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IF

If | were a swan, I'd be gone

If | were a train, I'd be late

And if | were a good man

I'd talk with you more often than | do

If | were asleep, | could dream

If I were afraid, | could hide

If | go insane

Please don't put your wires in my brain

Atom Heart Mother — Pink Floyd — Roger Waters (1970)



RESUMO

Epilepsia € uma desordem do cérebro caracterizada por uma predisposi¢cao
permanente a geracao de crises epilépticas e pelas consequéncias neurobiologicas,
cognitivas, psicoldgicas e sociais dessa condigao. Importante parcela da populagao
pode desenvolver um quadro de ocorréncia de crises espontaneas recorrentes
acompanhado por comorbidades neuropsiquiatricas como ansiedade, depresséo,
psicose, e déficits de aprendizagem e memoaria, alguns casos sem causa metabdlica
ou estrutural aparente. Muitas condi¢cdes epilépticas tem etiologia genética. A
maioria dos estudos sobre comorbidades associadas a epilepsia encontram relagao
entre a recorréncia de crises e o nivel de comprometimento neuropsiquiatrico, ndo
averiguando a possibilidade de tais comorbidades, especialmente nos casos de
epilepsia de etiologia genética, provirem de uma pré-disposicdo a desenvolve-las,
além da predisposi¢ao ao ictus. Os ratos Wistar audiogénicos (WAR) constituem um
modelo animal, geneticamente selecionado, de crises reflexas audiogénicas
desencadeadas por estimulo sonoro de alta intensidade, apresentando crises ténico-
clénicas generalizadas tronco-encefalicas quando estimulados esporadicamente, e
crises mioclonicas prosencefdlicas quando estimulados repetidas vezes
(abrasamento audiogénico). O coliculo inferior € o foco epileptogénico responsavel
pelo inicio das «crises audiogénicas. A amigdala basolateral (ABL),
reconhecidamente importante para o processamento emocional em ratos e
humanos, é fundamental para o recrutamento de estruturas limbicas temporais como
0 hipocampo e o cortex, integrando o circuito epileptogénico frente a alta recorréncia
das crises induzidas, por apresentar uma pré-disposicdo peculiar de seus circuitos
ao recrutamento por pds-descargas ictais provenientes do tronco. Por outro lado, o
circuito estriado-nigro-tectal, importante para o processamento sensorio-motor em
ratos e humanos, modula a susceptibilidade audiogénica e a gravidade das crises
reflexas. O caudado-putamen (CPu) e a ABL possuem neurdnios responsivos a
estimulagdo acustica ndo-convulsiva com laténcia e dindmica de resposta evocada
similares. Além da predisposicdo ao hiper-sincronismo da via acustico-limbica,
WARs né&o-abrasados s&o mais susceptiveis a outros estimulos convulsivos de
natureza elétrica ou farmacologica, evidenciando comprometimento generalizado
dos sistemas colinérgico e GABAérgico cerebrais. Possuem desenvolvimento
organico alterado, apresentando menor peso, eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
hiper-responsivo e disfungdo cardiaca. WARs n&o-abrasados apresentam também
comportamento  exploratorio de novos contextos alterado, mostrando
comprometimento  motor/emocional. E comum pacientes com epilepsia
apresentarem hipotrofia ou hipertrofia de regides cerebrais. Com uso da técnica de
registro eletrofisiologico profundo multi-unitario multi-eletrodo aferimos a atividade
unitaria espontanea e o numero de disparos das respostas evocadas por pulsos
sonoros nao-convulsivos de neurdnios da ABL e do CPu de ratos Wistar
audiogénicos e resistentes machos adultos ndo-abrasados anestesiados, em busca
de alteragdes inatas do processamento de informacéao por estas estruturas. Com uso
da técnica de imageamento longitudinal ndo-invasivo por ressonancia magnética
medimos o volume cerebral total, a espessura do cértex auditivo terciario e a altura e
largura dos coliculos inferiores em machos e fémeas com 7, 14, 21, 28, 42 e 70 dias
de idade para investigar o desenvolvimento do cérebro de WARSs e a existéncia de
alteracbes morfométricas que se relacionem com o quadro de susceptibilidade



audiogénica. Apos os registros eletrofisioldgicos e a classificacdo dos formatos de
onda, foram identificados e agrupados neurbnios com dinamicas temporais de
atividade evocada caracteristicas, categorizadas a partir da laténcia, duragao,
sustentabilidade ou ndo das respostas. As variaveis numero de bins com resposta
evocada significativamente acima da linha de base, numero de disparos por bin,
numero de disparos por janela de tempo pds o inicio do estimulo, e a média de
disparos espontaneos por bin foram analisadas intra e entre as linhagens. No CPU
de WARSs, neurdnios de laténcia curta e dindmica transitéria apresentaram resposta
mais duradoura, atraso no pico de atividade evocada e atividade espontanea similar
aos ratos resistentes; neurénios de laténcia curta e dinamica transitéria seguida de
disparos tardios responderam por menos tempo, com menor numero de disparos
imediatamente frente o estimulo e apresentaram atividade espontanea menor; nao
verificou-se diferenga significativa na duragao das respostas, no numero de disparos
evocados, nem na atividade espontanea de neurdnios de laténcia curta e dindmica
sustentada do CPu. Células com dinamica sustentada da ABL de WARs
apresentaram respostas mais curtas e atividade espontanea significativamente
maior em comparacao com ratos resistentes, evidéncia de saturacado da atividade. A
partir do estudo morfométrico longitudinal verificamos que as relagdes entre o
volume cerebral, a espessura cortical e a estimativa bi-dimensional do coliculo
inferior com o0 peso dos animais variaram ao longo do desenvolvimento,
apresentando-se mais elevada nos WAR aos 7, 14, 21 e 28 dias de idade e
progressivamente equiparando-se aos ratos resistentes até o 70° dia de idade,
apesar do menor peso (UMEOKA et al., 2011). Verificamos que WARs n&o-
abrasados apresentam processamento de informagao auditiva alterado na ABL e no
CPu, regides importantes para epileptogénese prosencefalica e para modulagao das
crises audiogénicas, respectivamente, além de importantes para a execugdo das
tarefas nas quais os WAR apresentaram padréo exploratério diferenciado (GARCIA-
CAIRASCO et al., 1998). O estudo do desenvolvimento revelou um fenbmeno de
neuro-preservacao do cérebro dos WAR apesar do menor peso e de alteracdes
inatas cardiovasculares e enddcrinas, semelhante ao observado em modelos de
desnutricdo crénica durante o desenvolvimento de ratos. O presente estudo contribui
com o entendimento da relagdo entre fendmenos epilépticos de etiologia genética
poligénica e alteragbdes cerebrais ndo diretamente associadas aos processos de
epileptogénese.

Palavras-chave: epilepsia, audiogénico, amigdala basolateral, caudado-putamen,
abrasamento, potencial extracelular, multi-eletrodo, ressonancia magnética,
desenvolvimento cerebral, neuro-preservagao.
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ABSTRACT

Epilepsy is a brain disorder characterized by a permanent predisposition to seizures
and by the neurobiological, cognitive, psychological and social outcomes of this
condition. A relevant percentage of the population may develop recurrent
spontaneous seizures accompanied by neuropsychiatric comorbidities such as
anxiety, depression, psychosis and learning and memory deficits, some cases with
no overt metabolic or structural cause. Many types of epilepsy have a genetic
background. Wistar audiogenic rats (WAR) comprise a genetically selected
audiogenic reflex epilepsy animal model obtained through inbreeding of susceptible
rats from a Wistar breeding stock, presenting brainstem generalized tonic-clonic
seizures when sporadically stimulated with a high-intensity acoustic stimulus and
prosencephalic limbic seizures when repeatedly stimulated (audiogenic kindling). The
inferior colliculus is the epileptogenic focus responsible for onset of audiogenic
seizures. Basolateral amygdala (BLA), a nuclei complex known for its importance in
emotional processing in rats and humans, is crucial for recruitment of temporal limbic
structures of WARs such as hippocampus and cortex, integrating the epileptogenic
circuit when assaulted by repeated induction of seizures, presenting a peculiar
predisposition of its circuits to recruitment by ictal afterdischarges. On the other hand,
the striate-nigro-tectal circuit, important for sensory-motor processing in rats and
humans, modulates audiogenic susceptibility and seizure severity in WARs. Neurons
responsive to non-convulsive acoustic stimuli with similar latency and evoked
dynamics are found in BLA and CPu. Beyond predisposition to hypersynchronism of
acoustic-limbic pathway, non-kindled WARs are more prone to seizure elicited by
electric or pharmacological stimuli, showing broadly altered cholinergic and
GABAergic systems. WARs also present altered organic development being smaller
than resistant Wistar rats, bearing a hyperresponsive hypothalamus-pituitary-adrenal
axis and a cardiovascular malfunction, and non-kindled animals display atypical
exploratory behavior of new environments, evidence of motor/emotional malfunction.
Epileptic patients often show hypo or hypertrophy of cerebral regions. Using multi-
unit muilti-electrode deep recording technic we assessed spontaneous unit activity
and response spike frequency evoked by non-convulsive acoustic pulses of BLA and
CPu neurons of adult male non-kindled audiogenic and resistant Wistar rats,
searching for evidence of innate altered information processing within these
structures. Using non-invasive brain imaging magnetic resonance technic we
conducted a longitudinal morphometric study and measured total brain volume,
tertiary auditory cortex thickness and width and height of a inferior colliculus slice of
male and female rats aging 7, 14, 21, 28, 42 and 70 days to investigate brain
development of WARs and possible morphometric alterations related to audiogenic
susceptibility condition. After electrophysiological recordings and sorting of the
waveforms, neurons were classified and grouped according to similar evoked
temporal dynamics, namely response latency, duration and sustainability. Number of
responsive bins, number of evoked and spontaneous spikes were the variables
analyzed within and between strains. In CPu of WARs, short-latency and transient
response neurons discharged longer and peaked later; short-latency transient
response followed by later spikes neurons displayed shorter discharges, fired less
immediately after stimuli onset and showed lower spontaneous activity; sustained
short-latency CPu neurons response duration, number of spikes and spontaneous
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firing were not significantly different from resistant rats. Sustained discharge BLA
neurons from WARs, on the other hand, displayed shorter responses and
significantly greater spontaneous activity compared to resistant rats, evidence of a
ceiling effect. From the longitudinal morphometric approach we verified that total
brain volume, cortical thickness and bi-dimensional estimate of inferior colliculus
relation with body weight varied across development, being greater on the 7" 14"
21% and 28™ day of age in WARs compared to resistant rats, reaching similar levels
by 70" day. Briefly, we verified that non-kindled WARs have altered auditory
information processing in BLA and CPu, structures important to prosecephalic
epileptogenesis and modulation of audiogenic seizures, respectively, and important
to appropriate behavior in tasks which WAR present altered emotional and
exploratory activity (GARCIA-CAIRASCO et al., 1998). The longitudinal study
revealed a neural-sparing phenomenon, despite lower body weight and innate
endocrine (UMEOKA et al., 2011) and cardiovascular malfunction, similar to models
of malnourished rats. The present results add to the understanding of the relation
between epileptic phenomena with polygenic background and brain alterations not
necessarily associated with epileptogenic processes.

