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RESUMO

O modelo experimental de epilepsia, induzido por pilocarpina, em
fémeas inicialmente descrito por Amado e cols., (1993). Apds esses
achados, varios estudos continuaram a ser efetuados na tentativa de se
obter um conhecimento maior do envolvimento hormonal no fenémeno
epileptogénico. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo,
estudar a funcdo dos hormdnios sexuais no modelo de epilepsia
induzido por pilocarpina, em ratas castradas. Utilizamos como grupo de
estudos: (a) animais controles (estro, metaestro, diestro, proestro e
castradas), (b) animais experimentais, que receberam pilocarpina e
foram estudados na fase cronica do modelo (intacta crbnica e
castrada crdénica) e (c) animais castrados, que na fase crénica do
modelo foram submetidas a terapia de reposicdo hormonal (castrada
crbnica tratada com acetato de medroxiprogesterona, castrada
cronica tratada com 17p-estradiol e castrada cronica tratada com
acetato de medroxiprogesterona + 178-estradiol. Pudemos verificar que
todos os animais castrados tiveram atrofia genital ap6s 4 dias do
procedimento cirdrgico. Além disso, todos 0s animais que receberam
pilocarpina apresentaram crises espontaneas e recorrentes na fase
crénica. O estudo da distribuicao hipocampal de parvalbumina mostrou
gue a marcacao para esta proteina sofre flutuacdes durante as fases
do ciclo estral e apresenta maior marcacdo no grupo de ratas
castradas que receberam acetato de medoxiprogesterona + 17p-
estradiol. Em relacdo a frequéncia de crises 0 melhor tratamento apoés a
castracao foi aquele onde houve reposicao de acetato de
medoxiprogesterona + 17p-estradiol. Entretanto, animais que receberam
a reposicao somente com acetato de medoxiprogesterona também
tiveram reducdo do numero de crises. Além disso, o tratamento

hormonal também foi capaz de estabilizar o brotamento supragranular



de fibras musgosas, mostrando a importancia desses horménios no

desenvolvimento da epilepsia em fémeas.



1- INTRODUCAO

1.1 - EPILEPSIA

O conceito de possessao, "ser tomado subitamente”, € o centro
da associacao histérica entre religidao e epilepsia. As culturas da
Antiglidade acreditavam que os disturbios mentais estavam associados
a interferéncias sobrenaturais e na Grécia antiga eram chamadas de
"doenca sagrada" (CARRAZANA e cols.,, 1999). Naquela época
acreditava-se que os portadores de epilepsia possuiam caracteristicas
espirituais proprias, sendo passiveis de comunicacdo direta com o0s
deuses (SAVER & RABIN, 1997). O tratamento dava énfase a medidas
dietéticas, além de banhos de imersdo e alguns rituais. Apesar deste
aspecto eminentemente espiritual, HipOcrates ja acreditava em
alteracGes organicas, que mais tarde foram associadas a epilepsia. O
conceito de cérebro, corpo e mente ainda nao havia atingido o
estagio de divisdo pragmatica, que caracterizou os trabalhos de

Galeno e Vesalio.

Do ponto de vista semiolégico, Hipocrates fez observacdes
quanto a natureza dos "ataques”, dividindo-os em dois grupos: aqueles
com perda de consciéncia imediata e aqueles precedidos por auras.
Sua idéia de fisiopatologia partia da interacao entre corpo e natureza,
influéncia das estactes e dos ventos, além do regime alimentar. Em seus
trabalhos era contestada a hipotese de uma doenca causada pelos
deuses (HIPPOCRATES apud, 1952).

Os aspectos morfoldégicos foram descritos por Sommer (1880) que
sugeriu que a esclerose hipocampal seria a causa das crises. Neste

mesmo ano, Pfleger descreveu que as lesdes encontradas no



hipocampo seriam decorrentes de disturbios circulatdrios ou
metabdlicos localis, relacionados as crises (CENDES & KOBAYASHI, 2000),
e 0 aspecto macroscopico de endurecimento e reducao volumétrica
das estruturas mesiais do lobo temporal em pacientes portadores de

epilepsia foi descrito pela primeira vez por Bouchet & Cazauvieilh (1825).

Epilepsia n&o € uma doenca especifica ou uma unica sindrome.
Compreende uma ampla categoria de sintomas complexos,
decorrentes de funcdes cerebrais alteradas que podem ser secundarias
a um grande numero de processos patolégicos (GUERREIRO e cols.,
2000).

Sabe-se que a epilepsia tem mudltiplas etiologias. Entre as suas
causas podemos citar o0s tumores, sequelas de infeccoes,
anormalidades do desenvolvimento cortical, alteracdes genéticas e
disturbios degenerativos. Admite-se epilepsia como um grupo de
doencas que tém em comum crises epilépticas que recorrem na

auséncia de condicao téxico-metabdlica ou febril.

A classificacdo das crises baseia-se simplesmente nas
caracteristicas semiologicas dos eventos, 0s quais deixam de apresentar
qualquer conotagdo anatémica ou fisiopatoldégica (LUDER e cols., 1998).
Engel (2001), de acordo com a nova proposicao do ILAE (Classificacao
Internacional das Crises Epilépticas) deste mesmo ano, mostra que a
classificagao passa a ser uma lista dos diferentes tipos de crises que sao

agora consideradas entidades diagndsticas.

As crises epilépticas podem ser divididas em trés subgrupos,
considerando: (1) crises isoladas ou auto-limitadas (crises generalizadas
ou crises focais), (2) crises continuas, configurando o status epilepticus

(status epilepticus generalizado ou status epilepticus focal) e (3) crises



reflexas onde os fatores precipitantes podem desencadear crises focais

ou generalizadas.

Crises epilépticas sédo eventos clinicos que refletem disfuncéo
temporaria de um conjunto de neurénios de parte do cérebro (crises
focais) ou de areas mais extensas envolvendo simultaneamente os dois
hemisférios cerebrais (crises generalizadas). Os sintomas de uma crise
dependem das partes do cérebro envolvidas na disfuncéo (GUERREIRO
e cols., 2000).

A crise epiléptica é causada por descargas elétricas anormais
excessivas e transitdrias das células nervosas, resultantes de correntes
elétricas que sao fruto da movimentacéao ibnica através da membrana
celular. Crises epilépticas sdo sintomas comuns de doencas
neurolégicas agudas ou secundarias as doencas clinicas como
hipoglicemia, hipocalcemia, entre outras, e neste caso, ndo sao

consideradas epilepsia (GUERREIRO e caols., 2000).

A forma mais comum de sindrome epiléptica € a epilepsia do lobo
temporal (ELT), que atinge cerca de 40% de todos os casos de epilepsia
(HAUSER & KURLAND, 1975). A ELT vem sendo reconhecida como uma
sindrome especifica, devido a sua alta prevaléncia e a frequente

refratariedade ao tratamento medicamentoso (ENGEL, 1989).

De maneira geral, a ELT se caracteriza pela presenca de crises
focais, apresentando ou nao generalizacdo secundaria (SHORVON,
1990). Os principais sintomas sdo gerados predominantemente pelo
acometimento de estruturas mesiais do lobo temporal, sendo esta a
forma mais comum de epilepsia em adulto (ENGEL, 1989). A sua origem
pode estar ligada a um processo cerebral ja cicatrizado ou a uma
patologia atual ativa (SHORVON, 1990).



O padrao histolégico mais frequentemente observado em tecidos
de pacientes com epilepsia do lobo temporal € a chamada esclerose
do Corno de Amon (cornus Ammonis, CA), caracterizada por acentuada
perda de neurdnios piramidais do hipocampo, acompanhada de gliose
(WOLF & WIESTLER, 1993).

O aumento da susceptibiidade do tecido nervoso as crises
epilépticas tem sido relacionado a uma anormalidade no sistema de
neurotransmissdo do SNC, através de um aumento na transmissao
excitatdoria, ou por uma diminuicdo na transmissado inibitéria, ou por

ambos os mecanismos (MELDRUM, 1984).

Estudos neuropatoldgicos, realizados em pacientes com epilepsia
do lobo temporal mesial, associada a esclerose hipocampal, tém
demonstrado a presenca de um brotamento axonal exuberante de
circuitos excitatorios e de uma alteracdo na expressdao de receptores
glutamatérgicos (BABB e cols., 1989; BABB e cols., 1991; BLUMCKE e cols.,
1995; BLUMCKE e cols., 1996; MATHERN e cols., 1996; MATHERN e cols.,
1999).

Por outro lado, nas crises epilépticas de origem limbica, a relacao
entre o acido gama amino butirico (GABA) e as crises epilépticas ja e
bastante conhecida. Estudos farmacoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos
tém detectado evidéncias de que um aumento da funcado GABAérgica
pode diminuir a susceptibilidade do tecido cerebral as crises. Quando ha
diminuicdo dos niveis cerebrais deste neurotransmissor, pode haver um
aumento da excitabilidade tecidual, induzindo atividade epiléptica
(MELDRUM e cols., 1989; MATHERN e cols., 1995).



1.2 - STATUS EPILEPTICUS

As primeiras descricbes de status epilepticus foram feitas,
provavelmente, em escrituras Babilonicas e datam de 600 - 700aC, em
placas denominadas "SAKIKKU", que era a descricdo de todas as
doencas diagnosticadas na época (LOWENSTEIN, 1999). A frase état de
mal, a antecessora do termo moderno status epilepticus, era utilizada
para denominar 0os pacientes portadores de epilepsia que ficavam
internados nos hospitais de Paris e apenas em 1868, Trousseau incluiu as
descricOes de status epilepticus como parte da literatura sobre epilepsia
(SHORVON, 1994).

Desiré Bourneville (1876) publicou um artigo em que descrevia as
caracteristicas que retratavam o status epilepticus com descricoes
clinicas detalhadas. Muitas outras descricdes surgiram, culminando em
uma descricdo clinica e patoldégica do status epilepticus por Clark &
Prout (1903/04), e que 40 anos mais tarde foi usada por Wilson, que
postulou que o status epilepticus € uma crise em gque "0 sono pos-
convulsivo de um ataque ¢é rapidamente interrompido pelo

desenvolvimento de um préximo" (WILSON, 1940).

A definicao oficial do status epilepticus foi produto da reuniao do
"Tenth Marseilles Colloquium”™ em 1962 e foi adaptada em 1964 pelo
mesmo grupo. Segundo a Classificagcdo Internacional das Crises
Epilépticas (ILAE), do mesmo ano, ficou postulado que: status epilepticus
€ uma crise que persiste por um periodo de tempo suficiente ou é
repetida suficientemente para produzir uma fixa e duravel condicédo

epiléptica’ (ILAE, 1964).



Atualmente, status epilepticus € definido como uma condicao
caracterizada por crises de longa duracédo. E um importante problema
clinico (LOWENSTEIN, 1999) e apesar de décadas de pesquisas clinicas e
experimentais, tem-se obtido poucos progressos no sentido de prevenir o
inicio do status epilepticus, assim como na adequacédo do tratamento,
gue nem sempre € bem sucedido, levando este quadro a ser associado
as altas taxas de mortalidade e morbidade (DELORENZO e cols., 1987,
DELORENZO e cols., 1992).

Para conhecer melhor as alterag6es causadas por esta condicao,
muitos modelos experimentais envolvendo a administracao de
substancias convulsivantes tém demonstrado que o padrao de lesao
cerebral se assemelha aquele encontrado em humanos. Por isso, 0s
modelos de status epilepticus em animais sdo grandes avancos para o
entendimento e prevencao das sequelas neuropatoldgicas associadas

as crises prolongadas (GRUENTHAL, 1998).

Durante o status epilepticus ocorrem diversas mudancas na
circuitaria cerebral, que seriam responsaveis pelas crises espontaneas
recorrentes, que surgem apos um periodo silencioso (livre de crises).
Varios fatores parecem estar envolvidos nesta mudanca. Sloviter (1991)
propos a hipotese das células em cesto dormentes, sugerindo que uma
crise prolongada levaria & morte de células musgosas do hilo do giro
dentado, eliminando as aferéncias excitatérias desses neurbnios para as
células em cesto (GABAérgicas), que ficariam dormentes, ou seja, sem a
ativacdo mediada pelas células musgosas. Com a perda parcial da
inibicdo, associada as aferéncias excitatdrias, descargas excessivas
seriam geradas, levando progressivamente as células do hilo a morte e,

em longo prazo, a uma condicao epiléptica.



Existe outra hipotese que associa a hiperexcitabiidade, na
epilepsia, com a reorganizagao hipocampal. Assim, 0s axonios das
células granulares do giro dentado emitiiam projecdes para o proprio
campo de dendritos, fazendo assim um circuito excitatoério reverberante.
Tanto em animais epilépticos, quanto em pacientes portadores de
epilepsia do lobo temporal associada a esclerose hipocampal, existe a
presenca de um brotamento axonal exuberante de circuitos excitatorios,
denominado de brotamento supragranular de fibras musgosas. Este
rearranjo seria entao, o0 resultado da eliminacao das sinapses
decorrentes da morte das células musgosas da regidao do hilo, que
seriam substituidas por axénios das células granulares, que por serem
ricas em zinco podem ser visualizadas pelo método de Timm. (TAUCK &
NADLER, 1985).

No entanto, a hipdotese do brotamento supragranular das fibras
musgosas vem sendo contestada. Longo & Mello (1997; 1998) discordam
gue o brotamento seja o gerador de crises, uma vez que eles inibiram o
desenvolvimento do brotamento das fibras musgosas com a
administracao de cicloheximida (inibidor de sintese protéica) sem inibir o
aparecimento das crises epilépticas. Mais recentemente, Wiliams e cols.,
(2002), demonstraram que nao ha o bloqueio do brotamento
supragranular das fibras musgosas, nem a remissao das crises epilépticas
em animais cuja sintese protéica tenha sido inibida pela cicloheximida,

tornando esse assunto bastante polémico.

Para um melhor entendimento do processo pelo qual a epilepsia
se desenvolve, os modelos animais se tornaram indispensaveis, pois
mimetizam a epilepsia humana, sendo uma forma rapida e facil de obter

informacades relativas a epileptogénese.



1.3 - MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA

Os modelos experimentais de epilepsia tém contribuido para um
melhor entendimento da fisiopatologia desta sindrome. Desta maneira,
aqueles modelos que reproduzem a epilepsia do lobo temporal (ELT)
humana sdo considerados muito Uteis. Pesquisas realizadas nesses
modelos de ELT fornecem diversos dados comportamentais e
eletroencefalograficos, assim como apontam a presenca de lesdes
hipocampais, compativeis com a esclerose mesial observada em
humanos (AVANZINI & FARIELLO, 1997; ENGEL, 1996; LOTHMAN e cols.,
1995; ISOKAWA, 1997).

Alguns dos modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal

mais utilizados sdo o do abrasamento, do acido cainico e da pilocarpina.

1.3.1 - ABRASAMENTO (Kindling)

O modelo conhecido como Abrasamento (Kindling), foi descrito
por GODDARD (1967) e se assemelha a epilepsia parcial complexa
humana. Ele observou que a estimulacao elétrica repetitiva e de baixa
intensidade, aplicada em certas estruturas cerebrais, levava ao
aparecimento progressivo de crises comportamentais e eletrograficas,
gue crescem em complexidade e se alastram, induzindo crises motoras
generalizadas e uma permanente susceptibilidade a crises epilépticas.
Este modelo é, sobretudo, um modelo de plasticidade nervosa ligada a

epilepsia, que confere grande validade quanto a extrapolacdo dos



achados em animais, para o ser humano. Os parametros de estimulacao
foram definidos por GODDARD e cols., (1969) e obtencdo do
abrasamento varia de acordo com as estruturas estimuladas e com a

espécie animal.

A evolucdo do processo de abrasamento segue um padrao
caracteristico bem definido e tem sido estudado por diferentes
pesquisadores (RACINE, 1978 ; RACINE e cols., 1975). Animais submetidos
ao abrasamento podem desenvolver convulsdes clonicas com quedas,
qgue duram varios segundos. Em outros, podem aparecer crises
espontaneas, mas esse aspecto € muito discutido, considerando-se que
essas crises desaparecem apos periodos longos sem estimulacao elétrica
(McNAMARA e cols., 1993). Estudos realizados em animais que foram
submetidos ao abrasamento evidenciaram alteracfes eletrofisiologicas
variadas tais como, alterac6es de circuitos inibitérios (CHAUDIEU e
Co0ls.,1987; TUFF e cols.,1983), alteracdes na expressao e funcdo dos
receptores do tipo NMDA (GILBERT, 1988; JONES, 1989), respostas
sinapticas anormais (YAMADA, 1991) e alterac6es nos mecanismos
extracelulares de tamponamento de ions potassio extracelular (GEULA e

cols., 1988; HEINEMANN e cols.,1990).

As alteracOes estruturais e funcionais persistem por um longo
periodo e sdo compativeis com a epilepsia do lobo temporal (ELT).
Porém, essas alterac6es ndao sao tao evidentes como as observadas em

outros modelos de ELT (SUTULA, 1990).

