados confusionais agudos com padrfes eletrograficos
epileptiformes). O eixo 2 - etiologia é dividido em subcategorias com causas conhecidas e
causas desconhecidas. O eixo 3 - correlatos eletroencefalograficos adota as recomendacdes
mais recentes de consensos para descrever as caracteristicas do eletroencefalograma (EEG):
nome do padrdo, morfologia, localizacdo, caracteristicas relacionadas ao tempo, modulacéo e
efeito de intervencdes. Finalmente o eixo 4- (idade) divide os grupos em: a) neonatal, b) infantil

1, ¢) infantil 2, d) adolescente, €) adulto e f) idoso.

Quadro 1. Eixos para classificacao do status epilepticus:

1 | Semiologia

2 | Etiologia

3 | Correlatos eletrograficos
4 | ldade

Fonte: Trinka et al., 2015

Idealmente cada paciente deve ser categorizado de acordo com cada um dos eixos,
embora nem sempre seja possivel. Na apresentacdo, a semiologia e idade aproximada sdo
imediatamente acessiveis. A etiologia pode estar evidente com menor frequéncia e pode
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consumir algum tempo até ser identificada. Sabe-se que o registro de EEG ndo sera disponivel
na maioria das situagdes, particularmente a apresentacéo. Todavia o EEG ir4 afetar a escolha e
a agressividade do tratamento, a abordagem clinica e o prognostico, de modo que o EEG deve
ser providenciado o mais precocemente possivel. De fato, algumas formas clinicas de SE
somente podem ser diagnosticadas por meio de eletroencefalografia. Assim como em outras
condicBes neuroldgicas, a semiologia (sinais e sintomas) e o padrao eletrografico nos SE
pode ser altamente dinamico e mudar claramente em curtos periodos em um dado
paciente. Portanto, o exame neuroldgico e o0 EEG repetidos de maneira seriada em
pacientes com SE pode levar a diferentes classificagdes (TRINKA et al., 2015). Por exemplo,
0 SE pode comecar com sintomas motores focais evoluindo com SE convulsivo bilateral (tab.
A.1.b) e pode apresentar-se poucas horas ap6s como SE ndo-convulsivo (SENC) cursando com
rebaixamento do nivel de consciéncia ou coma e fendmenos motores pouco evidentes,
assemelhando-se ao assim chamado “status sutil” (B.1). De maneira semelhante, 0 EEG pode
exibir descargas epileptiformes periddicas lateralizadas (“periodic lateralized epileptiform

discharges” - PLEDS) ao inicio e um padrdo bilateral sincrono numa segunda investigacao.

Eixo 1: Semiologia

Segundo Gastaut (1970) “para cada tipo (semiol6gico) de crise epiléptica, existe um
tipo de SE correspondente”’; entretanto reconhece-se hoje que a semiologia do SE pode assumir
caracteristicas altamente dindmicas e tornando os sinais e sintomas de um SE diferentes
daqueles das crises epilépticas autolimitadas de curta duracdo. De fato, uma crise epiléptica
pode iniciar com sinais e sintomas motores exuberantes que, com o prolongamento da crise,
podem tornar-se sutis ou mesmo inexistentes, evoluindo como um SE né&o convulsivo.

O eixo 1-Semiologia (Tabela 2) refere-se a apresentacéo clinica do SE e assim constitui
a coluna dorsal da classificacdo de 2015. Ha dois critérios taxondémicos principais, a saber:

1. Presenca ou auséncia de fen6menos motores proeminentes.
2. Grau (quali- e quantitativo) de comprometimento da consciéncia.

As formas com sinais motores proeminentes e comprometimento da consciéncia devem
ser sumarizadas como “SE convulsivo” em oposigao as formas de “SE ndo convulsivo” (SENC).
Embora o termo “convulsdo”, ao menos no idioma Inglés, seja geralmente relegado como
vocabulo leigo, ele reflete a linguagem clinica corriqueira. Assim, a Classificacdo da ILAE de
2015 resolveu manter o termo “convulsivo” devido a sua aceitagdo e uso clinicos bastante

difundidos. O termo “convulsivo” denomina, como sobredito, “episddios de contracao
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muscular anormal e excessiva, usualmente bilateral, que podem ser sustentados ou
interrompidos” (BLUME et al., 2001).

Tabela 2. Eixo 1: Semiologia do status epilepticus

A — Com sintomas/sinais motores proeminentes
A.1 SE convulsivo (SEC, SE ténico-clonico)
A.l.a. Generalizado convulsivo
A.1.b. Inicio focal evoluindo em SE convulsivo bilateral
A.1.c. Desconhecido se focal ou generalizado
A.2 SE mioclénico (sacudidelas mioclonicas proeminentes)
A.2.a. Com coma
A.2.b. Sem coma
A.3 Motor focal
A.3.a. Crise epiléptica motora focal repetida (Jacksoniana)
A.3.b. Epilepsia partialis continua (EPC)
A.3.c. Status adversivo
A.3.d. Status oculoclénico
A.3.e. Paresia ictal (i.e. SE inibitério focal)
A.4 Status tonico
A.5 SE hipercinético
B — Sem sinais/sintomas motores proeminentes (i.e. SE ndo-convulsivo, SENC)
B.1 SENC com coma (inclui “status sutil”)
B.2 SENC sem coma
B.2.a. Generalizado
B.2.a.a. Status de auséncia tipica
B.2.a.b. Status de auséncia atipica
B.2.a.c. Status de auséncia com mioclonias
B.2.b. Focal
B.2.b.a. Sem prejuizo da consciéncia (aura continua com
sintomas autonémicos sensorios, visuais, olfatorios,
gustatorios, emocionais/psiquicos/experienciais ou
auditivos)
B.2.b.b. Status afésico
B.2.b.c. Com prejuizo da consciéncia
B.2.c. Ignorado se focal ou generalizado
B.2.c.a. SE autonémico

Fonte: Trinka et al., 2015
Eixo 2: Etiologia
A causa subjacente (etiologia) do SE (Tabelas 3 e 4) é categorizada de maneira
consistente com 0s conceitos propostos pela Comisséo de Classificacdo da ILAE de 2010
(BERG et al., 2010), mas reconhece os termos bem estabelecidos na pratica clinica de
epileptologistas, neurologistas, emergencistas, intensivistas, neurocirurgides, neuro-pediatras,
médicos da familia e comunidade entre outras especialidades em respeito a pacientes com SE.
O termo ‘“‘sintomético” ou “causa conhecida”, consoante a terminologia neuroldgica
comum, é usado para o SE causado por um distirbio conhecido, que pode ser estrutural,
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infeccioso, inflamatorio, metabolico, toxico, ou genético. Apoiado em sua relacdo temporal, as
subdivisGes em agudo, remoto e progressivo podem ser aplicadas.

Tabela 3. Eixo 2: Etiologia dos status epilepticus

1. Conhecida (= sintomatico)
1.1.Agudo (e.g.: acidente vascular encefalico (AVC), intoxicacdo, disturbio
metabolico, encefalite, malaria)
1.2.Remoto (e.g.: pos-traumatico, pos-encefalitico, pds-AVC)
1.3.Progressivo (e.g.: tumor encefalico, deméncias, doenca de Lafora e outras
epilepsias mioclonicas progressivas (PMEs — progressive myoclonic
epilepsies))
2. Desconhecida (= criptogénico)

Fonte: Trinka et al., 2015

Quadro 2. Condic¢es atualmente indeterminadas (ou “sindromes limitrofes”)

Encefalopatias epilépticas

Coma com padrao eletroencefalografico ndo evolutivo*

Disturbio comportamental (e.g.: psicose) em paciente com epilepsia

Estado confusional agudo (e.g.: delirium) com padréo eletroencefalogafico epileptiforme
* Descargas epileptiformes periddicas lateralizadas ou generalizadas com aparéncia mondtona néo s&o
consideradas como padrdo eletroencefalografico evolutivo
Fonte: Trinka et al., 2015

O termo “idiopatico” ou “genético” ndo € aplicavel a etiologia subjacente ao SE. Nas
sindromes epilépticas idiopaticas ou genéticas, a causa do SE ndo é a mesma da doenca, mas
sim alguma causa toxica, metabdlica ou fator intrinseco (como deprivacdo de sono) que pode
deflagrar o SE nestas sindromes. Assim, o termo “idiopatico” ou “genético” ndo é usado para
referir-se a SE. Com efeito, em um paciente com epilepsia mioclénica juvenil (EMJ), a qual é
“idiopatica” ou “genética” per se, 0 SE pode ser “sintomatico” devido a ma adesao a posologia
dos medicamentos antiepilépticos, a descontinuagdo abrupta destes ou a farmaco-toxicidade.

O termo “criptogénico” (do Grego xpdrrog, oculto, incognito + o yévog, familia, clg,
ascendéncia, origem, classe, ordem) é usado na acepcdo estrita e primitiva do vernaculo como
“de causa desconhecida”. A hipotese de que o SE pode ser “presumivelmente sintomatico ou

genético” ¢ inadequada.
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Tabela 4. Eixo 2: Etiologia. Lista das etiologias conhecidas de status epilepticus

1. Doencas cerebrovasculares
1.1. Acidente vascular encefalico isquémico (AVCI)
1.2. Hemorragia intracerebral (intraparenquimatoso, intraventricular)
1.3. Hemorragia subaracndidea
1.4. Hematoma subdural
1.5. Hematoma epidural
1.6. Trombose de seios venosos e trombose venosa cortical
1.7. Sindrome de leucoencefalopatia posterior reversivel
1.8. Deméncia vascular
2. Infecges do sistema nervoso central
2.1. Meningite bacteriana aguda
2.2. Meningite bacteriana cronica
2.3. Tuberculose
2.4. InfeccBes bacterianas atipicas Encefalite viral (inclui encefalite B japonesa, encefalite
por herpes simplex e por herpesvirus humano 6)
2.5. Leucoencefalopatia progressiva multifocal (PML - progressive multifocal
leukoencephalopathy)
2.6. Panencefalite esclerosante subaguda
2.7. Encefalite progressiva pelo virus da rubéola
2.8. Neurocisticercose
2.9. Toxoplasmose

2.10. Malaria cerebral

2.11. Protozooses

2.12. Micoses

2.13. Doencas relacionadas ao HIV

2.14. Doengas priares (Kreutzfeld-Jakob, Gerstmann-Straussler-Scheinker, kuru,

insdnia fatal familiar)
3. Doengas neurodegenerativas
3.1. Doenca de Alzheimer (DA)
3.2. Degeneracdo corticobasal
3.3. Deméncia frontotemporal
4. Tumores intracranianos
4.1. Gliomas
4.2. Meningiomas
4.3. Metastases
4.4. Linfomas
4.5. Meningeose neoplasica
4.6. Ependimoma
4.7. Tumor neuroectodérmico primitivo (PNET - primitive neuroectodermal tumour)
5. Displasias corticais
5.1. Displasia cortical focal (FCD - focal cortical dysplasia) tipo Il, Complexo esclerose
tuberosa  (TSC -  tuberous sclerosis complex), hemimegalencefalia,
hemihemimegalencefalia
5.2. Ganglioglioma, gangliocitoma, tumor neuroepitelial disembrioplasico (DNET -
dysembryoplastic neuroepithelial tumour)
5.3. Heterotopia nodular periventricular (PNH - periventricular nodular heterotopia) e
outras heterotopias nodulares
(continua)
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(continuagéo)

Tabela 4. Eixo 2: Etiologia. Lista das etiologias conhecidas de status epilepticus

10.
11.
12.

13.

14.

5.4. Espectro de heterotopia em banda subcortical

5.5. Lisencefalia

5.6. Polimicrogirias familial e esporéadica

5.7. Esquizencefalias familial e esporadica

5.8. Malformacdes infratentoriais (e.g.: displasia denteada, displasia mamilar)

Trauma cefélico

6.1. Trauma craniano fechado

6.2. Trauma craniano aberto

6.3. Trauma craniano penetrante

6.4. Relacionadas ao alcool

Intoxicacéo por etanol

7.1. Retirada de etanol

7.2. Encefalopatia tardia por etanol com convulsdes

Encefalopatia de Wernicke

Intoxicacoes

9.1. Neurotoxinas

9.2. Intoxicacdo medicamentosa

9.3. Metais pesados

Descontinuacdo ou baixos niveis plasmaticos de farmacos antiepilépticos

Hipdxia ou anoxia

Distarbios metabdlicos (e.g. desequilibrios hidroeletroliticos, disturbios acido-basicos,

distarbios da glicemia, insuficiéncia renal, encefalopatia hepética, faléncia organica,

encefalopatia actinica etc.)

Disturbios autoimunes

13.1. Esclerose multipla

13.2. Encefalite paraneoplasica (e.g.: encefalite limbica)

13.3. Encefalite de Hashimoto

13.4. Encefalite por anticorpo anti-receptor NMDA

13.5. Encefalite por anticorpo anti-canal de potéssio ativado por voltagem (inclui
encefalite por anticorpos anti-proteina 1 rica em leucina inativada em glioma (anti-
LGI1))

13.6. Encefalite associada a anticorpo anti-descarboxilase do &cido glutamico (anti-
GAD)

13.7. Encefalite por anticorpo anti-receptor AMPA

13.8. Encefalite autoimune soronegativa

13.9. Encefalite de Rasmussen

13.10. Lapus cerebral (acometimento cerebral no lupus eritematoso sistémico)

13.11. Sindrome CREST (calcinosis, Raynaud phenomenon, oesophageal dysmotility,
sclerodactyly, telangiectasia)

13.12. Doenca de Still de inicio no adulto

13.13. Sindrome e Goodpasture

13.14. Parpura trombocitopénica trombdtica (purpura de Henoch-Schénlein e na
sindrome de Moschcowitz)

Doencas mitocondriais

14.1. Doenca de Alpers

14.2. Sindrome de Leigh

(continua)
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(continuacao)

Tabela 4. Eixo 2: Etiologia das etiologias conhecidas de status epilepticus

14.3.

14.4.

14.5.

Encefalopatia mitocondrial, acidose latica e episodios tipo-AVC (MELAS -
mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes)
Encefalopatia mioclénica com fibras vermelhas esfarrapadas (MERF -
myoclonic encephalopathy with ragged red fibers)

Neuropatia, ataxia e retinite pigmentosa (NARP)

15. Doengas mitocondriais

15.1.
15.2.

15.3.
15.4.

15.5.

Doenca de Alpers

Encefalopatia mitocondrial, acidose latica e episodios tipo-AVC (MELAS -
mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes)

Sindrome de Leigh

Encefalopatia mioclénica com fibras vermelhas esfarrapadas (MERF -
myoclonic encephalopathy with ragged red fibers)

Neuropatia, ataxia e retinite pigmentosa (NARP)

16. Aberragdes cromossdmicas e anomalias genéticas

16.1.
16.2.
16.3.
16.4.
16.5.
16.6.
16.7.
16.8.

Comossomo 20 ciclico

Sindrome de Angleman

Sindrome de Wolf-Hirshhorn

Sindrome do X fragil

Sindrome de retardo mental ligado ao X
Cromossomo 17 ciclico

Sindrome de Rett

Sindrome de Down (trissomia do cromossomo 21)

17. Sindromes neurocutaneas

17.1.

Sindrome de Sturge-Weber

18. Distlrbios metabdlicos

18.1.
18.2.
18.3.
18.4.
18.5.
18.6.
18.7.
18.8.
18.9.
18.10.
18.11.
18.12.
18.13.
18.14.
18.15.
18.16.
18.17.
18.18.
18.19.
18.20.
18.21.
(continua)

Porfirias

Doenca de Menkes

Doenca de Wilson

Doenga de Alexander

Adrenoleucodistrofia

Deficiéncia de cobalamina C/D

Deficiéncia de ornitina transcarbamilase
Hiperprolinemia

Doenca da urina em xarope de bordo

Deficiéncia de 3-metilcrotonil Coenzima Atranscarbamilase
Intolerancia protéica lisinurica

Aciduria hidroxiglutarica

Leucodistrofia metacromética

Lipofuscinose ceroide neuronal (tipos I, 11 e 111, incluindo doenga de Kufs)
Doenca de Lafora

Doenga de Unverricht-Lundborg

Sialidose (tipos 1 e 1)

Doenca de Gaucher

Deficiéncia de beta-ureidopropionase

Deficiéncia de 3-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase
Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase
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(continuagéo)
Tabela 4. Eixo 2: Etiologia. Lista das etiologias conhecidas de status epilepticus

18.22. Deficiéncia de semialdeido succinico desidrogenase

19. Outros
19.1. Migrania hemiplagica familiar
19.2. Ataxia espinocerebelar de inicio na infancia (SCA)
19.3. Sindrome da pele enrugada
19.4. Melanomatose neurocutanea
19.5. Mutacg0es da neuroserpina
19.6. Sindrome de Wolfram
19.7. Hiperecplexia autossomica recessiva
19.8. Sindrome de Cockayne
19.9. Arteriopatia autossomica dominante com infartos corticais e leucoencefalopatia

(CADASIL - cerebral autosomal dominant arteriopathy with cortical infarcts and
leukoencephalopathy)

19.10. Sindrome de Robinow

19.11. Hiperpirexia maligna

19.12. Doenca de Huntington juvenil (variante Westphal)

(concluséo)
Fonte: Trinka et al., 2015

Eixo 3: Correlatos eletroencefalogréaficos.

Nenhum dos padrdes ictais de EEG em nenhum dos tipos de SE é especifico. As
descargas epileptiformes sdo consideradas como “marcas registradas”, mas com o
prolongamento do curso do SE, o tracado do EEG muda e padres ritmicos nao epileptiformes
podem prevalecer. Padrbes eletrograficos semelhantes, como as ondas trifasicas, podem ser
registrados em diversas condi¢cdes patologicas, produzindo consideravel confusdo na literatura.
Embora o EEG possa ser sobrecarregado com o movimento e e artefatos da contragdo muscular
nas formas convulsivas de SE, o que pode limitar seu valor clinico, ele permanece
imprescindivel ao diagnostico de SE n&o-convulsivo, pois nestas formas os sinais clinicos,
quando existem, sdo demasiado sutis e inespecificos. Avancos nas técnicas de eletrofisiologia
poderdo num médio prazo aumentar a disponibilidade do EEG nos servi¢os de emergéncia e
permitir melhor delineamento das mudancas altamente dindmicas dos padrbes
eletroencefalograficos.

Atualmente ndo sdo disponiveis critérios de diagndstico eletroencefalografico de SE
baseados em evidéncia. Ndo obstante, com base em grandes séries descritivas e painéis de
consenso, a Classificacdo de SE de 2015 prop0e a seguinte terminologia (Tabela 5) para
descrever os padroes eletrograficos no SE (TRINKA et al., 2015):
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Tabela 5. Eixo 3: Correlatos eletroencefalograficos

1

2

5
6

Localizacéo: generalizado (inclui padrdes bilaterais sincronos), lateralizado,
bilateral independente, multifocal

Nome do padréo: Descargas periodicas, atividade ritmica delta ou espicula-
onda/ponta-onda extra mais subtipos

Morfologia: comprimento de onda, nimero de fases (e.g.: morfologia trifasica),
amplitudes absoluta e relativa, polaridade

Caracteristicas tempo-relacionadas: prevaléncia, frequéncia, duracéo, duracéo e
indice do padrao diério, inicio (subito versus gradual) e dindmica (evolutivo,
flutuante ou estatico)

Modulagéo: espontaneo versus induzido por estimulo

Efeito de intervencdes (farmacos) sobre o padréo

Fonte: Trinka et a., 2015

Eixo 4: Idade

de maneira determinante o prognostico a abordagem terapéutica. Citam-se expemlos de

As causas mais incidentes de SE variam segundo a faixa etéria (Tabela 6), influenciando

sindromes eletroclinicas distribuidos por idade na Tabela 7.

Tabela 6. Eixo 4: Faixa etaria

Grupo 1 | Neonatal: 0-30 dias

Grupo 2 | 1% Infancia: 1 més a 2 anos

Grupo 3 | 22 Infancia: >2 anos a 12 anos

Grupo 4 | adolescéncia e idade adulta: >12 a 59 anos
Grupo 5 | Idoso: > 60 anos

Fonte: Trinka et al., 2015

Tabela 7. Eixo 4: Faixa etaria. Exemplos de sindromes eletroclinicas distribuidos por
idade

1.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
SEs
2.1.

2.2.

2.3.

2.4.
2.5.

SEs que ocorrem principalmente nas idades neonatal e 12 infancia

Status tonico

Status miocl6nico na sindrome de Dravet

Status focal

SE febril

que ocorrem principalmente na 22 infancia e adolescéncia

SE autondmico na epilepsia occipital infantil de inicio precoce (Sindrome de
Panayiotopoulos)

SENC em epilepsias e etiologias especificas da infancia (e.g.:) Cromossomo 20
ciclico e outras anormalidades cariotipicas, sindrome de Angleman, epilepsia com
crises mioclénico-atdnicas, outras encefalopatias mioclonicas da infancia

SE tbnico na sindrome de Lennox-Gastaut

SE mioclénico nas epilepsias mioclénicas progressivas

SE elétrico no sono de ondas lentas

(continua)



(continuacao)
Tabela 7. Eixo 4: Faixa etaria. Exemplos de sindromes eletroclinicas distribuidos por

idade

2.6. SE afasico na sindrome de Landau-Kleffner
3. SEs que ocorrem principalmente na adolescéncia e idade adulta
3.1. Status mioclénico na epilepsia miocldnica juvenil (EMJ)
3.2. Status de auséncia na epilepsia de auséncia juvenil
3.3. Status mioclénico na sindrome de Down
4. SEs que ocorrem principalmente na idade avangada
4.1. Status mioclonico na DA
4.2. SENC na doenca de Creutzfeld-Jakob
4.3. Status de auséncia de novo ou recaida na vida tardia

Fonte: Trinka et al., 2015

O SE em neonatos pode ser sutil e dificil de reconhecer. Algumas formas de SE sao
vistas como parte integrante de certas sindromes eletroclinicas, ou quando fatores
desencadeantes ou causas precipitantes estdo presentes, como deprivacao de sono, intoxicacao
medicamentosa ou medicacdo inapropriada. Exemplos disto sdo a fenitoina em algumas formas
de epilepsia mioclénica progressiva, a carbamazepina na EMJ e nas epilepsias tipo de

auséncia.

1.1.4. Epilepsia
1.1.4.1 Historico e etimologia
A descricdo mais antiga conhecida de uma crise epiléptica consta num tablete de argila

em dialeto Acadio proveniente da Mesopotamia datado de c. 2000 a.C.:

“Seu pescogo vira para a esquerda, as maos e 0S pés tornam-se tensos, os olhos abrem-
se amplamente e de sua boca flui espuma sem que tenha consciéncia de nada. O
exorcista, que diagnosticou a condi¢do ‘antasubbii’, que significa ‘a mdo do pecado’,
trouxe seu apelo sob o deus da Lua.” (MAGIORKINIS et al.,, 2010)

O Sakikku (= “todas as doengas”), um dos mais antigos textos médicos da Babil6nia (C.
1067-1046 a.C) traz os termos de antasubba e migtu, equivalentes a “crise epiléptica”, descreve
sintomas de aura epiléptica, crises parciais com e sem prejuizo da consciéncia (no passado ditas
focais simples e complexa, respectivamente), crise generalizada e narcolepsia, enfocando os
diagnosticos e prognosticos e dando menos atencdo as terapias. Também o Codigo de Hamurabi
(1790 a.C.) menciona a doenga.

Na india, 0 médico Atreya (séc. VI a.C) no tratado Caraka Samhita Sutra definiu:

epilepsia e atribuiu sua causa a uma disfuncdo do cérebro, descreveu sintomas premonitorios
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de crise epiléptica e distinguiu quatro tipos de crise um dos quais, abasmara, consistia de perda
de memodria.