Keywords: epilepsy, audiogenic, basolateral amygdala, caudate-putamen, kindling,
extracellular potential, multi-electrode, magnetic resonance, brain development,
neural-sparing.
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1. INTRODUCAO

Epilepsia ndo € uma doencga clinicamente bem definida, mas uma variedade
de desordens causadas por uma disfuncédo cerebral resultante de diferentes causas
(LOSCHER, 1997), como trauma (D’AMBROSIO et al, 2009), isquemia
(JUNGEHULSING et al., 2013), neoplasias (AUBERT et al., 2009), infeccdes
(MICHAEL e SOLOMON, 2012), fatores metabdlicos, hereditarios, congénitos e
desconhecidos, sendo referida também como “epilepsias” (LOSCHER, 1997). No
mundo, cerca de 50 milhdes de pessoas apresentam algum tipo de epilepsia
(STABLES et al.,, 2002). De acordo com a Liga Internacional Contra Epilepsia
(International League Against Epilepsy), a epilepsia € definida como uma desordem
do cérebro caracterizada por uma predisposicdo permanente a geragao de crises
epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e sociais
dessa condicdo (FISHER et al., 2005). Estudos epidemioldgicos realizados em
diversos paises constataram que o tipo mais frequente de epilepsia em humanos
sdo as de crise parcial complexa, com ou sem generalizagdo secundaria, originada
no lobo temporal, particularmente no hipocampo e amigdala (CATENOIX et al.,
2011; LOSCHER, 1997). Pacientes adultos com epilepsia de lobo temporal (ELT)
apresentam o pior prognostico entre os tipos de epilepsia, uma vez que 60-70%
destes pacientes sdo considerados intrataveis, isto €, sdo refratarios ao tratamento
com drogas anti-convulsivas (LEPPIK, 1992).

As epilepsias sdo comumente categorizadas em dois grandes grupos:
sintomaticas e criptogénicas (SALZMANN e MALAFOSSE, 2012). As epilepsias
sintomaticas decorrem de alteragdes estruturais ou metabdlicas adquiridas
detectaveis através da clinica medica. No entanto, aproximadamente 1% da
populacdo pode desenvolver um quadro de ocorréncia de crises espontaneas
recorrentes sem dano ou causa estrutural (diagndstico por imagem) e metabdlica
aparente (SALZMANN e MALAFOSSE, 2012; STEINLEIN, 2004). Estudos
biomoleculares demonstram, no entanto, que parcela desses casos sem diagnostico
tem origem genética, sendo as disfungdes que levam a epilepsia de causa mais sutil
(KALACHIKQV et al., 2002) que as detectaveis por EEG ou exame de imagem
cerebral. Estas epilepsias sem causa estrutural ou metabdlica aparente, cujas
alteragdes sdo de natureza genética, sdo categorizadas como epilepsias idiopaticas
(SALZMANN e MALAFOSSE, 2012; STEINLEIN, 2004).
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E comum a todas as epilepsias a ocorréncia de crises epilépticas. De acordo
com FISHER e colaboradores (2005), crise epiléptica se refere a uma ocorréncia
transitoria de sinais e/ou sintomas devido a atividade neuronal anormal, excessiva
ou sincrona, do cérebro. Durante as crises se observa atividade elétrica cerebral
hiper-sincrona, com aumento significativo da energia e da amplitude do sinal elétrico
registrado, com deflexdes da ordem de centenas de milivolts (~400-700mV).
Observa-se, tanto em animais quanto em humanos, eventos isolados ou complexos
de diferentes formatos de onda elétrica que podem se repetir durante alguns
segundos ou ocorrer irregularmente durante as crises (UYSAL-SOYER et al., 2012;
BEYER et al., 2008; LITT et al., 2001; MORAES et al., 2000; STERIADE et al.,
1991). A manifestagcdo orgénica da crise depende de fatores como o local de
emergéncia da atividade anormal no cérebro, o padrdo de propagacdo desta, a
maturidade do encéfalo, o momento do ciclo sonol/vigilia, uso de medicagéo, entre
outros. O critério eletrofisiolodgico, isto €, a ocorréncia de atividade elétrica anormal
hiper-sincrona (COTA et al., 2009; VELASCO et al., 2000), independente da causa,
€ caracteristica patognomoénica das epilepsias (FISHER et al., 2005). As crises
epilépticas, dependendo das regides comprometidas e, portanto, das redes
recrutadas pela atividade elétrica anormal, podem afetar fungdes sensoriais,
motoras, autondémicas e cognitivas, o nivel de consciéncia (SERI et al., 2011), o
estado emocional e, portanto, o comportamento do paciente. Nem todas as crises
afetam todas as funcdes e estados citados, mas todas a crises afetam pelo menos
um destes (FISHER et al., 2005). As crises com algum tipo de manifestagdo motora
como mioclonias, clonias, tonias e atonias acometem importante parcela de
pacientes com epilepsia (LEPPIK, 1992).

Além e, n&o necessariamente relacionadas as alteragdes eletrograficas
caracteristicas das epilepsias, existe volume consideravel de casos de pacientes
que apresentam pelo menos um tipo de quadro psiquiatrico e/ou disfungdes
cognitivas (MACCOTTA et al., 2013; DUKE et al., 2012; WANDSCHNEIDER et al.,
2012) associadas a condigao epiléptica, observadas durante o periodo entre crises,
experimentando quadros de ansiedade, depressao, psicose, agressividade, déficit
de atenc@o e hiperatividade e/ou autismo (GARCIA-PENAS, 2011; HARA, 2007;
GAITATZIS et al., 2004; CORNAGGIA et al., 2006), e déficits de aprendizagem e
memoria, mesmo sem lesao aparente (GIOVAGNOLI E AVANZINI, 1999; BEGHI et
al.,, 2006; LERITZ et al., 2006; GONZALEZ et al., 2007). Em muitos casos,
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alteragdes micro e macro-estruturais (GERDES et al., 2012; LUO et al., 2011,
LABATE et al., 2006; BERNASCONI et al., 2003) relacionadas a prejuizos cognitivos
(RILEY et al., 2011) s&o decorrentes da recorréncia de episodios de crise
(SWINKELS et al., 2005). LIN e colaboradores (2012) verificaram, no entanto, que
criangas com inicio recente de epilepsia benigna com disparos centro-temporais
apresentam hipertrofia do estriado relacionada com desempenho cognitivo
diferenciado, sugerindo que tais alteragdes morfométricas observadas ocorreram
antes da manifestacdo da condicdo epiléptica. E importante notar que condicdes
psiquiatricas e disfungdes cognitivas concomitantes a condigc&o epiléptica decorrem
também de fatores iatrogénicos relacionados ao tratamento farmacolégico com
drogas anti-convulsivas e a ablagdo cirurgica, assim como devido aos receios
experimentados pelos pacientes como o de apresentarem novas crises, de sofrerem
acidentes, perderem o controle, além do estigma social em relagdo a quem tem
epilepsia (BEYENBURG et al., 2005; SWINKELS et al., 2005). Além disso, estudos
clinicos, em sua maioria, sdo realizados com pacientes anteriormente acometidos
por episodios recorrentes de crise (SWINKELS et al., 2005), limitando a
possibilidade de se investigar se as disfungbes cognitivas e psiquiatricas
concomitantes ao quadro epiléptico tem causa alternativa as alteragbes estruturais
decorrentes dos episddios de hiperatividade elétrica cerebral. Em alguns casos, &
possivel que tais disfungdes sejam a manifestagcdo de um trago patologico paralelo,
seja relacionado ou ndo, a predisposicdo a hiper-excitabilidade e ao hiper-
sincronismo de redes neurais, inda mais considerando a natureza genética (JALAVA
e SILLANPAA, 1997) de algumas epilepsias extra-temporais (PRASAD et al., 2013;
HIROSE et al., 2005) e temporais (FANCIULLI et al., 2014; KASPERAVICIUTE et
al., 2013; MAURER-MORELLI et al., 2012; SALZMANN e MALAFOSSE, 2012), e as
possiveis consequéncias fenotipicas neuroldgicas e psiquiatricas dos respectivos
genotipos, adicionais a epilepsia (MULLEN et al., 2013).

Os ratos Wistar audiogénicos (Wistar audiogenic rats — WAR) sdo uma
linhagem de ratos albinos da espécie Rattus norvegicus que constitui um modelo
animal de epilepsia reflexa audiogénica utilizada também, em determinadas
condigbdes, como um modelo animal de epilepsia de lobo temporal (GALVIS-
ALONSO et al., 2004; MORAES et al., 2000; GARCIA-CAIRASCO et al., 1996).
Essa linhagem foi obtida a partir da selecdo genética artificial em torno da
susceptibilidade inata a epilepsia reflexa audiogénica apresentada por uma
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porcentagem de animais da populagdo de ratos Wistar da colénia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto (DORETTO et al., 2003; GARCIA-CAIRASCO et al.,
1993). As crises reflexas sdo desencadeadas frente a apresentagcdo de um estimulo
acustico de alta intensidade (som de campainha digitalizado fornecido a 120 dB
SPL) aos animais.

Quando os WARs s&o submetidos a uma estimulagédo acustica aguda estes
apresentam crises tonico-clonicas generalizadas (MORAES et al., 2000). Durante
essa crise, 0s animais tipicamente apresentam episodios de corrida, pulos e quedas
atonicas, seguidas pelo arqueamento dorsal da cabega, clonias e/ou espasmos
clonicos dos membros, ou por arqueamento ventral da cabegca seguido da
hiperextensdo tdnica dos membros anteriores e posteriores, sendo estes
comportamentos relacionados a atividade epiléptica restrita a estruturas do tronco
encefalico [MORAES et al., 2005a; MORAES et al., 2005b; MORAES et al., 2000;
BROWNING et al., 1999 (GEPRs); GARCIA-CAIRASCO et al., 1996]. O coliculo
inferior apresenta-se como a estrutura responsavel pela génese da crise
audiogénica (MORAES et al., 2005a; MORAES et al., 2005b; GARCIA-CAIRASCO e
SABBATINI, 1991) e o coliculo superior, a substancia nigra (DORETTO e GARCIA-
CAIRASCO, 1995) e a substancia cinzenta periaquedutal como estruturas
importantes na expressdao motora dessas crises (GARCIA-CAIRASCO, 2002).
Frente a inducdo de crises repetidas vezes, estes animais passam a apresentar
eletroencefalograma e comportamentos convulsivos n&do mais caracteristicos do
comprometimento do tronco encefalico, mas caracteristicos do comprometimento do
lobo temporal, como mioclonias, mostrando que as porgdes superiores da via
acustica sao recrutadas e comprometidas secundariamente e de modo irreversivel
(MORAES et al., 2000; GALVIS-ALONSO et al., 2004). O fenbmeno de recrutamento
de estruturas limbicas desencadeado pelo fornecimento de estimulos acusticos
repetitivos (MORAES et al., 2000) € denominado abrasamento audiogénico (AA),
sendo descrito também em outros modelos de crise audiogénica (VERGNES et al.,
1987; NARITOKU et al., 1992). De acordo com LOSCHER (1997), abrasamento é
um fendbmeno em que uma descarga epileptiforme inicialmente confinada a um
pequeno foco ou rede neural, tende, se nao perturbada, a evoluir espacialmente e
em gravidade de comprometimento neural e comportamental.