O abrasamento pode também ser obtido através de estimulacao
quimica repetida, utilizando-se drogas como fluorotil, pentilenotetrazol
(PT2), lidocaina, cocaina e alcool (PRINCHARD e cols., 1969; MASON &
COORPER, 1972).



1.3.2 - ACIDO CAINICO (AK)

Shinozaki e cols., (1970), estudando os efeitos fisioldgicos de certos
anti-helminticos, demonstraram o efeito neurotéxico de um analogo do
neurotransmissor glutamato (GLU) no sistema nervoso central (SNC) de
mamiferos, principalmente no hipocampo (OLNEY e cols., 1979; COYLE e
cols., 1980; FISHER e cols., 1989). O acido cainico (KA - em japonés — o
fantasma do mar), foi isolado da alga Digenea simplex (TAKEMOTO,
1978). Posteriomente SHINOZAKI & KONISHI (1970), descreveram o acido
cainico como uma potente neurotoxina, de acao excitatéria muito
potente, produzindo descargas neuronais prolongadas, que culminam
em status epilepticus (SE) e € capaz de lesar corpos celulares e dendritos.
Apesar da injecao nao lesar as fibras de passagem, pode-se observar
gue sao lesados corpos celulares de nucleos cerebrais distantes do local
da injecao, que pode ser explicada pela intensa atividade epiléptica
(BEN-ARI e cols., 1980). Esta conclusédo parte do principio de que a
administracdo de drogas anticonvulsivantes reduz ou elimina as crises,
evitando lesdes a distancia, sem afetar as lesdes locais (BEN-ARI e cols.,

1979; BEN-ARI e cols., 1980).

Nadler e cols. (1978) observaram que a injecao intraventicular de
acido cainico produz crises comportamentais, acompanhadas de lesao
cerebral, que se assemelha a epilepsia do lobo temporal em humanos. O
status epilepticus € seguido por um periodo silencioso, onde a Unica
alteracdo observada é um comportamento agressivo, com posterior
periodo crénico caracterizado pela presenca de crises espontaneas e
recorrentes (CAVALHEIRO e cols., 1982).



O dano neuronal induzido pela aplicacao sistémica (BEN ARl e
cols., 1981; SPERK e cols., 1983) ou local (BEN ARI, 1978; CAVALHEIRO e
cols., 1983) de acido cainico € mediado por mecanismos excitotoxicos
induzidos por ativacado de determinados receptores dos aminoacidos
excitatérios (COYLE, 1987). Esta acdo excitatdria também foi verificada
por LUCAS & NEWHOUSE (1976). Embora o modelo do acido cainico
tenha sido amplamente utilizado nos Ultimos anos, sendo considerado um
bom modelo de epilepsia do lobo temporal, apresenta limitagdes pois

pode ocorrer remissao das crises espontaneas.

1.3.3 - PILOCARPINA (PILO)

Dentre os modelos de epilepsia, 0 modelo da pilocarpina tem sido
amplamente usado em funcédo da facilidade técnica e, principalmente,
pelas semelhancas fisiopatoldégicas encontradas com a epilepsia do lobo

temporal humana.

Desde o inicio do século passado, neurologistas como, LANGLEY
(1901) e LANGLEY & KATO (1915), ja admitiam o envolvimento de
mecanismos colinérgicos na epilepsia. Mais tarde, na primeira metade do
século (SJOSTTRAND, 1937; MILLER e co0ls.,1938 CHATFIELD & DEMPSEY,
1943; BRENNER & MERRITT, 1942) varios autores demonstraram
experimentalmente, durante o eletrocorticograma a acao convulsivante
da acetilcolina (Ach) e da fisostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase,
enzima responsavel pela hidrélise da acetilcolina. A possivel relagcdo da
ACh com o fenbmeno epiléptico foi confimada em estudos onde a
administracao cerebral de ACh, seus analogos e precursores ou inibidores
de acetilcolinesterase, resultava em intensa atividade epiléptica
(GROSSMAN, 1963; MACLEAN & DELGADO, 1953).



TURSKI e cols.,, (1983), demonstraram que a pilocarpina, um
alcaldéide de origem vegetal extraido das folhas do Pilocarpus
pennatifolius e do Pilocarpus jaborandi, age sobre receptores
muscarinicos colinérgicos e € um potente agente convulsivante, que
apos injecao intra-amigdaliana ou sistémica, em altas doses, provoca
lesBes por todo o prosencéfalo. Posteriormente, através de injecao
sistémica, foi observado que a pilocarpina resulta em uma série de

alteragc6es comportamentais (TURSKI e cols., 1986).

A injecao sistémica de altas doses de pilocarpina (300 a
380mg/kg) produz alteracbes comportamentais e eletrograficas,
indicativas de atividade epiléptica duradoura, tanto em ratos machos
(TURSKI e cols., 1983; LEITE e cols., 1990) quanto em fémeas normais
(AMADO e cols.,, 1998) e castradas (VALENTE e cols.,, 2002) e em
camundongos (TURSKI e cols., 1984; CAVALHEIRO e cols., 1996).

Imediatamente apds a administracao deste agonista colinérgico,
0s animais apresentam automatismos faciais associados a salivacao
moderada, acinesia e tremores generalizados, que progridem para crises
motoras limbicas, onde os animais apresentam salivacao intensa, clonia
das patas dianteiras e finalmente queda, podendo em alguns casos
chegar a crises tdnicas. Estas crises limbicas culminam em status
epilepticus duradouro e ao final deste periodo, 0os animais tornam-se
irresponsivos aos estimulos ambientais. Estes episddios caracterizam a fase

aguda do modelo (TURSKI e cols., 1983).

Leite e cols., (1990) melhor caracterizaram os periodos silencioso e
crénico deste modelo. O periodo silencioso ocorre apds a recuperacao

dos animais e ¢€é caracterizado pela auséncia de alteracdes



comportamentais e eletrograficas. Ja no periodo crénico, que se inicia a
partir da primeira crise espontanea, se mantém durante toda a vida do
animal (LEITE e cols., 1990). As crises da fase cronica se iniciam com
automatismos faciais e sao seguidas de clonia dos membros anteriores,
elevacdo do corpo com apoio nas patas posteriores e perda de
equilibrio, seguido por crise clénica generalizada, com duracao
aproximada de 40 a 60 segundos (LEITE e cols., 1990; CAVALHEIRO e cols.,
1991).

TURSKI e cols. (1983b) observaram que o0s animais que
apresentaram status epilepticus apés o tratamento com pilocarpina,
apresentaram um padrao de lesao cerebral difusa, provocado pelas
crises. Estas lesdes resultam em alteragbes neuropatoldgicas
permanentes, detectaveis no cortex olfatério, complexo amigdaldide,
tdlamo, substancia negra, formacao hipocampal e neocoértex. Dentre
estas estruturas, o hipocampo é a regido cerebral mais sensivel aos
efeitos neuropatolégicos, desencadeados pela acao epileptiforme,
resultante da ativacao colinérgica (TURSKI e cols., 1986). Foi observada
intensa degeneracao neuronal nas células piramidais do hipocampo,
principalmente em CAl e CA3 (TURSKI e cols., 1983b). Apds o periodo
silencioso, 0s animais entram na fase crbonica, e apresentam extensa
degeneracao neuronal e intensa proliferacao glial. Ocorre o brotamento
de axoénios das células granulares (fibras musgosas) da camada granular
para os neurdnios da camada molecular interna do giro dentado, o qual
€ chamado do brotamento supragranular (MELLO e cols.,, 1993),

formando circuitos reverberantes.

LEMOS & CAVALHEIRO (1992), demonstraram uma correlagao
entre a duracao do SE, perda neuronal no hipocampo e reorganizagao

sindptica com o surgimento de crises espontaneas e recorrentes. Estes



autores demonstraram que era necessario um periodo de 30 minutos de
SE para que houvesse o desenvolvimento de crises recorrentes, na fase
cronica. Observaram ainda que a intensidade da reorganizacao
sinaptica apresentava relacdo direta com a frequéncia de crises
espontaneas e, sugeriram que a perda neuronal na regiao do hilo do giro
dentado poderia ser o fator desencadeante do processo de

reorganizacao sinaptica das fibras musgosas.

Alteracdes neuroquimicas puderam ser também observadas
durante as fases do modelo. A taxa de utlizacdo de noradrenalina
estava aumentada enquanto que a de dopamina estava diminuida nas
trés fases do modelo (CAVALHEIRO e cols., 1992; CAVALHEIRO e
coIls.,1994). Os niveis hipocampais de glutamato estavam reduzidos
durante a fase aguda sugerindo aumento da liberacdo deste
neurotransmissor. Observou-se aumento na concentracdo hipocampal
de diferentes prostaglandinas (NAFFAH-MAZZACORATTI e cols.,1995)
sugerindo aumento de producao do acido araquidénico e consequente
alteracado na transducao do sinal de membrana. A acdo do glutamato
sobre o receptor NMDA também promove a producdo de GAP-43, que
esta relacionada com o brotamento supragranular das fibras musgosas,
gue modificara a plasticidade hipocampal (NAFFAH-MAZZACORATTI e
cols., 1999).

Segundo CAVALHEIRO & BENTIVOGLIO (1991), houve diminuicao
da concentracao de calbindina e parvalbumina no hipocampo destes

animais durante os periodos silencioso e crénico.



1.4 - EPILEPSIA E DISFUNCAO HORMONAL

A incidéncia de portadores de epilepsia na populacao geral é
bastante elevada, mas com incidéncia bastante variavel nos diferentes
paises (YACUBIAN, 1999). Considerando a populacdo geral de
portadores de epilepsia, destaca-se o contingente feminino, por este
apresentar particularidades inerentes ao sexo, tais como O ritmo
hormonal ciclico e a gestacdo (AMADO, 1996). Varios estudos tém
indicado uma grande influéncia dos hormoénios sexuais nos fendbmenos
epilépticos (DIAMANTOPOULOS e col.,, 1986; HERZOG e col.,, 1986;
ROSCIZEWSKA e col., 1986; WOOLEY e cols. 1992). Em mulheres com
epilepsia sdo comuns as disfuncdes reprodutivas e disturbios enddcrinos.
Fertiidade reduzida (WEBBER e cols., 1986), diminuicdo do desejo sexual
(MORRELL, 1991) e da resposta sexual (MORRELL, 1994) também foram
descritas. Estes disturbios sdo particularmente comuns em mulheres com
epilepsia do lobo temporal (HERZOG, 1989; HERZOG, 1995). Segundo
Morrel (1991), a incidéncia de disfuncdes sexuais, ocorre entre 14 - 66%
dos portadores de epilepsia € na menopausa, cerca de 20% das

mulheres apresentam sua primeira crise (MORREL, 1999).

Durante varias décadas tem sido relatado que as crises tém
relacdo com o0s hormoénios e existem relatos sobre os efeitos
proconvulsivantes do estrogénio (CRAIG, 1966; BACKSTROM e cols.
1984), enquanto que a progesterona apresenta efeito inibitério sobre a
atividade epiléptica (HALL, 1977). Consequentemente, a frequéncia de
crises mostra uma correlacao positiva, estatisticamente significante,
entre a razao estradiol/ progesterona plasmatica (BACKSTROM, 1976) e
varia com as diferencas na secrecao enddcrina fisioldgica, durante as
varias fases do ciclo menstrual (LAIDLAW, 1956; KLEIN & HERZOG, 1997).

Determinacfes séricas do horménio luteinizante (LH) confirmam



alteracfes na proporcao de progesterona (ROSCIZEWSKA e cols., 1985),
e levantam a hip6tese de que o déficit luteo poderia ser
responsabilizado pelo decréscimo na secrecdo da progesterona.
Soma-se a esses dados, a ocorréncia de um maior numero de ciclos
anovulatoérios, detectados pela analise do padrdo cito-hormonal dos
esfregacos vaginais (ROSCIZEWSKA e cols., 1986; AMADO e cols., 1998).
Esse conjunto de observacdes poderia responder pelo menor indice de
fertlidade, encontrado nas mulheres portadoras de epilepsia
(GRUDZINSKA e cols., 1979; CUMMINGS e cols., 1995).

Além disso, disfungBes enddcrinas e reprodutivas, caracterizadas
por ciclos anovulatérios sdo comuns em mulheres com epilepsia, em
especial a sindrome do ovario policistico e amenorréia hipotalamica
(HERZOG e cols., 1986). Embora os ciclos anovulatorios ndo tenham sido
relacionados com a frequéncia de crises, eles foram mais observados
em mulheres com epilepsia do lobo temporal do que em mulheres com

epilepsia generalizada primaria (HERZOG e cols., 1986).

Estudos recentes tém mostrado influéncias reciprocas entre
excitabiidade neuronal e liberacdo hormonal. Os hormdnios
reprodutivos podem influenciar a excitabiidade neuronal por
mecanismos especificos que alteram o0 metabolismo celular e a
transmissédo neural (HERZOG, 1995). Alteracdes enddcrinas e reprodutivas
sao frequentemente relatadas na mulher com epilepsia do lobo
temporal, assim como em ratas nos diferentes modelos experimentais de
crises limbicas. Segundo Edwards e cols., (1999), o estradiol diminui o limiar
pos-descarga na amigdala e facilta a aquisicAo de crises por
abrasamento e a progesterona parece ter um efeito inibitério apds o
aumento do limiar pés-descarga na amigdala e diminui a aquisicao de

abrasamento.



Muitas investigacdes sugerem que os hormonios, particularmente os
esterdides sexuais, influenciam a probabilidade da expressdo de crises. A
literatura sobre o efeito dos horménios na expressao de crises tem sido
revista, com particular atencao as alteracdes estabelecidas na
fisiopatologia das epilepsias, desencadeadas por eventos enddcrinos tais
como o ciclo ovulatério e menstrual, gestacdo e menopausa (MORRELL,
1992).

Sabe-se que o estradiol aumenta a densidade dos espinhos
dendriticos e de sinapses excitatdrias nos neurdnios piramidais da regidao
CAl hipocampal (WOOLLEY & McEWEN, 1993; WOOLLEY & MCEWEN,
1994), enquanto que a progesterona diminui a densidade de espinhos
dendriticos na regidao CAl do hipocampo e de sinapses excitatorias
(WOOLLEY & McEWEN, 1993). Ou seja, esterdides ovarianos podem alterar
a susceptibiidade a atividade epiléptica. O estradiol diminui o limiar
para crises convulsivas, enquanto este efeito € revertido pela
progesterona (BACKSTROM e cols.,, 1984; BUTERBAUGH, 1987a,

BUTERBAUGH, 1987b, BUTERBAUGH, 1989; HERZOG, 1991).

Durante a década passada, com o avanco da neurociéncia, foi
possivel relacionar quais os caminhos levam o estrogénio a interferir nas

funcbes cognitivas das mulheres (SHERWIN, 1996).

O hipocampo é uma estrutura do cérebro que esta relacionada
com a memodria e o aprendizado e contém receptores de estrogénio
(PFAFF, 1980). O estrogénio aumenta a colina acetil transferase, uma
enzima que sintetiza a acetilcolina, que é um neurotransmissor, que
parece ser critico na aquisicado da memaria (BARTUS e cols., 1982). Em
ratas submetidas & castracdo bilateral, a densidade de espinhos
dendriticos das células piramidais de CAl1 do hipocampo sofrem uma

diminuicéo significante (GOULD e cols., 1990), mas este efeito pode ser



prevenido através de terapia de reposicdo hormonal com estradiol

(SILVA e caols., 2003).

Woolley e cols (1990) descrevem que a densidade de espinhos
dendriticos e o numero de sinapses em CALl flutuam durante o ciclo estral
normal. Em uma tarde de proestro a densidade de espinhos dendriticos
esta aumentadas em 30% com relacdo a uma tarde de estro, 24 horas

mais tarde.

1.5 - HORMONIOS ESTEROIDES E SUSCEPTIBILIDADE AS CRISES

Ja sabemos que o0s horménios, particularmente os hormonios
esterdides sexuais, influenciam a probabilidade de ocorréncia de crises

(BEYENBURG e cols., 2001).

Do ponto de vista clinico, o desenvolvimento de certas sindromes
epilépticas, como crises de auséncia ou epilepsia miocloénica juvenil tém
correspondéncia com alterac6es no balanco hormonal durante a

puberdade (BEYENBURG e cols., 2001).

MORREL (1992, 1999) e HERZOG (1999 b, c) descreveram que, em
mulheres, a frequéncia de crises sofre influéncias durante varios periodos
de sua vida como: puberdade, ciclo menstrual (periodo pré-menstrual e
pré ovulatério), gestacao, perimenopausa € menopausa, mas 0s
mecanismos pelos quais os hormdnios modulam a vulnerabilidade para

as crises ainda nao estao bem esclarecidos.