Na Grécia, autores pré-hipocraticos descreveram a epilepsia sob diversas
denominagdes: “doenca herculea”, “doenca sagrada” e oednviacudc (pron. seleniasmos)
derivado de de oedsjvy (pron. selené = s. Lua). Um destes autores, Heréacleto de Efeso (535-475
a.C) cunhou a expressdo “doenca sagrada” a qual originalmente ndo se referia especificamente
a epilepsia. O termo epilepsia tem origem no vocabulo Grego émidenyio (pron. epilipsia)
oriundo de émidaupfdve (pron. epilambano = v. eu apreendo), derivado das raizes éxi- (pron.
epi, = prep. sobre) + Aaupfdve (pron. lambano = v. eu apreendo, eu tomo), forma ativa do
participio passado passivo Aaufavouaz (pron. lambanomai, = v. ter sido apreendido, preso,
tomado, atacado, abatido), significando literalmente o ato ou efeito de p6r as méos sobre algo,
parar subitamente, abater, assaltar, interceptar, atacar.

O médico grego Alcméon de Croton (século VI a.C) foi o primeiro dentre os classicos
a imputar o cérebro como 6rgdo alvo da epilepsia por observar o prejuizo da consciéncia na
crise epiléptica e por crer que o cérebro era o sitio anatbmico da memdria, do pensamento, dos
sentidos e do espirito, visdo apoiada por Democrito de Abdera (século V a.C.), mais
notabilizado pela sua teoria atomica, no livro “Sobre a Epilepsia”. Hipdcrates 11 de Kos (c. 460-
370 a.C) no conhecido tratado “Sobre a Doenga Sagrada” refutou a origem divina da doenga,
mas por outro lado prescreveu rituais religiosos especificos conforme o tipo semiolégico de

crise, 0 sexo e a idade do paciente:

Esta doenca (a epilepsia), na minha opinido, ndo é mais divina que qualquer outra; ela
tem a mesma natureza € a mesma causa que da origem as outras em particular [...]
Minha prépria visdo é que aqueles que primeiro atribuiram um carater sagrado a esta
doenca eram como 0s magos, os purificadores e os charlaties de nossos dias, homens
que afirmam grande piedade e superior conhecimento, sendo isto um prejuizo pois, ndo
havendo tratamento que ajude, eles escondem-se e se abrigam detras da supersticao, e
chamam esta doenga de sagrada a fim de que a sua completa ignorancia ndo seja
manifesta (MAGIORKINIS et al., 2010)

O Latim classico chama as crises epilépticas de morbus comitialis, pois 0s romanos
tinham-nas como sinal de mau pressagio e interrompiam ou adiavam as reunides (comicios)
guando algum membro do Senado entrava em crise (MAGIORKINIS et al., 2010). O termo mal
comitial é por isso ainda extensivamente usado em Francés tanto na linguagem leiga como na
clinica.

O grecismo epilépsia no Latim tardio originou o termo epilence no idioma Francés
medieval do século XIII; e o termo técnico épilepsie ressurgiu durante o periodo humanista-
renascentista no século XVI em traducdes francesas de textos cléssicos. Data da época (c. 1570)
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a definicdo do termo pelo cirurgido Ambroise Paré: “Epilepsie signifie surprise ou retention de
tous les sentiments [...] ? (GASTAUT E MIKOL, sem data); dai o termo foi vertido para os

demais idiomas.

1.1.4.2 Epidemiologia da Epilepsia

As epilepsias sdo um grupo heterogéneo de doencas que constituem um problema de
salide publica afetando cerca de 65 milhdes de pacientes ao redor do mundo (MOSHE et al.,
2015). A doenga incide em 24 a 82/100.000 habitantes/ano e 44 a 162/ 100.000 habitantes/ano
na Europa e nos Estados Unidos respectivamente (BEHR, 2016). A epilepsia é a condicédo
neuroldgica mais comum com prevaléncia de 0,5-1% da populacdo mundial (HART, 2012),
concentrando-se em paises subdesenvolvidos em decorréncia da maior incidéncia de etiologias

infecciosas e parasitarias bem como do trauma mecanico nestas regides do globo.

Cerca de 2-5% das pessoas em todo o mundo ja tiveram ou terdo pelo menos uma crise
epiléptica ao longo da vida; ndo obstante apenas 33% delas desenvolverao as crises recorrentes
que caracterizam a epilepsia (BEHR, 2016). Aproximadamente 50% das pessoas que tem uma
crise epiléptica sofrerdo recorréncia nos dois anos subsequentes (HART, 2012). A prevaléncia
deste grupo de doencas € bimodal, atingindo picos nas faixas etarias pediatrica e idosa. A
mortalidade cumulativa até os 45 anos é de 25% das pessoas que desenvolve epilepsia na
infancia (BEHR et al., 2016). O custo social, econdmico e pessoal desta doenca deve-se
preponderantemente as crises ndo controladas, o que sublinha a necessidade de mais pesquisas
em novas abordagens de diagnoéstico, tratamento e prevencdo da epilepsia e de suas
consequéncias (ENGEL JR, SCHWARTZKROIN, 2006).

1.1.4.3 Defini¢éo Conceitual de Epilepsia
Em 2005 International League Against Epilepsy (ILAE) formulou a definicdo
conceitual de epilepsia:

Epilepsia é um distGrbio do cérebro caracterizado pela predisposicao duradoura a gerar
crises epilépticas e pelas consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicoldgicas e
sociais desta condicdo. Esta definicdo requer a ocorréncia de ao menos uma crise
epiléptica (FISHER et al., 2005).

2 Citagdo completa: “Epilepsie signifie surprise ou retention de tous les sentiments. - On le nomme aussi le mal
Saint-Jean, pource que la teste de Saint Jean cheut en terre lorsqu'il fut decapité, puis posée dedans un plat a
I'appétit d'Hérodias. ” (PARE, VIII, 25): “Epilepsia significa suspensio ou retengio de todos os sentidos. — Chama-
se-lhe também de mal-de-Sao-Jodo porque a cabega de Sdo Jodo caiu em terra quando ele foi decapitado, e depois
foi posta em um prato ao gosto de Herodiades.”
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Para propositos praticos, esta definicdo conceitual vigente até 2013 costuma ser
translacionada na clinica como “duas crises ndo provocadas em um intervalo maior que 24
horas”.

Entretanto alguns epileptologistas tem reconhecido e argumentado a necessidade de
abordar circunstancias com alto risco de futuras crises ap6s uma Unica crise epiléptica ndo
provocada. Como exemplo, citam-se e as crises reflexas (por estimulagéo fotica) e as crises de
novo em sujeitos com lesdo cerebral estrutural. Assim, uma decisdo por tratar nao
necessariamente equivale ao diagnostico de epilepsia, mas pode ser tida como uma crengca em
uma predisposi¢do forte e duradoura de mais crises epilépticas. Por outro lado, o diagndstico
de epilepsia ndo necessariamente exigira tratamento (FISHER, LEPPIK, 2008; FISHER et al.,
2014).

Ademais, pacientes, cuidadores e profissionais de salde tem questionado se seria
adequado considerar portador de epilepsia o individuo com uma sindrome epiléptica idade
dependente que tenha superado a faixa etaria aplicavel (caso da epilepsia infantil com crises
generalizadas tipo auséncia tipica) ou o individuo que permanece livre de crises apds anos sem
usar medicamentos antiepilépticos. Em realidade, alguns individuos adultos tidos como saos
esquecem-se de seu historico de crises epilépticas na infancia. Apesar disto, a defini¢do vigente
até 2013 ndo admitia o conceito de que o paciente pudesse superar a epilepsia.

Considerando tais questdes irresolvidas, evidenciou-se a necessidade de uma definigédo
gue harmonizasse 0 gque pensam os clinicos, os cuidadores e 0s pacientes e se sobrepusesse com
outras considera¢6es individuais na tentativa de auxiliar a tomada de decis@es terapéuticas. A
ILAE encarregou uma Forga-Tarefa de formular uma definicdo operacional de epilepsia para
propositos de diagndstico clinico. A proposta foi aprovada em assembleia como posicédo da
ILAE em dezembro de 2013 e publicada no ano seguinte (FISHER et al., 2014).

1.1.4.4 Definicédo Operacional (clinica) de Epilepsia

A epilepsia existe em um individuo que teve uma crise epiléptica e cujo cérebro, por
uma razdo qualquer, demonstra uma tendéncia patolégica duradoura de ter convulsbes
recorrentes. Esta tendéncia pode ser imaginada como um rebaixamento patoldgico do limiar de
crise epiléptica quando comparado a pessoas sem a condi¢do. Uma crise epiléptica provocada
por um fator transitorio atuando em um cérebro que de outra maneira seria normal e baixando

temporariamente o limiar ndo conta para diagndstico de epilepsia (FISHER et al., 2014).
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O termo “crise epiléptica provocada” pode ser considerada como sindnimo de “crise
epiléptica reativa” ou “crise aguda sintomatica”. Uma crise epiléptica apés uma concussio,
durante febre, ou em associacdo com retirada de alcool, exemplificam crises provocadas que
ndo implicam diagndstico de epilepsia. A etiologia ndo deve ser confundida com fatores
provocantes e algumas etiologias irdo produzir uma tendéncia duradoura a ter convulsfes. Um
tumor cerebral, por exemplo, pode causar uma crise epiléptica, mas ndo como insulto transitério
(FISHER et al., 2014).

A condicao de crises reflexas recorrentes, “provocadas”, por exemplo em resposta a
estimulo fético, representa crises epilépticas que sdo agora classificadas como epilepsia. O
termo ‘“ndo-provocado” implica auséncia de um fator temporario ou reversivel baixando o
limiar e produzidno uma convulsdo que ¢ um ponto temporal. O termo “nao-provocado” ¢, no
entanto, impreciso porque nunca se pode ter certeza de que ndo houve fator provocador. Por
outro lado, a identificacdo de um fator provocador ndo necessariamente contradiz a presenca de
uma anormalidade epileptogénica. Em individuos com uma predisposi¢do duradoura a ter crises
epilépticas, uma provocacdo borderline pode desencadear uma crise, enquanto que em
individuos ndo-predispostos, ndo. Assim, reconhecem-se os limites imprecisos do conceito de
crises “provocadas” e “ndo-provocadas” (FISHER et al., 2014).

Por outro lado, um paciente pode apresentar uma Unica crise nao-provocada apds um
insulto remoto ao encéfalo como um acidente vascular encefalico (AVE), infeccéo do sistema
nervoso central (SNC) ou trauma cranioencefalico (TCE). Um paciente com tais insultos ao
encéfalo tem um risco de uma segunda crise ndo provocada comparavel ao risco de mais crises
apos 2 crises ndo-provocadas. Ap6s uma crise ndo-provocada, 0 risco de outra crise ndo-
provocada (i.e. risco de recorréncia) € de 40-50% em 5 anos conforme um estudo multicéntrico
no Reino Unido sobre a evolucdo precoce de epilepsias e crises epilépticas Unicas (estudo
MESS). Com 2 crises epilépticas ndo provocadas ndo febris, a chance de outra crise em 4 anos
é de 75% com um intervalo de confianca (IC) de 95% de 59-87%, aqui retratado como 60-90%.
Escolher um determinado limiar de risco pode ser demasiadamente rigoroso e excludente, mas
para efeito de comparagdo, um limiar de 60% excede o risco de recorréncia de
aproximadamente 50% em 5 anos. Note-se que o risco de recorréncia é uma funcéo do tempo,
de modo que quanto maior o tempo decorrido desde a Ultima crise, menor ¢ a probabilidade de
recorréncia (FISHER et al., 2014).

Oquadro 3, item 2, define uma via alternativa para diagnostico de epilepsia. O seu

intento € harmonizar entre circunstancias para 0s quais alguns neurologistas e alguns
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epileptologistas manejam seus pacientes conforme se considera que a epilepsia esta presente
ap6s uma Unica crise ndo-provocada, devido ao alto risco de recorréncia. Tais exemplos
incluem pacientes com uma Unica crise pelo menos um més apo6s um AVE, ou uma crianga com
uma Unica crise associada com uma etiologia estrutural ou sintomatica e um estudo de
eletroencefalograma epileptiforme. Outro exemplo é um paciente que, ap6s uma tnica crise ndo
provocada, tem feito o diagnostico de uma sindrome epiléptica associada com alteracdo

persistente do limiar.

Quadro 3. Definicao operacional (préatica) de epilepsia

Epilepsia ¢ uma doenca do cérebro definida por umas das seguintes condicoes:
1. Pelo menos duas crise ndo provocada (ou reflexa) em um intervalo >24h (definicéo
vigente até 2013)
2. Uma crise ndo provocada (ou reflexa) com probabilidade de recorréncia de pelo
3. menos 60% nos proximos 10 anos (equivalente ao risco de recorréncia apos 2 crises
ndo-provocadas)
4. Diagnostico de uma sindrome epiléptica

A epilepsia é considerada “resolvida” nas seguintes condicoes:
1. Sindrome epiléptica idade dependente que superaram a idade aplicavel
2. Auséncia de crises por 10 anos, sendo os Ultimos 5 sem medicacdo antiepiléptica
Fonte: Fisher et al., 2014

Uma epilepsia pode apresentar-se inicialmente como status epilepticus (SE), mas
este per se ndo implica epilepsia (FISHER et al., 2014). Os riscos de recorréncia ndo sao
conhecidos para a maioria dos casos individuais. No entanto, se o clinico pondera que a lesdo
gerou uma predisposi¢do duradoura a crises ndo-provocadas com um risco de ecorréncia
comparavel ao de um paciente com duas crises epilépticas ndo-provocadas, entdo considera-se
a pessoa portadora de epilepsia

A definicdo revisada ndo incumbe o clinico de especificar o risco de recorréncia em uma
circunstancia particular. Na auséncia de informagdo clara sobre o risco de recorréncia, ou
mesmo da disponibilidade de tal informacdo, a definicdo default de epilepsia surge a segunda
crise ndo-provocada. Por outro lado, se a informacao disponivel indica um risco de uma segunda
crise que excede 0 60% a partir do qual se considera epilepsia, entdo aplica-se a nova definigéo

e a epilepsia pode ser considerada.

1.1.4.4.1 “Epilepsia resolvida”: um novo conceito
Um individuo que tem estado livre de crises de auséncia infantis ou um individuo com

epilepsia de lobo temporal mesial (ELT) que tem estado livre crises por 10 anos apés a
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resseccdo de sua esclerose hipocampal, ambos sem medicacdo, devem ser considerados
portadores de epilepsia? A auséncia de crises epilépticas por longos intervalos de tempo pode
resultar de uma das muitas circunstancias e tratamentos subjacentes. Uma tendéncia anormal a
ter crises ndo-provocadas pode persistir embora as crises em si estejam controladas pela terapia.
Com efeito, criancas podem superar epilepsias, como a epilepsia benigna com espiculas centro-
temporais (benign epilepsy with centro-temporal spikes - BECTS) e algumas pessoas podem
ficar  permanentemente  livres de  crises apds  tratamento como  uma
amigdalocorticohipocampectomia ou exérese de um foco cortical, por exemplo (FISHER et al.,
2014).

A Forca-Tarefa buscou uma definicdo que pudesse abranger tais casos. A literatura
médica usa o termo “remissdo” implicando a suspensdo de sinais e sintomas de uma doenca,
mas o termo ndo é bem entendido pelo publico, e remissdo ndo implica auséncia da doenca ou
sua cura. O termo cura significa um risco de futuras convulsdes ndo maior que a linha de base
da populacdo s, entretanto ap6s o historico pessoal de epilepsia, tal nivel de risco nunca é
atingido. E o termo também ndo significa que as crises ndo voltardo. Assim, a forca-tarefa
adotou o termo “epilepsia resolvida”.

O risco de recorréncia depende do tipo de epilepsia, idade, sindrome, etilogia,
tratamento e muitos outros fatores. Por exemplo a epilepsia miocl6nica juvenil (EMJ) é
conhecida por um elevado risco de convulsfes por varias décadas. Lesdes cerebrais estruturais,
como malformacdes do desenvolvimento cortical podem elevar o risco de crises epilépticas a
longo prazo. Crises podem recorrer em intervalos variaveis ap0s remissao por resseccao de um
foco epileptogénico, como uma malformagdo cavernosa. Por exemplo, um estudo de 347
criancas chegando a pelo menos 5 anos de “remissdo completa” sem uso de farmacos
antiepilépticos identificou recaidas tardias em 6% das criancas, uma delas recaindo 8 anos
depois da primeira crise. Nao estdo disponiveis dados dos que recorreram ap6s 10 anos livres
de crises, mas o numero deve ser <6% (BERG, TESTA, LEVY, 2011). Apds a cirurgia do lobo
temporal, 54,2% dois pacientes recaem em 6 meses e 1,9% recaem 4 anos apos a cirurgia, sendo
gue destes apenas 0,6% recaem no ultimo ano de seguimento (GOELLNER et al., 2013).

O risco de recorréncia apds crises ndo-provocadas decai em funcdo do tempo, embora o
risco possa nunca atingir o mesmo nivel de individuos que nunca tiveram uma crise epiléptica.
A maioria das recaidas é precoce. Apds uma crise ndo-provocada, 80-90% dos quais tiveram
uma segunda crise, recorrem em 2 anos. Em um estudo, apds uma crise ndo-provocada, crises

ocorrem em 4 anos, mas ndo nos seguintes 3 anos, sugerindo que o risco pode ser baixo, embora
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nédo nulo. O National General Practice Study of Epilepsy no Reino Unido identificou um risco
de recorréncia de 44% 3 anos ap6s um periodo de 6 meses livre de crises, 32% apds 12 meses
e 17% apds 18 meses. Nao existem dados adequados sobre o risco de recorréncia apos estar-se
livre de crises sem medicacgdes por periodos extensos de tempo. Recaidas tardias séo raras apos
5 anos. Cerca de 10 anos sem medicamentos antiepilépticos, o risco de recorréncia anual €
provavelmente muito baixo (FISHER et al., 2014).

Em todo caso, os clinicos terdo de individualizar a determinacéo de se a epilepsia esta
ou ndo “resolvida” para cada individuo que permanece livre de crises por 10 anos, sem
antiepilépticos pelos dltimos 5 anos (FISHER, 2014; MATHERN, BENINSIG, NEHLIG,
2014).

1.1.4.4.2 Consequéncias da nova definicdo operacional

O diagnostico de epilepsia apds uma Unica crise ndo provocada quando ha alto risco de
recorréncia pode ou ndo levar a deciséo de iniciar o tratamento. No entanto, a decisdo de tratar
se distingue do diagndstico e deve ser individualizada dependendo dos desejos do paciente, da
razdo risco/beneficio individual e das opcdes disponiveis. O clinico deve ponderar a
possibilidade de evitar uma segunda crise com 0s riscos inerentes aos efeitos adversos dos
medicamentos e seu custo para os pacientes. Para aclarar, o diagnostico de epilepsia e a decisdo
de tratar sdo questdes relacionadas, mas distintas. Muitos epileptologistas tratam por um certo
tempo ap6s uma crise aguda sintomatica (e.g.: por encefalite herpética), o que ndo implica
epilepsia. Em contraste, pacientes com crises leves, ou a intervalos muito longos podem néao
ser tratados mesmo quando o diagnéstico de epilepsia ndo esta em questdo (FISHER et al.,
2014; PERUCCA, 2014; MATHERN, BENINSIG, NEHLIG, 2014).

Do ponto de vista do paciente, a epilepsia € associada com estigma social e repercussdes
psicoldgicas, sociais, cognitivas e econdémicas importantes que foram agregadas a definicdo
operacional de epilepsia. A nova definicdo pode melhorar desfechos ao sensibilizar os clinicos
para a necessidade de dar maior consideracdo ao risco de recorréncia apds uma crise néo-
provocada Unica e da mais conforto aos clinicos para iniciarem o tratamento antiepiléptico em
tais casos. Uma definicdo pratica permitindo diagnostico precoce sera especialmente Util para
a prevencdo de riscos de lesdo fisica ou consequéncias sociais desnecessarias resultantes de
crises recorrentes em pacientes considerados com alto risco de recorréncia. A definicéo revisada

também prové uma oportunidade expandida para intervencdes modificadoras de doenga que
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podem prevenir a progressdo da epilepsia e o inicio de comorbidades (FISHER et al., 2014;
HAUSER, 2014).

O diagnostico correto de epilepsia em pessoas que ndo tem este diagnostico feito
previamente pode ter consequéncias negativas e positivas. Consequéncias econdmicas podem
incluir o reembolso do custo das medicagdes por um servi¢o de salde publica que, de outro
modo, seriam custeados pelo paciente. Por outro lado, muitas pessoas com epilepsia podem ter
tem dificuldade de obter autossuficiéncia pessoal e financeira. O estigma pode afetar algumas
pessoas que anteriormente ndo eram consideradas portadoras de epilepsia, com consequéncias
tais como a perda da acessibilidade a educacdo ou trabalho e restricdo quanto a conseguir
relacdo afetiva estavel. Permitir que a epilepsia possa ser declarada “resolvida” pode aliviar o
estigma sobre pessoas que passarem a ndo mais serem consideradas portadoras de sinais e
sintomas de epilepsia. Consequéncias positivas econdmicas e de salde poderdo advir quando
diagndsticos mais acurados resultarem em tratamentos preventivos e modificadores de doenga
antes de uma segunda crise (PERUCCA, 2014); (informag&o verbal)?.

Pessoas com epilepsias reflexas eram desfavorecidos pela exigéncia de que a crise
epiléptica ndo é ndo-provocada; e a inclusdo das epilepsias reflexas na definicdo operacional
traz estes individuos ao grupo dos portadores de epilepsia (FISHER et al., 2014; HAUSER,
2014).

A definicdo operacional revisada foi concebida para diagnostico clinico, e pode néo ser
apropriada para todos os estudos de pesquisa. Diversas defini¢cbes operacionais serdo usadas
dependendo de propdsitos especificos e comparagcfes podem ainda ser feitas usando a antiga
defini¢do de “duas crises epilépticas ndo-provocadas”. Os investigadores deverdo explicitar
qual definicdo usaram em qualquer estudo ou publicacéo (FISHER, 2014; FISHER et al., 2014;
MATHERN, BENINSIG, NEHLIG, 2014).

Uma definicdo revisada tem implicacGes para a legislagédo e para a economia dos
sistemas de saude. Regulacdes afetando atividades da vida individual, como restri¢des ao direito
de conduzir veiculos automotores relacionam-se mais a frequéncia das crises ou ao seu risco de
recorréncia que ao diagnostico de epilepsia em si. Em alguns paises o diagnostico de epilepsia
em si limita o periodo de validade de uma permissao para conduzir ou o tipo de permissao que
pode ser obtida. As diretrizes sobre a participagdo em certos esportes devem estipular restricoes
para pessoas com diagnostico de epilepsia, independentemente do histérico de crises.

3 Informacédo verbal: palestra de Alicia Bogacz, M.D., na 9th Latin-American Summer School on Epilepsy, Sdo
Paulo, 22/02/2015.
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Beneficios sociais e ajuda financeira podem também ser afetados pelo rétulo diagnostico. Para
a extensdo em que uma definicéo revisada pode afetar o nimero de pessoas com epilepsia, deve
haver repercussdes para o individuo e para a sociedade. Custos sociais ndo necessariamente
serdo altos, entretanto, particularmente se o novo diagnostico operacional codifica a atual
abordagem dos epileptologistas e leva a um manejo melhorado de individuos que sdo mais
provaveis ou menos provaveis de ter futuras crises (FISHER et al., 2014; HAUSER, 2014).