A amigdala basolateral (ABL — nucleos lateral, basal e acessorio-basal), que

recebe informagdes unimodais auditivas, visuais e somatossensorias provenientes
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de vias talamicas subcorticais (LEDOUX, 2000), e polimodais de vias de
processamento cortical e hipocampal (MCDONALD, 1998), é crucial para este
recrutamento secundario de estruturas prosencefalicas como o cértex e o
hipocampo (MORAES et al., 2000), devido a reciprocidade das conexdes, e pela
manifestagcdo das crises mioclénicas (RACINE, 1972) durante o abrasamento
audiogénico dos WAR. O abrasamento audiogénico facilita a indugédo posterior do
abrasamento elétrico da amigdala destes animais e promove alteragdes plasticas
duradouras na amigdala basolateral (GALVIS-ALONSO et al., 2004; GARCIA-
CAIRASCO et al., 1996). Estudos do comportamento de ratos n&o-epilépticos
verificaram a ocorréncia de processos oscilatérios nos circuitos da ABL (CRANE et
al., 2009) e o acoplamento funcional da atividade desta estrutura com regides
prosencefalicas, como o hipocampo (LESTING et al., 2011; GHOSH et al., 2013;
JACINTO et al., 2013) e o cortex (MOSCARELLO e LEDOUX, 2013; LESTING et al.,
2011), em situagdes neutras e durante paradigmas com componente emocional.
Estudos com outros modelos de ratos audiogénicos também evidenciam o
papel chave da amigdala basolateral no recrutamento do prosencéfalo. De modo
semelhante @ GALVIS-ALONSO e colaboradores (2004), HIRSCH e colaboradores
(1992) mostraram ocorrer um fendmeno de transferéncia positiva da hiper-
excitabilidade prosencefalica suscitada pelo abrasamento audiogénico para o
abrasamento elétrico posterior do hipocampo ou da amigdala basolateral (HIRSCH
et al., 1997) de ratos audiogénicos, aparentemente devido a propagacao das poés-
descargas geradas no tronco-encefalico para regides prosencefalicas. HIRSCH e
colaboradores (1997) observaram que a micro-injecdo de lidocaina na amigdala
basolateral bloqueou a expressdo de crises limbicas em ratos submetidos ao AA,
nao verificando o mesmo com a micro-injecdo hipocampal, e observaram também
haver expressdo aumentada da proteina c-Fos (um marcador de atividade neuronal)
na amigdala de ratos audiogénicos apos 5-10 estimulagdes acusticas. NGOUEMO e
FAINGOLD (1997) mostraram que o nucleo geniculado medial € importante para o
recrutamento posterior da amigdala durante o AA de GEPRs (Genetic epilepsy
prone rats) e, com o uso da técnica de registro multi-unitario verificou-se que o AA
potencia a resposta evocada auditiva de neurénios da ABL destes animais (FENG e
FAINGOLD, 2002a; FENG e FAINGOLD, 2002b). TUPAL e FAINGOLD (2010)
mostraram que a ativagdo da enzima adenilato ciclase na amigdala basolateral de
GEPR-9s ¢é importante para a manutencao das alteragdes plasticas decorrentes do
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abrasamento audiogénico. CHAKRAVARTY e FAINGOLD (1999) verificaram,
farmacologicamente, no entanto, que a amigdala n&o tem papel algum na geragéo
de crises audiogénicas simples (ndo-abrasadas) induzidas nesses animais.

Além da predisposigcado a crise audiogénica, WARs nao-abrasados s&o mais
susceptiveis a outros estimulos que ndo o acustico, evidenciando uma
susceptibilidade inata mais ampla que a audiogénica. Os WAR mostraram-se mais
sensiveis a estimulagdo elétrica transauricular de baixa intensidade (MAGALHAES
et al., 2004), ao pentilenoterazol (PTZ), um antagonista GABAérgico, e a pilocarpina,
um agonista colinérgico (SCARLATELLI-LIMA et al., 2003), ambos farmacos
utilizados para indugdo de modelos animais de epilepsia de lobo temporal (LEITE e
CAVALHEIRO, 1995; DETOUR et al., 2005), apresentando crises mais graves que
os ratos resistentes frente uma menor quantidade do estimulo convulsivante. Estes
animais apresentam também uma diminui¢do inata da inibicdo GABAérgica e maior
excitabilidade neuronal no hipocampo (DRUMOND et al., 2011; MESQUITA et al.,
2005). Os resultados obtidos através dos estudos realizados com WARs,
corroborando com as evidéncias obtidas de outras linhagens audiogénicas, sugerem
que os WAR apresentam uma predisposi¢ao inata ao desenvolvimento de atividade
epiléptica ndo somente em regides mesencefalicas, mas também em circuitos
prosecefalicos pertencentes a via acustico-limbica (MAGALHAES et al., 2004),
especialmente a amigdala basolateral.

Ainda que o fato de a ABL n&o integrar o circuito neural acometido para
geragédo das crises agudas (CHAKRAVARTY e FAINGOLD, 1999; SIMLER et al.,
1994) seja uma evidéncia de ndo comprometimento funcional desta estrutura
previamente a recorréncia das crises induzidas (AA), a ampla pré-disposicao ictal
observada (DRUMOND et al., 2011; MESQUITA et al., 2005; GALVIS-ALONSO et
al., 2004; MAGALHAES et al., 2004; SCARLATELLI-LIMA et al., 2003) e as demais
evidéncias acima apresentadas sugerem uma pré-disposicdo peculiar do complexo
amigdaloide ao desenvolvimento de atividade ictal. RAISINGHANI e colaboradores
(2003) mostraram que a micro-injegao sub-convulsiva de NMDA na amigdala
basolateral de GEPR-9s n&o-abrasados é suficiente para a mimetizagdo das
alteragdes comportamentais e eletrofisiolégicas decorrentes do abrasamento
audiogénico destes animais, sugerindo que a susceptibilidade peculiar dos GEPR-9s
a estimulagdo sub-convulsiva com NMDA é devido a uma facilitagdo inata da

transmissao glutamatérgica na amigdala basolateral. Um achado muito interessante
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foi obtido por GARCIA-CAIRASCO e GUIMARAES (1998) sobre o comportamento
de WARs nao-abrasados, avaliado no campo aberto e no labirinto em cruz elevado:
Os WARs mostram-se menos ativos e mais ansiosos que ratos resistentes. Em meio
a muitas possibilidades (DAMASCENO et al., 2013; FAZAN et al., 2011; UMEOKA et
al., 2011), estes resultados sugerem a existéncia de alteragbes inatas em regides
importantes para o processamento emocional e motor.

Além das alteragbes comportamentais observadas (GARCIA-CAIRASCO et
al., 1998), verificou-se que WARSs intactos apresentam responsividade aumentada
inata do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) frente a estimulagédo farmacoldgica
e comportamental estressante, além de menor peso corporal (UMEOKA et al,
2011). Sabe-se que o hormonio liberador de corticotrofina tem efeito pro-convulsivo
(BAJOREK et al., 1986) e que a ABL é sensivel a micro-injecdo desse neuro-
hormdnio, levando a alteragdes comportamentais no campo aberto e labirinto em
cruz elevado (DANIELS et al., 2004). Dada a reconhecida importéncia da amigdala
basolateral, como integrante do circuito do medo, para o processamento emocional
em ratos (GALE et al., 2004; SAVONENKO et al., 2003; MCGAUGH, 2002;
GOOSENS e MAREN, 2001; ROGAN et al, 1997) nas referidas (GARCIA-
CAIRASCO et al., 1998) tarefas (JI et al., 2007; MOREIRA et al., 2007; MACEDO et
al., 2006), faz-se necessario investigar eletrofisiologicamente a possibilidade de
haverem alteragées nos circuitos da ABL durante o processamento de estimulos
nao-convulsivos (FANG e FAINGOLD, 2002a; BORDI et al., 1993; BORDI et al.,
1992) em animais audiogénicos nao-abrasados. Em humanos, o complexo
amigdaloide também é importante no processamento emocional de estimulos
(LARSON et al., 2006; PESSOA et al., 2002; BECHARA et al., 1999), e faz parte do
circuito epileptogénico em pacientes com epilepsia de lobo temporal (FAUSER e
SCHULZE-BONHAGE, 2006; BERNASCONI et al., 2003).

Em ratos, TURSKI e colaboradores (1991) mostraram que a transmissao
GABAérgica no estriado (caudado-putamen - CPu) tem efeito modulador anti-
convulsivo em animais submetidos ao modelo de pilocarpina e que este efeito
depende da atividade da substancia nigra pars reticulata. O estriado conecta-se com
0 cortex e com regides mesencefalicas, como o coliculo superior e a substancia
nigra, formando circuitos importantes para o processamento sensorio-motor de ratos
(MCHAFFIE, 2005) e para modulagdo do nivel de susceptibilidade ao hiper-
sincronismo de regides prosencefalicas (TURSKI et al., 1989). Nos WAR, a
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substancia nigra e a porgao posterior do coliculo superior sdo importantes para o
controle da susceptibilidade audiogénica e contribuem com a expressdo motora das
crises tonico-clénicas (ROSSETTI et al., 2012; ROSSETTI et al., 2011; DORETTO e
GARCIA-CAIRASCO, 1995; GARCIA-CAIRASCO e SABBATINI, 1991). ROSSETTI
e colaboradores (2006) verificaram que o circuito estriado-nigro-tectal dos WAR esta
envolvido na modulagdo de crises audiogénicas tdnico-clénicas através de
mecanismos diferentes comparados com ratos Wistar resistentes. A partir dos
estudos sobre a linhagem WAR, verifica-se que o CPu nao faz parte do circuito
epileptogénico, mas de um circuito modulador do fenémeno epiléptico. Em humanos,
0s ganglios basais, juntamente com o talamo, cértex e o mesencéfalo sao
importantes para o controle sensoério-motor e para cogni¢cédo (GITTIS e KREITZER,
2012; KRAVITZ e KREITZER, 2012; SCIMECA e BADRE, 2012; GROENEWEGEN,
2002), sendo verificado também um papel modulador dos génglios basais sobre a
propagacao de atividade epiléptica originada no lobo temporal (DEMATTEIS et al.,
2003) e em regides extratemporais (LUO et al., 2012) de pacientes com epilepsia.
Outros estudos com modelos animais de convulsdo/epilepsia observaram alteracdes
plasticas na regido do estriado durante o desenvolvimento do quadro de crises
recorrentes, e apos acometimento por crises espontaneas limbicas recorrentes em
animais submetidos ao protocolo de pilocarpina (AVCHALUMOV et al., 2011,
YOUNG et al., 2009) e apds o abrasamento elétrico da ABL (KUCKER et al., 2010),
ambos estudos realizados com ratos Wistar. Existem neurénios na regido do CPu de
ratos Sprague-Dawley que respondem a estimulagdo acustica sublimiar com
laténcias e dinamica de resposta similares as observadas em neurénios da ABL
(BORDI et al., 1993; BORDI et al, 1992), mostrando sua importédncia no
processamento imediato de informacdo auditiva. Nao ha relato na literatura de
registros eletrofisiolégicos de respostas evocadas por estimulos aferentes sub-
convulsivos realizados no CPu de WARs levantando a possibilidade de um possivel
comprometimento do funcionamento dessa estrutura em animais n&o-abrasados.

O registro eletrofisiologico cerebral profundo dos potenciais extracelulares
neuronais realizados com a utilizagdo de microelétrodos de alta impedancia permite
o monitoramento da atividade elétrica gerada por neurdnios individuais (BORDI et
al., 1993; BORDI et al., 1992) com alta resolugédo temporal e espacial em situagdes
basais ou frente perturbacbes sensoriais como o fornecimento de estimulos

acusticos padronizados a ratos anestesiados (BORDI et al., 1992). Os potenciais
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elétricos extracelulares correspondem aos potencias de agdo gerados por neurdnios
individuais. Potenciais de agao disparados em sequéncia, dispersos ou em rajadas,
constituem a base do cdédigo neural para transmissdo de informagdes pelo cérebro
(BUZSAKI et al., 2012; WARD, 2003; GERSTNER et al., 1997). O numero de
disparos de potencias de ac¢ao por janela de tempo, isto €, a frequéncia de disparo, &
a principal medida observada de atividade e excitabilidade de neurbnios individuais
(FENG e FAINGOLD, 2002a). Medimos entdo a atividade unitaria espontanea
durante o siléncio e o numero de disparos da resposta evocada auditiva de
neurdnios da ABL e CPu de ratos adultos susceptiveis ndo-abrasados e resistentes
anestesiados, frente o fornecimento de pulsos sub-limiares de ruido branco com
duragdo de 100 ms. O emprego de arranjos de multiplos eletrodos maximiza o
numero de células responsivas encontradas durante o protocolo experimental de
registro eletrofisiolégico, minimizando o numero de animais necessarios para uma
amostragem apropriada das respostas bioldgicas a serem investigadas, e permite o
estudo de populagdes neuronais maiores e abrangentes.