Muitos pesquisadores, ha décadas, tém observado que o0s
hormonios esterdides influenciam a frequéncia de crises. LOGOTHETIS e
cols. (1959) observaram o impacto dos estrogénios na exacerbacao das

crises em mulheres e este dado foi confirmado depois por estudos



experimentais, que o0 estrogénio tem efeito pré-convulsivante
(LOGOTHETIS & HARNER, 1960; STITT & KINNARD, 1968). HERZOG e cols.
(1997) observaram que em mulheres ha um aumento das crises no
periodo perimenstrual, afirmando a hipétese de que a diminuicdo
fisioldgica da progesterona e seus metabdlitos exercem efeitos
convulsivos e que as crises catameniais podem ser atribuidas as

propriedades dos esterdides (REDDY & ROGAWSKI, 2000).

Hoje em dia ja se sabe que alteracdes nas concentracdes dos
esterdides podem ser responsaveis por alteracées de humor, enxaqueca

e aumento da vulnerabilidade as crises (BEYENBURG e cols., 2001).

1.5.1 — ENVOLVIMENTO HORMONAL ATRAVES DO MODELO DE EPILEPSIA

INDUZIDO POR PILOCARPINA

Alguns trabalhos com fémeas foram importantes para esclarecer o
papel do envolvimento dos hormdnios sexuais femininos no modelo de
epilepsia induzido por pilocarpina. Amado e cols (1993) deram inicio a
este estudo e puderam observar que o rearranjo das eferéncias
contendo GnRH e a perda das suas ramificacdes terminais podem
ocorrer em cérebros epilépticos. As modificacdes nesta circuitaria
hipotalamica poderia causar as mudancas no ciclo estral, observadas
nos animais epilépticos, devido ao envolvimento das vias contendo GnRH
nas alteracdes endocrinas e reprodutivas, também observadas em
humanos com epilepsia do lobo temporal. Dando sequéncia a esta
investigacdo, AMADO (1996) observou que, apo6s a injecao de
pilocarpina ha ocorréncia de alterac6es hormonais e estruturais nas
gbnadas, hipodfise e hipotdlamo, que contribuem para a sequéncia dos
eventos epilépticos, que se seguem aposs a injecao de pilocarpina. Em
1998, AMADO & CAVALHEIRO puderam observar que fémeas epilépticas



apresentam diminuicdo na frequéncia de crises durante a gestacao e
lactacao. VALENTE e cols (2002) sugeriram que os hormdénios reprodutivos
femininos podem ter um efeito protetor no SNC, pois a castracao facilita
0 processo epileptogénico. Além disso, em fémeas epilépticas, que
foram castradas, ha reducao na frequéncia de crises, quando as
mesmas recebem reposicdo hormonal de estrogénios conjugados
equino. Morfologicamente, apresentam um quadro de melhora tanto na
diminuicdo da perda celular como no grau de brotamento de fibras
musgosas (PEREIRA Jr, 2001). Outro achado importante € o de que vias
intracelulares, relacionadas com a fosfotirosina (PtyP) podem ser
moduladas por hormdnios sexuais no cérebro de fémeas durante o status
epilepticus. Essas alteracdes também podem acontecer nas diferentes
fases do ciclo estral de fémeas normais, sugerindo que 0s hormonios
sexuais sao muito importantes na plasticidade sinaptica (SARTORELLI,
2001). Todos estes dados sugerem que 0s hormoénios sexuais femininos
tém grande influéncia, tanto no desenvolvimento do modelo quanto no
periodo crénico do mesmo. Entretanto, muitos esclarecimentos séo ainda

necessarios para a compreensao deste envolvimento.

1.6 - BIOSSINTESE DOS HORMONIOS ESTEROIDES

Os hormonios esterdides sao sintetizados a partir do colesterol por
uma série de enzimas, que agem de acordo com a sintese direta de um
ou varios esterdides em uma célula. O colesterol € um esterdide que
modula a fluidez da membrana dos eucariontes, € transportado por
liguidos organicos na forma de particulas lipoprotéicas e é precursor das

cinco principais classes de hormonios esteroides.

O primeiro estagio na sintese do horménio esterdide é a formacao
da pregnenolona, precursora de todos os hormdnios esterdides, a partir

do hormdnio corticotréfico (ACTH), que estimula esta conversao.



A progesterona € sintetizada a partir da pregnenolona. Em seguida

sao sintetizados cortisol, corticosterona e aldosterona.

A sintese de androgénios comeca a partir da progesterona, que é
clivada e forma androstenediona, que por sua vez da origem a
testosterona. Os estrogénios sao sintetizados a partir dos androgénios,
sendo que a estrona deriva da androstenediona e o estradiol € formado

a partir da testosterona.

1.7 - MECANISMOS DE ACAO DOS HORMONIOS ESTEROIDES

Os horménios sdo classicamente definidos como mensageiros
guimicos que: (1) sao secretados no fluxo sanguineo por glandulas
enddcrinas, (2) percorrem o corpo através do sistema circulatorio, (3) se
ligam aos receptores em células alvo especificas, localizadas a alguma
distancia do seu sitio de secrecéao, e (4) exercem funcdes fisiologicas

regulatorias sobre essas células alvo.

O estradiol e a progesterona sao secretados pelos ovarios e sao
liberados dentro do sistema circulatério. A secrecao € controlada por
células do hipotalamo e hipdfise através de alcas de retroalimentacao
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (WOOLLEY & SCHWARTZKROIN,
1998). Atuam na célula alvo através de difusdo pela membrana da
célula e se associam as proteinas receptoras especificas, expressas pela
célula alvo. As duas vias de acdo dos horménios séo: (1) entram na
célula, migram para o nucleo e agem como reguladores da transcricao
e moduladores da expressao génica e (2) agem na membrana da
célula, regulando diretamente os canais i6nicos, dependentes de
ligantes (SANTOS, 1991).



Segundo Melcangi & Panzica (2001), o sistema nervoso (central e
periférico) tem sido classicamente considerado alvo para 0s horménios
esterdides produzidos pelas glandulas esteroidogénicas, pois muitas das
funcdes cerebrais parecem ser dependentes da acao destes hormonios.
Durante décadas, este mecanismo enddcrino classico tem sido
amplificado pelo conceito de que muitos esterdides podem ser
sintetizados no sistema nervoso. No entanto, é dificil discriminar os efeitos
dos esterdides, sua sintese e a ativacao enzimatica dos metabdlitos dos
esterdides circulantes. Muitos pesquisadores tém concentrado atencao
para o papel dos esterdides neuroativos associados as disfuncdes como
estresse, envelhecimento e neurodegeneracdo. Por outro lado, o
potencial terapéutico dos esteréides neuroativos como agentes
neuroprotetores tem sido avaliado no sistema nervoso central e

periférico.

Os esterdides regulam importantes funcdes neuronais incluindo a
organizacao dos circuitos neurais durante o desenvolvimento e a
regulacdo da organizacdo das sinapses no adulto. Os horma®énios
esterdides podem promover a sobrevivéncia e diferenciacdo dos corpos
celulares e células da glia, regulando a sinaptogénese, prevenindo a
eliminacao de sinapses, induzindo o crescimento axonal e dendritico, e
tem participacao durante a regeneracao do sistema nervoso (ARNOLD,
1990; JONES, 1994; SCHUMACHER, 1996). Os receptores dos horménios
esteroides s&do membros de uma grande familia de fatores de transcricao
nuclear, ativados por ligantes, que incluem os androgénios, estrogénios,
glicocorticbides, e receptores de progesterona. A ligacdo do esterdide
resulta na dissociacdo de “heat-shok protein” (proteinas que respondem
ao calor - proteinas de estresse), dimerizacao do receptor e ligagdo do
elemento de resposta horménio especifico (HRE), para produzir um
complexo transcricional ativo que induz a ativacao ou repressao dos
genes alvo. Os receptores esterdides sao regulados por fosforilacao.

Evidéncias recentes sugerem que a expressao dos receptores de



esterdides pode ser regulada por neurotrofinas, tais como o BDNF (Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro), e que os esterdides também podem
regular a expressdo de fatores troficos e de seus receptores (TORAN-
ALLERAND, 1996; HUSSIEN e cols., 1997).

O mecanismo de acao dos esterdides acontece pela modulacao
da atividade de uma variedade de receptores de neurotransmissores,
como do tipo GABAa, que podem ser modulados positiva ou
negativamente (COVEY e cols.,, 2001), aumentando ou diminuindo a
duracao e a frequéncia da abertura dos canais (MELLON e cols., 2001)
ou NMDA (N-metil-D-aspartato), agindo em diferentes regibes do
receptor e aumentando o calcio intracelular ou ainda em canais iGnicos
de superficie, regulando a abertura dos canais de calcio, e como
consequéncia, aumentando a sua concentracdo intracelular
(MAJEWSKA, 1992; MELLON, 1994; LAMBERT e cols., 1995; JOELS, 1997;
RUPPRECHT & HOLSBOER, 1999a, b).

O cérebro ndo é somente alvo para a acao dos neuroesteroides,
ele pode também ser responsavel pela inducéo da sintese de esterdides

a partir do colesterol (MELLON e cols., 2001).

No cérebro dos vertebrados, as células da glia s&do os maiores sitios
de formacado e metabolismo dos neuroesterdides (BAULIEU, 1998) e
recentemente, foi demonstrado que 0s neurdnios também podem

sintetizar os esterdides neuroativos (TSUTSUI e cols., 2000).

Os principais mecanismos de acao e o0s principais efeitos dos
esterdides sexuais neuroativos na excitabilidade neuronal foram
resumidos por HERZOG (1999b); RUPPRECHT & HOLSBOER (1999a) e
MORREL (1999) e s&do demonstrados a seguir:



ESTRADIOL

PROGESTERONA

Sitios especificog

dos receptores

Primariamente hipotalamico e

limbico

Primariamente hipotalamico e

limbico

Metabdlitos ativo
no SNC

Catecolestrogénios*

Alopregnenolona

Modulacéao dos

receptores de

GABA, NMDA, cainato e serotonina

GABA, NMDA, nicotinicos,

acetilcolina, glicina, serotonina,

membrana cainato, oxitocina
esigmal
-inibicdo da sintese de GABA -aumenta a sintese de GABA
-diminui o numero de subunidades|-aumenta o numero de subunidades
dos receptores GABAA do receptor GABAA
-induz a formacé&o de espinhos -inibe crises induzidas por
dendriticos abrasamento, leséo focal e retirada
Efeitos na -reduz o limiar eletroconvulsivo do alcool

excitabilidade

neuronal

-cria novos focos epilépticos quandd
aplicado topicamente

-aumenta a severidade e duracad
das crises induzidas quimicamente

-ativa focos epilépticos pré-existente

-induz sedacao e anestesia

Tabela 1 - Mecanismos de acéo e os efeitos dos esterdides sexuais na excitabilidade
neuronal (modificado por HERZOG, 1999b; RUPPRECHT & HOLSBOER, 19992; MORREL,

1999)

*catecolestrogénios sdo compostos quimicos com duas faces ativas que permitem

interacdo tanto com catecolaminas como na via dos estrogénios no hipotalamo;

modulam a sintese de GnRH, pois altera o tbnus noradrenérgico e dopaminérgico; sao

formados localmente no sistema nervoso central pela hidroxilacdo dos carbonos 2 e 4

(C2 e C4) do estradiol e podem atuar nos receptores noradrenérgicos, fornecendo uma

vasta atuacao dos esterodides.




1.8 - ESTROGENIO E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O estrogénio diminui o limiar para as crises, pois potencializa o
glutamato e bloqueia a neurotransmissdao GABAérgica (SMITH e cols.,
1988; SMITH 1989; MURPHY e cols., 1998; WOOLLEY & SCHWARTZKROIN,
1998; WOOLLEY, 1999). Em neurbnios hipocampais, potencializa a
resposta pos sinaptica glutamatérgica (WOOLLEY, 1999), além de agir nos

neurdnios do sistema limbico (WOOLLEY, 2000).

Estudos clinicos tém descrito um frequente decréscimo na
eficacia cognitiva, incluindo a memodria, em mulheres climatéricas
(HALBREICH, 1997). A administrag&o de estrogénio melhora as fungdes
cognitivas (CALDWELL & WATSON, 1952; HACKMAN & GALBRAITH, 1977;
CAMPBELL & WHITEHEAD, 1977; FEDOR-FREYBERGH, 1977) por exercer um
efeito positivo especialmente na aquisicdo de memoria. Isso foi
observado pela diminuicdo do tempo para realizagcao de alguns testes,
qgue um grupo de mulheres, que recebiam reposicao hormonal, era
submetido (HACKMAN & GALBRAITH, 1977; FEDOR-FREYBERGH, 1977,
SHERWIN, 1988; SHERWIN & PHILLIPS, 1990; PHILLIPS & SHERWIN, 1992). Um
recente estudo mostra que os estrogénios parecem ser muito ativos no
cortex pré-frontal, influenciando funcdes que sdo dependentes desta
area do cérebro. Em particular, foi demonstrado que, as mulheres que
fazem reposicado hormonal com estrogénio, tém a capacidade de
realizar com mais facilidade os testes de memoaria verbal e espacial do

gue as que nao usam (DUFF & HAMPSOM, 2000).

O estrogénio age potencializando os efeitos colinérgicos por
induzir a sintese e ativacao da colina acetil transferase (COYLE e cols.,
1983; HENDERSON & BUCHWALTER, 1994; LAWRENCE & SAHAKIAN, 1995).
Além disso, parece ser importante na manutencdo das projecdes

colinérgicas dos neurénios do hipocampo e cortex. A terapia de



reposicdo hormonal com estrogénio pode aumentar o status funcional
destes neurdnios, assim como reduzir os déficits cognitivos associados
com a diminuicdo colinérgica muscarinica. Em humanos, podem
atrasar o declinio nas funcdes basais colinérgicas associada ao
envelhecimento e doenca de Alzheimer e por meio disso, reduzir o risco
e a severidade da deméncia, relacionada ao Alzheimer em mulheres

na poés-menopausa (GIBBS & AGGARWAL, 1998).

Existemm numerosos relatos dos efeitos positivos do estrogénio no
humor e comportamento de mulheres na pds-menopausa. O estrogénio
parece afetar varios sistemas cerebrais por determinar mudancas na
concentracao local de neurotransmissores (GENAZZANI e cols., 2002). O
estrogénio modula os sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos no
hipotalamo e regifes extra hipotalamicas do cérebro, controlando
movimento e comportamento, tanto em animais como em humanos
(GENAZZANI e cols., 2002). Evidéncias de que o estrogénio modula o
sistema catecolaminérgico surge do fato de que, em ratas, o aumento
nos niveis de estrogénio na fase proestro do ciclo estral determina um
aumento no “turnover” da norepinefrina e dopamina (ETGEN &

KARKANIAS, 1994; ALONSO-SOLEIS e cols., 1996).

A maioria dos estudos mostra que mulheres com depressao
climatérica podem se beneficiar da terapia de reposicdo hormonal
com estrogénios conjugados (GENAZZANI e cols., 1989; DITKOFF e cols.,
1991; DALY e cols., 1993; LIMOUZIN-LAMOTHE e cols., 1994)

A capacidade do estrogénio em modular os sistemas GABAérgicos
no hipotalamo de roedores, foi primeiramente demonstrado por Ondo e
cols. (1982). Mais recentemente, papéis similares para o estrogénio na
modulacao dos sistemas GABAérgicos no hipocampo e no tronco
encefalico tem sido descritos (WEILAND, 1992; GRATTAN e cols., 1996;

MURPHY e cols., 1998a). Embora muitos estudos tém demonstrado a



habiidade do estrogénio em alterar a frequéncia das correntes
GABAérgicas pos-sinapticas inibitérias (MURPHY e cols.,, 1998a), outros
experimentos tém mostrado que ratas castradas e que recebem
subseqlientemente reposicAo de estrogénio podem alterar as
subunidades dos receptores GABA, limitando sua taxa de sintese
(WEILAND, 1992; HERBISON e cols., 1995; HERBISON & FENELON, 1995; Mc-
CARTHY e cols., 1995). No entanto, o crescente numero de novos estudos
da suporte ao papel do estrogénio na modulacdo dos sistemas
GABAérgicos no hipotalamo, tronco encefdlico e hipocampo, mas
poucos estudos tém examinado a associacdo entre a expressao de
receptores de estrogénio e os fendtipos GABAErgicos em outras regides
do cérebro. Com a identificagcdo, em 1996, do receptor beta do
estrogénio (ER-B) e a subsequente localizacdo destes receptores no
cortex, amigdala, tronco encefalico e regides hipocampais, envolvidos
com a memodria e processos altamente cognitivos, a necessidade de
identificar os fendtipos destes receptores de estrogénio que as células
carregam, tornou-se necessaria (KUIPER e cols., 1996; SHUGHRUE e cols.,

1997; SHUGHRUE & MERCHENTHALER, 2001).