1.1.4.5 Classificacdo Operacional de Crises: em fase de elaboracéo

Encontra-se em discusdo pela Comisséo de Nomenclatura e Classificagdo da ILAE o
manuscrito da Classificacdo de Crises de 2016 (Quadro 4), primeira revisdo da Classificacéo
de Crises desde 2010. Entre as principais modifica¢des introduzidas estdo: 1) substituicdo dos
termos “simples” e “complexa’ qualificativos das crises focais pelos termos indicadores de grau
de prejuizo da consciéncia “vigil - consciéncia prejudicada - consciéncia ignorada”; 2)
substituicdo do termo “tonico-clonica secundariamente generalizada” por “tonico-clénica
bilateral” 3) reconhecimento de que as crises generalizadas ndo necessariamente sao
bilateralmente simétricas 4) inclusdo da categoria “ndo classificada em outra parte”; 5)
reconhecimento dos novos tipos de crises. Foram mantidas inovagdes introduzidas pela
Classificacdo de 2010 como a substituicdo dos termos “parcial” por “focal” e a criacdo da
categoria “ignorada” em alternativa a “focal” e “generalizada”. Uma sessdo no site da ILAE

(http://www.ilae.org/Visitors/Centre/Class-Seizure.cfm) esteve aberta a comentarios publicos por 2

meses até o dia 04/06/2016. O Documento em sua forma definitiva devera ser publicado nos
préximos meses, sem detrimento de sua revisao continua nos anos seguintes na medida em que

se agreguem novos dados de investigacao clinica e basica.
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Quadro 4: Representacdo sumaria da Classificacdo Operacional de Crises Epilépticas
proposta pela International League Against Epilepsy

FOCAL GENERALIZADA INICIO
Motora Motora DESCONHECIDO
tonica tonico-clonica
atonica tonica Motora
::T;g:]ci:%mca atbnica Egn:gg-clomca
espasmos epilépticos m!oclgn!ca A clénica
- miocldnico-atdnica A
hipermotora . aténica
N&o-motora clgn!ca A A espasmos epilépticos
senséria clonlca-tonlc_o,-clc_)nlca
cognitiva espasmos epilépticos x
emocional Auséncia Nao-Motora
autonémica tipica _
— atipica Vigil
Vigil _ _ miocldnica Consciéncia prejudicada
Consciéncia prejudicada com mioclonia palpebral || Consciéncia desconhecida
Consciéncia desconhecida

Toénico-clonica bilateral
secundaria

NAO CLASSIFICADA

Fonte: em fase de elaboragdo*

1.1.4.6 Resolucdo sobre epilepsia da 682 Assembleia Geral da Organizacdo Mundial de
Saude: da campanha mundial de 1997 ao pacto de 2015

Em 26 de maio de 2015, na 682 assembleia geral da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), foi aprovada por unimidade a Resulucdo intitulada “O 6nus global da epilepsia e a
necessidade de acdo coordenada a nivel nacional para solucionar suas consequéncias sanitarias,
sociais e publicas” que recomenda aos Estados membros da OMS a implantagdo de agdes
coordenadas contra a epilepsia como parte integrante das politicas nacionais de salde. Esta
Resolugdo ¢ uma consequéncia historica da campanha mundial “Tirando e epilepsia das
sombras” lancada pela OMS em parceria com a ILAE e o IBE (International Bureau of
Epilepsy) em 1997. A Resolugdo vem a “catalizar” a unido de esfor¢cos com outras sociedades
profissionais, como a WFN (World Federation of Neurology) pela meta comum de acgdes
concretas contra a doengca (COVANIS et al., 2015). Vale ressaltar que o Brasil, através de sua
representacdo na Assembleia da OMS, foi signatario da citada resolugdo. Assim, espera-se que

no futuro préximo venham a ser implantadas estratégias de enfrentamento da epilepsia nos trés

4 Em fase de elaboracdo: Classificacdo Operacional de Crises Epilépticas pela Comissdo de Nomenclatura e
Classificacdo da ILAE, a ser publicada no periédico Epilepsia
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niveis do sistema publico de satde no Pais tal como j& ocorreu anteriormente com o0s programas
de hipertensdo, diabetes, tuberculose e hanseniase.

As recomendac0es feitas aso Estados membros (COVANIS et al., 2015) séo:
1) reforcar liderancas e governancas efetivas por politicas de satde geral, saide mental e de
doencas ndo transmissiveis que incluam a consideracdo das necessidades das pessoas com
epilepsia e disponibilizem os recursos financeiros e humanos identificados conforme necessario
para implantar planos e a¢des baseados em evidéncias;
2) introduzir e implantar, quando necessario e em acordo com as normas de direitos humanos
internacionais nacionais, planos de salde nacionais de acdo para 0 manejo da epilepsia
objetivando a superacdo das iniquidades e desigualdades socias, sanitarias e em outros servi¢os
relacionados, com atencdo especial a pessoas com epilepsia vivendo em condicGes de
vulnerabilidade tais como aquelas que habitam areas remotas ou pobres, incluindo o reforco
dos servicos de saude publicos e o treinamento de recursos humanos com técnicas apropriadas;
3) integrar 0 manejo da epilepsia, incluido os cuidados de saude e sociais, particularmente em
servigcos baseados na comunidade, no contexto da cobertura universal de satde incluindo
reabilitacdo baseada em comunidade, cuidados priméarios em salde, quando apropriado, no
intento de reduzir o retardo de tratamento da epilepsia pelo treinamento de cuidadores nédo
especializados para fornecer a estes conhecimentos basicos sobre 0 manejo da epilepsia tais
como as modalidades de diagnostico, tratamento e seguimento tanto quanto possivel praticaveis
nos estabelecimentos de atencdo primaria, bem como pelo empoderamento das pessoas com
epilepsia e de seus cuidadores para 0 maior uso de programas de autocuidado e de cuidados
domiciliares e pelo asseguramento de um sistema de referenciamento forte e funcionante e pelo
reforgo dos sistemas de informac&o e de vigilancia em salde para a coleta, registro, analise e
avaliacdo rotineiras das tendéncias do manejo da epilepsia;
4) Financiar o estabelecimento e a implantacdo de estratégias de manejo da epilepsia,
particularmente aumentar o acesso a e promover a viabilidade financeira de medicamentos
antiepilépticos seguros, efetivos e de qualidade assegurada e incluir antiepilépticos essenciais
nas listas de medicamentos essenciais;
5) assegurar a conscientizagdo e a educacao sobre epilepsia em particular nas escolas primarias
e secundarias no intento de ajudar a reduzir os falsos conceitos, a estigmatizacdo e
discriminacdo acerca das pessoas com epilepsia e suas familias;
6) promover agdes de prevencao das causas evitaveis de epilepsia usando intervengdes baseadas

em evidéncia dentro do setor de salide e em outros setores;
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7) aumentar investimentos na pesquisa da epilepsia;
8) engajar a sociedade civil e outros parceiros nas agoes referidas nos itens 1-7.

1.2 Modelagem de crises epilépticas in vivo para estudo da ictogénese na pesquisa e
desenvolvimento de farmacos com atividade antiepiléptica

Até a observacdo de Merrit e Putnam (1938) de que a inibigdo da extensdo maxima dos
membros posteriores do rato no modelo do eletrochoque méaximo (ECM) tem alto valor
preditivo para eficacia clinica contra crises generalizadas ténico-clénicas, os unicos farmacos
antiepilépticos eficazes eram os barbituratos, completamente ineficazes em outros tipos de crise
como as de auséncia (os barbituratos, como as benzodiazepinas, inclusive aumentam a
frequéncia e duracdo deste tipo de crise); com efeito aqueles pesquisadores descobriram a
atividade antiepiléptica da fenitoina, um analogo dos barbituratos com baixa poténcia sedativa,
desmistificando a no¢do dogmatica, entdo vigente, de que a efetividade anticonvulsivante era
diretamente proporcional & poténcia sedativa e inaugurando, assim, uma era de menos
empirismo no desenvolvimento de FAE (MCNAMARA, 2012).

Apesar do desenvolvimento exitoso de varios novos farmacos antiepilépticos (FAE) nas
ultimas duas décadas (e.g.: levetiracetam, brevetiracetam, eslicarbazepina, topiramato,
pregabalina, gabapentina, tiagabina, vigabatrina, retigabina, perampanel, lamotrigina,
lacosamida), a pesquisa de novas terapias com melhores eficécia e tolerabilidade persiste como
meta importante (LOSCHER, 2011). As investigacdes em modelos animais de crise epiléptica
e epilepsias tem sido insubstituiveis para estabelecer a eficacia e a seguranca de novos
compostos anticonvulsivantes antes que sejam testados em pacientes (investigacao pré-clinica)
(WHITE et al., 2006; LOSCHER, 2011).

Na descoberta de FAE, os modelos animais podem ter varios propositos (Quadro 5):

Quadro 5: Papeis dos modelos animais no desenvolvimento de farmacos antiepilépticos

Descoberta de novos FAE
Caracterizacdo do espectro de atividade antiepiléptica de novos FAE
Modelos de crises epilépticas farmacoresistentes
Averiguar se a eficacia varia no tratamento crénico
Comparacdo de efeitos adversos de novos FAE em animais com e sem epilepsia
Estimacéo da faixa concentracdo plasmatica terapéutica para os primeiros testes pre-clinicos
Descoberta de estratégias modificadoras de doenga (antiepileptogénese)
Fonte: Ldscher, 2011

Nem todos os modelos de crise epiléptica ou de epilepsia se prestam aos 0s propositos
acima. Ademais, a intencdo do experimento é essencial para a selecdo do modelo animal
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adequado. Por exemplo, o modelo de crises epilépticas por eletrochoque méximo (ECM)
permite a testagem de grandes numeros de compostos diversos em um espaco de tempo curto e
com um custo relativamente baixo, sendo mais adequado para este fim do que modelos de
epilepsia (e.g.: pds-status epilepticus por pilocarpina, por Li*-pilocarpina, por acido cainico e
por abrasamentos quimico e elétrico ou ainda modelos genéticos).

A absoluta maioria dos modelos usados em pesquisa sdo muito mais modelos de crises
epilépticas do que modelos de epilepsia propriamente dita. Dado que a epilepsia € caracterizada
por uma predisposicdo a crises epilépticas espontaneas e recorrentes, um teste em que a crise
epiléptica é gerada por uma descarga elétrica ou por um quimioconvulsivante em um animal
ndo epiléptico ndo pode, portanto, ser representativa de epilepsia. Por outro lado, hd modelos
de epilepsia genéticos em animais de linhagem endogamica selecionada para fendtipos
epilépticos (e.g.: KM, WAR, GEPR-9, GEPR-3, GAERS, DBA/2, GASH:Sal) ou em animais
transgénicos, knockouts ou mutantes (e.g.: camundongo myk) que claramente aproximam-se
mais das epilepsias humanas que modelos com epileptogénese induzida por manipulacéo
farmacoldgica, como os modelos de epilepsia pos-status epilepticus da pilocarpina e do acido
cainico. Infelizmente os pesquisadores frequentemente ndo estdo advertidos das
diferencas entre modelos de crise epiléptica e modelos de epilepsia, embora esta distin¢édo
seja importante na interpretacdo de dados obtidos em tais modelos (LOSCHER, 2011).

Por exemplo, quando se usa a pilocarpina (ou acido cainico) como quimioconvulsivante
agudamente, tem-se um guimioconvulsivante como outro qualquer (como PTZ, bicuculina,
picrotoxina, alcaldides ou metilxantinas) no senso de que se trata tdo somente de um modelo de
crise convulsiva generalizada (de origem focal, com consciéncia prejudicada, secundariamente
generalizada, no caso da pilocarpina e do cainato) ou modelo de SE, e dever-se-ia referi-la como
tal, e ndo como modelo de ELT. Do contrario, ao relacionar pilocarpina com ELT,
necessariamente dever-se-ia referir as crises espontaneas recorrentes que acometem os animais
(cronicamente, apos o periodo “silencioso”, sem crises, que dura em média 15 dias, variando
de 4 a 44 dias) (informagc&o verbal)® ap6s a cessdo do SE induzido pelo quimioconvulsivante.

Diversos modelos de epilepsias e de crises epilépticas tem sido descritos e podem
enquadrar-se em diversas categorias ex.: modelos com crises espontaneas versus modelos com
crises induzidas eletricamente ou quimicamente, modelos de crises recorrentes versus crises

unicas (crénicos versus agudos), modelos com crises parciais versus crises generalizadas,

5> Informagéo verbal: Fllvio Alexandre Scorza, M.Sc., Ph.D., na 9th Latin American Summer School on
Epilepsy, Séo Paulo, 01/03/2015
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modelos com crises convulsivas versus crises ndo-convulsivas, modelos de crises autolimitadas
versus status epilepticus, modelos para screening (testagem) de moléculas com atividade
antiepiléptica versus modelos para testagem mais avancada de eficacia contra tipos especificos
de crise, modelos relacionados a mecanismo conhecido versus modelos sem mecanismo

especifico ou conhecido, modelos de estimulo limiar versus estimulo supra-limiar (Figura 1).

Figura 1 — Sinopse de modelos in vivo de crises epilépticas e epilepsias

Modelos in vivo de epilepsias e crises epilépticas

‘ ‘ Agudamente induzidas
com descargas audiogénicos (ex.: ¥ ¥
espontaneas ratos GEPR e WAR,; o ox. PTZ
tipo espicula- camundongo DBA/2; ECM ilolc-ar in1a
onda (ex.: hamster GASH:Sal) | P pina,
ratos GAERS: ECmin | Cainato, IGHB,
’ fotomioclonicos penicilina,
camundongos . . .
tottering% (ex.: babuino Papio flurotil, 4-AP
e yinn- papio; frangos - - :
letargico; Cronicamente induzidas
camundongos ¥
transgénicos e
knockout; ex.: abrasamento (kindling)
cdo labrador elétrico ou quimico

Modelos genéticos Crises epilépticas induzidas em animais
¥ ¥ saudaveis
Animais Animais ‘ - ‘
com crises susceptiveis a Eletricamente Quimicamente
espontaneas crises reflexas induzidas induzidas
recorrentes ‘ ‘

Modelos com crises espontaneas pos-SE

¥ ¥
SE eletricamente SE quimicamente
induzido, ex.: ABL, induzido, ex.:
via perfurante pilocarpina, cainato

Genetic absence epilepsy rat from Strasbourg (GAERS); genetically epilepsy-prone rat (GEPR); Wistar audiogenic
rat (WAR); diluted brown non-agouti 2 (DBA/2); genetic audiogenic seizure hamster from Salamanca
(GASH:Sal); eletrochoque maximo (ECM); eletrochoque minimo de 6-Hz (ECmn); pentilenotetrazol (PTZ); gama-
hidroxi butirato (GHB); 4-aminopiridina (4-AP); status epilepticus (SE); amigdala basolateral (ABL)

Fonte: Modificado de Ldscher, 2011
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Tendo em vista que o valor preditivo dos modelos baseia em grande parte a pesquisa
pré-clinica e que a efetividade para tipos especificos de crise epiléptica ou de epilepsia norteia
a escolha clinica de um FAE, os modelos in vivo sdo sumarizados conforme seu valor preditivo

na Figura 2.

Figura 2 - Modelos in vivo de crises epilépticas e epilepsias conforme as sindromes clinicas
que recapitulam.

Modelos in vivo conforme as crises epilépticas e epilepsias que recapitulam

L 2

L 2

Crises generalizadas

Crises parciais

L 2 L 2 L 2 L 2
Generalizadas Generalizadas Eletricamente Quimicamente
tonico-clonicas nédo convulsivas induzidas induzidas

) . $ $

ex.. PTZ ex.. PTZ Agudamente induzidas
80 mg/Kg, 35 mg/Kg, ¥
ECM, cainato, GHB,
pilocarpina penicilina, ex.: ECmin
GEPR, WAR, GAERS,
G,I:A)Elle éél, tottering Cronicamente induzidas
gerbilos ¥

ex.: abrasamento
elétrico ou quimico

Modelos com crises espontaneas pos-SE

L 2 L 2

SE eletricamente SE quimicamente
induzido, ex.: ABL, induzido, ex.:
via perfurante cainato, pilocarpina

Pentilenotetrazol (PTZ); eletrochoque méaximo (ECM); genetically epilepsy-prone rat (GEPR); Wistar audiogenic
rat (WAR); camundongo diluted brown non-agouti 2 (DBA/2); genetic audiogenic seizure hamster from
Salamanca (GASH:Sal); gama-hidroxi butirato (GHB); genetic absence epilepsy rat from Strasbourg (GAERS);
eletrochoque minimo de 6-Hz (ECmin); status epilepticus (SE); amigdala basolateral (ABL)

Fonte: Modificado de Ldscher, 2011

No ambito do rastreamento em massa de moléculas com atividade antiepiléptica
verifica-se uma crescente retomada de interesse pelo uso de sistemas bioldgicos evolutivamente
menos complexos no intuito etico de evitar manipulacdes desconfortaveis e supérfluas em
modelos mamiferos reservando-os para estudos de caracterizacdo complementar a posteriori
(RAMAKRISHNAN et al.,, 2013; CUNLIFFE et al.,, 2015). Isto foi prenunciado por
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pesquisadores como Guido Palladini ¢. 1960, embora merecendo pouca repercussdo aquela
época. Tal tendéncia cria a necessidade de validagéo de alvos farmacoldgicos e de equivalentes
epilépticos em sistemas biologicos simples como cultivos celulares, sarcodineos de vida livre,
platelmintos e cnidarios.

Para a descoberta de farmacos com atividade antiepiléptica, que depende da testagem
de grandes numeros de compostos distintos, os modelos devem ser faceis de executar, e ainda
tempo- e custo-efetivos, além de ter valor preditivo de atividade clinica. Isso explica porque
ECM e o pentilenotetrazol (PTZ) desenvolvidos ha cerca de 70 anos permanecem como 0S
modelos animais de crise epiléptica mais usados no desenvolvimento de FAE (LOSCHER,
2011).

No ECM, as convulsdes ténico-clonicas sdo induzidas por aplicacdo transcorneal ou,
menos frequentemente, transauricular de um estimulo elétrico de curta duracéo (0,2 segundos)
supralimiar (50 mA em camundongos ou 150 mA em ratos). Neste modelo, o endpoint
convulsivo é a extensdo ténica dos membros posteriores do animal (LOSCHER, 2011), isto &,
estadio 8 na escala Jobe (crise tobnico-clonica maxima expressa por perda do reflexo de
endireitamento, flexdo do segmento cefalico sobre o tronco, tono anterior do tronco
(prostdtono) e extensdo méaxima dos quatro membros) (Tabela 13). A inibigdo deste fenbmeno
por um dado farmaco € altamente preditiva da efetividade do mesmo em inibir crises tonico-
clénicas em humanos (VELISEK, 2006; MCNAMARA, 2012). Ademais, foi alegada a
validade preditiva deste modelo para crises focais. No entanto a falta de efetividade anti-ECM
de véarios novos FAE (levetiracetam, tiagabina, vigabatrina) os quais tem comprovada
efetividade clinica em crises focais contraria de maneira contundente esta alegacdo. Assim,
modelos de crise focal devem ser incluidos em estagios secundarios de triagem pré-clinica de
FAE.

No PTZ subcutaneo, a dose de PTZ capaz de induzir uma crise clénica de pelo menos
5 segundos em 97% dos animais (DEg7) € injetada subcutaneamente e o aparecimento de
convulsdes é usualmente observado dentro de um periodo de 30 minutos. Pensa-se que este
teste tem valor preditivo para crises tipo auséncia e tipo mioclénico. No entanto, varios FAE
com atividade contra estes tipos de crise na clinica foram inefetivos no modelo do PTZ. Assim,
necessitam-se modelos de crises mioclonicas e de auséncia, incluindo cepas mutantes com
crises espontaneas, para uma correta predicdo da eficacia de candidatos a FAE contra estes tipos
de crise (LOSCHER, 2011).
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Inquestionavelmente testar substancias nestes modelos resultou na identificagéo de
muitos compostos efetivos contra epilepsias e crises epilépticas. No entanto, esta abordagem
tem sido menos util na descoberta de drogas para tratar outros certos tipos de crise,
particularmente as focais, mioclonicas e atonicas. Isto se relaciona com o fato de estes dois
modelos terem como substratos moleculares principais os canais de sddio e de célcio operados
por voltagem e canais de cloreto operados por ligante, resultando na selecdo de moléculas que
tem tais substratos por alvo farmacoldgico e que possuem caracteristicas quimicas
inevitavelmente similares aquelas dos antiepilépticos classicos também triados pelos mesmos
ensaios. Com efeito, as epilepsias associadas com crises de tipo focal ou atbnico sdo
frequentemente refratarias. E provavel que muitos compostos que podem ser excelentes para
prevenir eventos ictais focais e atonicos tenham sido descartados por nao exibirem eficacia
nestes modelos corriqueiros de crise toénico-clénica e de auséncia (ENGEL JR;
SCHWARTZKROIN, 2006; SCHWARTZKROIN; ENGEL, 2006).

A despeito do desenvolvimento de varios novos FAE nos altimos 20 anos, a evidéncia
atual indica que a eficécia do tratamento farmacologico das epilepsias ndo foi afetada por tais
descobertas e o0 pobre controle das crises continua a acometer expressivos 30-40% das pessoas
com epilepsia. Assim, ha a necessidade de incorporar modelos de epilepsias e crises epilépticas
refratarias as estratégias de desenvolvimento de FAEs. Esta ideia ndo é nova, no entanto tem
sido negligenciada durante décadas (BAULAC; PITKANEN, 2009).

Baseado na definicdo de farmacoresisténcia em pacientes com epilepsia, o termo pode
ser aplicado no contexto de modelos animais como “atividade de crise persistente irresponsiva
ou pobremente responsiva a monoterapia com pelo menos dois FAE em dose maxima tolerada”.
Nos ultimos 20 anos tem sido desenvolvidos varios modelos que preenchem este requisito.

Um exemplo de modelo de convulsdes resistentes a FAE sdo as convulsdes
psicomotoras em camundongos (eletrochoque minimo - ECmin). Neste modelo, uma
estimulacao por pulso elétrico retangular de baixa frequéncia (usualmente 6 Hz) e curta duracéo
(0,2 milissegundos) administrada durante 3 segundos por eletrodos corneais induz convulsdes
gue sdo reminiscentes das convulsdes psicomotoras da epilepsia limbica humana. Na dose de
corrente efetiva em suscitar convulsées em 97% dos animais (DEg7) de 22 mA para
camundongos, todos os antiepilépticos bloqueiam a crise, de modo que esta dose ndo &
discriminativa de classe clinica. Entretanto quando se usam 44 mA, praticamente todos os FAES
perdem seu efeito, com excecdo do levetiracetam em alta dose, do valproato, e de anguns

farmacos de 22 geracdo como a retigabina e o brivaracetam. Baseado nestas observaces, foi
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sugerido que o ECmin pode ser Gtil como modelo custo-efetivo de crises limbicas resistentes a
farmacoterapia. Este modelo esta incluso no fluxograma de triagem e desenvolvimento de
FAEs do NIH/NINDS (Figura 3) que ¢ levado a cabo pela Universidade de Utah ( LOSCHER,
2011; MCNAMARA, 2012).

Figura 3— Arvore de decisdo para testagem de atividade antiepiléptica aplicada no projeto

de desenvolvimento de antiepilépticos do National Institutes of Health — EUA

IDENTIFICACAO
ECM e PTZ em camundongos
O

ATIVO h INATIVO _{ ECmin em camundongos

QUANTIFICAGAO M ATIVO INATIVO
DLso

DEsp anticonvulsivante
tempo de pico de efeito
dose neurotéxica DTso no rotarod

CARACTERIZACAO

abrasamento limbico ESTUDOS AVANCADOS
crises audiogénicas etc. mecanistica

— inducéo e inibicao enzimaticas
antiepileptogénese
potencial proconvulsivante etc.

Eletorchoque maximo (ECM); pentilenotetrazol (PTZ); eletrochoque minimo de 6 Hz (ECmin); dose letal 50%
(DLso); dose efetiva 50% (DEso); dose tdxica 50% (DTso).
Fonte: Adaptado de Léscher, 2011

Assim, ha grande necessidade de desenvolver novos modelos animais de tipos de
convulsdo particularmente refratarios as farmacoterapias atuais que possam ser custo-efetivos
para rastreio de substancias com potencial antiepiléptico. O desenvolvimento de modelos
baseado em marcadores substitutivos ou equivalentes de crise epiléptica devera suprir este
papel.

Uma vez estabelecida a eficdcia de um FAE investigacional usando modelos de
testagem simples como 0 ECM e o PTZ, uma bateria de testes adicionais deve ser feita a
posteriori para melhor caracterizar a atividade antiepiléptica e o espectro de agdo do composto.
O modelo mais usado com esta finalidade é o modelo de abrasamento elétrico limbico

(amigdala ou hipocampo) da ELT. Enquanto os modelos de ECM e PTZ induzem crises em
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animais sadios, o abrasamento € um modelo em que a aplicacdo de estimulo elétrico via
eletrodos profundos em estruturas limbicas induz uma susceptibilidade permanentemente alta
a crises epilépticas convulsivas além de outras alteraces neuroplasticas similares aquelas que
ocorrem na ELT em humanos. Este modelo € o Unico atualmente conhecido capaz de
predizer adequadamente a efetividade clinica contra crises parciais em pacientes e é 0
unico modelo crénico atualmente em uso na maioria dos grandes programas de descoberta de
FAEs, inclusive aquele do NIH/NINDS (Figura 3). As tentativas de substituir este dispendioso
e laborioso modelo por outros tais como abrasamento por via corneal nao tiveram sucesso
porque o valor preditor destes Gltimos n&o foi claro (LOSCHER, 2011).