E demonstrado que pacientes com epilepsia podem apresentar alteracdes
morfolégicas cerebrais, como aumento de volume cortical (HANGANU et al., 2014;
ALHUSAINI et al., 2013; PARDOE et al., 2013). BOUILLERET e colaboradores
(2009) verificaram um quadro de hiper-ansiedade e aumento amigdalar, cortical e
hipocampal, usando a técnica de ressonancia magnética, em ratos adultos que
apresentam crises espontaneas de auséncia. Estudos com GEPRs apresentam
evidéncias de comprometimento inato do cérebro e de evolugdo do quadro de
susceptibilidade audiogénica durante o desenvolvimento. A variagcdo das regides
comprometidas e do fendtipo das crises audiogénicas induzidas em GEPR-3s, ao
longo do seu desenvolvimento, sugere que o quadro de hiper-excitabilidade e
susceptibilidade ao hiper-sincronismo evolui da infancia até a juventude adulta
(EELLS et al., 2000; REIGEL et al., 1989). Assim como WARs, GEPRs intactos
apresentam alteragdes neuromodulatérias e enddcrinas sistémicas, apresentando
deficiéncia do sistema noradrenérgico em 15 regides cerebrais distintas (DAILEY et
al., 1991), hipo-tireoidismo peri-natal relacionado a alteragcbes na maturagdo das
projecdes das fibras musgosas do hipocampo (MILLS et al., 1990) e uma redugéo da
inibicdo sinaptica somado ao aumento da excitabilidade da membrana observadas
em neurdnios de CA3 de animais com 7-28 dias de idade (VERMA-AHUJA et al.,
1998), achados similares aos observados por DRUMOND e colaboradores (2011) e
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MESQUITA e colaboradores (2005) em WARs. A verificagdo que WARs intactos ou
nao-abrasados apresentam alteragées enddcrinas, menor peso (UMEOKA et al.,
2011) e disfungado cardiovascular (DAMASCENO et al., 2013; FAZAN et al., 2011),
evidenciam um quadro de desenvolvimento orgénico comprometido em decorréncia
do processo de selegédo genética endogamica realizado em torno da susceptibilidade
audiogénica, levantando a possibilidade de haverem diferengas ndao somente entre
animais adultos (BOUILLERET et al., 2009), mas também no desenvolvimento do
sistema nervoso destes animais. Realizamos entdo um estudo anatémico
longitudinal do desenvolvimento do cérebro de machos e fémeas intactos com o uso
da técnica ndo-invasiva de imageamento por ressonancia magnética. Considerando
a susceptibilidade inata ao hiper-sincronismo de circuitos da via auditiva observado
nos WARs (MORAES et al., 2000) avaliamos o volume cerebral total, espessura do
cortex auditivo terciario e a area aproximada de uma fatia dos coliculos inferiores
aos 7, 14, 21, 28, 42 e 70 dias de idade.
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2. JUSTIFICATIVA

Ainda que estudos sobre a participacdo da ABL na manifestacdo de crises
tonico-clonicas e sua importancia na evolugdo do abrasamento audiogénico tenham
sido realizados (GALVIS-ALONSO et al., 2004; MORAES et al., 2000; GARCIA-
CAIRASCO et al., 1996), assim como estudos sobre a importéncia do circuito
estriado-nigro-tectal na modulagao de crises audiogénicas (ROSSETTI et al., 2012;
ROSSETTI et al., 2011; ROSSETTI et al., 2006; DORETTO e GARCIA-CAIRASCO,
1995; GARCIA-CAIRASCO E SABBATINI, 1991), até entdo ndo ha relato na
literatura de estudo eletrofisioldgico investigando o processamento de informagao
auditiva n&o-convulsiva por neurdnios individuais da ABL e CPu de WARs n&o-
abrasados, isto €, que n&o tiveram as redes prosencefalicas comprometidas pela
indugado crénica de crises, acessado através do registro multi-unitario do potencial
extracelular. Diferengas no processamento auditivo na amigdala basolateral e
caudado-putamen de animais n&o-abrasados entram no conjunto de alteragdes
inatas cerebrais apresentadas pelos WARSs, contribuindo com o entendimento do
complexo quadro epiléptico do modelo, de como o cérebro susceptivel a hiper-
excitabilidade interpreta uma perturbacdo ambiental, e abrem novos caminhos para
o entendimento das alteracbes do comportamento emocional e motor de WARs
durante o periodo entre-crises.

Ainda nao ha relato na literatura, até entdo, de uma avaliacdo anatémica do
desenvolvimento do cérebro de ratos audiogénicos. O estudo morfométrico
longitudinal realizado em animais intactos contribui fortemente com o entendimento
dos casos de epilepsia de etiologia genética como potenciais desordens do
desenvolvimento que se manifestam, comportamentalmente, como sindromes

neuropsiquiatricas complexas (CORNAGGIA et al., 2006).



3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é verificar a existéncia de diferengas no
processamento neural de estimulos auditivos ndo-convulsivos e no desenvolvimento
anatémico do cérebro de ratos Wistar audiogénicos ndo-abrasados comparados com
ratos Wistar resistentes a crise audiogénica.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar, com uso da técnica de registro eletrofisiolégico profundo multi-
unitario multi-eletrodo, diferencas na atividade espontédnea e na resposta
evocada por estimulo sonoro ndo-convulsivo de neurbnios presentes na
amigdala basolateral e no caudado-putamen de WARs nao-abrasados
comparados com ratos Wistar resistentes;

2. Verificar, com uso da técnica de ressonancia magnética, diferengas no
volume cerebral total, espessura do coértex auditivo terciario e na altura e
largura dos coliculos inferiores, entre ratos audiogénicos e resistentes
intactos com 7, 14, 21, 28, 42 e 70 dias de idade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar audiogénicos e Wistar resistentes machos
pesando entre 250 e 450 g para os experimentos de eletrofisiologia, e ratos Wistar
audiogénicos e Wistar resistentes machos e fémeas recém-nascidos para o estudo
morfolégico longitudinal, todos fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG. Todos os ratos Wistar utilizados tiveram sua
resisténcia a crises audiogénicas confirmada, com a apresentagdo do mesmo
estimulo audiogénico fornecido aos WARs (campainha elétrica digitalizada fornecida
a 120 db SPL durante 60 s ou até o momento da crise), ndo apresentando nenhum
tipo de manifestacdo convulsiva. Para a confirmagdo da susceptibilidade
audiogénica, todos os WARs utilizados foram submetidos a mesma triagem que os
ratos resistentes, quando foram fornecidos trés estimulos audiogénicos. Os WARs
selecionados para o experimento foram de diferentes ninhadas e apresentaram pelo
menos uma crise ténico-clonica parcial ou generalizada de indice de gravidade 0,73
(GARCIA-CAIRASCO et al., 1996), sendo submetidos aos registros eletrofisiologicos
pelo menos 30 dias apos a triagem e, no caso do experimento de morfometria,
triados posteriormente a coleta das imagens. Vale ressaltar que grupos
independentes de animais foram utilizados em cada uma das abordagens
realizadas. Todos os cuidados foram tomados para evitar, por completo, qualquer
sofrimento ou dano aos animais e os protocolos realizados avaliados e aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da Universidade Federal

de Minas Gerais, protocolo 152/2014 (Apéndice).
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4.2. REGISTRO DA ATIVIDADE BASAL E DA RESPOSTA EVOCADA AUDITIVA
UNITARIA DE NEURONIOS DA AMIGDALA BASOLATERAL E CAUDADO-
PUTAMEN

4.2.1. Arranjos multi-eletrodo e cirurgia de implante profundo

Arranjos com 18 eletrodos de tungsténio encapados com teflon construidos
em nosso laboratério (Figura 1) foram utilizados para o registro dos potenciais
extracelulares unitarios gerados pelos neurbnios, abrangendo quase toda a
extensdo antero-posterior (~2,0 mm) dos nucleos constituintes da amigdala
basolateral, e a por¢éo lateral do corpo e cauda do nucleo caudado e do putamen.
Os eletrodos de tungsténio sao tradicionalmente utilizados para registro de
potenciais extracelulares e apresentam impedéancia da ordem de kilohms (40-150
kQ) (SANKAR, et al., 2014; FREIRE et al., 2011). As coordenadas estereotaxicas
utilizadas relativas a referéncia cranial bregma séo: antero-posterior (AP) = 1,8 mm;
latero-latral (LL) = 5,0-5,3 mm; dorsoventral (DV) = 7,0 mm. Cada arranjo € montado
com 16 canais de registro e 02 eletrodos destinados ao terra e a referéncia. Os
eletrodos sao dispostos em duas fileiras de 08 e 10, sendo o espagamento entre
eletrodos adjacentes de aproximadamente 0,3 mm. Cada eletrodo possui

aproximadamente 0,05 mm de diametro.

Figura 1. Fotos de um dos arranjos, com 18 eletrodos de tungsténio e 16 canais, utilizado para o
registro do potencial extracelular.
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Para a realizagdo da cirurgia que permitiu o acesso do arranjo de eletrodos,
cada animal foi anestesiado com uretana (dose de 1400 mg/kg) e tricotomizado
sobre a cabecga. Apds a assepsia e fixado no aparato estereotaxico, uma incisdo
circular foi realizada e exposto o cranio. Algodao umedecido com soro fisiolégico
(NaCl 0,9%) foi colocado sobre os olhos do animal para evitar desidratacdo dos
globos oculares. Com o uso de uma broca odontolégica foi aberta uma janela de
aproximadamente 3,0 mm (AP) por 2,0 mm (LL) sobre o hemisfério cerebral
esquerdo, a dura-mater removida e a regido coberta com um filme de agar
preparado em soro fisiolégico para preservagado do tecido. Apds a cirurgia, cada
animal, fixo no aparato estereotaxico, foi levado para a sala de registro e colocado
no interior de uma caixa com isolamento acustico e de Faraday, construida em

nosso laboratorio, para minimizagao de ruidos sonoros e eletromagnéticos externos.

4.2.2. Trilhas sonoras e protocolos de registro e estimulagao acustica

Trilhas de ruido branco para varredura e registro da resposta evocada foram
produzidas no programa Adobe Audition (1.0) utilizando um mesmo pulso padrao
(Figura 2). Um canal das trilhas foi dedicado ao estimulo sonoro e o outro a onda do
desencadeadora do trigger, que ocorre simultaneamente ao inicio de cada pulso
sonoro (Figura 2). O trigger consiste de um pulso elétrico (onda quadrada; 100 ms;
100 mV) gerado por um sistema de estimulagdo produzido em nosso laboratorio e
enviado para o sistema de registro, paralelamente ao fornecimento do estimulo
sonoro ao animal, marcando o momento (fimestamp) em que o estimulo acustico
ocorre, permitindo-nos identificar, off-line, ao longo dos registros dos sinais bio-
elétricos, os eventos que constituem a resposta evocada verificando-se,
basicamente, 0 aumento ou diminui¢cdo da frequéncia de disparos frente o estimulo.
Essa variagdo do numero de disparos ao longo do tempo, incluindo os periodos pré
e pos-estimulo, é apresentada na forma de histogramas peri-estimulo e graficos de
rastro (Figura 6). O estimulo sonoro foi amplificado (médulo amplificador Stetsom
CL500HE, 2x120 W), fornecido por um tweeter (Selenium), e conduzido até a orelha
media direita do animal por uma mangueira que se acopla a uma das barras
fixadoras, perfurada, do aparato estereotaxico. A intensidade sonora na saida da
barra estereotaxica foi de aproximadamente 95 dB SPL por pulso de ruido branco.
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Figura 2. Pulso de ruido branco e onda desencadeadora do trigger (A) apresentado 15 vezes
durante o protocolo de estimulagéo acustica (B). C: Espectro de energia por frequéncia do pulso.
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A seguir, o detalhamento cronolégico do protocolo de registro da atividade
espontanea e das respostas evocadas auditivas a pulsos solitarios quando pelo
menos uma célula responsiva ao som foi detectada ao longo da varredura do eixo
dorso-ventral. A mudanca no padrdo de resposta através dos 16 canais € uma
distancia minima dorso-ventral de 0,3 mm foram os critérios considerados para

diferenciagao de diferentes conjuntos celulares ao longo da varredura.

1. Varredura dorsoventral: estimulagdo acustica com pulsos de 100 ms de ruido
branco e palmas;

2. Registro da atividade espontanea das células responsivas encontradas;

3. Registro dos potenciais evocados auditivos: estimulagdo acustica com pulsos

de 100 ms de ruido branco fornecidos 15 vezes a 0,05 Hz (a cada 20 s).