1.8.1 - RECEPTORES DE ESTROGENIO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os estrogénios s&o uma importante classe de hormonios esteroides
e estdo envolvidos em uma série de comportamentos, processos
neuroenddcrinos e fisiolégicos tanto no desenvolvimento quanto em
organismos adultos (LI e cols., 1997). O receptor do estrogénio foi clonado
na década de 80 por Walter e cols., (1985). Apesar dos dados sugerirem
a existéncia de um receptor de membrana para o estrogénio (ER)
(PAPPAS e cols., 1994) e isoformas do receptor do estrogénio
(denominado ER-a) terem sido isoladas (SHUPNIK e cols., 1989; SKIPPER e
cols., 1993), tem sido aceito que o ER-a foi o receptor de estrogénio

primario, responsavel por muitas das suas acdes. Recentemente, um



segundo cDNA do receptor de estrogénio (ER-B) foi clonado e
sequenciado (KUIPER e cols., 1996; MOSSELMAN e cols., 1996). Expressao
do RNAmM dos receptores de estrogénio a e f em tecido de rato revelam
um amplo grau de sobreposicfes na distribuicdo destes dois genes
(KUIPER e cols., 1997). Além disso, a hibridizagdo in situ revela uma
abundante expressdo de RNAmM do ER-B no hipotalamo (SHUGHRUE e
cols., 1996). Muitas destas regides hipotalamicas também contém RNAmM
do ER-a (CINTRA e cols., 1986; SIMERLY e cols., 1990). Apesar da presenca
do RNAm sugerir que o ER-B € produzido por neurdnios nestas areas, isto &
essencial para determinar onde e quando a proteina ER-§ € expressa (LI e
cols., 1997).

Dando suporte as evidéncias da modulacdo das funcdes
GABAEérgicas pelo estrogénio, Blurton-Jones & Tuszynski (2002) testaram a

hipotese de que os

ER-B no cortex, amigdala, tronco encefalico e formacéao hipocampal séo
expressos nos interneurdbnios GABAeérgicos. Estudos anteriores
identificaram receptores alfa do estrogénio (ER-a) nos interneurdnios
GABAérgicos do hipotalamo de roedores e primatas (FLUGGE e cols.,
1986; THIND & GOLDSMITH, 1997). Mais recentemente, Hart e cols., (2001),
por meio de imunorreatividade determinaram a co-localizagcédo dos ER-a
e GAD no hipocampo dorsal de roedores adultos. No entanto, poucos
estudos tém examinado a relacdo entre os sistemas GABAEérgicos e a
expressao de ER-B. Portanto, Blurton-Jones & Tuszynski (2002), examinaram
a co-localizacao dos ER-B com a proteina ligante de célcio associada ao
GABA, a parvalbumina (PV).

Muitos estudos mostram que a PV é especificamente localizada em
uma grande parte dos interneurbnios GABAérgicos do cortex cerebral,

amigdala, tronco encefalico e hipocampo (CELIO, 1986; KOSAKA e cols.,



1987; FREUND & ANTAL, 1988; HENDRY e cols.,, 1989; REN, 1991;
KEMPPAINEN & PITKANEN, 2000; WOUTERLOOD e cols., 2000). Estes estudos
tém demonstrado que cerca de 94 - 100% dos neurOnios que expressam
PV nestas regides, co-expressam GABA. Célio (1986) mostrou que no
cortex cerebral, 70% dos neurbnios GABAérgicos expressam PV, sugerindo
que as células imunorreativas a PV representam uma grande parte dos

neurdnios corticais GABAErgicos.

Blurton-Jones & Tuszynski (2002), utilizaram a PV para marcar os
neurbnios GABAérgicos de algumas regides. Mas é importante notar,
porém, que apesar da co-localizacdo com PV em algumas regides
poder sugerir o fenétipo GABAérgico, a falta dessa co-localizacdo nao
significa que ndo ha o fendétipo GABAérgico. Outras subpopulacdes de
células GABAérgicas tém sido identificadas, mas ndo pela expressao de
PV, mas de calbindina ou calretinina, duas outras proteinas ligantes de
calcio (BAIMBRIDGE & MILLER, 1982; KEMPPAINEN & PITKANEN, 2000;
WOUTERLOOD e cols., 2000).

1.9 - PROGESTAGENOS E SNC

O efeito anticonvulsivante da progesterona tem sido observado em
diversos modelos de epilepsia agudos e cronicos (JOELS, 1997,
BACKSTROM & ROSCISZEWSKA, 1997; HERZOG, 1999b). Além disso, a
progesterona pode ser convertida em alopregnenolona, um composto
altamente neuroativo (LEPHART, 1993; MENSAH-NYAGAN e cols., 1999;
STOFFEL-WAGNER e cols.,, 2000), que parece ser um agente
anticonvulsivante mais potente do que a propria progesterona

(LANDGREN e cols., 1987; FRYE, 1995; KOKATE e cols., 1999), agindo como



um potente modulador alostérico positivo do complexo receptor GABAa

(LEPHART, 1993).

A descoberta de que a faciitacdo ou inibicdo da
neurotransmissdo mediada pelo GABA resulta em efeitos contrarios
(como anticonvulsivante vs convulsivante, respectivamente), determina
um importante "insight" sobre a fisiologia e farmacologia da transmissao
GABAérgica central. A caracterizagcdo de sitios de alta afinidade dos
moduladores alostéricos positivos € negativos dos receptores GABAAa
sugerem que estes canais permeaveis ao Cl, contribuem diretamente
ndo apenas na farmacologia, mas também na fisiopatologia de uma
variedade de doencas neuroldgicas e psiquiatricas, que sao associadas
as mudancas no estado emocional, padrao de sono ou excitabilidade
neuronal (FOLLESA e cols., 2001).

O mecanismo molecular basico da interacdo da
alopregnenolona e outros esterdides neuroativos sintéticos com o
complexo receptor GABAa e consequente intensificagcdo das correntes
de CI induzidas pelo GABA tem sido caracterizado (MAJEWSKA e cols.,
1986; LAMBERT e cols., 1995; RUPPRECHT e cols., 1999; BIGGIO e cols.,
2000). Por isso, a propriedade anticonvulsivante da progesterona é
atribuida aos seus metabdlitos (BILTRAN e cols., 1993; FREEMAN e cols.,
1993; BILTRAN e cols., 1995; PICAZO & FERNANDEZ-GUASTI, 1995; KOKATE
e cols., 1999; REDDY & ROGAWSKI, 2000).

Muitos trabalhos moleculares, neuroquimicos e
neurofarmacoldgicos verificaram que as flutuacdes nas concentracoes
de progesterona no plasma ou cérebro modulam comportamentos
afetivos e emocionais. Mudancas na producao periférica ou central de
progesterona tém sido detectadas durante condicdes fisioldgicas como
0 estresse, gestacao, ciclo menstrual e menopausa e pode regular as

mudancas na funcao e plasticidade do receptor GABAA, bem como



nas alteracbes comportamentais associadas a estas condicdes
(BARBACCIA e cols., 1996; BARBACCIA e cols., 1997; BICIKOVA e cols.,
1998; CONCAS e cols., 1998; BIGGIO e cols., 2000; SERRA e cols., 2000).
Além disso, a progesterona e a alopregnenolona também podem ser
importantes em uma variedade de disturbios neurolégicos e
psiquiatricos, caracterizados pelas mudancas no padrao de sono e
excitabiidade neuronal. A concentracdo de alopregnenolona no
plasma ou liquor de individuos com depressdao mostra-se diminuido
(ROMEO e cols., 1998; UZUNOVA e cols., 1998; STROHLE e cols., 1999).
Flutuacdes nas secrecOes de progesterona e alopregnenolona sao
provavelmente um importante determinante da expressao do gene e

funcao do receptor GABAA.

A utilizacao em longo prazo de progesterona e alopregnenolona
reduzem os niveis de expressao de varias subunidades do receptor
GABAa, a0 passo que a descontinuacdo da utilizacédo induz um efeito

contrario (SMITH e cols., 1998; FOLLESA e cols., 2000).

Em mulheres com o utero intacto que fazem terapia de reposicao
hormonal, a administracdo de progestagénios € necessaria para
contrabalancar a acao do estrogénio no endomeétrio. A progestina
usada na terapia de reposicao hormonal pode derivar da
progesterona. Os derivados de progesterona mais comumente usados
sado acetatos de ciproterona, medroxiprogesterona, medrogestona,
dihidrogesterona. A progesterona e seus derivados tém efeitos opostos
aos do estrogénio, tendo um efeito depressor do sistema nervoso
central. A acao depressora da progesterona provavelmente se deve
pela atividade de metabdltos como a pregnenolona e
alopregnenolona, que podem ser formados sistemicamente ou
localmente pela progesterona (KARAVOLAS e cols., 1979) ou pelo
colesterol (BARNES e cols., 1990). A depressao do humor pela progestina

tem sido demonstrada clinicamente, onde se tem usado diferentes



combinacBes de estrogénios e progestinas como, estrogénios
conjugados equino e acetato de medroxiprogesterona (SHERWIN, 1991).
Em ratas castradas, a administracdo de acetato de noretisterona ou
norgestimato aumenta a B-endorfina hipotalamica circulante, enquanto
qgue o0 acetato de medroxiprogesterona nao induz mudancas
significantes (GENAZZANI e cols., 1990; SPEROFF e cols., 1995), sugerindo
gue certos progestagénios podem influenciar o efeito dos estrogénios
(GENAZZANI e cols., 1989; GENAZZANI e cols., 1990).

A progestina pode influenciar negativamente o humor por
aumentar a acao inibitéria do GABA pela diminuicdo da excitabilidade
cerebral (HOLZBAUER & YOUDIN, 1973; BEER & BILLINGHAM, 1979).

Sabendo-se que existe uma correlacao positiva entre os hormonios
esterdides e o sistema nervoso central, este trabalho se faz importante
para a verificacdo dos efeitos da reposicdo hormonal no modelo de
epilepsia induzido por pilocarpina, uma vez que este mimetiza a epilepsia

do lobo temporal em humanos.



2 - OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo principal estudar a funcao dos
hormbnios sexuais em ratas epilépticas. Para tanto, sera utilizado o
modelo experimental de epilepsia induzido por pilocarpina em ratas
castradas. Esses animais serao avaliados quanto aos efeitos de diferentes

terapias de reposicao hormonal, durante a fase cronica do modelo.

Serao avaliados diversos parametros como:

(a) Resposta a castracao, através da confirmacao de atrofia

genital apds o procedimento cirdrgico.

(b) Frequéncia de crises no periodo crbnico antes e durante a

terapia de reposicao hormonal.

(c) Analise morfolégica do cérebro quanto ao possivel efeito
protetor dos esterdides contra os danos causados pelo status

epilepticus.

(d) Andlise da expressao de receptores de parvalbumina no

hipocampo das ratas.



3 - MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Paulo /
Universidade Federal de Sao Paulo, processo n°1237/00. Todos os esforcos
foram feitos para minimizar o sofrimento do animal, de acordo com a

International Ethical Guidelines (CIOMS/OMS, 1985).

3.1 - ANIMAIS E GRUPOS DE ESTUDO:

Foram utilizadas ratas da raca Wistar albinas adultas pesando 200-
250g mantidas em condi¢cbes controladas com ciclo claro/escuro
(12/12h), temperatura de 21+ 2°C, com livre acesso a agua e ragao por

todo o periodo do experimento.

Os animais foram divididos com relagao aos diferentes tratamentos

gue receberam:

a) Animais controles:

Ratas em diferentes fases do ciclo estral e ratas castradas. Ambos

0s grupos receberam solucao salina e foram divididos em:

GRUPO CONTROLE 1 - ratas em ESTRO (E) - n=10;

GRUPO CONTROLE 2 - ratas em METAESTRO (M) - n=10;

GRUPO CONTROLE 3 - ratas em DIESTRO (D) - n=10;

GRUPO CONTROLE 4 - ratas em PROESTRO (P) - n=10;



GRUPO CONTROLE 5 - ratas castradas. Este grupo foi utilizado como

controle da castracao (CX) - n=10;

b) Animais experimentais:

Todos os animais foram submetidos ao modelo de epilepsia
induzido por pilocarpina, desenvolveram status epilepticus, fase

silenciosa e foram estudados na fase crénica.

GRUPO EXPERIMENTAL 1 - ratas na fase estro que receberam
pilocarpina 4% (CRON) - n=10;

GRUPO EXPERIMENTAL 2 - ratas castradas que receberam
pilocarpina 4%, quatro dias apos o procedimento cirargico (CX+CRON) -

n=10;

C) Animais com reposicao hormonal

Com o objetivo de estudar a influéncia da terapia de reposicao
hormonal sobre a freqiéncia de crises em ratas epilépticas, 0s grupos

foram divididos em:

GRUPO EXPERIMENTAL 3 - ratas castradas que receberam
pilocarpina 4%, quatro dias apds o procedimento cirdrgico. Neste grupo
foi feita reposicdo hormonal de acetato de medroxiprogesterona (2
mg/Kg) por via oral (CX+CRON+AMP) - n=10;

GRUPO EXPERIMENTAL 4 - ratas castradas que receberam
pilocarpina 4%, quatro dias apds o procedimento cirdrgico. Neste grupo
foi feita reposicao hormonal de 17p-estradiol (30 pg/kg) por via oral
(CX+CRON+E2) - n=10;



GRUPO EXPERIMENTAL 5 - ratas castradas que receberam
pilocarpina 4%, quatro dias ap6s o procedimento cirdrgico. Neste grupo
foi feita reposicao hormonal de 17p-estradiol (30 ug/kg) + acetato de

medroxiprogesterona (2mg/ml), por via oral (CX+CRON+E2+AMP) - n=10;

3.2 - CASTRACAO:

Os animais foram anestesiados com thionembutal, (50mg/Kg, i.p.).
Foi feita tricotomia no dorso do animal, seguido de assepsia local com
povidine tépico e posterior incisdo longitudinal, seguida de pequenas
incisbes na musculatura dorsal, lateralmente. Com o auxiio de uma
pinca, os ovarios foram identificados e ressecados por cauterizacao.
Apo6s este procedimento, a musculatura foi aproximada com fio
categute simples 4-0 e a pele suturada com fio de nylon 3-0. Todo o
material utiizado para o procedimento cirdrgico foi submetido a

esterilizacao.

3.3 - ESTUDO COLPOCITOLOGICO:

Todos os animais estudados neste trabalho foram submetidos ao
exame colpocitolégico para verificacado da fase do ciclo estral. Nos
animais que foram castrados foi feito exame colpocitolégico para
verificacdo da fase do ciclo estral e posterior verificacdo de atrofia
genital. O conteuddo do conduto vaginal foi obtido por meio da
introducdo de conta gotas atraumatico contendo solucao salina que por
meio de sucgao se mistura ao material vaginal a ser examinado. A
solugcao aspirada foi colocada sobre [aminas de vidro e observada em

microscopio optico a fresco.



A verificacdo do ciclo estral foi feito diariamente e apods 3 ciclos

regulares consecutivos as ratas foram utilizadas.

A avaliacdo da castracao foi feita no quarto dia apds o
procedimento cirdrgico, para verificar se a retirada dos ovarios foi
efetiva. O padrao de leitura para atrofia genital (confirmacao da
castracao) apresenta padrao similar a fase diestro do ciclo estral, onde

se pode observar a presenca quase que exclusiva de leucocitos.

3.4 — ADMINISTRACAO DE PILOCARPINA:

Foi administrada pilocarpina 4% (PILO, Sigma, St Louis, MILLSTONE),
(350mg/Kg, i.p.) para a inducao de status epilepticus. Metilescopolamina
(Sigma, 1mg/Kg, s.c) foi administrada 30 minutos antes da PILO para
prevenir efeitos colinérgicos periféricos. Os animais castrados foram
injetados apo6s confirmacado da atrofia genital e os ndo castrados, na
fase estro do ciclo. Nos animais dos grupos controle, a PILO foi substituida

por solucao salina.

3.5 — OBSERVACAO CONTINUA ATRAVES DE SISTEMA DE VIDEO:

Aposs a injecao de pilocarpina e a recuperacao dos animais, eles
foram colocados em gaiolas individuais, mantidas em condicdes
controladas com ciclo claro/escuro (12/12h), temperatura de 21°C, com

livre acesso a Agua e comida.

ApObs a primeira crise espontanea, os animais foram observados por
30 dias. Foi iniciada, a terapia de reposicdo hormonal e observacao por
mais 30 dias. A observacao foi realizada por 24h/dia de filmagem em

sistema de video-monitoragao "Stellate system", em sala com ciclo claro-



escuro, sendo que no periodo escuro, 0s animais eram mantidos sob luz

infravermelha, para possibilitar a visualizagé&o das crises.

3.6 — TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL:

Os animais foram submetidos a terapia de reposicao hormonal por
via oral, diariamente, entre as 10:00 -11:00h da manh&, com o auxilio de
uma agulha de gavagem acoplada em uma seringa de plastico
descartavel, que foi introduzida na boca do animal até atingir o
estbmago, onde o conteudo foi injetado. Esta técnica foi utilizada para

gue nao existisse a possibilidade de variagcédo na dose diaria.

3.7 - ANALISE HISTOLOGICA DOS CEREBROS:

Ao término do periodo de observacao (60 dias), 5/10 animais de
cada grupo foram perfundidos e os cérebros retirados para posterior

analise histolégica através dos métodos de neo-Timm e Nissl.