E importante sublinhar que os tratamentos farmacoldgicos atualmente em uso clinico
representam terapias capazes apenas de prevenir as crises (ou seja, anti-ictogénicas) mas nao
sdo terapias modificadoras de doenca (isto é, ndo sdo capazes de prevenir a progressao de
alteracOes neuroplasticas epileptogénicas). Ultimamente a atencdo da comunidade cientifica se
tem voltado para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas com finalidade explicitamente
antiepileptogénica. A maior parte dos estudos pré-clinicos neste sentido testa combinac6es de
farmacos antiepilépticos e neuroprotetores com multiplos mecanismos distintos que,
administradas apds um insulto inicial, evitam que este ponha em marcha durante um periodo
silente (isto é, um periodo sem crises) o remodelamento pré-excitatério de redes neurais o qual
produz o persistente rebaixamento patoldgico do limiar de crise que caracteriza as epilepsias.
A translacdo clinica de tais estratégias no entanto tem resultado desapontadora até 0 momento
(BRANDT et al., 2015; KLEE et al., 2015; LOSCHER, 2015; LOSCHER, HIRSCH,
SCHMIDT, 2015).

Na esteira da recente reavaliacdo das sindromes epilépticas, um novo conceito de
encefalopatia epiléptica foi introduzido. Ele se refere a sindromes epilépticas em que
caracteristicas comportamentais e epilépticas sdo atribuidas a iterados eventos ictais mais que
a uma etiologia subjacente. Uma variedade de tais sindromes € agora reconhecida, incluindo a
sindrome de Landau-Kleffner, a epilepsia com complexos espicula-onda continuos durante o
sono de ondas lentas, a encefalopatia mioclénica precoce, a sindrome de Ohtahara, a sindrome
de Dravet, a sindrome de West, a sindorme de Lennox-Gastaut, o status mioclénico nas
encefalopatias ndo-progressivas e talvez até a ELT com esclerose temporal mesial. Para estas
sindromes, as convulsbes parecem causar deterioracdo progressiva, sugerindo que uma
intervencado terapéutica precoce e efetiva pode prevenir incapacidades severas a longo prazo.

Também aqui os modelos animais serdo essencias para o esforco de elucidar os mecanismos
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que causam a progressdo nos varios tipos de encefalopatias pilépticas, para desenhar técnicas
diagnosticas que irdo determinar quando intervir e desenvolver intervengdes terapéuticas mais
efetivas (ENGEL, 2006; ENGEL JR, SCHWARTZKROIN, 2006; SCHWARTZKROIN,
ENGEL, 2006).

Quando a classificacéo de 1981 foi aceita havia informacéo insuficiente para embasa-la
em critérios mecanisticos e anatdbmicos; e permanece ainda a questdo sobre se 0 conhecimento
atual sobre mecanismos basicos das convulsdes é suficiente para permitir uma classificacdo
mais “diagnostica”. Numa tentativa de eliminar os vieses de uma classificacdo baseada
puramente em fendmenos clinicos e eletroencefalogréaficos, as duas ultimas classificagdes
de crises da ILAE tiveram entre suas prioridades identificar eventos ictais que
representassem mecanismos fisiopatologicos e substratos anatémicos discretos, que
possam ser usados como entidades diagndsticas mais que remeter somente a designacgdes
fenomenoldgicas para proposito descritivo (ENGEL, 2001). Este intento é importante e
bem-vindo para a pesquisa animal em &reas onde a fenomenologia humana pode ser dificil
de reproduzir, mas os mecanismos fisiopatoldgicos e substratos anatémicos podem ser
efetivamente modelados e verificados.

Assim, a classificacdo atual tem em conta critérios como mecanismo fisiopatoldgico
(ex.: eletrofisiologia, redes neurais, e acdo de neurotransmissores), substratos anatdmicos,
resposta a anticonvulsivantes, padrdo eletroencefalogréafico ictal, padrdo de propagacéo,
caracteristicas pos-ictais e sindromes epilépticas associadas. Estas alteracdes deverao se fazer
acompanhar de ressonancias na pesquisa basica (ENGEL JR, SCHWARTZKROIN, 2006).

Assim mesmo € discutivel se existem — ou se podem ser criados — modelos animais que
reproduzam fielmente alguma condicdo epiléptica humana. Consequentemente, uma
abordagem para modelar a epilepsia humana é definir as partes componentes do distarbio
epiléptico e modelar cada parte individualmente. Mesmo uma Unica crise (com poucas
excecdes) consiste de uma evolucéo de eventos, cada um deles com diferentes mecanismos
e substratos anatémicos que podem ser modelados individual e independentemente. Os
fendmenos laboratoriais podem representar partes componentes de um disturbio epiléptico ou
prover informac&o sobre disturbios que tem sido referidos como epilepsia-equivalentes; e aguns
marcadores substitutivos podem servir de epilepsia-equivalentes.

Os modelos animais de epilepsia também sdo importantes para pesquisa e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas ndo farmacoldgicas (ENGEL JR,
SCHWARTZKROIN, 2006) como a estimulagdo cerebral profunda (DBS — deep brain
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stimulation), a estimula¢do magnética transcraniana (TMS —transcranial magnetic stimulation)
a estimulacdo vagal (VNS — vagus nerve stimulation) e abordagens diagndsticas de
imagenologia funcional como a tomografia por emissao de féton tnico (SPECT — single photon
emission tomography), tomografia por emissdo de pdsitrons (PET-CT- positron emission
tomography), ressonancia magnética funcional (fMRI) com definicdo dependente de
oxigenacdo sanguinea (BOLD — blood oxygenation level-dependent definition), espectroscopia
por ressonancia magnetica de voxel Unico ou mdltiplo (MRS) e ainda de algoritmos para
deteccdo automatica de crise epiléptica por monitorizacédo eletroencefalogréafica.

Os modelos animais de epilepsia e crises epilépticas tem ainda sido usados para elucidar
mecanismos neuronais da funcéo cerebral normal ou para identificar abordagens que podem
diminuir a morbidade associada, incluindo a progressdo do processo epileptogénico, distarbios
neuropsiquiatricos interictais (e.g.: depressdo, déficits de aprendizado e memoria na ELT e
retardo do desenvolvimento neuropsicomotor em criangas) (ENGEL JR, SCHWARTZKROIN,
2006; EPPS et al., 2013; KLEIN et al., 2015; MULA, SANDER, 2016).

Com provavel excecdo das crises de auséncia tipicas, cujo evento ictal é
estereotipicamente repetitivo e representa mais provavelmente um mecanismo fisipatologico
unico, a maioria absoluta dos eventos ictais se caracteriza por um padréo de evolucao que reflete
uma sequéncia de distarbios fisiopatoldgicos em escala de rede neural e no espaco extracelular
que resulta no recrutamento de estruturas adjacentes e distantes.

A depender do tipo de crise epiléptica, as fases ictais de iniciacdo, propagacéo,
manutencdo e terminacdo podem ser desmembradas e independentemente estudadas usando
modelos animais adequados. A epilepsia partialis continua, que consiste de crises epilépticas
convulsivas focais que perduram por horas ou mesmo anos, fornece uma valiosa indicagéo de
gue 0s mecanismos que podem prevenir a propagacédo da atividade ictal ndo necessariamente
serdo 0s mesmos envolvidos na terminacdo das crises. Em adi¢do, os mecanismos de
sincronismo — condicdo definidora da maioria das crises epilépticas — podem ser analisados
produzindo potenciais revela¢es sobre como interferir num processo ictal em evolucdo. A
desincronizacdo representa um processo de ocorréncia natural potencialmente envolvido na
terminacdo de atividade ictal que pode estar implicado no mecanismo de medidas terapéuticas
como a DBS e a TMS. Ademais, modelos animais de diversos tipos de crise podem determinar
por qué alguns tipos de crise param e ourtras podem evoluir como status epilepticus (ENGEL
JR, SCHWARTZKROIN, 2006).
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A pesquisa em crises epilépticas e epilepsias com modelos animais comega com a
identificacdo de perguntas clinicas relevantes — que ndo possam ser facilmente respondidas na
pesquisa clinica, mas podem ser resolvidas com o estudo de sistemas “mais simples” em que as
variaveis possam ser mantidas sob controle experiemntal. A escolha do modelo depende de
questBes de interesse, bem como dos recursos técnicos disponiveis e da expertise do
investigador. H& uma vasta gama de sujeitos experimentais (variando de sarcodineos a
primatas), preparacdes (de ovdcitos e culturas a animais intactos) e abordagens técnicas.

Os modelos animais podem ser estudados eletrofisiologicamente in vivo agudamente
(em que o animal é eutanasiado ao fim do experimento) ou cronicamente (em que 0 mesmo
animal é estudado repetidamente por longos periodos). InvestigacGes eletrofisioldgicas in vitro
podem ser praticadas em tecido normal tornado convulsivo “in l0co” ou em tecidos removidos
de animais em que as convulsdes foram induzidas. Preparacgdes in vitro podem ser agudas (fatias
de cérebro, células dissociadas) ou de longo prazo (culturas). O tecido pode ser usado para
eletrofisiologia, tomada de imagens e estudos metabolicos e podem ser fixados para posterior
estudo de elementos estruturais. No passado, investigacdes morfolégicas e neuroquimicas
requeriam a eutanadsia do animal e remocdo dos tecidos. No entanto hoje sdo possiveis
avaliacOes estruturais e funcionais por neuroimagem em modelos cronicos (ENGEL JR,
SCHWARTZKROIN, 2006).

Investigacdes neuroquimicas sdo usualmente praticadas in vitro, mas podem-se fazer
técnicas de microdialise, PET-CT e MRS. Investigac6es farmacoldgicas podem ser praticadas
em animais acordados, em preparacdes de tecidos, e in vivo em PET-CT e em SPECT.
InvestigacOes genéticas podem ser factiveis em modelos animais usando técnicas de
microarray; inquéritos de milhares de genes (de células ou tecidos excisados) que podem estar
alterados pelo processo convulsivo ou por intervengdes terapéuticas, podem ser avaliados e
quantificados. A manipulagdo génica (knockouts, knockdowns, transgenia) podem ser usados
para investigar mecanismos envolvendo genes e seus produtos. Finalmente, os dados derivados
de pesquisa basica e clinica podem ser usados para criar modelos in silico onde as variaveis
estdo maximamante controladas. Todas estas abordagens proveem informagdes que, entretanto,
devem ser validadas em condicdes clinicas (ENGEL JR, SCHWARTZKROIN, 2006).

Assim, quando se desenvolvem modelos, devem-se adotar estratégias que irdo ajudar a
definir e abordar as questdes criticas associadas aos variados fenotipos de crises e sindromes

epilépticas que tem sido clinicamente descritos. Talvez a estratégia mais amplamente aceita
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(explicita ou implicitamente) tenha sido a de concentrar-se em componentes chave das crises e

sindromes.

1.3. Sédio-potéssio-adenosina-trifosfatase, E.C. 3.6.1.37 (Na*,K*-ATPase, NKA)

A Na",K"™-ATPase (NKA) é o mais conspicuo membro da familia das ATPases tipo P,
que tem como caracteristica principal a presenca no seu ciclo reacional de um estado
intermediario fosforilado e que inclui, entre outras, a H*,Ca*2>-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico do musculo liso (SERCA) e a H",K™-ATPase das células oxinticas do epitélio
gastrico. A NKA bombeia 3 Na* para o meio extracelular e 2 K para o citoplasma a cada ATP
hidrolisado, gerando gradientes eletroquimicos por meio desta estequiometria desigual. Uma
vez que os ions K* se dissipam através de canais, o potencial de repouso da membrana é ditado
principalmente pela condutancia plasmalemal deste ion. Diversamente, a bomba SERCA
contratransporta H*, que se dissipam através de canais de membrana. A NKA é primariamente
uma bomba de s6dio, pois o potassio pode ser substituido por cations monovalentes, como Li™,
NH4*, sédio e mesmo cations organicos, enquanto que apenas Li* e H" podem substituir o Na*
parcialmente. A conservacao e a restauracdo dos potenciais de membrana pela NKA sdo de
fundamental importancia para a manutencdo da excitabilidade neuronal, para a conducéo do
potencial de acdo, para regulacdo do volume celular, do pH e da concentr¢do de célcio
intracelular; e a diferenca de potencial elétrico contida nos gradientes de transmembrana é usada
como fonte energética em numerosos processos de transporte ativo secundario de moléculas
organicas como glicose e captacdo sinaptica de neurotransmissores por exemplo
(BENARROCH, 2011; TOYOSHIMA, KANAI, CORNELIUS, 2011).

A NKA ¢é uma proteina expressa de modo virtualmente ubiquo nas células do reino
animal (KLIMANOVA et al., 2015), salvo exce¢fes como o eritrocito canino (SONG et al.,
2014). A NKA é um heterodimero composto essencialmente de uma subunidade catalitica o de
cerca de 1000 residuos de aminoacidos € de uma subunidade 3, com aproximadamente 300
residuos de aminoacidos, uma chaperona glicosilada de maneira variavel, que é requerida para
a liberagdo da NKA do reticulo endoplasmético e sua inser¢do no plasmalema e para uma
atividade enzimatica plena (BENARROCH, 2011). As subunidades o e B pode agregar-se uma
subunidade com uma sequéncia Phe-X-Tyr-Asp (FXYD) caracteristica, denominada
subunidade FXYD, com cerca de 70-180 residuos de aminoacidos, regulatéria, expressa de
modo tecido-especifico. Em humanos existem 4 isoformas de subunidade o codificadas por

genes distintos, 3 isoformas de subnidade e 7 de FXYD, permitindo variantes da composi¢ao
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subunitaria de NKA (TOYOSHIMA et al., 2011). O tr&fego de NKA para a membrana
plasmatica ¢ um processo continuo durante o qual a subunidade a sofe rearranjos estruturais.
As subunidades ligam-se ndo covalentemente (LIU, XIE, 2010).

O funcionamento da NKA responde por 30% do consumo total de ATP do corpo
humano (APERIA, 2007) e por 40-50% do dispéndio total de ATP do cérebro
(KIRSHENBAUM et al.,, 2011). A atividade da Na®, K'-ATPase cerebral é o
principal responsavel pela manutencdo dos gradientes eletroquimicos de transmembrana do
sodio e do potassio assim como para a captacao de solutos organicos dependente de sodio. No
cérebro, a atividade da Na*, K*-ATPase contribui de maneira crucial para a menutencéo do
potencial de repouso e sua restauracao apds os potenciais de acdo, bem como para a captagdo
e liberacdo de neurotransmissores. Consequentemente, o decréscimo na atividade da Na*,K*-
ATPase afeta criticamente a sinalizacdo por neurotransmissores e a atividade neural, bem como
0 comportamento animal (DELLA-PACE et al., 2013; MARQUEZAN et al., 2013; FUNCK et
al., 2014, 2015)

A subunidade a consiste em 3 dominios citopldsmicos, um atuador (A), um ligador de
nucleotideo (N) e um de fosforilacéo (P) e 10 hélices de transmembrana (M1-M10). Ela contém
a regido N-terminal de 40 residuos rica em Lys que € alvo de fosforilagdo por PKC e serve de
plataforma de interacdo molecular com outras proteinas. Na cabeca ATPasica de NKA, o
dominio N € inclinado cerca de 20° em direcdo ao dominio A, havendo somente uma interacao
entre ambos: uma ponte eletrostatica (ponte de sal) entre Arg®! do dominio N e Glu??® do
dominio A. Pensa-se que Arg>! interage com o fosfato B do ATP, induzindo a abertura da
cabeca ATPasica, que se cré ser o evento chave na transicdo para o estado E1. A porcdo
extracelular da subunidade M9 interage com FXYD e M10 associa-se ao dominio
transmembrana da subunidade f (OGAWA et al., 2009; SHINODA et al., 2009; TOYOSHIMA,
KANAI, CORNELIUS, 2011; KLIMANOVA et al., 2015; OGAWA et al., 2015).

A subunidade B atua como uma chaperona, que ao ligar-se com a subunidade o recém-
sintetizada facilita seu envio para e insercdo na mambrana e confere-lhe estabilidade
conformacional. A subunidade  também modula propriedades de NKA como sua afinidade
por cations e oclusdo do K*. Beta consta de um dominio citoplasmatico N-terminal de cerca de
30 residuos, uma hélice transmembrana alojada no sulco entre M7 e M10 de o e um grande
dominio extracelular (ectodominio) de cerca de 240 residuos que cobre quase toda a superficie
extracelular de Alfa. O principal segmento do ectodominio de 3 ¢ estabilizado por 3 pontes

dissulfeto e é uma dobra semelhante aquela das moléculas de adesdo como nectinas. Com efeito,
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a subunidade 2 funciona como molécula de adesdo na glia de ratos. A subunidade § possui
ainda 1 a 3 protuberéncias e 2 a 4 sitios potenciais de glicosilacdo que variam conforme a
isoforma e podem regular a dimerizagdo. Por exemplo, a dimerizacao de f1 pode ser bloqueada
por uma protuberancia especifica (residuos 190-209) que esa ausente nas isoformas humanas
B2 e B3. Ainda, os agucares podem ter agdo direta nos contatos célula-célula. A hélice
transmembrana de P corre paralela a M7 de o fazendo contatos com esta e com M 10 através de
dois agregados ricos em residuos aromaticos (TOYOSHIMA, KANAI, CORNELIUS, 2011).
A subunidade y ou FXYD pertence a uma familia de proteinas que possui uma sequéncia
de aminoéacidos Phe-X-Tyr-Asp. Ela sofre variantes de splicing, € expresa de modo tecido
especifico e é tradicionalmente conhecida por subunidade Gama (y) (FXYD2) no rim e por
fosfoleman (FXYD1) no miocérdio. Esta subunidade modula a afinidade da enzima por Na* e
K* e é um importante alvo de fosforilagdo. Por exemplo FXYD1 interage com as isoformas o1
nos musculos esquelético e cardiaco e com as isoformas gliais a23 ¢ neuronais a3f3 no cerebelo.

FXYD7 ¢ expressa exclusivamente no cérebro e interatua com alf neuronais e gliais.

1.3.1 NKA: ciclo catalitico

A “teoria E1/E2” ou “esquema de Post-Albers” explica a agdo de bombeamento por uma
sucessiva alterndncia de afinidade dos sitios transmembrana de ligacdo a cations
(TOYOSHIMA et al., 2011). A subunidade a existe em duas conformagdes: um estado E1 ativo
defosforilado com alta afinidade por Na* e um estado E> fosforilado com baixa afinidade por
Na* e afinidade aumentada por K* (BENARROCH, 2011; KLIMANOVA et al., 2015). Nos
estados E1, os sitios de transmembrana de ligag&o a cétions estdo voltados para o citoplasma,
enquanto que nos estados E» estes sitios estdo direcionados extracelularmente. Os sitios de
ligacdo para cations sdo dois (I e 1l) e se rearranjam para acomodar 2 Na*, enquanto que 0
terceiro Na" liga-se a um sitio diferente (l11) que interage com a porcdo carboxiterminal
ativando a fosforilacdo da enzima. Para evitar um curto-circuito tipo canal, o sistema possuli
duas comportas, uma no lado extra e outra no lado intracelular. Uma etapa critica do ciclo
reacional da NKA, e alias de todas as ATPases tipo P, é a autofosforilacdo e autodefosforilagdo
de um residuo de aspartato especifico e altamente conservado. A ligacdo de 3 Na* ao sitio de
ligacéo a cations induz, em presenca de um Mg*?, a transferéncia de uma fosforila do ATP para
0 residuo de aspartato e o consequentre travamento da comporta citoplasmatica produzindo o
estado intermedidrio de alta energia referido como 3Na*E1~P. Uma mudancga conformacional
do estado E1~P para o E>~P lava a abertura da comporta extracitoplasmatica e extrusdo dos 3
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Na*. A seguir, 0s 2 K* ocupam os sitios de ligacdo a cations induzindo a hidrdlise do residuo
de aspartilfosfato e o travamento da a comporta extracelular. Este estado de baixa energia é
estavel e sua transi¢do para o estado E: é muito lenta quando a [ATP] é baixa. A interagéo de
residuos de Tyr na porcéo carboxiterminal com a Arg®® é numa etapa crucial tanto para a
ativacdo da fosforilacdo de E; pelo terceiro Na* quanto para o retorno do estado E:~P para o
E>~P (BENARROCH, 2011; TOYOSHIMA, KANAI, CORNELIUS, 2011).

Figura 5 — Representacéo esquematica do ciclo reacional da Na*,K*-ATPase
ADP

E1-ATP-3Na* —» E1~P.ADP-3Na* -JA-> E1P[3Na*]—§> E2P-3Na*

3Na*,; 3Na” o,
E1.ATP Na*,K*-ATPase E2P
2K* 2K ot
E2.2K*ATP <T E2[2K"] <7— E2.Pi-2K* ﬁ E2P-2K*
AIE P, H,0

Fonte: Adaptado de Ogawa et al., 2015

1.3.2 Ouabaina e esterdides cardioténicos (ECT): estrutura molecular e interacdo com
NKA

O termo ouabaina (sindbnimo de acokantherina e strophanthina-g) vem do Francés
ouabaine que por sua vez, deriva de waba 'aio que significa “veneno de flecha” no dialeto dos
aborigenes Somali da Africa oriental (Etiopia, Gab&o, Quénia, Ruanda, Soméalia e Tanzania) e
designa certas plantas do género Acocanthera (nomeadamente A. ouabaio) usadas por eles,
como sugere 0 nome, no preparo de flechas envenenadas. A ouabaina (Figura 6) foi isolada por
Arnaud em 1888 a partir de Acocanthera sp. (Anexo A) e, logo apés, de Strophantus sp. (Anexo
B) procedentes do Gabao, entéo colonica francesa (JACOBS, BIGELOW, 1932).

A ouabaina pertence a classe quimica dos esteroides cardiotonicos (ECT) de vasta
ocorréncia nos reinos animal e plantas. Os ECT se dividem em: 1) bufadienolideos, encontrados
nas secrecbes paratoides dos bufonide, que caracteristicamente possuem uma lactona
insaturada de 6 membros ligada ao C17 (Figura 7) e 2) cardenolideos, encontrados em

scrophulariacee, apocynacea e asparagacee etc, que caracteristicamente possuem uma lactona
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saturada de cinco membros ligada ao C17 esteroidal (Figura 7) (CALDERON-MONTANO et
al., 2014). A ouabaina é um dos ECT mais hidrossolUvies em virtude das varias hidroxilas na
face B do nucleo esteroide (KLIMANOVA et al., 2015).

Figura 6. Estrutura quimica da ouabaina

OH

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/o3125?lang=pt&region=BR

Figura 7. Estrutura quimica basica dos cardenolideos e dos bufadienolideos

Bufadienolideo Cardenolideo

Fonte: Adaptado de Calderon-Montafio et al., 2014 e Klimanova et al., 2015
A ligacdo dos ECT ao lado extracelular de NKA, com Kq subnanomolar nos casos mais

eficientes, é promovido, ndo exclusivamente, pela fosforilagio da enzima. E bem estabelecido

que o0 K" antagoniza esta ligacdo por acelerar a transicdo de estado EoP — E2.2K™. No entanto
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a ligacdo de ECT estabiliza a oclusdo do K™ no estado E».2K", embora com baixa afinidade (Kq
de ordem mM). Pensa-se que em condi¢des fisiologicas os ECT estabilizam o estado EoP.2Na".
As moléculas de ECT constam de trés componentes principais: 1) uma lactona de 5 a 6 atomos,
2) um nucleo esterdide e 3) uma porcao sacaridica de 1 a 4 residuos que variam de tri- a
pentoses. Caracteristicas importantes para a interacdo dos ECT com NKA sdo: presenca de
lactona insaturada ligada a C17, configuracdo em cadeira do nucleo esteroidal, presenca de OH
em C14 e presenca de uma ose adequada ligada a C3. A ouabaina, por exemplo, tem uma
lactona de 5 membros e ramnose como carboidrato.