4.2.3. Sistema de registro, amplificagao, filtragem e digitalizagao

O sinal eletroencefalografico foi amplificado por um pré-amplificador PZ2 Z-
Series Preamplifier PZ32 e processado por um conversor A/D RZ2 Multi-Channel
Neurophysiology Workstation, ambos da Tucker-Davis Technologies. A frequéncia
de amostragem utilizada para aquisi¢ao do potencial extracelular foi de 24414 Hz e o
sinal bruto foi filtrado com um passa alta de 300 Hz e um passa baixa de 8000 Hz.

4.2.4. Classificagao (sorting) dos disparos detectados, categorizagdo das
dinamicas de resposta neuronal, agrupamento dos dados e variaveis

analisadas

ApOs os registros, foi realizado o sorting dos disparos usando o pacote de
programas do fabricante do aparato de aquisi¢cao e digitalizacdo (OpenEx Tucker-
Davis Technologies) para a identificagdo de unidades celulares presentes. Foi
empregado um algoritmo bayesiano com dimensdes fixas, 03 componentes
principais, método de distanciamento de Mahalonobis, intervalo de confianga de
95% e 01 iteragao para a classificagdo dos disparos. Os trechos do registro com os

disparos neuronais detectados adjacentes (0,5 s pré e 0,5 s pds) a cada um dos 15
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estimulos acusticos apresentados, foram sobrepostos e os disparos neuronais
somados e distribuidos em janelas temporais discretas (bins) com 10 ms de
duracdo, e as células responsivas identificadas através da observacdo de
histograma peri-estimulo e grafico de rastro gerados por neurénio em MatLab (2009)
(Figura 6). Um algoritmo foi implementado em Excel (Office 2008) (Figura 3) para
confirmacédo da responsividade neuronal a estimulagao acustica, e para classificagao
da célula quanto a laténcia, duragao e sustentabilidade ou ndo da resposta, a partir
da distribuicdo dos disparos evocados ao longo dos bins. Para isso, calculamos um
limiar minimo de disparos para identificagdo dos bins com resposta efetiva, acima do

limiar, a partir da féormula:

Limiar de resposta (LR) = Média de disparos espontaneos pré-estimulo por bin
+ Desvio padrao x 1,5.

O limiar de resposta foi calculado multiplicando o desvio padrao por 1,5 e somando
esse produto a media de disparos espontaneos por bin, sendo os 10 s anteriores ao
fornecimento dos estimulos de cada célula responsiva utilizado para calculo da
média de disparos espontaneos por bin. O trecho de 1 s com o somatério dos
disparos peri-estimulo de cada célula foi processado pelo algoritmo e identificado os
bins pés-inicio do estimulo com resposta evocada acima do limiar. Foram incluidas
nas analises deste trabalho somente células responsivas.

Tradicionalmente analisa-se o numero de disparos de potenciais de agao
(frequéncia de disparo) frente ao estimulo como medida de atividade neuronal
evocada. Adicionalmente, no caso do presente trabalho, o numero de bins com
numero de disparos efetivamente acima da linha de base foi utilizada também como
variavel de atividade neuronal evocada e analisada comparativamente entre as
linhagens. Além do numero de bins responsivos, o numero de disparos espontaneos
pré-estimulo por bin e o numero de disparos ocorridos frente a estimulagéo acustica
por bin também foram analisados comparativamente entre as linhagens. Os registros
eletrofisiologicos obtidos de 05 ratos Wistar resistentes e 05 ratos audiogénicos
foram analisados pelo presente trabalho.
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Recorte do resgistro do
potencial extracelular de
01 neurdnio 50 bins pré e

50 bins poés-estimulos;

01 bin =10 ms.

Y

Limiar de resposta (LR) por bin =
Média disparos/bin durante 50 bins
pré-estimulos + 1,5*Desvio padrao
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> que 06?
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bin com ND < bin com ND <
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LONGA e CURTA e
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Sim TRANSITORIA TRANSITORIA - Sim
Nav \\ / ao
Neurdnios de Neurdnios de
laténcia LONGA Neurdnios de Neurdnios de laténcia CURTA
e dindmica laténcia LONGA laténcia CURTA e dinamica
TRANSITORIA e dindmica e dinamica TRANSITORIA
COM DISPAROS SUSTENTADA SUSTENTADA COM DISPAROS
TARDIOS TARDIOS

Figura 3. Diagrama de fluxo do algoritmo implementado em Excel (Office 2008) para confirmagéo
da responsividade neuronal e classificagdo dos neurbénios quanto a laténcia e duragcado/dinamica
da resposta.
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4.2.5. Histologia

Apos término do registro, cada animal, ainda anestesiado, foi eutanasiado
com uma superdose de uretana intra-peritoneal (03 vezes a dose de
indugado/manutensao em mg/kg) e perfundido intra-cardicamente com solugao salina
0,9% e solucdo de paraformaldeido 4%. Os cérebros foram coletados e
armazenados por 48 h em paraformaldeido 4% e, posteriormente, em sacarose 30%
por 05 dias. Os cérebros foram entdo cortados em fatias sagitais de 50 ym em um
microtomo criostato, e as fatias montadas em Iaminas de vidro gelatinizadas. Estas
foram desidratadas, coradas com vermelho neutro e montadas para posterior

confirmagé&o dos alvos do arranjo de eletrodos.

4.3. ESTUDO ANATOMICO DO DESENVOLVIMENTO DO CEREBRO DE RATOS
WISTAR AUDIOGENICOS

Para verificarmos se existem diferengas anatomicas entre o cérebro de
animais audiogénicos e resistentes adultos e no padrdo geral de seu
desenvolvimento anatdmico, a técnica de neuro-imagem por ressonancia magnética
foi empregada. Foi realizado um levantamento longitudinal de imagens cerebrais
utilizando-se um scanner de magneto-ressonancia de 4,7 Tesla (Oxford Instruments)
no Centro de Treinamento e Pesquisa em Magneto-Ressonéncia da UFMG, sendo
as imagens dos cérebros coletadas ao longo da vida de ratos Wistar normais (03
machos e 03 fémeas) e WAR (02 machos e 03 fémeas) nos dias 7, 14, 21, 28, 42 e
70 de idade.

- WAR: 30 imagens (05 animais X 06 registros de imagem);
- Wistar: 36 imagens (06 animais X 06 registros de imagem).

Um total de 66 imagens foram coletadas.

Para a realizagdo das imagens os animais foram mantidos aquecidos com
uma bolsa térmica e induzidos e mantidos anestesiados com isoflurano, utilizando-
se uma mistura de ~3,5 e ~1,5% de anestésico com oxigénio, respectivamente. Os
animais tiveram o cérebro segmentado em fatias coronais de 0,75 mm ou 1,0 mm de

espessura.
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4.3.1. Variaveis analisadas

O volume cerebral, incluindo o prosencéfalo, tronco e cerebelo, foi calculado,
a espessura da massa cinzenta do cortex auditivo terciario medida, e uma
aproximagao bi-dimensional bilateral da area do coliculo inferior, obtida a partir da
altura e largura da placa quadrigémea na porgédo antero-posterior em que somente o
coliculo inferior se faz presente, de uma unica fatia. Todas estas variaveis foram
normalizadas pelo peso do animal anotado no dia do registro por ressonancia
magnética. A espessura cortical foi medida bilateralmente utilizando a fissura rinal
como referéncia dorso-ventral inferior ao local da medida, e a extremidade rostral do
hipocampo ventral como referéncia antero-posterior para coleta. A média aritmética
das medidas corticais bilaterais foi utilizada para mitigar o erro associado ao
alinhamento eventualmente incorreto do animal no interior do aparelho de
ressonancia magnética. Para o calculo da aproximagao bi-dimensional da area dos
coliculos inferiores, medimos bilateralmente a altura (vetor com direcdo médio-
dorsal/latero-ventral sobre o eixo maior de cada coliculo) destes e calculamos a
meédia aritmética dessas duas medidas. Medimos também a largura dos coliculos
inferiores, tracando um vetor horizontal abrangendo ambos coliculos no corte
coronal, sobre o limite dorsal do aqueduto. A aproximagao bidimensional da area
dos coliculos inferiores foi entdo calculada multiplicando-se a média das alturas pela
largura horizontal de uma unica fatia por animal, por idade. As medidas do coliculo
inferior foram realizadas em fatias em que o coliculo superior encontra-se ausente,
na porgao antero-posterior em que o limite caudal do cértex ainda aparece ou na
por¢cao entre o cortex e o cerebelo, rostralmente a area postrema. As medidas do
cortex auditivo terciario e da area aproximada dos coliculos inferiores foram
calculadas em animais com 21, 28, 42 e 70 dias de idade. As imagens foram
visualizadas, os volumes cerebrais construidos e os vetores de comprimento

medidos usando o programa MeVisLab (MeVis Medical Solutions AG).



38

4.4. ANALISES ESTATISTICAS

Foram aplicados testes estatisticos paramétricos para comparagao das
médias e das variancias. Analises de varidancia de uma via foram utilizadas para
comparagoes intra-linhagem e de duas vias para comparagdes entre as linhagens.
Testes post hoc de Bonferroni e t foram utilizados para comparagao das médias. Os
dados estdo apresentados na forma de média + desvio padrdo, exceto pelas
variaveis meédia de disparos por bin, espessura cortical normalizada e area
aproximada dos coliculos inferiores, apresentadas na forma de média + erro em
torno da média. Os resultados do estudo anatémico, devido as parcelas perdidas,
foram analisados usando a analise de varidncia de uma via. As médias foram
consideradas significativamente diferentes quando p<0,05. Ao invés de simbolos, os
valores de p foram expostos nos graficos e, quando menor que 0,05, estes foram
colocados em negrito. A sigla “ns” foi empregada quando p foi proximo de 0,99. Na
maioria dos graficos, o numero de animais e células por grupo analisado estado

expostos, sendo referidos por “N” e “n”, respectivamente.



5. RESULTADOS

5.1. PROTOCOLO DE REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DA RESPOSTA
EVOCADA AUDITIVA E ATIVIDADE ESPONTANEA
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Figura 4. Cortes cerebrais sagitais mostrando rastro do arranjo que atravessou o CPu e alcangou a
amigdala basolateral (setas) e esquema anatémico correspondente do atlas Paxinos (1986). A:

regido mais lateral; B: regido mais medial.
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5.1.2. Sinal elétrico registrado

Abaixo, um recorte do registro do potencial extracelular de 01 canal, online,
com resposta multi-unitaria evocada aparente.

\

L '\ wl \\ w h M I” ‘" Wr',‘jﬂ M‘ Mﬂ h 1\ ‘[ H f

‘ ;

)' ﬂ \ W" M i \N 'f




42

5.1.3. Resultados e Discussao

A partir do sorting foram identificadas e analisadas um total de 118 células
responsivas, sendo 57 encontradas em ratos audiogénicos e 61 em ratos
resistentes, destas 60 na ABL e 58 no CPu (Tabela 1). Os parametros e as
dindmicas temporais das respostas evocadas auditivas observadas e verificadas
pelo algoritmo implementado estdo de acordo com o observado na ABL e no CPu de
ratos Sprague-Dawley adultos por BORDI e colaboradores (1992 e 1993) que
usaram como anestésico hidrato de cloro. Nos WAR, encontramos 55 células com
respostas de laténcia curta (resposta recente), iniciando entre 10-30 ms, e 02 células
com laténcia longa, iniciando entre 60-150 ms (resposta tardia). Entre estas células,
20 apresentaram resposta transitéria, que duram de 10-60 ms; 19 células
apresentaram resposta sustentada, com duragdo minima aproximada de 90 ms, e 18
células com resposta transitoria seguida de disparos tardios (Tabela 2). Nos ratos
resistentes encontramos 47 células de resposta recente e 14 com resposta tardia.
Entre estas células, 24 apresentaram resposta transitéria, 20 apresentaram resposta
sustentada e 17 células resposta transitéria seguida de disparos tardios (Tabela 2).