Os animais foram anestesiados com thionembutal (50 mg/Kg, i.p.)
e sacrificados por perfusdo transcardiaca. Foi feita uma abertura na
caixa toracica do animal para ser possivel a exposicao do coracao. O
ventriculo esquerdo entdo foi puncionado com uma agulha e as
solugbes infundidas foram drenadas através de uma seccédo do atrio

direito.

Na primeira fase da perfusdo os animais receberam solucao de
sulfeto de sédio 0.1%, seguida por solucao fixadora de glutaraldeido 3%.
Todas as solugdes foram preparadas em solugao tamponada (pH = 7.4).
A infusao foi feita com o auxilio de uma bomba de perfusdo. Em seguida,

0s cérebros foram retirados da caixa craniana com o auxilio de uma



goiva, e colocados em solucao de sulfeto de sédio 0.1%, por 6 horas.
Decorrido este periodo, foram colocados em solucao crioprotetora de
sacarose 30%. Os cérebros foram, entdo, cortados de forma seriada em
seccoes de 20 e 40 um de espessura em criostato. Estes cortes foram
submetidos a estudo histolégico por duas diferentes técnicas de

coloracéao, descritas a seguir.

3.7.1 - METODO DE NEO-TIMM:

Esta € uma modificacdo do tradicional método de Timm
(SLOVITER, 1982), que intensifica a coloracdo especifica de zinco,
produzindo melhor visualizacdo das fibras musgosas, permitindo facil

observacao da reorganizacao sinaptica.

Depois que os cortes de 40 um de espessura foram montados em
laminas gelatinizadas, procedeu-se a revelacdo em camara escura,
onde foram imersos em uma solucao reveladora a 26°C. Esta solucao
consiste em 240ml de goma arabica; 9,4g de citrato de sodio; 10,2g de
acido citrico mono hidratado; 6,8g de hidroquinona e 425mg de nitrato

de prata, dissolvidos em 165ml| de agua destilada.
Os cortes assim corados foram classificados de acordo com a
escala subjetiva utilizada por Holmes e cols (1999), que aplica escala de

0-V para o brotamento de fibras musgosas supragranulares:

GRAU 0 - auséncia de granulos na regiao supragranular;

GRAU | - granulos ocasionais e esparsos na regiao supragranular de
distribuicao;
GRAU Il - Numerosos granulos, distribuidos descontinuamente na regiao

supragranular,



GRAU Il — Granulos de distribuicdo quase continua na regiao
supragranular;

GRAU IV - Densa faixa de granulos dispostos continuamente na regiao
supragranular ou quase continuos; e

GRAU V - Densa banda de granulos, laminar e continua que rodeia toda

regiao supragranular.

3.7.2 - METODO DE NISSL:

O cresil violeta € um corante basico utilizado para evidenciar o
citoplasma de neurbnios. O citoplasma contém varias estruturas,
inclusive os corpusculos de Nissl (ou substancia de Nissl). Esses corpusculos
sado compostos, basicamente, por RNA. Essa coloracdo serve como
indicador da viabilidade neuronal pois, quando ocorre uma lesao
neuronal, esses corpusculos podem desaparecer. Esse fenbmeno é

conhecido por “cromatdlise”.

Os cortes de 20um foram recuperados em laminas e corados
com cresil violeta (técnica de Nissl), que consiste na desidratacao
dos cortes em banhos sucessivos de alcool em concentracao
decrescente, seguida da imersao em solucao de cresil de violeta (0.5%)
dissolvida em solucao de acetato tamponado em pH 3.8. Imediatamente
apos, os cortes foram desidratados em diferentes concentracdes de
alcool, clarificados com xilol e montados com laminula com o auxilio de

entellan.



3.8 - IMUNOHISTOQUIMICA

Ao término do periodo de observacao (60 dias), 5/10 animais de
cada grupo foram perfundidos e os cérebros retirados para posterior

analise histolégica através da técnica de imunohistoquimica.

Os animais foram anestesiados com thionembutal (50 mg/kg, i.p.)
e sacrificados por perfusdo transcardiaca. Foi feita uma abertura na
caixa toracica do animal para ser possivel a exposicao do coracao. O
ventriculo esquerdo entdo foi puncionado com uma agulha e as
solugbes infundidas foram drenadas através de uma seccédo do atrio

direito.

Na primeira fase da perfusdo os animais receberam tampéao
fosfato salina (PBS), seguida por solucao fixadora de paraformaldeido 4%.
Todas as solucdes foram preparadas em solugcao tamponada (pH = 7.4).

A infusao foi feita com o auxilio de uma bomba de perfusao.

Em seguida, os cérebros foram retirados da caixa craniana com o
auxilio de uma goiva, e colocados em solugcédo de paraformaldeido 4%,
por 6 horas. Os cérebros foram, entdo, cortados de forma seriada em

seccodes de 50 um de espessura em vibratomo.

A imunohistoquimica €& uma técnica que permite localizar
receptores e proteinas celulares, e pode ser realizada de varias maneiras.
Neste caso, foi utilizado o protocolo para a técnica com os cortes em

“free floating".



3.8.1 - IMUNOHISTOQUIMICA “free floating”

As fatias selecionadas foram lavadas trés vezes em PBS. Apés este
procedimento, as fatias foram embebidas em solucdo de peroxido de
hidrogénio 0.1% por 10 minutos para bloquear a atividade das
peroxidases enddgenas. Em seguida, as fatias foram incubadas em
solucao de soro albumina bovina 10% durante 90 minutos e mantidas a
temperatura ambiente, para evitar a ligacado entre os anticorpos e
antigenos inespecificos. Imediatamente apds este procedimento, as
fatias foram incubadas em solugdo de anticorpo primario (anti-
parvalbumina) na concentracao de 1:10 000, contendo albumina bovina
2%, sendo mantidas nesta solugcao “overnight” a temperatura de 4°C.
Posteriormente, as fatias foram colocadas em solugcado contendo o
anticorpo secundario (anti-mouse IgG) por um periodo de 90 minutos, e a

seguir no ABC por 90 minutos.

Para visualizar a presenca do anticorpo, as fatias foram reveladas
com o cromogeno diaminobenzidina (DAB) 0.06% em tris HCI 0.05M pH
7.4 e peroxido de hidrogénio (1pul/ml). A seguir, as fatias foram montadas
em laminas gelatinizadas, desidratadas com o uso de alcool etilico
absoluto, diafinizadas com xilol e cobertas com laminulas, apdés a
colocacdo de entellan. Apo6s este procedimento, as laminas foram
analisadas em microscOpio Optico para visualizacdo da expressao da

marcacao.

Em todos os ensaios, as fatias dos cérebros dos animais dos grupos
experimentais, foram processadas juntamente com uma fatia do animal

do grupo controle estro (E). Este procedimento € utilizado para posterior



comparacao do padrao de marcacao, evitando assim que seja feita

analise inespecifica da imunomarcacao.

3.9 - QUANTIFICACAO CELULAR

A quantificacdo celular € um método pelo qual é possivel verificar
a perda neuronal, resultado de uma lesao cerebral, em diferentes

técnicas histolégicas.

3.9.1 - QUANTIFICACAO CELULAR EM CORTES CORADOS COM A TECNICA

DE NISSL

Seis cortes adjacentes (20 um) de cérebros, corados com a técnica
de Nissl foram utilizados, por animal. Foram analisadas as regides CAl e
CA3 do corno de Amon, de ambos os hipocampos, seguindo as

coordenadas estereotaxicas (-3,3/-3,8 mm do Bregma).

A regiao CALl foi dividida em trés porcdes, denominadas (a), (b) e
(c), e a porcao (b) foi analisada (FIGURA 1). Na regiao CAS3, foi analisada
a porcao média. A area analisada envolve 0,5 mmz?, o que corresponde
ao aumento de 10X (FIGURA 2).



FIGURA 1 - Representacao esquematica da regiao CA1l do hipocampo que foi dividido
em trés porcdes denominadas CAla, CAlb e CAlc. Foi utilizada para a quantificacao

celular pela técnica de Nissl a porcao CAlb.

FIGURA 2 - Representacdo esquematica da regido CA3 do hipocampo onde foi

realizada a quantificagao celular pela técnica de Nissl.



3.9.2 - QUANTIFICAGCAO CELULAR EM CORTES CORADOS COM A TECNICA

DE IMUNOHISTOQUIMICA

Seis cortes adjacentes de cérebros de espessura de 50 um,
imunomarcados para parvalbumina, foram utilizados por animal. Foi
analisada a regiao do giro dentado de ambos os hipocampos, seguindo

as coordenadas estereotaxicas (-3,3/-3,8 mm do Bregma) (FIGURA 3).

Todas as células presentes nas camadas molecular, granular e hilar

do giro dentado foram consideradas.
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FIGURA 3 - Representacao esquematica da regiao do giro dentado que foi
utiizada para a quantificagdo das células imunomarcadas por parvalbumina. CM -

camada molecular; CG - camada granular e HILO - regido polimérfica do giro dentado.



3.10 - QUANTIFICACAO DE FIBRAS

A quantificacao das fibras € um método pelo qual € possivel
verificar a quantidade de terminais GABAérgicos, marcados pela

parvalbumina.

Seis cortes adjacentes de cérebros em espessura de 50um,
imunomarcados para parvalbumina, foram utilizados por animal. Foi
analisado o hilo do giro dentado de ambos os hipocampos, seguindo as

coordenadas estereotaxicas (-3,3/-3,8 mm do Bregma) (FIGURA 4).

A imagem do giro dentado foi capturada em um sistema de video
acoplado ao microscopio de luz. A imagem foi transferida para o
programa de computador "Microsoft Foto Editor", onde foi delimitada
uma regiao de 2Xlcm. Esta imagem foi entdo transferida para outro
programa, chamado "Image Tool' e a coloracao foi mudada para
escala de cinza para melhor visualzagdo das fibras. O Ilimiar de
coloracao das fibras foi ajustado manualmente e analisado pela
diferenca de intensidade de coloracdo. O resultado se da pela
porcentagem de area corada em branco e preto. S&o consideradas as
regides em preto, que contém as fibras. A area analisada envolve

0,5mm?2, o que corresponde ao aumento de 10X.



FIGURA 4 - Representacdo esquematica da regido do giro dentado que foi

utiizada para a quantificagcao das fibras imunomarcadas por parvalbumina.

3.11 - ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica deste trabalho, foi utilizado o programa

Prisma 3.0.

Na comparacao entre a frequéncia de crises foi utilizado o teste "t"
de Student. Tanto para a densidade celular pela técnica de Nissl, assim
como pela técnica de imunohistoquimica e densidade de fibras pela
técnica de imunohistoquimica foi utilizado o teste Anova de uma via com

pos teste de multipla comparacao de Tukey.

Com o intuito de facilitar a visualizacdo do estudo, a tabela 2
apresentada a seguir, sumariza os procedimentos efetuados em cada

grupo de estudo.



4- RESULTADOS

Uma vez que nao houve diferenca entre os grupos de animais
castrados que receberam pilocarpina 4%, quatro dias apos o
procedimento cirurgico e foram tratados com o veiculo de diluicdo do
horménio (CX+CRON+VEIC) e os animais castrados que receberam
pilocarpina 4%, quatro dias apd6s o procedimento cirargico (CX+CRON),
em todos o0s ensaios efetuados, eles serdo, a partir de agora,

considerados CX+CRON.

4.1 - CONFIRMACAO DE ATROFIA GENITAL APOS A CASTRACAO

A confirmacéo do quadro atrofico foi realizada em 50 animais (10
animais do grupo CX, 10 animais do grupo CX+CRON, 10 animais do
grupo CX+CRON+AMP, 10 animais do grupo CX+CRON+E2 e 10 animais
do grupo CX+CRON+E2+AMP) através de citologia vaginal, onde foi
verificada a interrupgao do ciclo estral. Todos os animais que passaram

pela intervencéao cirdrgica tiveram a sua castracao confirmada.

Na andlise das laminas foi observado um padrdo de células
idéntico ao periodo diestro do ciclo estral, isto €, presenca quase que
exclusiva de leucdcitos no ducto vaginal, o que confirma a diminuicao

dos niveis de estrogénio.



4.2 - ANALISE COMPORTAMENTAL APOS ADMINISTRACAO DE PILOCARPINA

Ap6s a administracdo da pilocarpina, 0s animais apresentam
automotismos faciais, acinesia e tremores. Minutos apdss, este
comportamento progrediu para crises motoras limbicas, onde os animais
apresentavam salivacao intensa, com clonias de patas dianteiras,
apoiados sobre as patas traseiras e consequente queda. Essas crises
motoras limbicas comecavam alguns minutos apds a injecao da
pilocarpina (0,8 + 0,5 min nas fémeas castradas que receberam
pilocarpina e 42,7 + 14,4 min nas fémeas que receberam pilocarpina) e
foram recorrentes, culminando em status epilepticus (em 31,8 + 15,5 min
nas fémeas castradas que receberam pilocarpina e 48,8 + 18,4 min nas
fémeas que receberam pilocarpina,) que durava em média 12 horas.

Este periodo é denominado fase aguda do modelo.

Apbs o periodo agudo, os animais ndo respondem aos estimulos
ambientais, retomando gradativamente ao seu comportamento normal,
comecando neste estagio a um periodo livre de crises que tem sido
caracterizado pela normalizacdo das alteragc6es comportamentais e
eletrograficas, o que configura o periodo silencioso do modelo. Este
periodo teve a duracdo de 10,1 + 4,4 dias nas fémeas que foram
castradas e receberam apenas pilocarpina e 49,7 + 12,9 dias nas fémeas
gue apenas receberam pilocarpina, confirmando os dados previamente

descritos pelo nosso grupo (VALENTE e cols., 2002).

Todos os animais sobreviventes a estes dois periodos passaram a
exibir crises espontaneas e recorrentes, as quais caracterizam o periodo

crbnico do modelo.



Os animais dos grupos controle, que receberam solugcao salina em
vez de pilocarpina, nao apresentaram nenhuma alteracido
comportamental, mesmo apés a remocao dos ovarios no grupo de

animais castrados.

4.3 - FREQUENCIA DE CRISES

A analise da frequéncia de crises foi observada nos animais que
receberam pilocarpina a partr da primeira crise espontanea
(estabelecimento do periodo crénico do modelo), por um periodo de 60
dias em observacgdes diarias por um sistema de monitoracao 24 h/dia. A
primeira fase consistiu em observar as crises por um periodo de 30 dias.
Apo6s esta fase de observacdo o0s animais castrados e cronicos
(CX+CRON) foram divididos em quatro grupos e observados por mais 30
dias, sendo que um destes grupos foi considerado como controle do
tratamento, uma vez que recebeu somente a solucdo de diluicdo do
horménio. Os outros trés grupos foram utilizados para o estudo do
tratamento com a reposicdo hormonal, sendo entao divididos em
CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP. Para 0s animais
gue receberam tratamento, a primeira fase da observacdo da
frequéncia de crises foi utilizada como controle da fase posterior. Foi feita
observacdo dos animais apenas crénicos (CRON), que foram
comparados aos castrados e cronicos (CX+CRON), para verificarmos se

a castracao poderia interferir na frequéncia de crises dos animais.

Os resultados obtidos sédo aqui apresentados como a média
semanal + desvio padrdo da frequéncia de crises durante o periodo de

observacgéao.



Pudemos observar que nao existe diferenca estatistica significante
guando comparamos a frequéncia de crises entre os animais CRON (6,4
+ 3,7 crises/semana) e CX+CRON (6,6 + 3,9 crises/semana), mostrando
gue somente a castracado ndo modifica o padrao de crises na fase

crbnica deste modelo.

Quando comparamos a frequéncia de crises entre 0s animais que
receberam reposicdo hormonal de acetato de medroxiprogesterona,
antes e durante o tratamento, pudemos verificar que existe uma
diferenca estatistica significante entre antes (6,5 + 2,7crises/semana) e
durante (6 *+ 2,8 crises/semana; *p<0,05) o tratamento. Houve, portanto,
uma reducado do numero de crises nesses animais, induzida pelo acetato

de medroxiprogesterona.

Com relacao a frequéncia de crises entre 0s animais que
receberam reposicdo hormonal de 17-estradiol, antes e durante o
tratamento, pudemos verificar que nao existe diferenca estatistica
significante quando comparados antes (6,7 + 3,4 crises/semana) e
durante (7 + 3,2 crises/semana) o tratamento. Esses dados mostram,
portanto, que o 17f - estradiol ndo modificou o padréao de crises na fase

crbnica.

Nos animais que receberam reposicdo hormonal de 17p-estradiol +
acetato de medroxiprogesterona, antes e durante o tratamento,
pudemos verificar que existe uma diferenca estatistica significante
guando comparados antes (6,1 + 2,9 crises/semana) e durante (3,9 + 2,1
crises/semana; **p<0,0004) o tratamento, mostrando que a associacao
entre os dois horménios € capaz de reduzir bastante o niumero de crises

nesses animais (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Grafico representando a média da freqiiéncia semanal de
crises nos animais que receberam pilocarpina. (A) representa a frequéncia
de crises antes da reposicdo hormonal e (D) representa a freqiéncia
de crises durante a reposicdo hormonal. Significancia estatistica: *p<0,05,
**p<0,0004 (teste “t” de Student).