A estrutura cristalina de NKA no estado E2.2K*MgF4? com ouabaina a 20 mM em
resolucdo de 2,8 A (OGAWA et al., 2009) explica a importancia destas caracteristicas e como
0 K* reduz a afinidade de NKA por ouabaina milimolar. Na estrutura cristalina, a molécula de
ouabaina esta profundamente cravada como uma cunha no dominio transmambrana de forma
que o anel lactonico fica muito proximo aos sitios de ligacdo do K*, desenrolando parcialmente
a hélice M4 de a enquanto que a ramnose interage com a al¢a entre L7 e L8 de a. Isto corrobora
a identificacdo de residuos criticos em extensos estudos de mutagénese sitio-direcionada. O
desenrolamento parcial de M4 de o requer que a carbonila da lactona desloque e substitua a
carbonila de Gly*?® da hélice M4 para formar uma ponte de H. Assim, o correto posicionamento
da carbonila lacténica é essencial e a ligacdo de K™ ird prejudicar a ligacdo de ECT. Por outro
lado a liberagdo de K* é bloqueada pela ligacdo do ECT.

O nucleo esteroidal sofre empilhamento com residuos de Phe nas hélices M4 e M5 de
a, requerendo para tanto a configuragcdo de cadeira do nicleo. A hidroxila de C14 forma uma
ponte de H com Thr8* situada proximo da extremidade extracelular de M6 de o. A ramnose
parece formar pontes de H com residuos extracelulares de M4 e de uma alca entre L7 e L8 de
a. De inicio, a cavidade de ligagdo do ECT nao ¢ suficientemente grande e tem de ser aumentada
por rearranjo das hélices transmembranares. Na forma de baixa afinidade, 0 movimento das
hélices M1 e M2 é muito restringido pela ligacdo do K*, e se formam superficies
complementares apenas entre M4-M6 ¢ o lado o do nucleo esteroidal. No entanto, na forma de
alta afinidade, sem a ligagdo do K*, as hélices M1 e M2 podem aproximar-se o suficiente para
estabelecer pontes de H com hidroxilas na face B do esterdide. Como os residuos que interagem
com o nuceo esteroidal sdo extremamente conservados, parece que 0s residuos que interagem
com a porcdo sacaridica dos ECT sdo o Unico local possivel de conferir especificidade por
isoformas (TOYOSHIMA et al., 2011). Os ECT séo capazes de inibir a atividade enzimética
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ATPésica da NKA mediante ligacdo de alta afinidade com o estado E2P (KLIMANOVA et al.,
2015).

1.3.3 ECT exdgenos: uma visao tradicional

Os cardenolideos, icialmente sob forma de extratos vegetais (dedaleiras, Digitalis
purpurea e D. lanata), tiveram seu uso no tratamento sintomatico da insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) assentado em bases cientificas na medicina ocidental por Withering em 1785
(LEE, HENDRIKS, 2015; STUCKY, GOLDBERGER, 2015), mas seu uso leigo € mutio
anterior (FORNACIARI et al., 2015).

A digoxina é ainda usada no tratamento da ICC, especialmente quando associada a
fibrilacdo ou flutter atriais, mas seu uso tem sido recentemente questionado devido a evidéncias
controvertidas de aumento do risco de morte geral (LEE, HENDRIKS, 2015). A ouabaina foi
usada com o mesmo fim, com a limitacdo de somente poder ser administrada por via intravenosa
(i.v.) dada sua alta polaridade rejudicar uma absorcéo adequada por via oral.

O lanatosideo C pode ser administrado por vias oral e intravenosa e vem sendo pouco
usado no tratamento de ICC associada a taquicardia supreventricular de alta resposta, finalidade
com que tem sido substituido por antiarritmicos como adenosina em ambiente hospitalar
(informagéo verbal)®. Outros cardenolideos foram usados no arsenal terapéutico da ICC em
escala nacional em certos paises devido a questdes comericais; citam-se como exemplo a
convalotoxina de Convallaria majalis (lirio-do-vale) na Russia e a neriina de Nerium oleander
(espirradeira) na india (KRISHNA et al., 2015). Os bufadienolideos, sob forma de chan-su
(extrato de glandulas paratéides de sapos, bufonida), por sua vez, tem sido usados na medicina
tradicional chinesa ha mais de mil anos (PERERA CORDOVA et al., 2016; ZULFIKER et al.,
2016).

Ambas as classes esteroidais tem, contudo, voltado a atrair o interesse cientifico, agora
no desenvolvimento de moléculas anticancer (DONG et al., 2011; HU et al., 2011; ZHANG et
al., 2013 PARK et al., 2014) e ainda como neurosteroides (i.e. esterdides sintetizados em células
nervosas) com funcgdes parécrina e autocrina envolvidas em disturbios do sistema nervoso
(MISHRA et al., 2013; ORELLANA et al., 2016).

Os ECT séo ligantes especificos da NKA, de cuja atividade s&o moduladores alostéricos
negativos. O sitio de ligagdo a ECT da NKA ¢ altamente conservado, inclusive

filogeneticamente, o que sugere fortemente um papel fundamental na regulacdo de processos

® Informacé&o verbal fornecida por: Manoel Claudio Azevedo Patrocinio, M.D., Ph.D.
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fisiologicos (TOYOSHIMA, KANAI, CORNELIUS, 2011), fato que seria posteriormente
verificado.

Em 1953 Schatzmann documentou que a entdo conhecida inibicdo pela ouabaina do
transporte de ativo de potassio e sodio através da membrana de eritrocitos era dependente da
ligagdo especifica daquele esterdide a uma fracdo protéica isolada e altamente purificada do
plasmalema. N&o obstante, o crédito pela descoberta da NKA, sacramentado pela laurea do
Nobel de fisiologia e medicina de 1992, pertenceu a Jens Skou, que somente em 1957 reputou
a fracdo protéica com atividade ATPasica que liga especificamente a ouabaina, por ele
purificada a partir do nervo isquiatico de caranguejos, como sendo o aparelho enzimatico
chamado ‘“‘adenosina-trifosfatase sodio-pétassio ativada” responsavel pelo transporte ativo
destes ions através da membrana celular anteriormente identificado (SKOU, 2005). A
descoberta de uma proteina receptora para os esteroides cardiotdnicos exdgenos ensejou que
Albert Szent-Gyorgyi, Nobel de fisiologia e medicina de 1937, ainda em 1953, especulasse
sobre a existéncia de um ligante endégeno para este receptor, iniciando entdo uma busca
sistematica por estas moléculas. (KIM, LABELLA, 1981).

A partir destes achados ficou claro que, além da difusdo do sodio e do potassio por
canais de membrana, os gradientes destes ions eram gerados e restaurados pelo transporte ativo
primario (i.e.: a custa de ATP) através de NKA. Porém a relacdo entre o aumento da [Na™];
devido a inibicdo de NKA e a principal acdo farmacoldgica dos esteroides cardiotdnicos, (v.g.:
0 aumento do inotropismo cardiaco) parecia sem nexo até que Reuter e Seitz (1968) e Baker e
colaboradores (1969) reunissem indicios da existéncia de um torcador idnico sodio-calcio que
seria clonado, caracterizado e nomeado NCX (natrium-calcium exchanger) por Nicoll e colegas
(1990).

1.3.4 ECT endd6genos: uma nova classe hormonal

Pesquisadores como Gruber e Whitaker (1980), Lichtstein e Samuelov (1980) e Hamlyn
et al., (1982) relataram a ligacdo altamente especifica de anticorpos antidigoxina a tecidos
humanos e animais. Alguns autores alegaram que moléculas esteroidais como sais biliares eram
responsaveis por reagdo cruzada com aqueles anticorpos. Valdés Jr. e Graves (1984),
Castafieda-Hernandez e Godfraind (1984), Crabos et al. (1984), entre outros, isolaram
substancias presentes no plasma e na urina humanos em conentracdes nanomolares e Ihes
apontaram como sendo os “fatores imunorreativos tipo digoxina” (digoxin-like imunoreactive

factors - DLIFs). No entanto geralmete se atribui a Hamlyn e colaboradores (1991) a descoberta
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da “ouabaina endogena” que, junto com a marinobufagenina endégena constitui os chamados
“ECT endogenos”, cuja existéncia continua polemizada (BAECHER et al., 2014;
(BLAUSTEIN, 2014; LEWIS et al., 2014), apesar da recente elucidadacdo da biossintese da
marinobufagenina enddgena via cascata de sintese dos acidos biliares iniciada pela anzima
CYP27A1 (FEDOROVA et al., 2015) e da estimulacdo desta sintese juntamente com a da
aldosterona pelos receptores AT2 no cortex adrenal a qual esta suprarregulada durante a
sobrecarga de sodio em animais experimentais e em situagdes clinicas como a gestacao e as
insuficiéncias renal e cardiaca (BLAUSTEIN, 2014, 2015, 2016; HAMLYN, MANUNTA,
2015; SIMONINI et al., 2015; SONG et al., 2014). A gestacao é uma particular condicdo de
hiperouabainemia associada a uma resisténcia & sua a¢do contraturante sobre o musculo liso
vascular périférico, havendo reversdao da desensibilizacdo ao efeito hipertensiogéncio da
ouabaina na pré-eclampsia (PUSCHETT, AGUNANNE, UDDIN, 2010; MA, J et al., 2012).

Outra condi¢cdo em que ha disturbio da regulacdo da secrecéo de ouabaina endogena é o
transtorno do humor bipolar (THB) (EL-MALLAKH et al., 2010; HUFF et al., 2010). Digno
de nota € que a hipertenséo atinge 47 a 68% da populacdo com THB, sendo a comorbidade nédo
psiquiatrica mais prevalente deste transtorno. Também os disturbios cardiovasculares sdo a 22
causa de morte mais incidente depois do autoexterminio nesta populagdo (BIRKENAES et al.,
2007; FLEISCHHACKER et al., 2008; VANCAMPFORT et al., 2013; WESTMAN et al.,
2013).

1.3.4.1 Interagdes proteina-proteina: NKA como um transdutor de sinal

Tem sido relatadas interac6es de NKA com outras proteinas, iniciamlemte no miocardio
em 2006 e, a partir de entdo, em outros tecidos. Com efeito, uma extensdo N-terminal de
aproximadamente 40 residuos de AA, especicifica da NKA, rica em lisina e susceptivel a
fosforilagdo regulatoria pela proteinocinase C (PKC) é uma provavel plataforma de interagéo
com outras proteinas. Entre estas proteinas incluem-se o receptor de IP3, a cinase Src, caveolina-
1 e a agrina; e a ativagdo de diversas vias de sinalizagdo intracelulares tem sido atribuida a
ligagdo de NKA a esterdides cardiotonicos (ECT), inclusive em concentra¢cbes nanomolares ou
subnanomolares (XIE, ASKARI, 2002; KIM et al., 2008; 2013; ZHANG et al., 2008; RIEGEL
et al., 2009; LIU, XIE, 2010; YU et al., 2010; 2011; DAI et al., 2013; VALVASSORI et al.,
2015), independentemente de tais concentracdes serem ineficazes em inibir a atividade
catalitica de NKA in vitro (KLIMANOVA et al., 2015). Isto sugere a modulacdo de extensas
redes intercomunicantes de transducdo de sinal pelos ligantes enddgenos da NKA, os esterdides
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ECT enddgenos. Ademais tem sido demonstrada a importancia da subinidade  na adesdo
celular como lectina potéssio-dependente, podendo ser implicada no desenvolvimento e na
progressdo de alguns tipos de neoplasias, tornando-se alvo farmacoldgico potencical em
diversas situacdes (TOYOSHIMA et al., 2011). Existem relatos de acoplamento estrutural
molecular (além do acoplamento funcional ja bem documentado) de NKA ainda com proteinas
como transportador de glicina GlyT2 (DE JUAN-SANZ et al., 2013), transportador de
glutamato GLT-1 (ROSE et al., 2009) e trocador idnico Na*-Ca™? (NCX) (JUHASZOVA,;
BLAUSTEIN, 1997).

1.4 Estresses oxidativo e nitrosativo

Segundo Valko e colaboradores (2007), os radicais livres podem ser definidos como
atomos, moléculas ou fragmentos moleculares que contem um ou mais elétrons (e7)
desemparelhados em orbitais atbmicos ou moleculares. Este e~ desemparelhado usualmente
confere consideravel reatividade quimica ao espécime quimico que o contém. Apesar de a
producdo excessiva de radicais livres com suas consequéncias deletérias se associarem a
diversas condicdes patoldgicas, a producdo controlada de radicais livres é essencial em alguns
mecanismos de transducéo de sinal fisiologicamente relevantes.

O oxigénio molecular (O2) possui um elétron livre nos orbitais externos de cada um de
ambos os 4tomos e portanto € um radical livre, mas sua reatividade com compostos néo
radicalares é muito limitada pelo fato de estes dois elétrons terem o mesmo estado de rotacéo
(spin). Em sistemas vivos, as espécies reativas derivadas de oxigénio (EROs) sdo de longe 0s
mais importantes radicais livres. O “arrebatamento” de um e~ por uma molécula de Oz, quer em
processos metabdlicos, quer pela ativacdo do O» por radiacdes origina o anion superoxido
(02*7), que é considerado o ERO primordial. Partindo do O2°*" sdo gerados EROs secundarios
principalmente por processos catalisados por cations de metais de transi¢do ou por enzimas.

A maior fonte de O2°* nas celulas é a mitocondria. Estudos mostram que 1-3% dos e~
escapam prematuramente na cadeia de transferéncia de elétrons (CTE) para o O, formando O2*
ao invés de contribuir para reduzir Oz a H2O e isto estd implicado na fisiopatologia de diversas
doencas. O O2*" é produzido nos complexos | e Il da cadeia de transferéncia de elétrons. O
complexo | é responsavel pela liberagdo de O>*" na matriz mitocondrial, indetectavel no espago
extramitocondrial de mitocondrias intactas. Isto se adapta bem com a proposicdo de sitio de
vazamento de e nos agregados de ferro-enxofre (Fe-S) dos bragos hidrofilicos que fazem

protrusdo na matriz. Experimentos com complexo Ill, por sua vez, mostram liberacdo
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extramitocondrial de O2*", mas medi¢bes de formagdo de H»O indicam que este Ultimo
processo conta para <50% do total de escape de e mesmo em mitocéndrias sem Cu,Zn-SOD
funcionante. Assim, tem sido proposto que os restantes 50% sd@o devidos a liberacdo de O2*~
para a matriz.

O radical hidroxil (*OH), forma eletricamente neutra do ion hidroxila (OH") é a mais
reativa e danosa forma de ERO, com uma meia-vida in vivo de 10° s. Assim, o *OH formado
reage rapidamente préximo do local de geracdo. O estado RedOx de uma célula é fortemente
relacionado com o par de 6xido-reducio de ferro (Fe*2 <> Fe* + ¢7) e é mantido dentro de um
limite fisioldgico estrito. Tem sido sugerido que a homeostase do ferro assegura que ndo haja
ions ferrosos ou férricos “livres” na célula em circunstancias fisiologicas. Entretanto, em
situagdes de estresse in vivo, 0 O2*" libera estes cations de moléculas que os quelatam, criando
um pool de ferro “livre”. Este processo foi demonstrado para enzimas da familia das
desidratases-liases, que contém agregados 4Fe-4S. O Fe*? assim liberado toma parte na
chamada “reagdo de Fenton”, que catalisa a cisao heterolitica do peréxido de hidrogénio em um
radical hidroxil e um ion hidroxila com oxidacdo do cation fesrroso a férrico (VALKO et al.,
2007):

Fe*2+ H202 — Fe* + *OH + OH~

O °*OH formado na reacdo de Fenton é substrato da reacdo de Haber-Weiss, a qual

combina uma reacdo de Fenton com a reducio de Fe*3 pelo O2* produzindo Fe*? e Oa:

Fe™ + 0. — Fe'2 + O
Fe*2 + Hy0, — Fe*® + «OH + OH"
02* + H20, — Fe*® + «OH + OH + O,

Uma forma adicional de EROs séo os radicais derivados de peroxil, dos quais a forma
mais simples é o peroxil protonado (HOO®), havendo também os peroxis organicos (ROO?®).
Tem sido demonstrado que os radicais HOO*® sdo os iniciadores do processo de lipoperoxidagéo
por duas vias paralelas: 1) via independente de radical lipoperoxila (LOOH); 2) via dependente
de LOOH. Na via LOOH dependente.

O oxido nitrico (NO®), por conter também um e desemparelhado, € um radical livre

relativamente estavel, com uma meia-vida de alguns segundos em meio aquoso. Ele pode ser
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gerado juntamente com a citrulina a partir da arginina (Arg) pelas enzimas 6xido nitrico sintases
(NOS) de que se conhecem 3 isoformas: uma endotelial (eNOS), uma neuronal (nNOS) e uma
indutivel (INOS). O NO*® é uma molécula relativamente abundante e de ocorréncia difusa em
muitos orgaos e tecidos onde atua sobre a guanilato ciclase e assume papeis de sinalizacéo
biologica em processos fisiologicos tais como neurotransmissdo, controle do tonus vascular,
relexamento de musculo liso, e mecanismos de defesa e regulacdo imunes. Estes mecanismos
estdo associados a capacidade do NO® de se ligar de maneira reversivel a tidis protéicos
catalisando a formacdo de pontes dissulfeto destes com tidis ndo protéicos (e.g.. S-
glutationilacdo) e com sua capacidade de ligar a hidroxilas alilicas ou arilicas da cadeia lateral
de certos aminodcidos, prevenndo a fosforilagdo das mesmas, a qual se sabe ter um papel
regulatério em muitas proteinas. Também o NO® pode causar deslocalizacdo eletronica
modificando a afinidade de proteinas por seus respoectivos substratos ou ainda complexar-se
com metais de transicdo em lugar de oxigénio, modulando enzimas que contém quelatos de
ferro como centro prostético (PACHER, BECKMAN, LIAUDET, 2007; COBB, COLE, 2015).

No entanto, a hiperproducdo de NO® e demais espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
superando da capacidade de tamponamento pelos sistemas redutores pode acarretar
consequéncias danosas, o chamado estresse nitrosativo, que tem sido documentado em diversas
condicGes patoldgicas. Nas situacdes em que as producgdes de NO* e de O,°* estdo aumentadas,
ocorre a formacdo do anion peroxinitrito (ONOO™), um radical extremamente danoso
responsavel por oxidacdo de lipidios e fragmentacdo do DNA (VALKO et al., 2007; COBB,
COLE, 2015):

NO*® + O2*” — ONOO™

Dado a producdo continua de radicais livres mesmo em situagGes fisiologicas, 0s
organismos desenvolveram contra danos oxidativo e nitrosativo uma série de mecanismos de
defesa que estdo grandemente interconectados. Estes mecanismos de defesa incluem: 1)
mecanismos preventivos; 2) mecanismos de reparo; 3) defesas fisicas; 4) defesas antioxidantes.
As defesas antioxidantes enzimaticas (superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidade (GPx)). As defesas antioxidantes ndo enzimaticas incluem a glutationa (GSH), a
tioredoxina (TRX), a cisteina (Cys), o a-tocoferol (vitamina E), o acido dihidroascorbico

(vitamina C), o acido a-lipéico (ALA), entre outros (flavonoides, carotendides etc).
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O GSH, cuja forma oxidada é o dissulfeto de glutationa (GSSG) é um tripeptideo
formado por duas etapas reacionais sequenciais mediadas pela glutamato-cisteina ligase e pela
glutationa sintetase no citosol e atinge concentracdees elevadas no citosol (1-11 mM) e no
nucleo (5-11 mM) onde constitui a principal defesa antioxidante solivel. O GSH néo é
produzido na mitocondria, mas atinge altas concentracdes (~8mM na matriz) nesta organela,
sendo para tanto transportado por dois antiportadores eletricamente neutros (proteina
carreadora de dicarboxilato e proteina carreadora de 2-oxoglutarato). A razdo de GSH/GSSG ¢
uma boa medida do estado de estresse oxidativo em um tecido.

Os principais papeis de GSH como defesa antioxidante incluem: 1) papel de cofatos
enzimatico de enzimas como a glutationa peroxidase, das glutationiltransferase entre outras; 2)
participacdo no transporte de aminoacidos através de membranas 3) per se é capaz de capturar
radicais *OH, NO® e oxigénio singleto 4) é capaz de reduzir a forma oxidada regenerando a
forma reduzida ativa da maioria dos principais antioxidantes (a-tocoferol, é&cido
dihidroascdrbico) (VALKO et al., 2007).

1.5 Justificativa e Relevancia

A epilepsia afeta cerca de 65 milhdes de pessoas, 1% da populacio mundial, (MOSHE
et al., 2015). Segundo Engel Jr. e Schwartzkroin (2006), o pesado 6nus social, econémico e
pessoal desta doenca deve-se preponderantemente as crises ndo controladas, sublinhando a
necessidade da pesquisa de novas abordagens de diagndstico, tratamento e prevencdo da
epilepsia e de suas consequéncias.

Os FAE de segunda geracdo, desenvolvidos nas ultimas duas décadas, possuem espectro
de eficacia nos mesmos cenarios clinicos dos FAE mais antigos com o diferencial do melhor
perfil de efeitos adversos e de tolerabilidade que conduziu a sua ampla aceitacdo pelos clinicos
e pelas pessoas com epilepsia (YACUBIAN, CONTRERAS-CAICEDO, RIOS-POHL, 2014).
N&o obstante, os novos antiepilépticos falharam em modificar a prevaléncia de epilepsias
farmacoresistentes, que permanece inalterada, girando em torno de 33% (REJDAK et al., 2011,
2014) a 40% dos pacientes (BAULAC; PITKANEN, 2009; SCORZA et al., 2016).

Muito desta falha tem sido atribuido & aplicacdo dos modelos do ECM e do PTZ nos
ultimos 70 anos, compondo 0 chamado “paradigma classico” do desenvolvimento de FAE.
Estes modelos tem tem valor preditivo para crises generalizadas dos tipos tonico-clénico e
auséncia, respectivamente. Todavia seu valor preditivo para outros tipos de crise como as

miocl6nicas e as focais é baixo. Isto levou a questionamentos de que seu uso intensivo provocou
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0 descarte prematuro de substancias potencialmente eficazes nos demais tipos de crises, 0 que
explicaria em parte a elevada prevaléncia de epilepsias pouco responsivas ao tratamento
(WHITE et al., 2006; LOSCHER, 2011; BRANDT et al., 2015). Assim, existe uma demanda
crescente e insatisfeita por modelos que recapitulem tipos de crises pouco responsivas, como
as mioclonicas, ao lado de apresentarem um bom valor preditor.

No que tange o SE, as diretrizes terapéuticas vigentes permanecem essencialemnte
inalteradas ha trés décadas (GLAUSER et al., 2016), assim como a mortalidade desta condi¢éo
no mesmo periodo (BAULAC, PITKANEN, 2009; TRINKA, HOFLER, ZERBS, 2012). As
diretrizes baseiam-se em FAEs de 12 geragcdo como benzodiazepinas (primeira escolha para o
rapido controle da crise), barbituratos, fenitoina, levetiracetam e valproato como segunda
escolha e anestésicos gerais como o propofol na terceira linha em caso de resisténcia aos
anteriores. O esteio terapéutico do SE €, portanto, formado de agonistas GABAA e bloqueadores
de canais i0nicos. operados por voltagem

Excetuando-se o uso inicial de benzodiazepinas em t;>5 minutos, o corpo de evidéncia
randomizada apoiando as condutas da segunda e terceira linhas é escasso, tornando a conduta
a partir deste ponto essencialmente empirica. Além disso, existem indicios de desinibicdo
cortico-hipocampal com a classe dos anestésicos gerais, a qual pode acarretar consequéncias
nefandas sobre o controle das crises e o0 prognostico neuroldgico a longo prazo (SHORVON,
TRINKA, 2011). A incorporagdo de novas classes farmacoldgicas poderia contribuir para
melhorar a efetividade das diretrizes terapéuticas e, consequentemente, dos desfechos do SE.
Mas a efetividade dos novos antiepilépticos pouco tem sido avaliada nesta condi¢éo particular,
e investigagdes pré-clinicas em modelos de SE serdo uma etapa importante nesse sentido.