A seguir sdo apresentados exemplos de cada um dos tipos celulares
encontrados, classificados de acordo com a laténcia e a dinamica da resposta
(Figura 6, Tabelas 1 e 2).
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Figura 6. Histogramas peri-estimulo (a esquerda) e graficos de rastro (a direita) de exemplos de
células com dinamica transitéria, transitéria com resposta tardia, ou sustentada. Em ambos os
graficos o eixo das abscissas corresponde ao tempo, em segundos, dividido em bins de 10 ms. O
momento zero corresponde ao fornecimento do estimulo. Todas as células apresentadas com
resposta de laténcia curta, exceto pela célula do rato Wistar 05, apresentando laténcia longa.
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Para as analises estatisticas as células foram agrupadas de diferentes
formas, sendo selecionadas a partir dos critérios laténcia de resposta, duragao da

resposta, e/ou regido em que foram encontradas.

Tabela 1. Numero de células por regido de origem, por

linhagem.
Regiao
Linhagem Total
CPu ABL
Resistente 39 22 61
WAR 19 38 57
Total 58 60

Tabela 2. Numero de células por categoria de resposta, por linhagem, distribuidas
considerando-se a laténcia e a duragao da resposta.

Dinamica

Transitoria TRTardia Sustentada Total

Curta Longa Curta Longa Curta Longa

Resistente 22 2 11 6 14 6 61
WAR 18 2 20 0 17 0 57
Total 40 4 31 6 31 6 118

Para verificarmos a capacidade discriminativa do algoritmo de classificagao
da dinamica temporal das respostas, analisamos a variavel numero de bins supra-
limiar (numero de bins responsivos) das respostas evocadas, agrupando-as
independente da regido em que foram encontradas e se s&o de laténcia curta ou
longa, aplicando somente o critério duragdo (Figura 7). Como as células do
caudado-putamen apresentam laténcias e dindmica de resposta similar as
observadas na ABL (BORDI et al., 1992; BORDI et al., 1993), sendo importantes
para o processamento imediato de informacdo acustica inclusive durante
paradigmas de aprendizagem e memoria emocional (WHITE e REBEC, 1993) e
espacial (ADAMS et al., 2001), e considerando as evidéncias apresentadas de
amplo comprometimento cerebral dos WAR, por uma amostragem mais ampla,

agrupamos as células encontradas na ABL e no CPu para a analise estatistica
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(Figura 7), assim como fizeram BORDI e colaboradores (1992 e 1993). Vale
ressaltar que a variavel numero de bins-supra-limiar, uma medida indireta de
duragdo da resposta, permite que células cujas respostas comecem em diferentes
momentos frente o estimulo, isto &, células com diferentes laténcias, sejam incluidas
em um mesmo grupo.

Para verificarmos se as variancias da resposta numero de bins supra-limiar
varia entre as dindmicas transitoria, sustentada e transitéria com resposta tardia,
realizamos o teste ANOVA de uma via intra-linhagem e, para verificarmos se as
médias foram significativamente diferentes, realizamos o teste post hoc de
Bonferroni. Nos ratos resistentes as variancias foram significativamente diferentes,
assim como as medias. No caso dos WAR, as médias foram significativamente
diferentes, mas ndo as variancias. Em ambas as linhagens, as respostas por
dinamica celular apresentaram distribuicdo normal (Figura 7). A comparagado das
médias entre as linhagens, realizada apos analise de variancia de duas vias, revelou
diferenca significativa somente entre as células de dinamica sustentada e uma
aproximagado da significancia entre as células transitorias com resposta tardia
(Figura 7). Observando-se a relagdo entre as respostas de ambas as linhagens
verifica-se que, quanto ao numero de bins-supra-limiar, a relacdo se inverte quando
contrastando as células de dinamica transitoria com as células de dindmica

sustentada e dindmica transitoria seguida de disparos tardios.
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Figura 7. Numero de bins-supralimiar das respostas evocadas de todos os neurdnios frente a
apresentacéo de 15 pulsos de ruido branco. Critério Unico de agrupamento das células: dindmica da
resposta. A: Analise de variancia de duas vias entre as linhagens. B (Wistar resistente) e C (WAR):
Anadlises de variancia de uma via intra-linhagem. D: Média, valores minimo e maximo de bins-
supralimiar. Demais resultados (A-C) apresentados na forma de média + desvio padréo. Valores de
p<0,05 apresentados em negrito.
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Neste momento é importante esclarecer que nao foi possivel realizar todas as
comparagdes possiveis entre as linhagens devido a n&o termos encontrado certos
tipos celulares nos WAR e, em outros casos, o numero de células encontradas,
enquadradas a partir de um determinado critério, ndo ter sido o suficiente para
analise estatistica. A partir deste ponto sado apresentados os resultados das analises
de células agrupadas seguindo critérios mais restritivos, incluindo, além do
parametro duragdo da resposta, os parametros laténcia de resposta e/ou o critério
localizag&o dorso-ventral da célula encontrada, isto €, se foi encontrada no caudado-
putamen ou na amigdala basolateral. Foram aplicados testes t ndo-pareados para
comparagao das médias. Nas figuras 8-11 estdo apresentadas células com dindmica
sustentada encontradas na amigdala basolateral e células de laténcia curta com
dinamica transitéria, transitéria com disparos tardios, ou sustentada, encontradas no
caudado-putamen.

Na ABL, verificou-se que o numero de bins-supra-limiar das respostas de
células de dindmica sustentada, agrupadas independente da laténcia, é
significativamente menor nos WAR em comparagado com os ratos resistentes (Figura
8).
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Figura 8. Numero de bins-supralimiar das respostas evocadas de células com dindmica sustentada
da amigdala basolateral frente a apresentacdo de 15 pulsos de ruido branco. Critérios de
agrupamento das células: dindmica da resposta e regido. Resultados apresentados na forma de
meédia + desvio padrdo. Teste t de Student. Valor de p apresentado sobre a barra.

No CPu, analisamos separadamente as células de laténcia curta com
dindmicas transitoria, transitéria seguida de disparos tardios e sustentadas. Na
Figura 9 verifica-se que o numero de bins-supra-limiar das respostas de células de
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laténcia curta com dinamica transitoria é significativamente maior nos WAR que nos
ratos resistentes. Entre as células de laténcia curta com dindmica transitoria seguida
de disparos tardios, ao contrario, a resposta dos WAR foi significativamente menor
(Figura 10). N&o verificou-se diferenga significativa entre as linhagens quanto as
células de laténcia curta e dindmica sustentada (Figura 11), no entanto, a relagao
entre as respostas de ambas as linhagens se mantém de acordo com o observado

na Figura 7.
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Figura 9. Numero de bins-supralimiar das respostas evocadas de células com laténcia curta e
dinamica transitéria do caudado-putamen frente a apresentagdo de 15 pulsos de ruido branco.
Critérios de agrupamento das células: laténcia da resposta, dindmica da resposta e regido.
Resultados apresentados na forma de média + desvio padrdo. Teste t de Student. Valor de p
apresentado sobre a barra.
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Figura 10. Numero de bins-supralimiar das respostas evocadas de células com laténcia curta e
dinamica transitéria com resposta tardia do caudado-putamen frente a apresentacdo de 15 pulsos
de ruido branco. Critérios de agrupamento das células: laténcia da resposta, dindmica da resposta e
regido. Resultados apresentados na forma de média + desvio padréo. Teste f de Student. Valor de p
apresentado sobre a barra.
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Figura 11. Numero de bins-supralimiar das respostas evocadas de células com laténcia curta e
dindmica sustentada do caudado-putamen frente a apresentacdo de 15 pulsos de ruido branco.
Critérios de agrupamento das células: laténcia da resposta, dindmica da resposta e regido.
Resultados apresentados na forma de média + desvio padrdo. Teste t de Student. Valor de p
apresentado sobre a barra.

Nas Figuras 12 A-C e 13 sdo apresentados os resultados do protocolo de
estimulagdo com ruido branco a partir da analise da variavel numero de disparos
ocorridos frente o fornecimento do estimulo. As células analisadas s&o de laténcia
curta e estdo agrupadas de acordo com o critério duragao da resposta, ignorando a
regidao de origem. Na Figura 13 verifica-se que o numero total de disparos frente o
estimulo em uma janela de 0,3 s n&o varia significativamente entre as linhagens.
Ainda que somente o parametro dindmica tenha sido fonte significativa de variagéo a
partir da ANOVA de duas vias, percebe-se uma distribuicdo diferente das respostas
entre as linhagens (Figura 13). Além disso, os picos de atividade das células curta-
transitorias de ambas as linhagens ocorrem em diferentes momentos, sendo nos
WAR mais tardio o pico (Figura 12 A). A analise das células curta-transitérias com
disparos tardios mostra que a intensidade da resposta dos animais resistentes é
significativamente maior que dos WARSs entre 10-30 ms apos o inicio do estimulo
(Figura 12 B). Quanto as células curta-sustentadas n&o se observou diferenca
significativa em relagcdo a nenhum dos bins (Figura 12 C), sendo ou o numero de
células analisadas insuficiente, ou as diferengcas mais sutis. Observa-se, a partir de
240 ms, atividade aumentada persistente dos neurénios dos WAR (Figura 12 C), o
que corrobora com o verificado na Figura 14 A.
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Figura 12. Namero de disparos evocados por bin (10 ms) frente a apresentacao de 15 pulsos de ruido
branco em uma janela de 300 ms. Critérios de agrupamento das células: laténcia e dindmica da
resposta. A: Células com laténcia curta e dindmica transitéria. B: Células com laténcia curta e
dindmica transitéria com disparos tardios. C: Células com laténcia curta e dindmica sustentada.
Resultados apresentados na forma de média. Valores de p<0,05 apresentados sobre as barras.
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Figura 13. Numero total de disparos evocados frente a apresentacdo de 15 pulsos de ruido branco
em uma janela de 300 ms. Critérios de agrupamento das células: laténcia da resposta e dindmica da
resposta. Valores de p resultantes da analise de varidncia de duas vias apresentados sobre as
barras. Colchetes indicam as comparagdes realizadas pelas analises de varidncia de uma via intra-
linhagem, com os respectivos valores de p, acima. As extremidades das barras indicam os valores
minimo e maximo da variavel observada, a linha continua interna indica a média, e a linha pontilhada
o desvio padrado. Valores de p<0,05 em negrito.

Analisamos também a atividade espontanea anterior ao fornecimento dos
estimulos acusticos (Figuras 14-18). As médias de disparos espontédneos de cada
célula, ocorridos nos 10 segundos anteriores aos estimulos de ruido branco, por bin
de 10 ms, foram utilizadas para o calculo do numero médio de disparos espontaneos
por bin para cada categoria celular. Os grupos de células comparados sdo os
mesmos grupos cujos numeros de bins supra-limiar foram analisados, apresentados
anteriormente.

Na Figura 14 A estdo apresentadas as médias de disparos espontaneos de
células agrupadas de acordo somente com a duragdo da resposta. Observa-se
diferenca significativa entre as linhagens somente entre as células com dinédmica
sustentada. Quando se comparou as médias intra-linhagem, verificou-se, nos WAR,
que a meédia de disparos espontaneos por bin das células sustentadas é

significativamente maior que as meédias das células transitorias e das células
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transitorias seguidas de disparos tardios (Figuras 14 A). Nao verificou-se diferenca
significativa entre as médias das células transitorias e das células transitorias com
resposta tardia dos WAR (Figuras 14 A). Quanto aos animais resistentes, o padrao
foi semelhante, verificando-se diferenga significativa entre a média do numero de
disparos espontaneos das células sustentadas comparada com as médias das
células transitorias ou transitérias com resposta tardia. Apesar de n&o significativo,
observa-se uma forte tendéncia de as médias das células transitorias e transitérias

com resposta tardia serem diferentes.
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Figura 14. Média do somatdrio de disparos espontaneos de células responsivas por bin (10 ms),
ocorridos durante os 10 s anteriores a cada um dos 15 estimulos apresentados. Critério Unico de
agrupamento das células: Dindmica da resposta. A: Resultados apresentados na forma de média +
erro em torno da média. Valores de p resultantes da analise de varidncia de duas vias das células
transitérias e TRTardia omitidos pois proximos de 0,99. Colchetes indicam as comparagodes
realizadas pelas analises de varidncia de uma via intra-linhagem, com os respectivos valores de p,
acima. B: Média, valores minimo e maximo da resposta observada em A; barras de tragado preto
referem-se aos WAR. Valores de p<0,05 em negrito.