4.4 - ANALISE DA COLORACAO DE NEO-TIMM

A coloracao de neo-Timm nas seccdes cerebrais, no giro dentado,
foi avaliada usando-se a escala de classificacao utilizada por Holmes e
cols. (1999), onde foi feita uma analise subjetiva aplicando-se a escala
de 0-V, como descrita anteriormente. A classificacao foi feita através da
avaliacao do brotamento das fibras musgosas supragranulares, que foi
efetuada por cinco observadores diferentes que nao sabiam a que
grupo as laminas pertenciam. Os resultados obtidos representam a meédia

das observacdes efetuadas.



Apresentaram grau 0, todos 0s animais do grupo controle, isto €, os
grupos E, M, D, P e CX, onde se verificou a auséncia de granulos na

regiao supragranular.

Foram classificados como tendo grau lll os animais dos grupos
CRON, CX+CRON+AMP e CX+CRON+E2+AMP, enquanto que o grupo

CX+CRON+E2, foi classificado como tendo grau IV.

Os animais castrados e cronicos, sem reposicado hormonal
(CX+CRON) apresentaram o maior grau de brotamento supragranular de

fibras musgosas (grau V).

Com estes resultados pudemos verificar que os animais castrados e
crénicos apresentam um intenso brotamento de fibras musgosas, maior
gue o observado nos animais apenas crénicos (grau V x llI), mostrando

gue a castracado aumenta o brotamento de fibras musgosas.

Ja os animais tratados com 17p-estradiol apresentam um
brotamento menor que o grupo castrado, sem reposicao hormonal (grau
IV x V). Aqueles animais tratados com acetato de medroxiprogesterona e
com 17B-estradiol + medroxiprogesterona apresentam um brotamento
ainda menor que os animais castrados (grau Il x V), similar ao padrao
observado nos animais cronicos nao castrados (grau lll x Ill). Neste caso, o
tratamento com a reposicado de acetato de medroxiprogesterona e de
17B-estradiol + medroxiprogesterona parece ter interrompido o
desenvolvimento do brotamento supragranular no nivel lll, valor similar ao

verificado nos animais cronicos ndo castrados (FIGURAS 6 e 7 e TABELA 3)









Grupos Gradaciio subjetiva de Holmes e cols. (1999)
E 0
] 0
C 0
F 0
TR 0
CROM I
CHHCROM LY
CAHCROMNTAMP I
CRHCROMNFEZ [
CHHCROMNFHEZ +AMP I

TABELA 3 - Andlise da coloracao de neo-Timm através da escala subjetiva
proposta por Holmes e cols. (1999).

4.5 - ANALISE DA COLORACAO DE NISSL

Os cortes histoloégicos submetidos & coloracdo de Nissl mostram
gue os animais dos grupos controles (E, M, D, P e CX) mantiveram
preservadas as caracteristicas morfolégicas do hipocampo, sem

alteracoes e perda celular significantes.

Os animais dos grupos experimentais apresentaram uma Vvisivel

perda celular e alteracdo da morfologia do hipocampo, sendo que para



o0 grupo CRON, notou-se uma desestruturacao celular em CA3, e visivel

dispersao das células no hilo do giro dentado.

No hipocampo dos animais CX+CRON, pode-se notar que tanto
CAl, quanto CA3 e o giro dentado apresentam desestruturacao da

citoaquitetura e que havia dispersao celular em CA3 e hilo.

Nos animais CX+CRON+AMP, a regiao do giro dentado e CA3
apareceram alteradas morfologicamente, com visivel dispersao celular,

assim como no hilo do giro dentado.

Entretanto, a citoarquitetura do hipocampo pareceu mais
preservada nos animais do grupo CX+CRON+E2, porém pode-se observar
gue o giro dentado apresenta-se alterado morfologicamente, com uma
visivel dispersdo celular, assim como na regidao do hilo. Nos animais do
grupo CX+CRON+E2+AMP, o hipocampo manteve sua morfologia
basica. No entanto, foi visivel a dispersao celular em CA3 e no hilo do giro
dentado, assim como alteracao na morfologia do giro dentado (FIGURAS

8e9).









4.5.1 - QUANTIFICACAO CELULAR PELA TECNICA DE NISSL

Os cortes histoldégicos dos cérebros dos animais dos grupos controle
(E, M, D, P e CX), assim como dos grupos experimentais (CRON,
CX+CRON, CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP) foram
analisados em microscopia Optica e as células das regides CAl1 e CA3

foram quantificadas, seguindo as descricoes feitas em métodos.

Foi utiizado como controle a quantificacdo das células das regides
CAl e CA3 dos animais do grupo estro (E) onde foi encontrado 103,3 +
8,3 células/regidao em CAl e 74,7 + 10,4 células/regiao em CA3, o que foi

considerado como 100% de celularidade.

Na regido CAl pudemos verificar que ha uma consideravel perda
neuronal nos animais dos grupos experimentais CRON (88,5 + 8,1
células/regiao, **p<0,001) e CX+CRON (89,8 + 7,6 células/regiao,
**p<0,001), o que equivale a 85,7% e 86,9% respectivamente, quando

comparado ao grupo controle.

Ja nos animais que receberam os tratamentos, pudemos verificar
gue a perda neuronal foi menos intensa, uma vez que para 0s animais do
grupo CX+CRON+AMP a densidade celular encontrada foi de 98,5 + 3,5
células/regiao, p>0,05 (95,4%), para os animais do grupo CX+CRON+E2 foi
de 96,3 + 8,7 células/regiao, **p<0,001 (93,2%) e para 0s animais do grupo
CX+CRON+E2+AMP foi de 98,9 + 4,6 células/regiao, p>0,05 (95,8%)
(FIGURA 10 - painel A).



Na regiao CA3, pudemos verificar que nos animais dos grupos
experimentais CRON um nimero de células de 41,2 + 8,2 células/regiao,
**p<0,001 e para o grupo CX+CRON 41,3 + 5,7 células/regido, **p<0,001, o
qgue equivale a 54,1% e 54,3% respectivamente, quando comparados

com o controle.

Nos grupos que receberam os tratamentos hormonais, pudemaos
verificar que a perda neuronal foi menos intensa, uma vez que para os
animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular encontrada foi de
61,3 £ 10,1 células/regiao, **p<0,001 (80,5%), para os animais do grupo
CX+CRON+E2 foi de 57,6 + 14,2 células/regiao, **p<0,001 (75,7%) e para
0s animais do grupo CX+CRON+E2+AMP foi de 65,8 + 13,6 células/regiao,
*p<0,01 (86,6%) (FIGURA 10 - painel B).
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FIGURA 10 - Densidade celular em CAl1 (A) e CA3 (B) em cortes corados
pela técnica de Nissl. O grupo salina estro (E) representa 100% do nimero
de células. Significancia estatistica: *p<0,01 e **p<0,001 (ANOVA com pabs
teste Tukey's Multiple Comparison).

4.6 - ANALISE DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA PARVALBUMINA

Os cortes histologicos submetidos a imunohistoquimica mostram
gue os animais dos grupos controle (E, M, D e CX) apresentam pouca
imunomarcacao para parvalbumina. Houve, entretanto, uma maior
imunorreatividade para parvalbumina nos animais do grupo (P). Houve
flutuacdes na imunorreatividade contra a parvalbumina nas diferentes
regides da formacado hipocampal, mostrando uma ciclicidade na
expressao desta proteina nas diferentes fases do ciclo estral (FIGURA 11 -

painéis A, B,C,D e E).



Ja nos animais dos grupos experimentais (CRON, CX+CRON,
CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP) pode-se notar um
aumento consideravel na imunomarcacao, tanto para fibras quanto
para células e este aumento parece ser alterado pelo tratamento aos

quais os animais foram submetidos (FIGURA 11 - painéis F,G,H,l e J).

Com relacdo as células, foi possivel verificar que nos animais do
grupo CRON, na regiao CA1l houve pouca imunomarcacao (FIGURA 12),
enquanto que no hilo, foi possivel verificar maior imunomarcacao
(FIGURA 14), quando comparados com 0s animais do grupo controle
estro (E). Para os animais do grupo CX+CRON, houve pouca
imunomarcacao na regiao CAL1(FIGURA 12), com maior intensidade em
CA3 (FIGURA 13) e intensa marcacao no hilo, em relagéo aos animais do
grupo controle estro (E) (FIGURA 14).

Nos animais do grupo CX+CRON+AMP foi possivel verificar maior
imunomarcacdo na regido do giro dentado, com intensa
imunomarcacado nas regides CA3 e hilo, quando comparados aos
animais do grupo controle estro (E). Ja nos animais do grupo
CX+CRON+E2 houve maior imunomarcacao nas regides CA3 e hilo,
enquanto que nos animais do grupo CX+CRON+E2+AMP houve maior
imunomarcacao nas regides CAl, CA3 e giro dentado e intensa
marcacao na regiao do hilo, quando comparados aos animais do grupo

controle (E).

Em relacao as fibras imunomarcadas para parvalbumina, houve
maior imunomarcacao na regiao CAl nos animais dos grupos CRON,
CX+CRON e CX+CRON+AMP, e intensa imunomarcacao nos animais do
grupo CX+CRON+E2+AMP, quando comparados ao grupo controle estro

(E). Na regiao CAZ3, foi possivel verificar aumento na imunomarcagcao nos



animais dos grupos CX+CRON+AMP e CX+CRON+E2+AMP, em relacao

aos animais do grupo controle estro (E).

Ja na regiao do hilo, houve maior imunomarcacao nos animais dos
grupos CX+CRON e CX+CRON+EZ2 e intensa imunomarcacao nos animais
dos grupos CRON, CX+CRON+AMP e CX+CRON+E2+AMP, quando

comparados aos animais do grupo controle estro (E).

4.6.1-QUANTIFICACAO DAS CELULAS MARCADAS COM PARVALBUMINA

Os cortes histoldgicos dos cérebros dos animais dos grupos controle
(E, M, D, P e CX), assim como dos grupos experimentais (CRON,
CX+CRON, CX+CRON+AMP, CX+CRON+E2 e CX+CRON+E2+AMP) foram
analisados em microscopia 6ptica e as células das camadas molecular e
granular do giro dentado, assim como do hilo foram quantificadas

seguindo as descricdes feitas anteriormente.

Foi feita analise subjetiva da imunomarcacao para parvalbumina
nas células das regides CAl, CA3, giro dentado e hilo, assim como das
fibras em CAl(stratum radiatum), CA3 (stratum radiatum) e hilo em todos
0s grupos de estudo (TABELA 4 e 5).



GRUPOS REGIOES
Giro ;
Al CAd Hitc
dertado
Ratas em estro () ++ & ++ +
- Ratas em metasstro (i) * & 0k *
]
® : + : + +
= Ratas em disstro (D)
-]
&)
Ratas em proestro [P) T i o Tk
Ratas castradas [CX) +F: gkt s it
it + + ++ ++
Ratas em fase crdnica [SROM)
Ratas costradas e fase crénica + ++ ++ 4+
[CH+ACTROMN]
.E Ratas castradas & fase crdnica+
%= | acetate de medroxipregesterona ++ +++ +++ +++
2 [CHACROMN+AMP]
o s
= Ratas castradas e fase cronica
o | 417G estradiol [CH+CROMYED) i S i HE
Rotas castradas e fase crénica
+175estradiol + acetato de
medroxiprogesterand et £k g BET
[CH+HCROMNHEZ+HAMP)

TABELA 4 - Representacao da imunomarcacao das células coradas pela
parvalbumina. Legenda: (-) auséncia de marcacao, (+) pouca marcacao, (++) muita
marcacao e (+++) intensa marcacao.



GRUPOS REGIDES
CAT CA3 Hilc
Rotos em estro [E) 13 + +
& Rotos em metoestro (k) x & i
il
) " . :
£ Rotos em diestro (D)
G
i
Rotos em proestro (P i e i
Rotos costradas (CX) i i 1%
Rotos em fose créinico [CRON) o i e
Rotos costrados & fase créinico ++ + FE
[CE+ TROM|
% Rotos castrados e fose crénico+
= Jocetoto de medroxiprogesterono ++ ++ P
E [CH+CRONEANMP)
T
23 Rotos costrados e fose crénico
= +17pestradiol [CX+ CROMNHES) i + +Ht
Rotos costrados e fose crénico
+17pestrodiol + ocetoto de
: +++ ++ +++
medroxiprogesterono
[CX+ CRONTEZ+ AR

TABELA 5 - Representacao da imunomarcacao das fibras coradas pela
parvalbumina. Legenda: (-) auséncia de marcacao, (+) pouca
marcacao, (++) muita marcacao e (+++) intensa marcacao.



Em seguida foi feita analise comparativa da imunomarcacao das
células e fibras imunomarcadas com relacdo ao grupo controle estro

(TABELA 6 e 7).

GRUPOS REGIOES
CAl CA3 qe‘ﬁi% | i
E ¥ CROM S = - T
E % CH+CRON b T = T
E ¥ CH+CRON+AMP = TF T T
E ¥ CHHCROMN4EZ = T = T
E ¥ CH+ACRON+FEZ+AMP i 45 T I

TABELA 6 - Analise comparativa da imunomarcacdo das células coradas pela
parvalbumina nos animais dos grupos experimentais com relacdo aos animais do
grupo controle estro (E).



GRUPOS REGIOES
cal A3 Hilo
E % CRON T = TF
E X CHHACRON T = )
E ¥ CH+CROMN+AMP T i T
E ¥ CH+CROMN+EZ = = T
E ¥ CH+HCRON+EZ+AMP T ik T

TABELA 7 - Andlise comparativa da imunomarcacao das fibras coradas pela parvalbumina
nos animais dos grupos experimentais com relagédo aos animais do grupo controle estro
(E). Legenda: (¥) diminuicdo da imunomarcac&o, (=) imunomarcacao semelhante, (1)
aumento da imunomarcacéo e (T1) aumento intenso da imunomarcac&o;

4.6.1.1 - QUANTIFICACAO CELULAR NA CAMADA MOLECULAR

Na camada molecular do giro dentado pudemos verificar que a
densidade celular sofreu flutuac6es durante as fases do ciclo estral.
Observamos que o0s animais na fase proestro (P) apresentam maior
imunomarcacgao (7,8 + 1,5 células/camada, **p<0,001), sendo que em
estro (E) apresentam 2,7 + 1,2 células/camada, em metaestro (M)
apresentam 18 + 1,3 célulasscamada (p>0,05) e a menor
imunomarcacao € verificada em diestro (D) com 1 + 0,6 células/camada
(p>0,05). Nos animais castrados (CX) foi verificada 4 + 1,8

células/camada (p>0,05).



Os animais dos grupos experimentais foram comparados com 0s
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar nos animais dos grupos
experimentais CRON 3,8 + 1,7 células/camada (***p<0,001) e nos

CX+CRON uma densidade de 2,7 + 1 células/camada.

Nos animais que receberam os tratamentos, pudemos verificar que
para os animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular
encontrada foi de 6,5 + 1,2 células/camada (***p<0,01), nos animais do
grupo CX+CRON+E2+AMP foi de 5,4 + 0,9 células/camada (*p<0,05). Nos
animais do grupo CX+CRON+E2 pudemos verificar uma menor
imunomarcacao (1,6 + 0,9 células/camada, p>0,05) (TABELA 8 e FIGURA
15).

Grupos P significéincia
Ex i =008 ME
ExD =005 M3
EXP =0,001 '
E ¥ Cx =005 M3
W ¥ D =0,05 IS
M ¥ P =0,001 .
M % C¥ =005 IS
D %P =0,001 '
D ¥ CH =005 '
P CH =0,001 o

TABELA 8 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina na
camada molecular do giro dentado entre os animais dos grupos controle.
Significancia estatistica: NS p>0,05, *p<0,05 e **p<0,001 (ANOVA com pos
teste- Tukey's Multiple Comparison).
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FIGURA 15 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina na
camada molecular do giro dentado entre os grupos tratados. A comparacao
entre os grupos foi feita em relacdo aos animais do grupo CX + CRON.
Significancia estatistica: *p<0,05 e **p<0,001(ANOVA com pos teste Tukey's
Multiple Comparison).

4.6.1.2 - QUANTIFICACAO CELULAR NA CAMADA GRANULAR

Na camada granular do giro dentado pudemos verificar que a
densidade celular também sofreu flutuacdes durante o ciclo estral. Nos
animais na fase proestro (P) pudemos verificar maior imunomarcagao
(14,5 £ 2 células/camada, p>0,05), sendo que em estro (E) apresentam 12
+ 3,7 células/camada, em metaestro (M) apresentam 9,7 + 23
células/camada (p<0,05) e reduzem bruscamente em diestro (D) 2,5+ 0,8
células/camada (**p<0,01). Nos animais castrados (CX), foi verificado

10,5 + 2,9 células/camada (p>0,05).