A farmacoresisténcia, diversamente da farmacorefratariedade, pode ser suplantada ou
pelo aumento da dose ou da concentragéo tissular do farmaco (LOSCHER, 2006) ou pela
associacdo de farmacos com mecanismos diferentes, a assim chamada “politerapia racional”.
Entretanto a translacionabilidade clinica de associacfes terapéuticas altamente eficazes no
cenario experimental permanece limitada em virtude do comprometimento da seguranca pelos
efeitos toxicos (principalmente instabilidade hemodinamica) pela adi¢éo ou potencializagéo de
tais efeitos na politerapia (LOSCHER, 2006; BRANDT et al., 2015; KLEE et al., 2015).

Para se ter uma ideia, a Unica combinagdo com nivel | de evidéncia clinica é aquela
composta por diazepam mais fenitoina. Necessita-se, portanto, de mais evidéncias pré-clinicas
e clinicas que clarifiguem o papel da politerapia no cenario clinico do SE, e modelos animais
deverdo contribuir para preencher esta lacuna (LOSCHER, 2015).
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Assim, existe uma recente demanda, ainda ndo suprida, pela caracterizagdo de novos
modelos de crise epiléptica que tenham um espsctro de valor preditivo diferente dos ja
existentes ou que possam servir ao estudo de mecanismos de ictogénese bem como a validagédo
de alvos terapéuticos. Em linha com isto, grupos de pesquisa ao redor do mundo tem
desenvolvido e caracterizado modelos inovadores com o fim de estudar mecanismos
moleculares de farmacoresponsividade e de farmacoresisténcia, na tentativa de desenhar
intervencdes intencionalmente direcionadas para abordar estes ultimos (CZUCZWAR et al.,
2009; GARCIA-CAIRASCO et al., 2013; REJDAK et al., 2011; 2014).

No que toca a caracterizagdo farmacoldgica do modelo de crises epilépticas por
ouabaina i.c.v., o grupo liderado por André Barbeau, numa série de trabalhos publicados entre
1972 e 1978, relatou efeitos antiepilépticos do pré-tratamento com taurina e GABA (IZUMI et
al., 1973a), bem como da melatonina e o efeito pré-convulsivante do a-MSH (1ZUMI et al.,
1973b). Os mesmos pesquisadores observaram que o pré-tratamento com fenitoina,
carbamazepina, fenobarbital, clonazepam ou fenacemida, mas ndo com etosuximida, sao
capazes de prevenir as crises epilépticas por ouabaina, e pontuam que o modelo tem valor
preditor para substancias efeivas contra crises generalizadas tonio-clonicas (DAVIDSON et al.,
1978). Della-Pace e colaboradores (2012) observaram que o TTHL, um triterpendide de
Combretum leprosum, preveniu as crises epilépticas e as descargas epileptiformes
eletroecefalogréficas induzidas por ouabaina em camundongos. Apesar destes dados, ndo ha
investigacbes com protocolos de reversdo do SE por ouabaina nem ensaios de eficacia de
antiepilépticos de segunda geracdo no modelo.

No que tange a neuroquimica do modelo das crises epilépticas, Izumi e coolaboradores
(1973c) averiguaram a concentragdo de monoaminas (norepinefrina, dopamina e serotonina)
nas areas cerebrais hipocampo, hipotalamo e mesencéfalo. Estes pesquisadores relataram
aumento de 5-HT em hipocampo e diminuic¢do de norepinefrina no mesencéfalo. Nao existem
dados sobre estresses oxidativo ou nitrosativo por ouabaina em dose convulsivante, mas
apenas em dose subconvulsivante.

A interpretacdo destes dados farmacoldgicos e neuroquimicos é dificultada por vérias
causas. O grupo de André Barbreau (a que pertencem Izumi e Davidson) usou doses ouabaina
de 5 pg diluidas em um volume de injetato quase sempre de 50 puL (IZUMI et al., 1973c;
DAVIDSON et al., 1978). Tendo em conta 0 volume de 43 pL do ventriculo leteral no rato
macho idoso de 370-450 g (KUO, SMITH, 2014), considera-se hoje demasiado alto o volume
de injetato de 50 pL paraaviai.c.v.. Este volume difunde-se imediatamente para areas distantes
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como treceiro ventriculo e aqueduto do mesencéfalo, enquanto que os 5 pL, usados por
pesquisadores modernos como El-Mallakh e Quevedo (e no presente trabalho), fica
inicialmente restrito ao ventriculo lateral, assumindo, de inicio, maior importancia os sitios de
acao em estruturas da parede do ventriculo lateral.

Ainda, o grupo de Barbeau, exceto nos artigos iniciais, usou ratas fémeas jovens (170-
200 g) porque elas apresentam uma incidéncia de ~100% de crises procursivas e de crises
generalizadas clonico-tdnicas, enquanto que os machos adultos (226-289 g) apresentam ~81%
daquelas e ~30-40% destas (IZUMI et al., 1973a). Seus experimentos foram executados cerca
do 2° dia de pos-operatério (DAVIDSON et al., 1978), hoje conseidrado inadequado (KUO,
SMITH, 2014). Tais fatores comprometem a comparacéo dos achados com a literatura
atual, bem como a interpretacdo dos mesmos.

Considerando a etologia e a semiologia localizatoria, ndo se conhecem relatos de
caracterizagdo comportamental do SE por ouabaina e as especulagdes reputando o hipocampo
como sitio de origem da atividade ictal no wild running por ouabaina (DAVIDSON et al.,
1978) estdo provavelmente equivocadas.

No que compete ao modelo de comportamento tipo mania (hiperlocomocéo) por
ouabaina i.c.v. (doses subconvulsivantes), existem dados de: estresse oxidativo em areas
cerebrais (RIEGEL et al., 2010), em particulas submitocondriais (RIEGEL et al., 2009) e sobre
sua prevencdo por Li* e valproato (JORNADA et al., 2011), melatonina (SOUZA et al., 2014)
e diseleneto de difenila (BRUNING et al., 2012); dano ao DNA (JORNADA et al., 2010);
prevencdo da diminuicdo dos niveis de BDNF por estabilizadores do humor (JORNADA et al.,
2009); aumento da atividade dos complexos respiratorios mitocondriais I, Il e IV em cortex
pré-frontal (FREITAS et al., 2011); efeito sobre citocinas e quimiocinas (TONIN et al., 2014)
e efeito neuroprotetor dos estabilizantes de humor em vias de sinalizagdo de morte celular
desencadeadas por estresse oxidativo (VALVASSORI et al., 2015).

N&o se conhece qualquer abordagem do estresse oxidativo e nitrosativo em doses
convulsivantes de ouabaina i.c.v.. Vale ressaltar que protocolo de SE por ouabaina, embora ndo
seja escopo do presente trabalho, salvo os dados citados sobre monoaminas, ndo ha dados
sobre outros neurotransmissores como acetilcolina, aminoacidos, purinas e peptidios, nem
dados sobre atividade de enzimas exceto NKA, nem dados sobre trafego de subunidades
de receptores ou transportadores de neurotransmissores entre  membrana e

compartimentos celulares nem sobre atividade dos transportadores, assim como nédo héa
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dados sobre neuroinflamacdo, neurotrofinas ou sobre efeitos no material genético,
transcrigéo e traducao.

O modelo de crise epiléptica por ouabaina dificilmente seria é aplicavel a triagem de
atividade antiepiléptica em larga escala com finalidade de desenvolvimento de FAE, haja vista
a disponibilidade de modelos mais tempo- e custo-efetivos com valor preditivo equivalente.
N&o obstante, este € um modelo de SE que pode se prestar ao estudo de mecanismos de
iniciacdo, manutencao, propagacao e terminacao da crise epiléptica, e a validacéo de alvos
terapéutucos, e portanto merece estudos aprofundados de caracterizacéo.

No que assiste a canulagdo crbénica do ventriculo cerebral lateral (via
intracerebroventricular, i.c.v.) guiada por cirurgia estereotdxica em ratos Wistar, 0 mesmo
procedimento é aplicavel a outras areas cerebrais e permite:

1) a inducdo de modelos que requeiram a administracdo intracerebral em animais vigis (i.e.:
ndo sedados) ou que requeiram administragdo intracerebral crénica em éreas discretas;

2) a avaliacdo dos efeitos sobre o SNC de substancias que, pela baixa lipofilicidade, pelo alto
peso molecular ou por quaisquer motivos sdo incapazes de permear a barreira hematoencefalica
(BHE);

3) o0 estudo da atividade intrinseca de substancias que, por esta via, escapam ao metabolismo
sistémico, mais ainda pela baixa atividade de enzimas metabolizadoras de xenobidticos no
parénquima encefalico, proporcionando depuracéo lentificada e duracdo de acdo prolongada;
4) o uso de doses da ordem de microgramas, vantajosa para substancias demasiado dispendiosas
ou de dificil isolamento ou sintese;

5) a coleta de amostras de fluido cerebrospinal que pode ser usado na andlise de: 5.1)
substancias exogenas administradas por via sistémica, prestando-se a avaliacdo da sua
distribuicdo no parénquima cerebral; 5.2) concentracdo de marcadores biogquimicos no mesmo
animal seriadamente, sem necessidade de eutanasia.

Em suma, assinala-se a necessidade premente de prover meios, por exemplo modelos,
capazes de recapitular componentes do status epilepticus em humanos, que sejam Uteis para
investigacdo dos mecanismos de farmacoresponsividade e de farmacoresisténcia bem como
para validagdo de estratégias diagndsticas e terapéuticas, provendo assim evidéncias pré-
clinicas que por seu turno possam ser translacionadas em condutas a ensaiar no cenario clinico.
Ademais, evidenciam-se as amplas possibilidades que a implantacdo de um protocolo
operacional padrdo de canulacéo cerebral cronica oferece para aprimorar o desenvolvimento de

farmacos e de modelos que atuam sobre o SNC.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracerizar o0 modelo das crises epilépticas por ouabaina i.c.v. desde o processo de

administracdo até a analise de parametros etoldgicos e de estresses oxidativo e nitrosativo em

animais experimentais.

2.2 Objetivos especificos

1.

Descrever o processo de canulacdo cronica do ventriculo cerebral lateral (via
I.c.v.) guiada por estereotaxia em ratos Wistar, (aplicavel também a outras areas
cerebrais) avaliando a acuracia da implantacao das canulas no ventriculo lateral
por meio de processamento histoldgico rotineiro e coloragdo por hematoxilina-
eosina seguidas de microscopia de luz comum.

Caracterizar o comportamento das crises epilépticas por ouabaina com vistas a
neuroetologia de valor localizatorio na tentativa de estabelecer os substratos
neuroanatdmicos deste modelo de crises epilépticas.

Averiguar o estresse oxidativo ao termo de uma hora de SE nas areas cerebrais
cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado, talamo e mesencéfalo através da
medida da concentracdo de substdncias reativas ao &cido tiobarbitrico
(TBARS), um indicador de peroxidacéo lipidica das membranas celulares, e da
concentracédo de glutationa reduzida — GSH, um indicador do estado Redox do
tecido.

Determinar o estresse nitrosativo ao termo de uma hora de SE pela medida da

concentracdo de nitrito (NO2") nas éreas estudadas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais: Rattus norvegicus Wistar machos adultos

Usaram-se inicialmente ratos (Rattus norvegicus) machos adultos da linhagem albina
Wistar (c. 2,5 meses de idade) com 250-350 g de massa corporal por ser esta a faixa de acuracia
do atlas utilizado (PAXINOS, WATSON, 1998, 2005; FERRY, GERVASONI, VOGT, 2014).
Animais machos foram usados para se eliminar a variagdo do limiar convulsivo com o ciclo
estral, um fendbmeno documentado nas fémeas. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno, forradas com raspa de madeira, com tampa de grade de ferro galvanizado,
dispondo de agua de abastecimento publico e racdo padrdo para roedores com 20% de proteina
ad libitum, sob temperatura ambiente de 25 + 1 °C, com ar refrigerado e ciclo claro-escuro de
12/12 h comecando as 7:00 h. Os animais costumam ser recebidos apds desmame em lotes com
individuos de faixas etarias e ponderais heterogéneas, gerando necessidade de recria e de
monitoramento da massa corporal individual semanalmente, e mesmo com frequéncia maior,
quando esta ultrapassa os 200 g a partir dos quais 0s animais soem aumentar de peso c. 10 g/
dia (KUO, SMITH, 2014). Os experimentos foram praticados ap0s a anuéncia do CEPA

(parecer 129/2014) em observancia da Lei de Procedimentos para 0 Uso Cientifico de

Animais - Lei 11794/08, da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para
Fins Cientificos e Didaticos - DBCA (CONCEA, 2013), da Resolucdo 1000/2012
(CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA, 2012) que regulamenta a
eutanasia em animais de laboratério, do Guia para Uso e Cuidados de Animais Laboratoriais
do U.S. Institute of Laboratory Animal Research (ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE
(FREDERICK NATIONAL LABORATORY FOR CANCER RESEARCH), 2011).

3.2 Via de administracao intracerebroventricular (i.c.v.): implantacio do protocolo
Logo apds atingirem a massa corporal minima adequada (250 g), cada animal foi
submetido ao implante de uma céanula de aco inoxidavel no ventriculo cerebral lateral (VL)
direito guiada por estereotaxia. Grosso modo, 0 protocolo de estereotaxia usado foi aquele
descrito em Ferry, Gervasoni e Vogt (2014); e a manufatura das canulas guia, de administracdo

e dos mandris foi conforme o descrito em Kokare et al., (2011), com modificages.
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3.2.1 Manufatura das canulas-guia, mandris e canulas de infusao

Tabela 8 - Materiais para manufatura dos implantes craniais

Instrumento Matéria-prima Fabricante
Céanulas-guia agulhas hipodérmicas 0,55 X 20 Becton Dickinson, Curitiba,
mm (24 Gauge X ¥ polegada) Brasil

Mandris Fio ortodontico de Ni-Cr 0,35 Morelli, Sorocaba, Brasil
mm (0,014 polegada)

Cénulas de infusao agulhas gengivais 30 Guge curta Misawa Medical Industry
Co. Ltd., Kasama, Japéo

tubo de polietileno PE-10 (0,28 Becton Dickinson, Holdrege,

mm didmetro intenro) EUA
Parafusos parafusos 0,9 mm de didmetro Otto Frey, Oakland, EUA
para éculos

Gabarito para corte das | agulha de aspiracdo 1,2 x 40 mm Becton Dickinson, Curitiba,

canulas-guia Brasil
Fonte: Elaborada pelo autor

As canulas-guia (implante) foram feitas a partir de agulhas hipodérmicas 0,55 X 20 mm.
As agulhas tiveram os biséis aparados com um disco de corte de SiC (carbeto de silicio)
montado em uma retifica (RT650KA, Black & Decker do Brasil Ltda., Uberaba, Brasil). Os
canos de aco foram separados dos funis de plastico por leves compressfes repetidas destes
ultimos com a parte romba de um alicate, enquanto eram girados entre duas compressdes
sucessivas para liberar uniformemente pos canos e evitar amassa-los. O cimento que fixa funil
e cano foi raspado com ajuda de uma lamina de bisturi. A seguir, os canos livres foram cortados
ao meio e postos no interior de um gabarito de comprimento interno pouco maior que 9 mm
construido a partir de uma agulha 1,2 X 40 mm e ap0s isto abradidos nas extremidades para
ajustar o comprimento para 9 = 0,05 mm com auxilio de um paquimetro digital e uma lima fina.
Finalmente as canulas assim obtidas tiveram introduzida e girada no seum limen uma agulha
gengival curta de 30 Gauge para verificar sua paténcia e eliminar rebarbas internas e o p6
remanescente do disco de SiC. As que apresentaram qualquer obstrucdo, tortuosidade ou
comprimento inadequado foram descartadas.

Os mandris foram feitos de fios ortodénticos de Ni-Cr com didmetro 0,35 mm. Os fios
foram introduzidos dentro de uma canula guia pronta, dobrando-se a extremidade externa
continua do fio e cortando-a a 1-2 mm.

As canulas de administracdo foram feitas com agulhas gengivais de 30 gauge. As
agulhas tiveram a parte interna (que vai dentro do tubo de anestésico) cortada com alicate a
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altura da borda do funil e tiveram a parte externa introduzida numa canula guia pronta e cortada
a pouco mais de 1 mm de distancia da extremidade desta. Os canos foram liberados dos funis
por compressdes leves com a borda romba de um alicate enquanto se girava a agulha entre duas
compressdes sucesivas para evitar amassar 0 cano e liberd-lo uniformemente. Aseguir, as
extremidades eram desbastadas com disco de corte de SiC ou com lima fina para eliminar a
parte amassada pelo alicate e ajustar o comprimento da canula de infusdo para 1 mm maior que
a canula guia (10 £ 0,05 mm). As canulas de administracdo assim obtidas tiveram a paténcia
verificada pelo acoplamento num tubo PE-10 e subsequente infusdo de agua destilada. As
canulas de comprimento insuficiente, curvas, com com rebarbas, ou obstruidas foram

eliminadas.

3.2.2 Cirurgia estereotaxica

Tabela 9 - FArmacos usados na cirurgia estereotaxica

Farmaco Dose via Fabricante
(mg/kg)

cetamina 90-100 i.p. Agener Unido Saude Animal, Embu-
Guacu, Brasil

xilazina 9-10 i.p. Syntec do Brasil Ltda. Cotia, Brasil

cetoprofeno 4 s.C. Merial Saide Animal Ltda., Paulinia,
Brasil

pentabiotico veterindriopara 0,2 mL/  i.m. Fort Dodge Saude Animal Ltda.,

pequenos animais animal Campinas, Brasil

Benzilpenicilina benzatina:

600.000 Ul

Benzilpenicilina procaina:

300.000 UI

Benzilpenicilina potéssica:

300.000 UI

Diidroestreptomicina: 250 mg
Estreptomicina: 250 mg
Agua destilada: 3 mL

dexpantenol 5% - t.o. Bausch & Lomb, Berlim, Alemanha

lidocaina 2% gel - t.d. Pharlab, Lagoa da Prata, Brasil

iodo-polivinilpirrolidona - t.d. Rioguimica, Sdo José do Rio Preto,

(PVPI) 1% Brasil

peréxido de hidrogénio 10 - topico

volumes

lidocaina 2% com adrenalina 0,3mL/  s.c. Laboratério Bravet Ltda.,, Rio de

0,002% animal Janeiro, Brasil

clorexidina 4% - - -

lactato de Ringer 5mL/ s.C. Frezenius Kabi, Aquiraz, Brasil
animal

Intraperitoneal (i.p.); subcutaneo (s.c.); intramuscular (i.m.); tépico oftalmico (t.0.); tépico dermatoldgico (t.d.)
Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 10 - Material cirargico especifico da cirurgia estereotaxica

Material Fabricante
broca de aco esférica 1016 FG KG Sorensen, Cotia, Brasil

1012 FG

micromotor odontoldgico tipo peca-de-mdo Beltec, Araraquara, Brasil
(PM) modelo LB 100

mandril adaptador PM-FG Microdont, S&o Paulo, Brasil

resina acrilica Vipi Produtos Odontoldgicos, Pirassununga,
Brasil

fio de Nylon 4-0 com agulha de seccdo Johnson & Johnson, S&o José dos Campos,

triangular Brasil

aparelho estereotaxico EFF 33l Insight, Campinas, Brasil

Fonte: Elaborada pelo autor

Cada animal foi pesado, anestesiado com cetamina e Xilazina e recebeu analgesia pré-
emptiva com o AINE cetoprofeno conforme algoritmo para anestesia e analgesia em ratos do
Comité para Cuidados e Uso de Animais da West Virginia University, 2011 (Tabela 9). Fez-se
antibioticoprofilaxia com pentabidtico veterinario para pequenos aniamis, além de hidratacao
corneal com dexpantenol. Praticou-se a uma tricotomia ampla com tricétomo elétrico desde
posterior as orelhas até anterior aos olhos. Com gel de lidocaina untaram-se as barras
auriculares do aparelho de estereotaxia de precisdo 100 um (modelo EFF 331) e cada nimal foi
aposto nas ditas barras e, logo, na barra incisiva, centralizando-se a seguir a cabeca no aparelho
estereotdxico e fixando-se-lhe com o clamp nasal. Fez-se desinfeccdo com iodo-
polivinilpirrolidona. Injetaram-se 0,3 mL de lidocaina com adrenalina no subcutaneo no local
da incisdo e aguardavam-se 3 a 5 minutos. Praticou-se uma incisdo da pele e partes moles
subjacentes na linha média desde anterior aos olhos até posterior as orelhas; as bordas da ferida
foram mantidas afastadas por quatro pingas hemostaticas de Halsted. Divulsionaram-se as
partes moles até o peridsteo, que por sua vez foi dissecado com elevador periosteal.

Em adicdo, friccionou-se a calota craniana com swab estéril embebido com perdxido de
hidrogénio para remover o tecido conjuntivo aderente as suturas e assim evidencia-las.
Colocou-se o implante (canula externa) no holder da torre do estereotaxico e se lhe fez a
verificacdo de verticalidade. Aferiu-se a coordenada mediolateral (ML) do ponto de referéncia
(Bregma), corrigindo-a por ML de Lambda caso necessario (FERRY, GERVASONI, VOGT,
2014).

Procedeu-se a validacdo da flat skull position (FSP), posicdo em que as coordenadas
dorsoventrais (DV) de Bregma e de Lambda sdo iguais, com uma tolerancia de 0,1 mm para
mais ou para menos (PAXINOS, WATSON, 1998, 2005; FERRY, GERVASONI, VOGT,
2014). Verificada a verticalidade do implante e validada a FSP, e de posse das coordenadas ML
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e DV de Bregma, aferiu-se a coordenada anteroposterior (AP) e procederam-se aos calculos da
coordenada de ventriculo lateral direito (AP -0,9; ML -1,8 com referéncia em milimetros a
partir de Bregma). Deslocaram-se os micromanipuladores dos eixos AP e ML da torre com o
implante sem tocar a calota, alguns milimetros acima dela, até atingir as coordenadas do ponto
de trepanacdo, umedeceu-se a extremidade da canula guia com uma goticula de clorexidina 4%
e se baixava o micromanipulador DV até que a extremidade da canula guia tocasse a calvaria
no ponto onde as coordenadas ML e AP eram as objetivadas, deixando ali a goticula de
clorexidina; logo este ponto era marcado com uma agulha 40 X 1,2 mm girando-se a mesma
sobre sua ponta com leve e firme presséo e a seguir trepanou-se naquele ponto com o auxilio
de uma broca de aco esférica 1016 FG acoplada a um micromotor odontoldgico tipo peca-de-
méo (PM) através de um mandril adaptador PM-FG. Substituiu-se a broca 1016 FG por uma
1012 FG (Tabela 10) e fizeram-se trés trepanacdes adicionais cerca de 1,5 mm distantes da
primeira (geralmente duas frontais bilaterais e uma parietal ipsilateral e posterior a primeira
trepanacdo) de modo a circunscrevé-la no interior de um tridngulo. Foram rosqueados trés
parafusos rosca lenta de 0,9 mm de diametro nas trés ultimas trepanacdes e foi baixado o
micromanipulador DV até um valor idéntico ao de Bregma e, a partir dai, até a coordenada DV
do alvo (DV -3,5 mm a partir de Bregma, isto €, 1 mm acima do teto do ventriculo lateral). A
seguir, fixou-se o conjunto da canula guia e trés parafusos com resina acrilica e posteriormente
irrigou-se o conjunto com salina a 0,9% em temperatura ambiente durante a polimerizacdo da
resina, pois esta é uma reacdo altamente exotérmica. Apds a cura da resina, removeu-se o holder
da céanula guia, obliterou-se esta com o mandril selando o conjunto com cola de poliestireno.
Assim ficava pronto o “capacete”.