Na ABL, verifica-se que a média de disparos espontaneos por bin de células
com dindmica sustentada € significativamente maior nos WAR que nos animais

resistentes (Figura 15).
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Figura 15. Média do somatério de disparos espontaneos por bin (10 ms) de células responsivas com
dindmica sustentada encontradas na amigdala basolateral, ocorridos durante os 10 s anteriores a
cada um dos 15 estimulos apresentados. Critérios de agrupamento das células: Dindmica da
resposta e regido. Resultados apresentados na forma de média + erro em torno da média. Teste t de
Student. Valor de p apresentado sobre a barra.

No CPu, verifica-se que as médias dos disparos espontaneos das células de
laténcia curta e dindmica transitoria de ambas as linhagens sdo muito préximas
(Figura 16). Quanto as células de laténcia curta e dindmica transitéria com disparos
tardios, verifica-se que a restrigcdo por regido tendeu a aumentar a diferenga entre as
linhagens, sendo a média dos WAR claramente menor, apesar de n&o-significativa a
diferenca (Figura 17). Na Figura 18 observa-se que ndo houve significancia na
comparagao das médias das células curta-sustentadas entre as linhagens.
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Figura 16. Média do somatdrio de disparos espontaneos por bin (10 ms) de células responsivas com
laténcia curta e dinamica transitéria encontradas no caudado-putamen, ocorridos durante os 10 s
anteriores a cada um dos 15 estimulos apresentados. Critérios de agrupamento das células: laténcia

da resposta, dindmica da resposta e regido. Resultados apresentados na forma de média + erro em
torno da média. Teste t de Student. Valor de p apresentado sobre a barra.
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Figura 17. Média do somatoério de disparos espontaneos por bin (10ms) de células responsivas com
laténcia curta e dinamica transitéria com disparos tardios encontradas no caudado-putamen,
ocorridos durante os 10s anteriores a cada um dos 15 estimulos apresentados. Critérios de
agrupamento das ceélulas: laténcia da resposta, dindmica da resposta e regido. Resultados
apresentados na forma de média + erro em torno da média. Teste t de Student. Valor de p
apresentado sobre a barra.
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Figura 18. Média do somatodrio de disparos espontaneos por bin (10 ms) de células responsivas com
laténcia curta e dinamica transitéria encontradas no caudado-putamen, ocorridos durante os 10 s
anteriores a cada um dos 15 estimulos apresentados. Critérios de agrupamento das células: laténcia
da resposta, dindmica da resposta e regido. Resultados apresentados na forma de média + erro em
torno da média. Teste t de Student. Valor de p apresentado sobre a barra.

Verificamos que WARs n&o-abrasados apresentam processamento de
informacédo auditiva alterado na ABL e no CPu, regides importantes para
epileptogénese prosencefalica e para modulacdo das crises audiogénicas,
respectivamente.

A variavel numero de bins-supra-limiar € uma medida indireta de duracao da
resposta neuronal. Sob esse enfoque verificamos que a diferenca entre as
linhagens, quanto a duragao efetiva das respostas evocadas, depende da dinamica
intrinseca da resposta neuronal. As analises intra-linhagem apresentadas na Figura
7 e o fato do numero de bins-supralimiar variar, através das trés dinamicas,
seguindo uma certa proporcionalidade em relagao a dinamica intrinseca da resposta,
mostra a sensibilidade da classificagdo pelo algoritmo implementado. Quando
analisamos a relagdo entre as linhagens por dindmica de resposta, verificamos que
a diferenga entre elas se pronuncia a medida que a dindmica intrinseca de resposta
torna-se mais longa, alcangando significAncia entre as médias das ceélulas
sustentadas (Figura 7). Considerando-se a dinamica das células com resposta
transitéria seguida de disparos tardios como intermediaria, quantitativamente, entre
as dinamicas transitoria e sustentada, verifica-se, nos WAR, que as células com

dindmica naturalmente mais longa, apresentam respostas progressivamente mais
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curtas, comparadas com as de ratos resistentes (Figura 7). Em relagdo ao numero
de bins-supra-limiar, a relacdo entre as respostas dos WAR e as dos animais
resistentes observadas na Figura 7 manteve-se ao longo das demais analises
(Figuras 8-11), independente da laténcia da resposta e da regido a qual as células
pertencem.

Podemos observar na Figura 13 que as médias do numero total de disparos
evocados por célula, durante 300 ms apds o inicio dos estimulos, sdo praticamente
as mesmas entre as linhagens para as dinadmicas transitoria e sustentada, e muito
proximas, considerando as células transitérias com resposta tardia, o que sugere
uma distribuicdo temporal diferente dos disparos entre as linhagens para cada tipo
celular. De fato, o pico de atividade das células transitérias do WAR é 10 ms mais
tardio que dos ratos resistentes (Figura 12 A), o que esta de acordo com a tendéncia
observada na Figura 7 em relagdo ao numero de bins-supra-limiar, e com a
diferenca encontrada entre as células transitérias do CPu na Figura 9. O numero de
disparos das células transitérias com resposta tardia dos animais resistentes é
significativamente maior imediatamente apds o inicio do estimulo, mantendo-se
elevada durante praticamente todo o trecho de 300 ms (Figura 12 B), corroborando a
diferenca observada em relacdo ao numero de bins-supra-limiar para este tipo
celular nas Figuras 7 e 10. Quanto ao numero de disparos por bin das células
sustentadas (Figura 12 C), ainda que ndo verificada diferenga significativa, o numero
de disparos das células sustentadas do WAR decaem, aparentemente, mais rapido
que dos Wistar resistentes, fato evidenciado pela resposta mais curta das células
sustentadas (Figura 7 e 8).

Quando analisamos conjuntamente as variaveis numero de bins-supra-limiar
e média do numero de disparos espontaneos por bin, verificamos que € marcante a
diferenca na atividade espontdnea e no numero de bins-supra-limiar entre as
linhagens, das células com dinamica sustentada (Figuras 7 e 14; 8 e 15).
Poderiamos inferir uma relacdo grosseira de proporcionalidade inversa entre o
numero de bins-supra-limiar e a atividade espontanea, pois ao contrario do
observado em relagao as células sustentadas, as médias da atividade esponténea,
entre as linhagens, das células transitorias, s&o praticamente as mesmas (Figuras
14 A e 16), enquanto nos WAR as respostas apresentam forte tendéncia a serem
mais longas como observado nas Figuras 7 e 9. Aparentemente, quando a atividade
basal é similar, como no caso das células transitérias, a resposta evocada nos WAR
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se manifesta ndo como uma maior frequéncia de disparo (Figura 13), mas como um
atraso ou como uma sustentacgéao ligeiramente maior da resposta (Figuras 7 e 14; 9 e
16). Em relagdo as células sustentadas do WAR, se esperaria que a atividade
espontanea aumentada refletisse em um numero total de disparos neuronais mais
elevado, no entanto, isso ndo foi observado (Figura 13). A maior frequéncia de
disparos espontaneos dos neurbnios com dinamica sustentada dos WAR, ao
contrario, leva, aparentemente, a uma saturacdo mais rapida de sua atividade,
encurtando sua resposta em comparagao com os ratos resistentes (Figuras 8 e 15;
11 e 18). Um fenbmeno de saturagédo é altamente plausivel, considerando que a
taxa de disparos de um neurbnio ou circuito € mantida, por mecanismos
homeostaticos, em uma faixa limitada de atividade (POPESCU e PARE, 2011;
MIDDLETON et al., 2008; IBATA et al., 2008; TURRIGIANO, 2008; TURRIGIANO,
1999). Haveria uma relagdo de proporcionalidade inversa entre a duragdo da
resposta e a atividade espontanea, nao fosse pelo fato de as células transitérias com
disparos tardios, encontradas no CPu, apresentarem atividade espontanea menor
(Figura 17). Essa aparente contradicdo pode ser parcialmente compreendida em
termos de intensidade da resposta, observando que as respostas das células com
dinamica transitéria e transitéria com resposta tardia s&o intrinsecamente (em ambas
as linhagens) menos intensas que as respostas das células sustentadas, portanto
menos sujeitas a saturagdo. A faixa de resposta se verifica observando as escalas
dos graficos apresentados na Figura 12 A-C e as distribui¢des na Figura 13, onde se
observa que o numero de disparos evocados das células sustentadas, intra-
linhagem, é efetivamente maior que as demais, tanto nos WAR, quanto nos ratos
resistentes.

O fato de termos verificado diferenga significativa entre as linhagens em
relagdo a dindmica temporal das respostas e a atividade espontanea de células com
dinamica sustentada encontradas somente na amigdala basolateral (Figuras 8 e 15)
e ndo no CPu (Figuras 11 e 18), sugere comprometimento diferenciado de ambas as
estruturas em animais n&o-abrasados quanto ao processamento de informacéao
auditiva, o que iria de acordo com as inumeras evidéncias de peculiar predisposi¢cao
inata dos circuitos da ABL ao comprometimento e desenvolvimento de atividade
ictal.

Finalmente, a verificagdo de auséncia de diferenga significativa entre as

variancias do numero de bins-supra-limiar entre as trés dindmicas, em WARs (Figura
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7), e a distribuicdo claramente diferente entre as linhagens, pelo menos
imediatamente apods o inicio dos estimulos, dos disparos evocados, exceto pelas
células sustentadas (Figuras 12 A-C e 13), corroboram a possibilidade do
processamento de informacdo auditiva dos WAR ocorrer em uma “faixa” de
funcionamento fisiolégico e computacional diferenciada comparada aos ratos
resistentes. A distribuicdo mais ampla das meédias de disparo por bin (Figura 14 B) e
do numero total de disparos durante os 0,3 s frente o estimulo (Figura 13) das
células sustentadas do WAR, ndo necessariamente culminando em uma resposta

efetivamente mais duradoura (Figura 7 e 8) também corrobora essa possibilidade.
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5.2. ESTUDO ANATOMICO DO DESENVOLVIMENTO DO CEREBRO DE RATOS
WISTAR AUDIOGENICOS

5.2.1. Resultados e Discussao

Através da técnica de ressonancia magnética verificamos que a evolugao da
relagdo volume cerebral/peso corporal dos WAR ¢ diferenciado.

Abaixo, na Figura 19, estdo exemplos de imagens obtidas de ratos resistentes
e audiogénicos com 7, 14, 21, 28, 42 e 70 dias de idade. Observando as imagens
verifica-se que o formato dos cérebros dos WAR (a direita) é diferente comparado
com os dos ratos resistentes (a esquerda), especialmente quando mais novos, entre
7 e 28 dias. A partir do 42° dia de idade, se observa uma diferenga menor entre os
formatos do cérebro de ambas as linhagens.

Quanto ao volume cerebral (Figura 20), verificamos que a relagdo do volume
cerebral com o peso corporal dos WAR mantém-se constante dos 7 aos 21 dias.
Com 28 dias de idade, ainda se observa diferenca significativa entre os volumes
cerebrais de ambas as linhagens, no entanto, menos discrepante que as
comparacgdes anteriores. Aos 70 dias ndo se observa diferenca entre os volumes
cerebrais. E interessante ressaltar que a evolugcdo da forma do cérebro dos animais
audiogénicos acompanha os resultados da analise do volume cerebral destes.

A avaliagdo da espessura do cortex auditivo (Figura 21) entre as linhagens
também nos revela diferencas importantes, que estdo de acordo com o observado
em relagdo a variagdo do volume cerebral. Ainda que ndo tenhamos medido a
espessura de TE3 aos 7 e 14 dias, devido as imagens ndo estarem nitidas o
suficiente para mensuragédo da espessura cortical, verifica-se diferencga significativa
entre as linhagens aos 21 e 28 dias, aparentemente, periodo apdés o qual a
discrepéancia apresentada pelos WAR comega a mitigar.