Os animais dos grupos experimentais foram comparados com 0s

animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar para os animais CRON



uma densidade de 14,5 + 4,3 ceélulas/camada (p>0,05) e para o0 grupo

CX+CRON uma densidade de 11 + 3,7 células/camada.

Nos grupos que receberam os tratamentos, pudemos verificar que
para os animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular
encontrada foi de 17,8 + 4 células/camada (p>0,05), nos animais do
grupo CX+CRON+E2+AMP foi de 17,3 + 2,5 células/camada (p>0,05). Nos
animais do grupo CX+CRON+E2 verificamos uma menor imunomarcacao

(11,5 £ 2,8 células/camada, p>0,05)) (TABELA 9 e FIGURA 16).

Grupos P significncia
E x il =006 IS
EXD =0,01 e
EXP =0,05 IS
E X CH =005 IS
i % O =008 S
i % P =0,01 4
Wi % X =006 IS
DHP =0,00]1
Cif X =0,05 :
P % Cx =0,05 s

TABELA 9 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina na
camada granular do giro dentado entre os animais dos grupos controle.
Significancia estatistica: NS p>0,05, *p<0,05,**p<0,01e ***p<0,001 (ANOVA
com pos teste- Tukey's Multiple Comparison).
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FIGURA 16 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina na
camada granular do giro dentado entre os grupos tratados. A comparacao
entre os grupos foi feita em relacdo aos animais do grupo CX + CRON.
Significancia estatistica (ANOVA com pas teste Tukey's Multiple Comparison).
N&ao ha significancia estatistica entre os grupos.

4.6.1.3 - QUANTIFICACAO CELULAR NO HILO DO GIRO DENTADO

Na regiao polimdérfica do giro dentado (hilo) pudemos verificar que
nos animais na fase proestro (P) existe maior imunomarcacao (28,6 + 3,6
células/hilo, **p<0,01), sendo que em estro (E) apresentam 9 + 0,8
células/hilo, em metaestro (M) apresentam 12,8 + 3,8 células/hilo (p>0,05)
e reduzem em diestro (D) 4,2 + 1,6 células/hilo (*p<0,05). Nos animais

castrados (CX), foi verificado 16,8 + 5,4 células/hilo (p>0,05).

Os animais dos grupos experimentais foram comparados com o0s
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar para os animais CRON
tiveram densidade celular de 19,8 + 3,6 células/hilo (p>0,05) e para os

CX+CRON, 24,8 + 4,3 células/hilo.



Nos animais que receberam os tratamentos, pudemos verificar que
para os animais do grupo CX+CRON+AMP a densidade celular
encontrada foi de 24,2 + 5,1 células/hilo (p>0,05), nos animais do grupo
CX+CRON+E2+AMP foi de 28,7 + 3,9 células/hilo (p>0,05). Nos animais do
grupo CX+CRON+E2 verificamos uma menor imunomarcacgao (19,5 + 3,7
células/hilo, p>0,05) (TABELA 10 e FIGURA 17).

Grupos P significGncia
E x il =008 NS
EAD =005 .
EXP =001 ¥
E X CH =008 Mg
M % D =008 IS
M P =0,00]
M % CH =008 i
CXP <0,00]
DX CH =001 .
P ¥ CH =005 M3

TABELA 10 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina no
hilo do giro dentado entre os animais dos grupos controle. SignificAncia
estatistica: NS p>0,05, *p<0,05 e **p<0,01 e ***p<0,001 (ANOVA com pbs
teste- Tukey's Multiple Comparison).
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FIGURA 17 - Densidade de células imunomarcadas pela parvalbumina no
hilo do giro dentado entre os grupos tratados. A comparacdo entre 0s grupos
foi feita em relagcdo aos animais do grupo CX + CRON. Nao ha significancia
estatistica entre os grupos. (ANOVA com p0s teste Tukey's Multiple Comparison).

4.6.2-QUANTIFICACAO DE FIBRAS REATIVAS A PARVALBUMINA PELA

TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

Na regido do hilo pudemos verificar que a densidade de fibras
sofreu modificacbes, conforme as flutuacdes do ciclo estral. Nos animais
na fase proestro (P), pudemos observar maior imunomarcacao (35,7 + 6,5
fibras/hilo, **p<0,001), sendo que na fase de estro (E) verificou-se 14,4 +
2,1 fibras/hilo, em metaestro (M) 11 + 2 fibras/hilo (p>0,05) e reduzem em
diestro (D) 9,2 + 1,8 fibras/hilo (*p<0,01). Nos animais castrados (CX), foi
verificado 10,6 + 1,7 fibras/hilo (p>0,05).



Os animais dos grupos experimentais foram comparados com 0s
animais do grupo CX+CRON. Pudemos verificar para os animais CRON
uma densidade de 26,4 + 3,7 fibras/hilo (p>0,05) e para os animais do

grupo CX+CRON uma densidade de 23,9 + 1,9 fibras/hilo.

Nos grupos que receberam os tratamentos, pudemos verificar que
0 maior aumento na densidade de fibras foi encontrado nos animais do
grupo CX+CRON+E2+AMP (35,1 + 6,7 fibras/hilo, *p<0,001), seguido pelos
animais do grupo CX+CRON+AMP (27,6 + 3,7 fibras/hilo, p>0,05). Os
animais do grupo CX+CRON+E2 apresentaram 22,7 + 3,1 fibras/hilo
(p>0,05) (TABELA 11 e FIGURA 18).

Grupos p significncia
E x i =008 Mg
ExD =0,01 .
EXP =0,001 .
E ¥ CH =008 IS
W% D =0,05 Mg
i ¥ P =0,001 £
M K CH =008 ¥
CHP =0,001 v
D ¥ CH =008 IS
P®CH <0,001 +e

TABELA 11 - Densidade de fibras imunomarcadas pela parvalbumina no
hilo do giro dentado entre os animais dos grupos controle . SignificAncia
estatistica: NS p>0,05, *p<0,01 e **p<0,001 (ANOVA com pos teste- Tukey's
Multiple Comparison).
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FIGURA 18 - Densidade de fibras imunomarcadas pela parvalbumina no
hilo do giro dentado entre os grupos tratados. A comparacdo entre 0s
grupos foi feita em relacdo aos animais do grupo CX + CRON.
SignificAncia estatistica: *p<0,001 (ANOVA com p0Gs teste Tukey's
Multiple Comparison).



5 - DISCUSSAO

Dentre 0os modelos experimentais que mimetizam a epilepsia do
lobo temporal em humanos, o da pilocarpina € o que mais se assemelha
as crises parciais complexas de humanos, com a particularidade de nao
haver remissdo das crises durante a vida do animal (LEITE e cols., 1990;
CAVALHEIRO e cols., 1991).

O estudo em fémeas foi iniciado por Amado e cols. (1993) e desde
o principio tem fornecido importantes achados em relacdo ao
envolvimento hormonal na génese epiléptica, confirmando os achados
de estudos clinicos que demonstram que as mulheres sofrem alteracdes
no quadro epiléptico durante toda sua vida, em funcdo do perfil
hormonal, seja na puberdade, ciclo menstrual, gestacado, climatério e

menopausa (MORREL, 1992, 1999; HERZOG, 1999a,b,c).

Em funcdo destes dados, optamos por utilizar animais castrados
para que pudéssemos verificar apenas o papel da pilocarpina durante a
inducao do status epilepticus para posteriormente avaliarmos a
influéncia dos hormoénios sexuais femininos durante a fase crénica desse
modelo. Utilizamos, entdo, terapia de reposicdo hormonal para
verificarmos se 0s hormonios sdo capazes de melhorar o quadro de
perda neuronal e o intenso brotamento de fibras musgosas, que foram

observados anteriormente por Valente e cols. (2002).

A opcao pela injecao da pilocarpina quatro dias apdés o
procedimento cirdrgico para castracao seguiu a descricao de Silva

(1999). Este autor verificou que apoés este periodo, nos esfregacos



vaginais, sdo observados poucos elementos epiteliais, muito muco e
leucdcitos, ou seja, sugerindo um quadro atréfico que comprova a
diminuicao dos niveis de estrogénio, caracterizando o hipoestrogenismo.
Segundo Silva e cols., (2003), ap6s 12 dias do procedimento cirdrgico, ha
perdas neuronais na regiao CAl do hipocampo (stratum radiatum) que
podem se tornar definitivas, portanto, irreversiveis mesmo com a posterior
administracéo de estrogénio. No entanto, ndo foi encontrado no referido
estudo alteracBes qualitativas na densidade sinaptica, ou seja, as
juncdes sinapticas possuiam a mesma morfologia encontrada nos

animais do grupo controle (SILVA e cols., 2003).

No presente trabalho, os achados a partir da citologia vaginal nos
deram a confirmacgao de que os animais castrados apresentavam atrofia
genital e que apdés a reposicdo hormonal o Utero se apresentava

epitelizado, demonstrando efetividade do tratamento.

Segundo varios autores (WEHBA e cols., 1988; BARACAT e cols., 1991
e RODRIGUES de LIMA e cols., 1995) durante o periodo do climatério, ou
seja, no inicio da faléncia ovariana, onde se instala a insuficiéncia estro-
progestiva, podem ocorrer diversas alteractes regressivas, inclusive no
SNC, que podem ser corrigidas por terapia hormonal substitutiva. No
entanto, no caso de mulheres, a reposicdo hormonal nado deve ser

utiizada de forma aleatoria, mas sim individualizada.

Neste trabalho, a determinacédo da dose ideal de hormonio,
utilizada para a terapia de reposicao hormonal em ratas por via oral
(gavagem), foi determinada segundo o protocolo de Allen-Doisy (1923),
que consiste na verificacao de atrofia genital apds a castracao, seguida
de reposicdo com 17p-estradiol, por via oral, com doses que variam de

0,1 a 100ug/animal. Apd6s quatro dias, outro esfregaco vaginal foi



realizado, onde pudemos verificar o aparecimento de grande
quantidade de células queratinizadas com a dose de 30ug/animal, o
que demonstra uma acéo estrogénica adequada (BARACAT & SIMOES,
1998).

Para a determinagcdo da dose ideal do acetato de
medroxiprogesterona, foi utiizado o teste de Clauberg (1930). O teste
consiste em repor inicialmente, apos verificacdo de atrofia genital, a
dose determinada anteriormente de 17p-estradiol (30ug/animal) durante
guatro dias. Em seguida, do quinto ao oitavo dia, foi administrada doses
variaveis (1 a 10mg/animal, por gavagem) de acetato de
medroxiprogesterona. ApoOs este periodo, através de avaliacao
colpocitolégica, pudemos verificar a presenca de leucdcitos, muco e
células epiteliais (das trés camadas uterinas) com a dose de 2mg/animal.
Segundo Baracat & Simofes (1998), estes dados confimam o efeito

positivo do teste de Clauberg.

Segundo a descricdo do modelo de epilepsia induzido por
pilocarpina (TURSKI e cols., 1983; LEITE e cols., 1990), a dose da droga
pode variar de 300-380mg/kg. No entanto, neste trabalho foi
padronizada a dose de 350mg/kg, para que este parametro nao

influenciasse na analise dos resultados.

No entanto, a laténcia para a obtencao da primeira crise apos a
injecéo de pilocarpina varia, quando estudada em animais de diferentes
sexos e idades. Nos machos, a primeira crise aparece entre 15-25 minutos
(CAVALHEIRO, 1995), em fémeas castradas entre 0,8-1,3 minutos e em
fémeas intactas entre 28-56 minutos (VALENTE e cols., 2002). Em fémeas
castradas, pudemos notar que a remocdo dos ovarios permitiu

facilitacao para o desenvolvimento da primeira crise.



A laténcia para o status epilepticus também sofre modificacdes
dependentes do grupo de animais estudados. Em machos, o status
epilepticus se inicia entre 50-60 minutos apds a injecao de pilocarpina
(CAVALHEIRO, 1995). Em fémeas castradas se inicia entre 16-47 minutos e
em fémeas intactas entre 30-67 minutos (VALENTE e cols., 2002). Existe,
entdo, uma similaridade entre a laténcia para o status epilepticus entre
machos e fémeas normais e a castragao facilita a evolugao das crises

parciais para o status epilepticus.

A duracdo do periodo silencioso também é modificada
dependendo dos animais estudados. Em machos, ela tem duracao
meédia de 14,8 + 3,0 dias (CAVALHEIRO, 1995). Em fémeas castradas, ela
tem duracdo média de 10,12 + 4,45 dias e em fémeas epilépticas intactas
de 49,67 + 12,9 dias (VALENTE, 2000). Em fémeas intactas, o periodo
silencioso € mais longo do que o observado em machos e fémeas
castrados. Cavalheiro e cols., (1994) observaram que neste periodo ha
um desequilibrio entre excitacao e inibicao, que pode refletir no grau de
brotamento das fibras musgosas, uma vez que este € iniciado 4 dias apos
o status epilepticus (MELLO e cols.,, 1993). Em fémeas intactas o
brotamento das fibras musgosas aparece em menor grau e a laténcia
para a primeira crise espontanea esta aumentada. Pudemos ainda
verificar que a retirada dos hormonios sexuais femininos, pela castracao,
facilita a obtencao da primeira crise espontanea e deixa o cérebro mais
susceptivel ao brotamento das fibras musgosas, uma vez que estes

animais apresentam um maior grau de brotamento (VALENTE, 2000).

Arida e cols., (1999) estabeleceram o perfil das crises em ratos
machos epilépticos que nao foram submetidos a nenhum tratamento. Foi

observado que estes animais apresentam maior frequéncia de crises no



periodo diurno, no qual os animais estdo dormindo, e a frequéncia de
crises aumenta a partir dos primeiros 15 dias apo6s o estabelecimento do
periodo crbénico, com tendéncia a estabilzacdo a partir da quinta

quinzena (75 dias) de observacgéao.

Em relacédo a frequéncia de crises em ratas epilépticas, foi visto por
Valente (2000), que apesar de ter sido observada um aumento discreto
na frequéncia de crises nas fémeas que foram castradas (5,4 = 2,7
crises/semana), quando comparados as fémeas intactas (4,5 + 2,6
crises/semana), essa diferenca nao foi significante entre os grupos. Além
disso, as crises s&ao mais freqlientes no periodo claro, o que confirma os

achados de Arida e cols., (1999), previamente descritos.

Dando continuidade ao trabalho com fémeas e com o intuito de
verificar o papel dos hormbdnios ha génese da epilepsia, Pereira Jr (2001),
utilizou ratas epilépticas que foram submetidas a castracdo na fase
crébnica do modelo e que foram submetidas a terapia de reposicao
hormonal com estrogénios conjugados equino. Foi verificado que 0s
animais tratados com o hormoénio apresentaram diminuicdo na
frequéncia de crises durante o periodo de tratamento (54 + 3,1
crises/semana), qguando comparados aos animais do grupo que recebeu
apenas o veiculo de diluicdo do horménio (8,1 + 3,2 crises/semana). O
efeito da reposicao hormonal pode entéao ser confirmado, uma vez que
o0 veiculo de diluicdo do hormdnio € inbcuo ndo devendo, portanto,

alterar a frequéncia de crises.

No presente trabalho, pudemos observar que a frequéncia de
crises entre as fémeas cronicas intactas (6,4 + 3,7 crises/semana) e as
fémeas castradas e cronicas (6,6 + 3,9 crises/semana) nao apresentaram

diferenca significante, quando comparadas entre si, 0 que confirma o



dado anteriormente descrito por Valente (2000), de que apenas a

castracao nao modifica o padrao de crises na fase cronica do modelo.

O efeito da terapia de reposicao hormonal no cérebro parece ser
influenciado pelo tipo de reposicao e pela a duragcdo do tratamento,
entre outros fatores. Diferentes regimes ou vias de administracao dos
hormoOnios podem exercer diferentes efeitos na fungéo cerebral
(GENAZZANI e cols., 2002).

No presente trabalho, os animais castrados e cronicos que
receberam somente reposicdo de 17p-estradiol também n&o
apresentaram diferenca significante na frequéncia de crises durante o
tratamento (7 + 3,2 crises/semana). Ja& nos animais castrados e crénicos
gue receberam reposicdo de acetato de medroxiprogesterona, a
frequéncia de crises durante o tratamento foi reduzida para 5 + 2,8
crises/semana, e nos animais castrados e crénicos, que receberam
reposicdo de 17p-estradiol + acetato de medroxiprogesterona, a
frequéncia de crises reduziu para 3,9 + 2,1 crises/semana. Estes dados vao
de encontro com 0s achados anteriores de que a progesterona tem
papel anticonvulsivante na epilepsia, podendo diminuir o disparo
neuronal (SMITH e cols., 1987), reduzindo as descargas epileptiformes, e
elevando o limiar para as crises em muitos modelos de epilepsia
(WOOLLEY & TIMIRAS, 1962; LANDGREN e cols., 1978; NICOLETTI e cols,.
1985; LANDGREEN e cols., 1987).