Cabe ressaltar que todos os instrumentos e implantes (parafusos, canulas guia e mandris)
que teriam contato com partes cruentas do animal eram mantidos em &gua em ebuligdo até o
momento do uso, enquanto que as pingas eram mantidas em um béquer de vidro contendo
clorexidina a 4%. Finalmente se aproximavam as bordas da ferida operatdria com fio de Nylon
4-0 com agulha de secc¢éo triangular (propria para pele), se administravam 5 mL de solucdo de
lactato de Ringer ao animal e se lhe deixava recuperar da anestesia aquecido sob lampada
incandescente por 1 h e ap0s isto em jaula individual com agua e rac¢do ad libitum. O animal
operado era revisado no 1° dia pos-operatério (DPO), a aprtir de entéo recebia os cuidados de

rotina até a inducéo.
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3.2.3 Inducdo da crise epiléptica

Procederam-se as injecdes i.c.v. entre 0 5° e 0 7° DPO porque neste tempo de tem-se
resolucdo da atividade inflamatoria na escara glial, a qual atinge maxima atividade mitética por
volta do 4° DPO. Ademais, intervalos maiores (>10° DPO) podem associar-se com
deslocamento da canula do seu alvo, ainda que sem destacamento do capacete (KUO, SMITH,
2014).

Cada animal foi casualmente alocado em um dos dois grupos: controle (ACSF) ou teste
(ACSF + O) (Tabelas 11 e 12) que recebiam respectivamente 5 uL de fluido cerebrospinal
artificial sozinho (ACSF — artificial cerebrospinal fluid, composicdo na Tabela 12) ou 29,23
g/ de ouabainaem 5 pL de ACSF ([ouabaina]=10"2 M) por cada animal (RIEGEL et al., 2009).
Os animais dos grupos ACSF + O tiveram o comportamento gravado em video digital por 1 h
e aqueles dos grupos ACSF por quinze minutos a meia hora.

Tabela 11 - Farmacos injetados via intracerebroventricular

Grupo Farmaco Dose Fabricante
ACSF+0O Ouabaina>98% 29,23 pug/5uL de ACSF/animal (102 M) Sigma Aldrich
ACSF ACSF SuL/animal -

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 12 - Composicdo quimica do fluido cerebrospinal artificial (ACSF)

Eletrolito NaCl KCI NaH,POs NaHPOs CaCl, MgCl pH
Concentracao (mM) 125 2,5 0,9 5,0 1,2 1,0 7,4
Fonte Murphy, Maidment, 2002

3.2.3.1 Montagem do sistema de infuséo

Sumariamente, carregava-se com corante azul de Evans ou com azul de metileno um
tubo PE-10 com 0,26 mm de diametro interno (Becton Dickinson) previamente marcado 1/1
centimetro com auxilio de régua e pincel permanente, tendo o cuidado de drenar todas as bolhas
so sistema ao fim do processo. A seguir se acoplava o tubo a uma seringa de Hamilton de 10
puL (modelo Gastight 1801 RN, Nevada, EUA) cuja agulha (point style n® 3, para septo de
silicone em cromatografia gasosa) foi previamente desbastada com lima fina para evitar
perfuracédo e vazamanrto no tubo. Neste ponto, o sistema era enchido e esvaziado com o corante
sob pressdo ao menos duas vezes para detectar vazamentos. Se 0s houvesse, era repetia-se a
operacdo. Feito isto, retirava-se a extremidade do tubo distal & seringa ligeiramente do frasco
de corante acoplava-se-lhe a canula de infusdo e se aspirava uma bolha de ar de 1-2 cm,
mergulhava-se a canula de infusdo no eppendorf contendo a solucdo a ser injetada (ouabaina

102 M em ACSF nos grupos teste ou ACSF sozinho nos grupos controle) e se aspirava eté
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encher a seringa. Assim se obtinha um sistema composto de uma seringa de 10 pL cheia de
corante, um tubo PE-10 cheio aos ~82 cm proximais a seringa com 0 mesmo corante e cheio
nos 16 cm distais com o liquido de infusdo, tendo na extremidade a canula de infusdo, sendo os

dois meios liquidos separados por uma fase gasosa, a bolha de ar.

3.2.3.2 Infusdo de ouabainai.c.v.

Cada animal foi gentilmente imobilizado manualmente e com pingas de ponta fina teve
removido do capacete o lacre de cola de poliestireno e o mandril. Em lugar deste Gltimo,
introduziu-se na céanula guia a canula de infuséo cuidando para que esta fosse introduzida
completamente. O animal foi posto ao centro de um campo aberto de acrilico transparente,
aguardando-se no minimo 5 minutos de ambientacdo. Apos isto, iniciou-se a infusdo dos 5 pL
ao longo de 1 minuto, deixando no local a canula de infusdo por 1 minuto adicional para
aguardar que o VL acomodasse o injetato evitando o refluxo deste. Junto com o inicio da infusdo
i.c.v. iniciou-se a gravacdo de um video de 1 h em midia digital a fim de colher dados
comportamentais. Apds 1 h os animmais foram eutanasiados por decapitacdo e as areas
cerebrais objetivadas (cdrtex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado, talamo e mesencéfalo)

foram removidas para anélise neuroquimica.

3.3 Desenho experimental

Inicialmente foi feito um estudo piloto com ratos Wistar machos de 250 a 350 g de
massa corporal a fim de tatear a dose de ouabaina que diluida no volume fixo de 5 pL de ACSF
fosse capaz de produzir um endpoint de crises generalizadas cl6nico-tbnicas em
aproximadamente 100% dos animais. Foram testadas as doses de 2,923 ug; 9,74 ug; 29,23 ug
e 50 ug de ouabaina por animal em grupos de 5-7 animais. A dose de ouabaina selecionada nos
grupos teste foi a de 29,23 pg por animal diluidos no volume fixo de 5 uL de (ACSF + O), pois
nas doses menores uma baixa porcentagem dos animais desenvolveram o endpoint convulsivo,
enquanto que na dose 50 pg a porcentagem de animais com o0 mesmo endpoint ndo diferiu
significativamente de 29,23 ug.

Quanto aos animais, alocaram-se aqueles de 250-300 g preferencialemnte no grupo no
grupo ACSF + O devido a observacédo de que o desenvolvimento de formas nao generalizadas
de crise (“status limbico-prosencefalico”) ou comportamento incaracteristico (ex.: “circling”)
foi mais frequente em animais com massa corporal >300 g. Animais com massa corporal >300

< 350 g foram, por isso, alocados no grupo ACSF, cujo nimero de individuos foi completado
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com animais de massa 250-300 g até o n adequado. Foram colhidos dados de comportamento
(video) bem como espécimes de tecido para avaliagdo neuroquimica (estresses oxidativo e
nitrosativo) ou para avaliacdo histopatologica da acuracia do implante da canula guia, no caso

do projeto piloto.

3.4 Eutanasia, remocdo dos encéfalos, disseccdo das areas cerebrais e destino das
carcacas
ApOs terem seu comportamento gravado em video em meio digital por 1 hora, 0s
animais foram eutanasiados por decapitagdo conforme a Resolucdo 1000/2012 do CFMV. Os
encéfalos foram rapidamente removidos e as areas cerebrais de interesse (cortex pré-frontal (C),
hipocampo (H), corpo estriado (E), tdlamo (T) e mesencéfalo (M)) foram rapidamente
dissecadas sobre uma folha de aluminio mantida sobre gelo. As areas foram recolhidas em
eppendorfs marcados previamente com o nimero do animal e do grupo e armazenadas em
freezer -80 °C até a realizacdo dos testes neuroquimicos. Estas areas foram escolhidas com base

em seus papeis na funcdo do SNC.

O cortex pré-frontal € uma porcdo do cortex frontal (pré-motor), inclui o cortex
ventromedial e possui extensas conexdes com estruturas limbicas, sendo representativo do
cortex, que esta envolvido as crises generalizadas (KIM et al., 2013; LIMA et al., 2015). O
hipocampo é uma area de baixo limiar epiléptico implicada direta ou indiretamente em crises
epilépticas e epilepsias de diversos tipos (particularmente a ELT) e em seus modelos; contém
populacdes celulares particularmente sensiveis a excitotoxicidade e a remodelamento, estando
ainda relacionado a processos cognitivos (CHI et al., 2008; DE FREITAS et al., 2010; MA et
al., 2012; FILHO et al., 2015; HAMELIN, DEPAULLIS, 2015). O corpo estriado possui extensas
conexdes com 0s nucleos da base e com o cortex frontal sendo importante no controle da
motricidade (DUNNETT, MELDRUM, MUIR, 2005). O tdlamo é importante na propagagdo
da atividade epileptiforme focal para areas distantes e, portanto, é uma estrura chave na
fisiopatogénese das crises epilépticas generalizadas (informacao verbal)’. O mesencéfalo é uma
estrutura do tronco cerebral que contém o coliculo inferior, que, por sua vez, € o ponto de
origem da atividade epileptiforme nas crises procursivas em diversos modelos (FAINGOLD,
2012).

" Informacé&o verbal: Esper A. Cavalheiro, M.D., M.Sc. Ph.D., na 9th Latin-American Summer School on
Epilepsy, Séo Paulo, 25/02/2015.
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Os animais do projeto piloto tiveram os encéfalos fixados em formalina a 10% por 18 a
24 h e apos isto em alcool 70 °GL e entdo submetidos a processamento histopatoldgico de rotina
para avaliacdo anatomopatoldgica (macroscopica) e histopatoldgica (microscopia de luz
comum com coloragdo por hematoxilina-eosina) da acuracia da implantacdo da canula guia no
VL.

Todas as carcacas foram envolvidas em jornais, acondicionadas em sacos plasticos
brancos leitosos para lixo bioldgico e depositadas em freezer destinado para este fim no

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, de onde se destinaram a incineragéo.

3.5 Anélise comportamental das crises epilépticas in vivo
Apds no minimo 5 minutos de aclimatacdo dos animais em campo aberto de acrilico, ao
mesmo tempo do inicio da infusdo i.c.v., foram iniciadas as tomadas de video digital para
registro do comportamento irrestrito dos animais. Os videos foram ulteriormente revisados para
pesquisar e registrar 0s comportamentos com base em repertérios etoldgicos conhecidos
(VELISKOVA, 2006). Os comportamentos exibidos, junto com os tempos de inicio e de

término respectivos, foram registrados em tabela no programa Windows Excell 2013.

Apobs o projeto piloto, estabeleceram se os critérios de inclusdo e de exclusdo para
escopo de analise comportamental. O critério de inclusdo adotado foi a presenca de uma
convulsdo procursiva (P1) em tempo <120 segundos, precedida de estadios de Racine <2. O
critério de exclusdo adotado foi a presenca de estadio de Racine >2 em tempo <120 segundos
(i.e. Racine 3 precoce) e/ou a auséncia de crise P1 em <120 segundos. Este endpoint
correlacionou-se com o desenvolvimento de crise epiléptica convulsiva generalizada tipo
clénica com perda de RE em 100% os animais estudados.

Os parametros comportamentais pesquisados foram: laténcia e duracao da 12 convulsao
procursiva (P1), laténcia e duracdo do freezing (F), laténcia e duragdo da 2* convulsédo
procursiva (P2), laténcia da perda de reflexo de endireitamento (PRE), laténcia da 1% convulsdo
clénico-tonica generalizada méxima (CTGmax) e laténcia de morte (M) (Tabela 15). Os tempos
de laténcia se abreviam por “L” e os de duracao por “D”.

Ademais, registraram-se as alteracdes comportamentais que precederam P1, o numero
de recuperacdes do reflexo de endireitamento, quando as houve, e o nimero de CTGmax quando
mais de uma (estes, ndo representados aqui), além da laténcia do clono limbico (estadio de
Racine >3, (R3) tardio, i.e. laténcia >120 s) (Tabela 14), sendo as incidéncias expressas em
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namero absoluto e em porcentagem. Dentre varias escalas apresentadas em Veliskova 2006, a
de Jobe e colaboradores (1973) para convulsdes generalizadas com origem no tronco encefélico

(Tabela 13), que representa melhor os comportamentos motores exibidos pelos animais.

Tabela 13. Estadiamento de crise convulsiva generalizada com origem em tronco

encefalico (escala de Jobe)

Estadio | Comportamento Estrutura
envolvida

0 Sem resposta

1 Wild running seizure (WRS), (focal)

2 Dois WRS separados por um periodo refratario, clono envolvendo

membros anteriores, posteriores, vibrissas ou pinas
Um WRS sem periodo refratario, endpoint convulsivo como em 2

w

4 Dois WRS separados por um periodo refratério, flexdo tonica do S
pesco¢o, tronco e membros anteriores com clono dos membros T
posteriores Q

5 Um WRS sem periodo refratario, endpoint convulsivo como em 4 S

6 Dois WRS separados por um periodo refratério, endpoint convulsivo 8
semelhante a 4, mas com extensdo ténica parcial dos membros §
posteriores (extensdo tdnica das coxas e pernas, clono dos pés) [

7 Um WRS sem periodo refratario, endpoint convulsivo como em 6

8 Dois WRS separados por um periodo refratario, endpoint convulsivo

como em 4, mas com extensdo tbnica completa dos membros
posteriores (=Convulsao generalizada méaxima, CTGmax)

9 Um WRS sem periodo refratério, endpoint convulsive como em 8
Fonte: Jobe Chin Lincoln (1973); Veliskova (2006)

Tabela 14. Estadiamento de crise convulsiva generalizada com origem limbica (escala de

Racine modificada por Pinel e Rovner)

Estadio | Comportamento Estrutura
envolvida

1 Automatismos oroalimentares e faciais Limbica

2 Head nodding (assentir com o segmento cefalico) (amigdala +
hipocampo)

3 Clono de membro anterior contralateral Prosencéfalo

4 Clono de membro anterior bilateral extra-

5 Rearing (empinada em postura bipede sem tocar as paredes com os | limbico

membros anteriores) + queda

6* Wild running seizure (WRS) + Jumping seizure (JS) + vocalizagdo | Tronco

7* Postura tonica encefalico

8* Crise convulsiva espontanea

modificages feitas por Pinel e Rovner (1978) (*)
Fonte: Veliskova (2006)
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3.6 Analise neuroquimica: estresses oxidativo e nitrosativo

3.6.1 Estresse oxidativo - Estimacéo da peroxidacdo lipidica pela concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) em cortex pré-frontal,
hipocampo, corpo estriado talamo e mesencéfalo

A determinacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) através de
técnica descrita por Draper e Hadley (1990) foi usada para determinar os niveis de peroxidagédo
lipidica em hipocampo, corpo estriado, cortex frontal. Os homogenatos de cada area cerebral a
10% (p/v) em tampdo de NasPOsa 50 Mm, pH 7,4 foram acrescidos de 500 pL de &cido
tricloroacético a 10 % e 500 pL de acido tiobarbitarico a 0,67 % e levados a banho-maria a 37
°C por 60 minutos. Findo esse tempo, foram adicionados de 500 pL de n-butanol e
centrifugados a 1200 rpm por 5 minutos. Enfim, a fase butandlica teve sua absorbancia lida
espectrofotometrocamente a 535 nm (faixa de luz visivel). Os resultados foram expressos em
nmol de malondialdeido (MDA)/grama de homogenato.

3.6.2 Estresse oxidativo — Medida da concentracao de glutationa reduzida (GSH) em
cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado, tdlamo e mesencéfalo

A reacéo de Ellman, executada conforme descrita por Sedlak e Lindsay (1968) foi usada

na estimacdo do conteudo de glutationa reduzida (GSH) nas areas cerebrais. Os homogenatos
de cada area cerebral a 10% (p/v) em EDTA 0,02 M foram centrifugados a 3000 rpm por 15
minutos. 400 pL de sobrenadante foram coletados e acrescidos de 800 pL de tampéo Tris-HCI
0,4 M, pH 8,9 e 20 pL de &cido 2-nitrobenzéico a 0,01 M (DTNB, reagente de Ellman). Ap6s
1 minuto, foi realizada a leitura espectrofotométrica da absorbancia a 412 nm. Resultados foram

expressos em U/ug de proteina.

3.6.3 Estresse nitrosativo - Medida da concentragéo de nitrito (NO2’) em cOrtex pré-
frontal, hipocampo, corpo estriado, tdlamo e mesencéfalo

A reacdo de Griess, executada conforme técnica descrita por Green et al. (1982) foi
empregada na estimacdo do contetdo de nitrito (NO2") nos homogenatos. Uma aliquota de 500
uL de homogenato de cada area cerebral a 10% (p/v) em tampéao de NazPOsa 50 Mm, pH 7,4
foi misturada a 500 pL do reagente de Griess (sulfanilamida 1%, HsPO4 1%, cloridrato de N-
(1-naftil)etilenodiamina a 0,1% em agua destilada 1:1:1:1, v/v/v/v) em temperatura ambiente
por 10 minutos. Em seguida, foi lida a absorbancia espectrofotométrica a 550 nm. Resultados

foram expressos em pUM.
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3.7 Analise estatistica dos dados

Nos grupos de animais cujos encéfalos foram submetidos a avaliacdo histopatoldgica, a
acuracia da implantacdo das canulas guia no VL direito foi expressa como porcentagem de

acerto.

Os dados sobre comportamento compilados foram transladados para o programa Prism
6 (GraphPad Software, San Diego, EUA), submetidos a estatistica descritiva de coluna,
expressos como média + erro padrdo da média (M + EPM), sendo a seguir submetidos a teste
de bondade do ajuste a normalidade (de Shapiro-Wilk) e a teste de regressdo linear (de Pearson).

Os testes de neuroquimica (estresses oxidativo e nitrosativo) nas areas de intresse
tiveram seus valores compilados em tabela no Windows Excell 2013, transladados para o
programa Prism 6, submetidos a estatistica descritiva, sendo expressos como M = EPM, e a
seguir foram submetidos a teste de bondade do ajuste a normalidade (de Shapiro-Wilk) e a teste
T paramétrico bicaudal (grupos teste, com ouabaina (ACSF + O) versus controle com ACSF
sozinho (ACSF)) para grupos que passaram no teste de normalidade, ou a teste ndo paramétrico
(de Mann-Whitney) bicaudal quando pelo menos um dos grupos ndo passou no teste de

normalidade. O nivel de significancia p<0,05 foi usado em todos 0s casos.
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3. RESULTADOS

4.1 Etologia das crises epilépticas por ouabaina i.c.v.

Tabela 15. Incidéncias e tempos de laténcia e de duragéo dos comportamentos motores no

status epilepticus convulsivo por ouabaina i.c.v.

Comportamento | Incidéncia Laténcia (L)ou Tempo (s) p (SW)
(n - %) Duracéo (D) (média + EPM)
P1 9 - 100% L 79,33 £ 8,243 *
D 14,33 £1,818 *
F 9 -100% D 106,1 £ 44,25 *
P2 7-771,77% L 169,6 + 55,38 >0,05
D 17,00 £ 2,545 >0,05
R3 4 - 44,44% L 277,8 £ 77,56 >0,05
PRE 9 - 100% L 491,2 + 55,56 *
1CTGmax 6 - 66,66% L 2117 + 166,3 >0,05
M 5 - 55,55% L 2755 + 83,77 >0,05

12 convulséo procursiva (P1); freezing (F); 22 convulsdo procursiva (P2); convulséo clénica de membros anteriores
estadio 3 de Racine tardio (R3); perda do reflexo de endireitamento (PRE); 12 convulsdo clonico-ténica
generalizada mé&xima (LCTGmax); morte (M); laténcia (L); duracdo (D); nimero de animais (n), porcentagem de
animais (%) que apresentaram um dado comportamento; erro padrdo da media (EPM); segundos (s); valor de p no
teste de bondade do ajuste segundo Shapiro-Wilk (p (SW)); valor de p<0,05 (*) para uma amostra de 9 animais
gue atenderam aos critérios de inclusdo durante o tempo total analisado de 1 hora.

O padrao comportamental exibido pela maioria (~85%) dos animais que recebem 29,23
Hg de ouabaina dissolvida em 5 puL de ACSF intracerebroventricularmente consta de uma fase
de alteracBes comportamentais representadas por hipergrooming, sniffing (i.e. fungor)
excessivo, marcha ou postura com ataxia dos membros posteriores, freezing ou motionless
staring (F) (i.e. parada do comportamento e imobilidade) com whiplike tail movement
(movimento de chicoteio da cauda), hiperventilacdo, ere¢do da cauda (cauda de Straub (CS)) e
comportamentos como twitching das vibrissas, automatismos oroalimentares e faciais (estadio
1 de Racine, Tabela 14) e head nodding (HN) (i.e. movimento de assentir com 0 segmento
cefalico, estadio 2 de Racine, Tabela 14) em uma combinagéo variavel, seguidos de uma a trés
(usualmente duas) crises epilépticas convulsivas de tipo procursivo (“wild running seizure”
(WRS) + “jumping seizure” (JS) =+ vocalizagao, i.e. endpoint 2 de Jobe, Tabela 13) denotadas
por procursiva 1 (P1) e procursiva 2 (P2) intercaladas por um periodo de imoblidade (F) com
chicoteio da cauda usual, seguidas de crises convulsivas tipo clénica parcial (CP) (i.e. que ndo
envolvem os quatro membros, usualmente envolvendo os membros anteriores bilateralmente,
como no clono limbico dos estadios 3-4 de Racine, Tabela 14) gradualmente substituidas por

clonicas generalizadas (CG) (i.e. que envolvem os quatro membros, com perda do reflexo de
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enrdireitamento (PRE)) que evoluem em status epilepticus clénico com fenémenos tonicos
tardios mais aparentes na musculatura axial, regularmente sucedido de uma ou mais convulsdes
clénico-tonicas generalizadas maximas (CTGmax) (i.e.: clono generalizado + opistotono + CS +
flexdo do segmento cefalico + extensdo dos membros anteriores + extensao tonica maxima dos
membros posteriores, estadio 8 de Jobe, Tabela 13) terminando com depresséo pds-ictal durante
a qual usualmente se verifica parada respiratoria reversivel ou ndo. Caso haja recuperagéo, o
animal reassume a sequéncia de comportamentos a partir do clono generalizado (Tabela 15,

Figura 7).

Figura 7. Etograma do status epilepticus convulsivo por ouabaina i.c.v.
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Comportamento ndo convulsivo (NC); 12 convulséo procursiva (P1); freezing (F); 22 convulséo procursiva (P2);
clono parcial (inclui Racine 3) (CP); clono generalizado (CG); clono generalizado com perda do reflexo de
endireitamanto (CG-PRE); convulsdo cl6nico-ténica generalizada maxima (CTGmax); médias de 9 animais.

Em cerca ~12% dos animais 0s sinais nao convulsivos citados acima (hipergrooming,
sniffing, ataxia e estadios <2 de Racine, Tabela 14), incluidos no periodo de laténcia, se
seguiram precocemente de comportamento motor convulsivo tipo clono bilateral de membros
anteriores em postura bipede com flexdo do tronco (clono limbico, estadio 3-4 de Racine,
Tabela 14) e depois rearing (i.e. movimento de empinar-se, elevar as patas anteriores em
postura bipede sem tocar as paredes da caixa, estadio 5 de Racine, Tabela 14) que se amiudava
até uma postura bipede constante. Mantendo o comportamento de clono de membros anteriores
e a postura bipede, estes animais evoluiram com wet dog shakes (WDS) (i.e. sacudidela tipo
“cao molhado”) consistentes e whole body twitches (WBT) ocasionais (i.e. sacudidela tipo
startle ou sobressalto de corpo inteiro, um tipo breve de convulsao clonica). O resultado final
foi um status epilepticus composto de clono de membros anteriores e automatismos

oroalimentares em postura bipede de base alargada semifletida ou totalemnte ereta, sem perda
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do RE, sem evolugéo para estadios mais avancados, condi¢cdo que propomos chamar de “status
limbico-prosencefalico”

Em <3% dos animais ndo houve comportamento motor convulsivo bem definido. Estes
comportamentos “ndo convulsivos” foram: tipo “circling” no sentido horario (=clockwise
gyration) ou no sentido anti-horario (=anti-clockwise gyration), marcha ataxica, fracionada,
incoordenagdo motora, repouso sobre o ventre, perda do RE sem clono generalizado consistente

ou ainda hiperatividade locomotora.
4.2 Estresses oxidativo e nitrosativo

4.2.1 Efeito da ouabaina i.c.v. na lipoperoxidacdo em cortex pré-frontal, hipocampo,

corpo estriado, talamo e mesencéfalo

Os niveis de lipoperoxidacdo medidos em nanomol de dialdeido mal6nico por grama de
tecido (nMol MDA/g) expressos como média + erro padrdo da média (EPM) dos grupos
controle (ACSF) e teste (ACSF + O), respectivamente, para as areas cortex pré-frontal (C),
hipocampo (H), corpo estriado (E), tdlamo (T) e mesencéfalo (M) foram: C) 0,06053 +
0,001954 e 0,2964 + 0,04011, p<0,0001; H) 0,0596 + 0,001603 e 0,3222 + 0,04625, p<0,0001;
E) 0,05553 + 0,001073 e 0,2613 + 0,03127, p<0,0001; T) 0,06267 + 0,002137 e 0,2184 +
0,03446, p<0,001; M) 0,0634 + 0,002810 e 0,1559 + 0,03282, p<0,01 para n = 12 por grupo
(Figura 8).