Okasaki e cols., (1995) marcaram as células granulares do giro
dentado e suas fibras com biocitina e puderam confirmar que o
brotamento das fibras musgosas, forma um circuito excitatério recorrente
aberrante apo6s o status epilepticus, e a formacado de conexdes

sindpticas recorrentes entre as células granulares do giro dentado pode



ter uma implicacao importante para a fisiologia hipocampal e para a
geracao e propagacao das crises. O efeito da reorganizacao sinaptica
na funcdo hipocampal na epilepsia depende, em parte, do balanco
entre a nova inervacdo das ceélulas granulares e dos interneurdnios
inibitérios (OKASAKI e cols., 1995). No entanto, existe uma duvida muito
discutivel com relacdo ao que acontece no hipocampo, na epilepsia,
seja em humanos ou animais. A questdo € se a epilepsia € causa ou
consequéncia do dano hipocampal. HA muitas controvérsias a esse
respeito. No entanto, para Kalvianen & Salmenpera (2002), o dano nas

estruturas do lobo temporal pode ser a uniao de ambas as coisas.

Lemos & Cavalheiro (1995), estudando a fase aguda do modelo de
epilepsia induzido por pilocarpina, utiizando diazepam + pentobarbital
para bloquear o status epilepticus, puderam verificar que o padrao de
coloracdo de neo-Timm tem relacao direta com a duracao do status
epilepticus. O grau do brotamento de fibras musgosas aumenta com o
tempo, apos o insulto epileptogénico, e atinge um platdé apds 100 dias da
inducao do status epilepticus e nao aparecem nos animais controles,

mesmo apos o envelhecimento (MELLO e cols., 1993).

Em fémeas castradas e epilépticas, o grau de brotamento de fibras
musgosas € muito mais intenso do que em fémeas intactas e epilépticas,
onde o brotamento acontece com menor intensidade (VALENTE e cols.,
2002). Isto mostra que, com a retrada dos hormonios reprodutivos, o
processo ligado ao brotamento das fibras musgosas € intensificado,
mostrando assim o papel importante dos horménios na evolugao desse

Processo.

Pereira Jr (2001), estudando o papel da reposicao hormonal com

estrogénios conjugados equino em fémeas, que foram castradas durante



o0 periodo cronico do modelo, pode verificar que quando o0s animais
epilépticos sdo castrados e recebem o horménio, o grau de brotamento
das fibras musgosas permanece similar ao dos animais que receberam
apenas pilocarpina. Em contrapartida, os animais epilépticos e castrados
que foram tratados com o veiculo de diluicdo do hormdnio
(propilenoglicol), o grau de brotamento das fibras musgosas ficou mais
intenso. Isto mostra que o estrogénio € capaz de estabilizar o brotamento

das fibras musgosas, fazendo com que o0 processo nao evolua.

No presente trabalho pudemos confirmar que, assim como descrito
anteriormente por Mello e cols., (1993), os animais que nao receberam
pilocarpina, nao apresentam brotamento das fibras musgosas e este

mesmo padrao foi verificado mesmo apods a castracao.

Assim, como visto anteriormente por Valente e cols., (2002), as
fémeas castradas e epilépticas apresentam um grau de brotamento de
fibras musgosas muito intenso, quando comparado aos animais apenas
epilépticos. No entanto, os animais que foram submetidos a reposicao
hormonal com 17p-estradiol apresentam brotamento das fibras musgosas,
gue parece ser em um grau intermediario entre o das fémeas castradas
e epilépticas e das fémeas apenas epilépticas (FIGURAS 6 e 7). Em
contrapartida, nos grupos que receberam 17B-estradiol conjugado com
0 acetato de medroxiprogesterona, o brotamento das fibras musgosas
parece ter sido estabilizado no mesmo nivel em que se apresentam as
fémeas apenas epilépticas, mostrando que o desenvolvimento desse
brotamento n&o progrediu. O mesmo pode ser visualizado nas fémeas
que receberam reposicao apenas com acetato de

medroxiprogesterona.



Mathern e cols., (1995; 1996) nao encontraram correlacao entre o
brotamento de fibras musgosas e a frequéncia de crises. Apenas
conseguiram correlacionar a densidade de brotamento, tanto em
modelos animais quanto em humanos, com a perda neuronal no hilo do
giro dentado. Estes achados foram confirmados mais tarde por Pitkdnen
e cols., (2000), que viram que a densidade de brotamento das fibras
musgosas ndo esta associada com a severidade da epilepsia. Outros
achados também tém demonstrado uma dissociacdo entre o de
brotamento de fibras musgosas e a ocorréncia de crises. Estes estudos
demonstram a presenca de brotamento em cérebros sem que tenha
havido a ocorréncia de crises, tanto em humanos como em modelos
animais (PITKANEN e cols., 2000). Além disso, o brotamento de fibras
musgosas pode ser prevenido pela cicloheximida, mas mesmo assim, 0s

animais desenvolvem epilepsia (LONGO e cols., 1997; 1998).

Estes dados vém de encontro com os dados encontrados neste
trabalho, pois apesar de ser encontrado um maior brotamento de fibras
musgosas nas fémeas castradas e epilépticas, a frequéncia de crises nao
se apresenta aumentada em relacao as fémeas apenas epilépticas e as
fémeas castradas que receberam reposicao hormonal com 17f3-estradiol.
No entanto, a frequéncia de crises esta diminuida nos animais que
receberam reposicdo de acetato de medroxiprogesterona e 17p-
estradiol + acetato de medroxiprogesterona, mas o brotamento de fibras

musgosas se assemelha ao das fémeas apenas epilépticas.

Além disso, ao contrario da epilepsia do lobo temporal em modelos
experimentais, em humanos € comumente encontrado um substancial
dano nas células granulares (BABB & PRETORIUS, 1993). Ao mesmo tempo,
este dado indica que no cérebro epiléptico, o brotamento de fibras

musgosas pode ser um fendmeno que ocorre em paralelo com a



ocorréncia de crises, mas que nao esta diretamente relacionada com a

geracao de crises espontaneas (PITKANEN e cols., 2000).

Além do brotamento das fibras musgosas, a perda celular no
hipocampo pode ser observada na fase cronica do modelo de epilepsia
induzido por pilocarpina. De acordo com os resultados de Liu e cols.,
(1994), o grau de perda neuronal no modelo da pilocarpina é dose
dependente e a vulnerabilidade dos neurdonios do hipocampo segue a
seguinte ordem: CA3>CAl>camada granular do giro dentado. Segundo
esses autores, nos animais que receberam 350mg/kg, a densidade
neuronal na regiao CA1l nao sofre diminuigcédo significante. Ja em CA3, foi
observada perda neuronal de 10%. No giro dentado, nao foi encontrada
nenhuma alteracdo. Com a dose de 380 mg/kg, h&a reducao significante
na densidade neuronal (10%) em CAl e 255% em CA3. Na camada
granular do giro dentado, ndo foi encontrada nenhuma alteracao. Ja
com a dose de 400mg/kg, a reducao na densidade neuronal foi de 33%
em CAl e 349% em CA3. Também nao foi encontrada reducao

significante nas células granulares do giro dentado.

Mello e cols., (1993), verificaram que existe correlacado entre a
perda celular em CA3 e a duracao do periodo silencioso, isto €, ha mais

perda celular em CA3 quanto mais longo for o periodo silencioso.

Valente e cols., (2002) verificaram que a perda neuronal no corno
de Amon é mais pronunciada em CA3, sendo que a densidade neuronal
nas fémeas castradas e epilépticas € de 49%, enquanto que nas fémeas
intactas epilépticas € de 55% em relacdo ao grupo controle (100%). Ja
em CAl, a densidade neuronal das fémeas castradas e epilépticas é de
85%, enquanto que nas fémeas intactas epilépticas € de 91%, quando

comparadas ao grupo controle. Estes resultados sugerem que a retirada



dos horménios reprodutivos femininos poderia estar facilitando o processo

de perda neuronal nos animais que foram submetidos a castracao.

O trabalho de Pereira Jr (2001) mostrou que a retirada dos
hormdnios reprodutivos femininos através da castracdo e depois de
estabelecida a epilepsia, influencia o processo epileptogénico. Na fase
cronica do modelo de epilepsia induzido por pilocarpina, os animais
foram divididos em trés grupos onde um deles permaneceu intacto (SRS),
0 outro foi castrado e submetido a terapia de reposicdo hormonal com
estrogénios conjugados equino (SRS+CX+E) e o terceiro grupo foi
castrado e submetido ao mesmo tratamento, apenas com o veiculo de
diluicdo do hormoénio (SRS+CX+VEIC). Pode-se verificar que a densidade
neuronal foi, para o grupo SRS, de 86% em CALl e 53% em CA3. No grupo
SRS+CX+VEIC, pudemos verificar uma densidade neuronal de 86,8% em
CAl e 53,6% em CA3 e para o grupo SRS+CX+E, 92,5% em CAl e 74,9%
em CA3, com base na densidade neuronal dos animais do grupo
controle (100%). A partir destes dados pode-se verificar que os hormdnios
reprodutivos femininos tém um papel importante no processo

epileptogénico.

Uma vez verificado que os hormoénios reprodutivos femininos
infuenciam a epilepsia, o presente trabalho teve como objetivo a
avaliacao do melhor esquema de terapia de reposicao hormonal, a fim
de melhorar o quadro de perda neuronal no hipocampo. Pudemos
verificar, entdo, que a densidade neuronal € maior nos animais que
receberam 17p-estradiol + acetato de medroxiprogesterona, tanto em
CAl quanto em CAS3, seguida da reposicao hormonal apenas com
acetato de medroxiprogesterona € em menor proporgdo com 17f-
estradiol. Foram utilizados como padrao de comparacao os animais do

grupo controle (estro). Desta forma pudemos verificar que a terapia de



reposicdo hormonal em ratas castradas € importante no processo
epileptogénico, mas a sua efetividade € dependente do tipo de

reposicao pelo qual o animal é submetido.

Ainda na fase crbnica, foi realizada imunohistoquimica contra
parvalbumina, uma das proteinas ligantes de calcio que tem sido usada
para estudar as mudancas fisiologicas e patolégicas dos neurénios. Tem
sido sugerido que o cdalcio pode estar envolvido na estimulacdo e
exocitose das glandulas enddcrinas e no funcionamento do tecido
nervoso (DOUGLAS & RUBIN, 1962; TSIEN e cols., 1984). Além disso, o calcio
é indispensavel para o transporte axoplasmatico (HAMMERSCHLAG e
col.,, 1975; IQBAL & OCHS, 1978) e pode também estar envolvido no
aprendizado e memodria (ECCLES, 1983; LYNCH & BAUDRY, 1984). Por
outro lado, a elevacdo descontrolada na concentracdo de calcio
intracelular conduz a uma excessiva ativacao celular e injuria que

culminara em morte celular (CAMPBELL, 1983).

Sabendo-se que o estrogénio tem a capacidade de modular o
sistema GABAérgico, um grande numero de estudos tém confimado o
papel da associacao entre os receptores de estrogénio e o fendtipo
GABAérgico em algumas regides do cérebro, como hipotalamo,
hipocampo e tronco encefalico (ONDO e cols., 1982; WEILAND, 1992;
GRATTAN e cols., 1996; MURPHY e cols., 1998).

Dando suporte as evidéncias de que a funcdo dos receptores
GABAérgicos pode ser modulada pelo estrogénio, Blurton-Jones &
Tuszynski (2002) testaram a hipOtese de que o0s receptores beta do
estrogénio no coértex, amigdala, tronco encefdlico e formacao
hipocampal sdo expressos nos interneurbnio GABAérgicos. Entdo,

verificaram a co-localizacdo dos receptores beta do estrogénio em



associacao com a proteina ligante de calcio, a parvalbumina e
puderam ver que a grande maioria dos neurdnios que sao imunorreativos
ao receptor beta do estrogénio no coértex e hipocampo sao inibitorios,
uma vez que se co-localzam com o0s neurOnios imunorreativos a

parvalbumina.

Muitas regides do cérebro, que sabidamente influenciam na
memoria e processos cognitivos exibem um numero consideravel de
células imunomarcadas tanto para o receptor beta do estrogénio e
como para a parvalbumina (BLURTON-JONES & TUSZYNSKI, 2002). A partir
destes dados, e tentando explicar o papel dos hormodnios reprodutivos na
funcdo GABAEérgica, este trabalho teve como objetivo, testar a hipotese
de Blurton-Jones & Tuszynski (2002) e verificar se o tratamento com
horménios € capaz de mudar a fisiologia hipocampal, alterando a via
GABAérgica e tendo como resposta a diminuicao da frequéncia de
crises. Para verificar a presenca de proteinas ligantes de calcio
(parvalbumina) foi feita imunohistoquimica em todos os grupos de

estudo.

Pudemos verificar que a imunorreatividade contra a parvalbumina
nas diferentes regides da formacao hipocampal sofre flutuacoes,
mostrando uma ciclicidade na expressao desta proteina, nas diferentes
fases do ciclo estral. No entanto, Blurton-Jones & Tuszynski (2002), apesar
de nado terem dado énfase as variacOes ciclicas na expressao de
receptor beta do estrogénio durante o ciclo estral, acreditam que a

expressao deste receptor pode ser influenciada pelo estado hormonal.

Segundo Blurton-Jones & Tuszynski (2002), a castragcdo nao altera
significantemente os niveis do receptor beta de estrogénio. No entanto,

na imunohistoquimica contra a parvalbumina pudemos verificar, neste



trabalho, que em ratas castradas a imunomarcacao é similar ao proestro
em CAl e CA3 e diminui no giro dentado, mostrando um padrao de
marcacao que chega bem préximo ao encontrado nas ratas na fase de

estro.

Pudemos verificar também que em ratas epilépticas e ratas
castradas e epilépticas, a imunomarcacao aumenta consideravelmente
com relacéao aos animais do grupo controle em estro. Quando 0s animais
sao submetidos ao tratamento de reposicdo hormonal, a
imunomarcagcao para parvalbumina fica mais pronunciada,
especialmente nos animais que receberam reposicao hormonal com
17p-estradiol e acetato de medroxiprogesterona. Desta forma, podemos
confirmar os dados da literatura que mostram que os hormonios
esterdides sdo capazes de agir no sistema nervoso central, através de
ligacbes alostéricas nos receptores GABAaA (MELLOM e cols., 2001;
FOLESSA e cols. 2001).

Gyermek e cols., (1968) ja sugeriam que a progesterona e seus
metabdlitos apresentam propriedades sedativas e anestésicas em alguns
animais e isso ja tinha sido observado em humanos por Merryman e cols.,
(1954). Entdo, foi feita a relacdo entre o potencial sedativo da

progesterona com o seu provavel efeito anti-crises.

Muitos mecanismos tém sido propostos para explicar as
propriedades anti-crise da progesterona. Um dos mecanismos
amplamente estudado, é a interacdo da progesterona com o sistema
GABAEérgico, através de seus metabdlitos, que tém efeito modulatério e
direto no complexo receptor GABAAa (BELELLI e cols., 1989; MAJEWSKA e
cols., 1992; PAUL e cols., 1992; ORCHINIK e cols., 1993; LAMBERT e cols.,
1995).



Pudemos verificar, entdo, que o melhor regime de reposicao
hormonal para ratas portadoras de epilepsia € aquele em que se
conjuga 17p-estradiol com acetato de medroxiprogesterona. No entanto,
a reposicado apenas com acetato de medroxiprogesterona, também
apresenta um efeito benéfico para ratas portadoras de epilepsia, porém
menos pronunciado que na conjuncao dos dois hormdnios. Seguido do

efeito da reposicao com 173-estradiol.
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7 - SUMMARY

The epilepsy model, induced by pilocarpine, in females was described
by Amado et al., (1993) and was been used to understand the effect of
hormones in epileptogenesis. Therefore this work was as objective, to
study the function of sexual hormones in the epilepsy model induced by
pilocarpine in castrated rats. We use as groups: (a) controls animals
(estrus, metaestrus, diestrus, proestrus and castrated), (b) experimental
animals, that was received pilocarpine and it was studied in the chronic
phase of the model (normal chronic and castrated chronic) and (c)
castrated animals, that in the chronic phase it was submitted to the
hormonal replace therapy (castrated chronic treated with
medroxiprogesterone acetate, castrated chronic treated with 17p3-
estradiol and castrated chronic treated with medroxiprogesterone
acetate + 17p-estradiol. We could verify that all the castrated animals
were genital atrophy 4 days of the surgical procedure. Moreover, all the
animals that were received pilocarpine presented spontaneous
recurrent seizures in the chronic phase. The study of the hipocampal
distribution of parvalbumine showed that the staining for this protein
presents fluctuations during the phases from the estrous cycle and
presents greater staining in the group of castrated rats that was received
medoxiprogesterone acetate + 17p-estradiol. In the frequency of seizures
the best treatment after the castration was that one where
medoxiprogesterone acetate + 17p-estradiol. However, animals that
received the replacement only medoxiprogesterone acetate also was
reduction of the number of seizures. Moreover, the hormonal treatment
also was capable os stabilize the sprouting mossy fibers, showing the
importance of these hormones in the development of the epilepsy in

females rats.
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