Figura 8 — Niveis de lipoperoxidacdo em cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado,

tdlamo e mesencéfalo dos grupos controle e teste
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Niveis de lipoperoxidacdo medidos em nanomol de dialdeido maldnico por grama de tecido (hMol MDA/g tecido)
expressos como média * erro padrdo da média (EPM) dos grupos controle (ACSF) e teste (ACSF + O) nas areas
cértex pré-frontal (F), hipocampo (H), corpo estriado (E), talamo (T) e mesencéfalo (M). p<0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001 (***); p<0,0001 (****); n =12 por grupo. Teste T paramétrico bicaudal.
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Adicionalmente, os niveis de TBARS nao diferiram entre as cinco areas dentro do grupo
ACSF (dado ndo mostrado), mas foram significativamente maiores (p<0,05) em H queem T
no grupo ACSF + O ao teste de ANOVA de duas vias seguido de Tukey como teste post-hoc,
ndo havendo diferenca significativa entre as demais areas no grupo ACSF + O (dado nédo

mostrado).

4.2.2 Efeito da ouabaina i.c.v. na concentracdo de glutationa em cortex pré-frontal,

hipocampo, corpo estriado, tdlamo e mesencéfalo

As concentracdes de glutationa medida em Unidades por micrograma de proteina (U/ug)
expressos como média * erro padrdo da média (EPM) dos grupos controle (ACSF) e teste
(ACSF + O), respectivamente, para as areas cortex pré-frontal (C), hipocampo (H), corpo
estriado (E), talamo (T) e mesencéfalo (M) foram: C) 0,1696 + 0,008920 e 0,1306 + 0,008798,
p<0,01; H) 0,1869 + 0,009240 e 0,1599 + 0,01530, p>0,05; E) 0,1781 + 0,007686 € 0,1320 +
0,005509, p<0,0001; T) 0,1493 + 0,008578 € 0,1729 + 0,01379, p>0,05; M) 0,1661 + 0,02038
e 0,1409 + 0,008436, p>0,05. n = 12 por grupo (Figura 9).

Figura 9 — Concentracao de glutationa em cértex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado,

tdlamo e mesencéfalo dos grupos controle e teste
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Concentracéo de glutationa medida em Unidades por micrograma de proteina (U/ug) expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) dos grupos controle (ACSF) e teste (ACSF + O), nas areas cértex pré-frontal (F),

hipocampo (H), corpo estriado (E), tAlamo (T) e mesencéfalo (M). p<0,01 (**); p<0,0001 (****); n = 12 por
grupo. Teste T paramétrico bicaudal.
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4.2.3 Efeito da ouabaina i.c.v. na concentracdo de nitrito em coOrtex pré-frontal,

hipocampo, corpo estriado, tdlamo e mesencéfalo

As concentragdes de nitrito [NO2] medida em micromolares (UM NO2) expressos como
média = erro padrdo da média (EPM) dos grupos controle (ACSF) e teste (ACSF + O),
respectivamente, nas areas cortex pré-frontal (C), hipocampo (H), corpo estriado (E), tAlamo
(T) e mesencefalo (M) foram: C) 0,08109 + 0,005715 e 0,08809 + 0,004621, p>0,05; H) 0,1103
+0,01703 e 0,0910 £ 0,008449, p>0,05; E) 0,1078 + 0,01392 e 0,1400 + 0,02789, p>0,05; T)
0,1043 + 0,008600 e 0,2054 + 0,03602, p>0,01; M) 0,1073 + 0,006554 e 0,1517 + 0,01370,
p>0,01, para n = 12 por grupo. Teste de Mann-Whitney de duas vias (Figura 10).

Figura 10 — Concentracdo de nitrito em cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado,

talamo e mesenceéfalo dos grupos controle e teste
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Concentragdo de nitrito medida em miclomolares (uM NO2") expressos como média + erro padrio da média
(EPM) dos grupos controle (ACSF) e teste (ACSF + Q), nas areas cortex pré-frontal (A), hipocampo (B), corpo
estriado (C), tdlamo (D) e mesencéfalo (E). p<0,05 (*); p<0,01 (**); n =12 por grupo. Teste de Mann-Whitney
de duas vias.
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Figura 11 — Corte coronal de cérebro de rato a fresco 0,9 mm caudal ao Bregma

mostrando o tracto da canula para ventriculo lateral
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A) Corte coronal a fresco de cérebro de rato ~0,9 mm caudal ao Bregma tomado sob lupa estereoscopica apos
injecdo i.c.v. evidenciando o tracto da canula-guia (setas) para o ventriculo lateral e discreta hemorragia do plexo
coréideo do ventriculo lateral direito (asterisco); escala graduada em milimetros a direita. B) Prancha estereotaxica

coronal ~0,9 mm caudal ao Bregma, para comparacao.
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Figura 12 - Lamina histologica de corte coronal de cérebro de rato 0,9 mm caudal ao

bregma corado por HE mostrando o tracto da canula para o ventriculo lateral

Lamina histoldgica de corte coronal ~0,9 mm caudal a bregma em animal no qual foi implantada a canula-guia,
ndo usado para injecdo com a canula de infusdo. A) Imagem panoramica do encéfalo. B) Detalhe em pequeno
aumento (100 x) evidenciando o tracto da canula-guia parando proximo as fibras calosais, ~0,5 mm acima do teto

do ventriculo lateral; observam-se gliose e macrofagos contendo hemossiderina na parte superior da figura.
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5. DISCUSAO

O padrdo comportamental das crises epilépticas induzidas por ouabaina i.c.v. (Tabela
15, Figura 7) é compativel com uma ictogénese primaria multifocal em regides limbica
(automatismos oroalimentares e movimento de assentir com o segmento cefélico, estadios 1-2
de Racine, Tabela 14), e do tronco encefélico (crises procursivas P1 e P2, estadios de Jobe,
Tabela 13) evoluindo como uma crise clénica generalizada e SE.

De fato, o hipocampo, uma area limbica, forma grande parte do aspecto posterior da
parede inferior do VL e certamente € um local de primeiro contato da ouabaina. Também o
corpo estriado forma grande parte da parede inferior do VVL; no entanto ele é uma érea de limiar
convulsivo relativamente alto, um improvavel sitio de ictogénese, sendo mais provavelmente
implicado nos sinais de ataxia observados.

Recentemente as estruturas subcorticias tem sido reconhecidas como sitio ictogénico
clinicamente importante (BERG et al., 2010; VINOGRADOVA, 2015; VINOGRADOVA,
GRINENKO, 2016) apesar de isto ter sido demonstrado anteriormente em animais (JOBE,
CHIN, LINCOLN, 1973) e de certo modo ja prenunciado na teoria “centrencefalica” de
Penfield e Jasper nos anos 1950 (FAINGOLD, 2012).

Em linha com isto, estudos baseados em bloqueio, estimulagdo e registro neuronal
revelaram que o coliculo inferior (IC) é o local consensual de iniciacdo das crises epilépticas
em todos os modelos audiogénicos e tem sido implicada como fisiopatologia das crises
procursivas nestes modelos, incluindo camundongos DBA/2, as cepas de ratos GERP-9 e
GERP-3 (DORETTO; GARCIA-CAIRASCO, 1995; DUTRA MORAES, GALVIS-ALONSO;
GARCIA-CAIRASCO, 2000; VINOGRADOVA, 2015; VINOGRADOVA; GRINENKO,
2016; POLETAEVA et al., 2015), hamsters (CARBALLOSA-GONZALEZ et al., 2013;
MUNOZ et al., 2016; PRIETO-MARTIN et al., 2015), em animais com hipotireoidismo e crises
por retirada de etanol (FAINGOLD, 2012). O GABA é responsavel, no coliculo inferior, por
mediar véarias formas de inibigcdo evocada por estimulo acustico, incluindo reducéo do disparo
normalmente induzido por estimulo acustico de alta intensidade. A estimulagdo direta do
coliculo inferior resencadeia susceptibilidade a convulses audiogénicas em animais normais
ndo susceptiveis. Diversas formas de inibicdo GABAérgicas estdo comprometidas nos ratos
GERP-9, o que se relaciona com uma reducdo de 80% de expressao da subunidade y2 do
receptor GABAA difusamente no cérebro destes animais.

E muito provavel que o coliculo inferior seja o sitio de ictogénese focal do tronco

encefélico na fase procursiva também no modelo da ouabaina; no entanto confirmar isto exigiria
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estudos de hibridizacéo para c-FOS (um marcador precoce de hiperexcita¢do) ou captacéo de
2-deoxifluorglicose, técnicas de eletrofisiologia com implantacdo estereotaxica de multiplos
eletrodos subcorticais ou ainda blogueio por injecao estereotaxica de muscimol, por exemplo.

A via pela qual a atividade ictal primaria do coliculo inferior se propaga para o
prosencéfalo foi bem documentada nos modelos audiogénicos e envolve corpo geniculado
medial e campo retrorubral® e suas projecGes para amigdala e accumbens (FAINGOLD, 2012).
Entretanto a(s) via(s) pela(s) qual(is) a atividade epileptiforme priméaria hipocampal faz o
caminho inverso (i.e. hipocampo — coliculo inferior) no modelo da ouabaina i.c.v. ¢ dificil de
elucidar sem experimentos ecpecificos para este fim. Uma hipdtese alternativa seria a ativacao
do coliculo inferior independente da do hipocampo, quando a ouabaina atinge estruturas do
terceiro ventriculo ou a substancia cinzenta periaquedutal. De todos os modos, fica evidente
gue a ictogénese neste modelo é multifocal, corroborando com dados da literatura para a via
i.c.v. (VELISEK, 2006).

As crises epilépticas parciais de tipo procursivo tem sido descritas em humanos desde o
século XIX (COURTNEY, 1906; STEVENSON, 1931; BARREIRA, LISON, SPECIALLI,
1982). Se bem que a literatura ndo estabeleca o substrato andtomo-patoldgico das crises
procursivas em humanos, foi-lhes atribuido um valor lateralizatério na ELT (JIN, INOUE,
2009).

A estimulacdo direta do tronco cerebral e da medula espinal pode induzir atividade
muscular tdnica semelhante ao componente tbénico das convulsdes tdnico-cldnicas
generalizadas (TCGs). Ademais, os movimentos de clono coordenado estereotipado dos quatro
membros (clono generalizado) visto nas TCGs tem sido atribuidos ao recrutamento das vias
motoras responsaveis pelo movimento normal na rede atingida pela atividade ictal, a saber
substantia nigra, substancia cinzenta periaquedutal e formacao reticular (FAINGOLD, 2012).

Os altos niveis de lipoperoxidagdo encontrados em todas as areas nos aniamis do grupo
teste (ACSF + O) sdo compativeis com hiperexcitabilidade e refletem uma atividade ictal
generalizada, tendo atingido menor magnitude em areas de tronco encefalico (T, p<0,001 e M,
p<0,01) que em &reas mais rostrais (C, E, H, p<0,0001), embora ndo haja diferenca significativa
entre as areas dentro do grupo tratado.

A concentracdo de glutationa esteve significativamente reduzida em C e E nos aniamis
do grupo teste (ACSF + O). Neste ultimo, o consumo de GSH pode refletir a alta concentragédo
de Fe*? nesta regido (ZALESKA, FLOYD, 1985), o qual é catalizador na reagio de Fenton,

8 Comunicacdo informal feita por: Carlos de Cabo de la Vega, Ph.D., em 27/09/2016
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promovendo a producdo de raical hidroxil a partir do peroxido de hidrogénio (VALKO et al.,
2007).

Os efeitos do NO sobre as crises epilépticas sdo intrincados e de dificil interpretacdo. A
acao do NO varia entre pro- e anticonvulsivante conforme o tipo de doador de NO (ou o tipo
de antagonista de NOS) usado, sua dose e 0 modelo de crise epiléptica. Sumariamente, sabe-se
que o NO tem efeito bifasico na liberacdo de GABA: niveis basais de NO mantém baixos niveis
de GABA, enguanto que niveis umentados de NO aumentam a liberacdo deste
neurotransmissor.

No presente trabalho, a concentracdo de nitrito, um catabdlito de NO, esteve
significativamente aumentada somente em areas de tronco cerebral (T e M, p<0,01). Tal achado
encontra um interessante paralelo no modelo de crises audiogénicas em hamsters GASH:Sal
(PRIETO-MARTIN et al., 2012). Estes autores encontraram um aumemto na atividade da NOS
constitutiva somente em areas de tronco crebral (mesencéfalo), mas ndo em areas de
prosencéfalo (corpo estriado, hipocampo, hipotadlamo, cértex) nem em cerebelo ou em ponte-
bulbo apds as crises, 0 que foi confirmado pelo aumento da expressdo de nNOS no mesencéfalo.

Os autores explicam o achado pelo fato de o mesencéfalo estar envolvido precocemente
na atividade ictal naguele modelo, enquanto que areas prosencefalicas seriam recrutadas mais
tardiamente. Além disto, os autores atribuem o fato de tal achado ndo haver sido reproduzido
em outros modelos ao uso de cérebro inteiro menos cerebelo por outros pesquisadores, ou ainda
ao fato de que nos modelos por quimioconvulsivante sistémico, este atinge o parénquima
cerebral de forma mais ou menos simultdnea e homogénea. Assim, os achados do presente
trabalho corroboram com a literatura e apontam para um envolvimento precoce de estruturas
mesencefalicas na atividade ictal.

No que tange o mecanismo molecular da atividade epileptiforme, sabe-se que a inibicéo
de NKA com baixa afinidade pela dihidro-ouabaina causa aumento do acoplamento potencial
pos-sinaptico excitatério — despolarizacdo em neurdnios piramidais (VAILLEND, 2002).
Ainda, a inibicdo de NKA de alta afinidade por ouabaina provoca uma corrente de entrada
liquida (de s6dio) (ANANTHALAKSHMI, EDAFIOGHO, KOMBIAN, 2006), gera oscilagdes
de célcio intracelular e altera a exocitose de vesiculas de neurotransmissores. Sabe-se ainda que
NKA chega a ter na repolarizacdo um papel mais importante que os canais de potassio. Neste
ambito, a pos-hiperpolarizacdo mediada pela bomba foi revelada como responsavel por um

“periodo refratario” capaz de prevenir o disparo prematuro e excessivo em neuronios piramidais
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numa alga de retroalimentacdo. Tais mecanismos estdo profundamente inibidos pela ouabaina
em concentragdes de ordem micromolar (GULLEDGE et al., 2013).

Pelo menos desde os anos 1970 tem sido relatada uma reducéo significativa da atividade
de NKA em focos epilépticos em relacdo ao tecido ndo epiléptico circunjacente
(DONALDSON et al., 1972) em paralelo com uma diminuicdo patolégica da capacidade
daqueles focos de tamponar elevagOes transitorias de [K™]e. Isto se associa a uma falha na
defosforilacdo promovida por K* da subunidade a (BENARROCH, 2011).

Ademais, tem-se evidenciado que os transitérios de [Na*]i astrocitarios provcados pelo
aumento da atividade dos EAATS induzido por glutamato é capaz de induzir um aumento na
atividade de NKA o qual, por sua vez, é essencial para a captacdo do K*e por aquelas células
durante atividade neuronal, evitando mais despolarizacdo. Neste sentido, as diversas isoenzimas
de NKA possuem papeis especificos. A isoforma astrocitaria o2 possui baixa afinidade por Na*,
e sua Vmax é atingida somente em valores altos de [Na*];, de maneira que esta isoforma assume
maior importancia na repolarizagdo (LARSEN, STOICA, MACAULAY, 2016; LARSEN et
al., 2016), enquanto que al (constitutiva, ubiqua) tem afinidade por Na* relativamente alta e ja
se encontra saturada e operando a sua Vmax em valores mais baixos de [Na*]i, sendo importante
na manutencao do potencial de repouso. O mesmo se aplica as isoformas a3 (neuronal, de baixa
afinidade) e al expressa em neurdnios.

Na transmissdo sindptica quimica, a recaptacdo da molécula do neurotransmissor é
requerida para a terminacdo do estimulo. Excecles a regra sdo 0S transmissores gasosos, 0S
peptideos e a acetilcolina (ACh). Nestes casos, o sinal termina por difusdo da molécula ou por
sua associacdo a outra espécie quimica (ex.: o grupamento sulfidrilico do GSH) no caso do NO,
ou ainda por hidrdlise da molécula (caso da ACh). Quando se tratam de monoaminas e
aminoéacidos, a molécula é captada da fenda sindptica por simportadores dependentes de sodio,
presentes nos processos astrocitarios que circundam as sinapses ou, em menor grau, no terminal
pré-sindptico (LEVINE et al., 2016).

A captagdo sinaptica de monoaminas e aminoacidos é um processo de transporte ativo
secundario que funciona as expensas da fe.m.Na". Este processo, mediado pelos
“transportadores de monoaminas ” (monoamine transporters — MAT, que inclui DAT, NET e
SERT, transportadores para dopamina, noradrenalina e 5-HT, respectivamente), requer a
entrada de 1 Na* e a saida de 1 CI" para cada molécula de substrato (LEVINE et al., 2016). O
transportador de GABA, GAT-1, opera de modo semelhante (RAVNA et al., 2008). Por outro
lado, o transporte do glutamato é especialmente dependente da f.e.m.Na*, pois a captagdo de
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uma molécula do substrato se acopla ao simporte de 3 Na* e 1 H*, bem como ao antiporte de 1
K" por ciclo (LEVINE et al., 2016; ZHOU et al., 2014; SHEEAN et al., 2013; MISHRA et al.,
2013). Tenha-se em mente que a manutencdo do gradiente (e da f.e.m.) de Na* é papel da NKA,
que, para isto consome ndo menos que 50% do ATP total do sistema nervoso.

A sinalizacdo glutamatérgica, responde por 80% do ATP consumido do SNC,
majoritariamente devido a eventos pds-sinépticos; e ouabaina é capaz de praticamente abolir o
aumento no consumo de ATP induzido por estimulacdo glutamatérgica (FOO,
BLUMENTHAL, MAN, 2012). Com efeito, a sinalizacdo glutamatérgica € a maior responsavel
pelos aumentos transitorios de [Na']; tanto em neurdnios (através de receptores ionotropicos de
glutamato dos tipos AMPA, KA e NMDA e, indiretamente, pelos canais de sédio operados por
voltagem) quanto em glia (através dos transportadores de aminoacidos excitatérios EAATS dos
tipos GLAST e GLT-1). As sinalizacbes GABAérgica e monoaminérgica contribuem de
maneira muito menor para transitorios de sodio (informagcéo verbal)®, seja por mecanismos de
recaptacdo, seja pela sinalizagdo pos e pré-sinaptica.

De fato, isoformas a2 de NKA ocorrem em maior densidade em processos astrocitarios,
enquanto que al ocorre em maior quantidade no corpo destas células. Isoformas a2 foram
encontradas nesta localizagdo formando complexos moleclulares com transportadores de
glutamato GLT-1 em estreita proximidade com mitocondrias e pools de ATP (SHEEAN et al.,
2013). Analogamente, complexos moleculares entre NKA e transportador de glicina Glyt2
foram encontrados em neurénios no SNC (DE JUAN-SANZ et al., 2013).

Ante 0 exposto, e considerando a deterioracdo da neurotransmissao GABAEérgica
(equilibrio idnico do cloreto atingido apds 1 segundo de ativacdo ténica do receptor GABAA
(STALEY, 2015) e internalizacdo do receptor, presente dentro de no maximo 30 minutos de
crise epiléptica (DORANDEU et al., 2013; FANG, WANG, 2015; SYNOWIEC et al., 2013),
0 papel de propagacdo e de manutencdo da atividade epileptiforme parece recair
preponderantemente sobre o glutamato, ainda que ndo se possa afirmar 0 mesmo sobre a
iniciacdo da atividade epileptiforme, e ainda que a confirmacéo da hipotese requeira métodos
como anélise de efluente de microdialise ou avaliacdo da concentragdo de glutamato bem como
da atividade dos EAATSs (GLAST e GLT) em preparacdes sinaptossdmicas. Dados em culturas
astrocitarias e fatias de cérebro isolado apoiam esta visdo (ROSE et al., 2009; MOREIRA et al.,
2011).

® Informacéo verbal proferida em palestra de Pierre Magistretti, Ph.D. em Buenos Aires em outubro de 2016
durante o 2nd Federation of Latin American and Caribean Neuroscience Societies - FALAN
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Em linha com isto, déficits na captacdo de glutamato e de K*. foram relatados na
hemicrania hemiplégica familiar tipo 2(FHM-2) (CAPUANI et al., 2016), uma doenga causada
por mutacdo com perda de funcdo da isoforma a2 (astrocitaria) de NKA, enquanto
despolariza¢ao em salvas foi relatada em células de Purkinge knockdown para a3 num modelo
de distonia-parkinsonismo de inicio rapido (RDP) (FREMONT, TEWARI, KHODAKHAH,
2015).

Na atualidade, os trabalhos envolvendo o modelo da ouabaina i.c.v. tem enfocado a
sinalizacdo intracelular dependente do Ca*?, como a proteinocinase ativada por mitdgeno/
cinase regulada extracelularmente (MAP/ERK) e a fosfoinositideo3 cinase/ proteinocinase B
(PIBK/AKT) (KIM et al., 2008; YU et al., 2010; YAMAGATA et al., 2013; KIM et al., 2013;
LOPES et al., 2015). Paralelamente, pesquisas recentes tem abordado NKA explicitamente
como alvo farmacolégico de estratégias antiepilépticas (DELLA-PACE et al., 2013; FUNCK
et al., 2014; FUNCK et al., 2015). Nesse sentido, manipulacdes farmacoldgicas capazes de
preservar a atividade de NKA em niveis fisiologicos tem tido efetividade antiepiléptica
demonstrada.

O modelo de crises epilépticas por ouabaina i.c.v., por ser extremamente laborioso e por
haver alternativas mais custo- e tempo-efetivas com valor preditivo semelhante, dificilmente
seria factivel na triagem inicial em larga escala de candidatos a farmaco antiepiléptico. No
entanto ele pode servir ao estudo de caracterizagdo avangada de farmacos com atividade
antiepiléptica previamente testada em outros modelos, ou ao estudo de mecanismos de
ictogénese, bem como para o desenho e testagem de medidas que objetivem tais mecanismos.
Ademais, por ser um modelo de crises epilépticas particularmente graves, ele pode ser proposto
como modelo de SE farmacoresistente, sendo Gtil para ensaiar abordagens farmacoldgicas

nestas situagoes.

103



6. CONCLUSAO

No modelo de crises epilépticas por ouabaina i.c.v., 0 comportamento é compativel com
ictogénese multifocal em focos limbico e de tronco encefélico (provavelmente coliculo
inferior), enquanto que a neuroquimica aponta um dano oxidativo intenso e difuso nas
membranas lipidicas associado a estresse nitrosativo em regides caudais. Em linhas gerais, 0s
achados estdo acordo com a literatura. De acordo com evidéncias de outros estudos in vitro,
fornece-se uma hipdtese sobre o papel do glutamato na fisiopatologia do modelo que pode
agregar-he valor enquanto construto teorico, ao lado de apontar para estratégias farmacologicas
antiepilépticas alternativas as que ja existem. Ademais, aportam-se amplas possibilidades para
a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos através da implantagdo do protocolo de via de
administracdo i.c.v. crbnica, e evidencia-se a necessidade de estudos no intento de melhor

caracterizar o modelo.
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ANEXO A - Acokanthera sp.
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Apocynaceag

(Plumenoidese)

Acocanthera abyssinica K.Sch “

Fonte: http://plantcurator.com/free-vintage-medicinal-plant-illustrations/
ANEXO B - Strophanthus sp.
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Rypicineae
(Asclepiadeqe)

Strophanthus hispidus D.C

194

Fonte: http://plantcurator.com/free-vintage-medicinal-plant-illustrations/
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