Em relagdo ao coliculo inferior, a estimativa bi-dimensional da area dos
coliculos em uma unica fatia, segue grosseiramente o padréo observado na variagao
do volume cerebral e espessura cortical. Aos 28 dias, no entanto, ja n&o se verifica
diferencga significativa entre as relagbes area/peso corporal de ambas as linhagens
(Figura 22).
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Resistentes WAR

Figura 19. Imagens dos cérebros de ratos resistentes e WAR obtidas aos 7, 14, 21, 28, 42 e 70 dias
de idade, com o uso da técnica de ressonancia magnética. O tamanho das imagens foi ajustado para
montagem da presente figura.
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Figura 20. Volume cerebral, normalizado pelo peso, de animais com 7, 14, 21, 28, 42 e 70 dias de
idade. Resultados apresentados na forma de média * desvio padrdo. Valores de p<0,05
apresentados.
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Figura 21. Espessura do cértex auditivo, normalizada pelo peso, de animais com 21, 28, 42 e 70 dias
de idade. Resultados apresentados na forma de média + erro em torno da média. Valores de p<0,05
apresentados.
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Figura 22. Estimativa bi-dimensional da area de uma unica fatia do coliculo inferior, normalizada pelo
peso, de animais com 21, 28, 42 e 70 dias de idade. Resultados apresentados na forma de média +
erro em torno da média. Valores de p<0,05 apresentados.

O estudo morfométrico do desenvolvimento revelou um fenbmeno de neuro-
preservacao do cérebro dos WAR.

As medidas de espessura cortical e da area estimada do coliculo inferior
apresentadas s&o baseadas no comprimento de vetores obtidos de uma unica fatia,
sendo, portanto, variaveis uni e bi-dimensionais. Partindo-se do fato de que nao
observamos deformacdes marcantes no cérebro dos animais submetidos ao
imageamento, essas medidas, ainda que amostragens pontuais em relagdo ao
volume total das regides investigadas, configuram-se como medidas indiretas de
volume tecidual dessas regides. A analise das dimensdes de TE3 e do coliculo
inferior foi em fungdo da susceptibilidade audiogénica dos WAR, do papel do Cl na
génese das crises audiogénicas e por serem regides localizadas em extremos
diferentes da via acustica. Trabalhos mostram uma relagao entre hiper-excitabilidade
e aumento de espessura cortical em pacientes com epilepsia (HANGANU et al.,
2014; ALHUSAINI et al., 2013). Os presentes resultados, diferente do observado por
BOUILLERET e colaboradores (2009) em relagdo a animais susceptiveis a epilepsia
de auséncia, ndo aparentam caracterizar um quadro de hipertrofia. Aparentam estar
relacionados com o fato dos WAR apresentarem desenvolvimento organico
comprometido (DAMSCENO et al., 2013; FAZAN et al., 2011), como evidenciado por
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UMEOKA e colaboradores (2011), especialmente por terem verificado que os WAR
sdo significativamente menores que os ratos resistentes.

Considerando que os caracteres genéticos selecionados nos WARs podem
manifestar-se fenotipicamente (DAMSCENO et al., 2013; FAZAN et al., 2011;
UMEOKA et al., 2011) cronicamente, inclusive os relacionados com a predisposigao
a hiper-excitabilidade e ao hiper-sincronismo, poderiamos esperar observar, no
cérebro de WARs adultos, diferengcas marcantes e persistentes quando comparados
com os ratos resistentes, mas isso ndo foi verificado (Figuras 20, 21 e 22). O que
observamos é aparentemente um fenébmeno de neuro-preservacédo (FREEDMAN et
al., 1980) em que alteragbes sistémicas n&do afetam drasticamente o suprimento e o
desenvolvimento do cérebro (BELL et al., 1987). O padrdo semelhante de variagao
da relacédo dimens&o cerebral/peso corporal referentes ao cérebro, cortex auditivo e
coliculo inferior sugere que diferentes regides cerebrais reagem de modo similar ao
desenvolvimento organico diferenciado, n&o nos permitindo inferir uma relagao entre
qualquer alteracdo morfométrica observada e o quadro de susceptibilidade

audiogénica.



6. DISCUSSAO GERAL

As diferencas na dindmica temporal das respostas dos neurdnios encontrados
na ABL e no CPu de WARs n&o-abrasados entram para o conjunto de alteragdes
inatas observadas no sistema nervoso destes animais. Estas diferengas constituem
fortes evidéncias de que o processamento de estimulos auditivos ndo-convulsivos
por duas regides cerebrais encontra-se alterado previamente ao comprometimento
do prosencéfalo (MORAES et al., 2000) pela recorréncia de crises audiogénicas, por
terem sido verificadas em animais anestesiados apds consideravel periodo sem a
indugdo de crises, quando apresentaram no maximo 03 crises audiogénicas
caracteristicas de tronco encefalico durante a triagem audiogénica. EVANS e
colaboradores (2006) observaram uma diminuicdo da transmissdo GABAérgica do
coliculo inferior de GEPR-9s com 3-6 semanas de idade apds 03 crises
audiogénicas. GITAI e colaboradores (2010) verificaram comprometimento do
prosencéfalo apds uma unica crise audiogénica, observando aumento da expressao
do transcrito da subunidade GIluR2 do receptor glutamatérgico AMPA no hipocampo
de WARSs adultos. Apesar destes achados serem fortes evidéncias de facilitacdo da
propagacdo da atividade epiléptica (GITAI et al, 2010), a menor duragdo das
respostas sustentadas na ABL (Figuras 7 e 8) e a menor atividade espontanea
(Figura 17) e evocada (Figuras 7 e 10) das células transitérias com disparos tardios
do CPu, ndo sio evidéncias diretas de hiper-excitabilidade.

A partir de nossos resultados verificamos que a selegdo genética ndo se
manifesta, em nivel neuronal, necessariamente como fenébmenos caracteristicos de
estados de desinibicdo ou hiper-excitabilidade. Em um modelo de abstinéncia ao
alcool, os ratos apresentaram aumento da atividade esponténea e da intensidade da
resposta evocada auditiva no coliculo inferior para todas as intensidades testadas,
sugerindo alteragbes compensatorias ndo s6 da transmissdo GABAérgica, mas
também da transmiss&do excitatoria glutamatérgica (FAINGOLD e RIAZ, 1995). A
elevagao dos niveis de noradrenalina no complexo basolateral da amigdala devido a
administracao sistémica de ioimbina em ratos anestesiados (hidrato de cloro) afeta
significativamente a atividade esponténea de neurdnios principais e interneurdnios,
assim como o potencial evocado na ABL frente a estimulagdo elétrica do cortex
entorrinal (BUFFALARI e GRACE, 2009). Neste ultimo trabalho, os autores
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encontraram predominantemente células cuja atividade espontanea e evocada
foram afetadas de modo similar pela administracdo de ioimbina, no entanto seu
numero nao foi significativamente maior. O aumento da atividade espontanea
acompanhado pelo aumento da resposta evocada observada nos trabalhos acima
citados ndo € o que observamos em relagdo as células curta-transitoria (Figuras 9,
12 A e 16) e curta-transitéria com disparos tardios (Figuras 10, 12 B e 17) do CPu de
WARs, provavelmente por estas ultimas terem sido encontradas no estriado e n&o
na ABL. No entanto, BUFFALARI e GRACE (2009) encontraram células que
apresentaram um aumento da atividade espontanea concomitante a uma atenuacéao
da frequéncia de disparo das respostas evocadas pela estimulagdo do cortex
entorrinal de animais tratados com ioimbina, relagdo similar a observada em relagéo
as células sustentadas da ABL de WARSs, que apresentam atividade espontanea
significativamente mais alta (Figuras 14 e 15) e duracdo menor das respostas
evocadas acusticamente (Figuras 7 e 8).

De acordo com GITAI e colaboradores (2008), modelos genéticos de
epilepsia, como os WAR, sao uteis para o entendimento da influéncia do background
genético susceptivel ao ictus na manifestagcao de diferentes tipos de crises, como as
ténico-clénicas generalizadas e as crises mioclonicas. Devido ao método de selegcéo
genética em que foram submetidos, o quadro de susceptibilidade audiogénica dos
WAR ¢é de natureza poligénica (GITAI et al., 2008; DORETTO et al., 2003;
FRANKEL et al., 1994), sendo essa influéncia, provavelmente, dependente da
interacdo entre fatores epileptogénicos e outros fatores genéticos nao-
epileptogénicos caracteristicos da cepa. Nos WAR, ainda ndo se identificou quais
alteragdes genotipicas influenciam o fenébmeno audiogénico ou o comportamento
durante o periodo entre-crises e, ainda que os presentes resultados néao
estabelegam conexao biunivoca com a susceptibilidade ao ictus caracteristica dos
WAR, nem com o comportamento observado por GARCIA-CAIRASCO e
colaboradores (1998) no campo aberto e no labirinto em cruz elevado, estes séo
evidéncias de comprometimento inato do processamento de informagdo em regides
importantes para a epileptogénese prosencefalica (GALVIS-ALONSO et al., 2004;
RAISINGHANI et al., 2003; MORAES et al., 2000; HIRSCH et al., 1997; GARCIA-
CAIRASCO et al.,, 1996), para modulagcédo das crises audiogénicas (ROSSETTI et
al., 2012; ROSSETTI et al., 2011; ROSSETTI et al., 2006; DORETTO e GARCIA-
CAIRASCO, 1995; GARCIA-CAIRASCO E SABBATINI, 1991), e para realizacdo de
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ambos testes de exploragdo, respectivamente, a amigdala basolateral (JI, 2007;
MOREIRA, 2007; MACEDO, 2006) e o caudado-putamen (THORCELL et al., 2006).

BORDI e colaboradores (1992) encontraram células responsivas a som na
ABL e no CPu com diferentes caracteristicas funcionais quanto a laténcia de
resposta, limiar de intensidade, capacidade de habituagao, e a partir da preferéncia
por diferentes bandas de frequéncia tonal, discutindo, ainda que brevemente, a
importancia funcional de tais células no processamento de estimulos sensoriais
biologicamente relevantes (SANDER et al., 2003) e no condicionamento pavloviano
(ROGAN et al.,, 1997). Células n&o-habituantes presentes na ABL podem ser
importantes para a sensibilizagdo dos circuitos que constituem, em preparacéo para
processamento auditivo preferencial. Células com preferencia por altas frequéncias
(10-30 kHz) incluem a ABL no processamento de informagao ultrassénica com alta
relevancia biolégica (SADANANDA et al., 2008; D’AMATO et al., 2005); células com
preferéncia por bandas estreitas de frequéncia representariam a relevancia bioldgica
de um estimulo acustico peculiar, diminuindo o limiar de resposta frente uma faixa
restrita de frequéncia como forma de plasticidade associativa; neurbnios com alto
limiar de intensidade contribuiriam com o processamento de estimulos acusticos
iminentemente ameacadores (BORDI et al., 1992). Apesar de termos fornecido
pulsos de ruido branco abrangendo frequéncias de 0-30 kHz (Figura 2), de termos
encontrado, por exemplo, 02 células que habituaram rapidamente durante o
protocolo de estimulagdo, nao realizamos testes de limiar de intensidade, habituacao
ou de sintonia por banda de frequéncia. Os presentes resultados ndo esclarecem,
portanto, mecanismos funcionais, mas diferengcas de processamento pelo cérebro
epiléptico dos WARs.

As diferencas observadas tanto na dindmica temporal das respostas, quanto
na atividade espontédnea dos diferentes tipos celulares encontrados na ABL e no
CPu dos WARSs, o pico tardio das células transitorias (Figura 12 A), o menor numero
de disparos evocados (Figura 12 B) e espontaneos das células transitorias com
disparos tardios (Figura 17), e a menor duragdo das respostas (Figuras 7 e 8) e
atividade espontédnea aumentada das células sustentadas (Figura 14 A e 15) sdo
novas evidéncias de processamento alterado pelo cérebro de WARs n&o-abrasados.
Entre estes achados, a atividade espontanea aumentada das células sustentadas,
especificamente as da ABL (Figura 14 A e 15), constitui evidéncia de hiper-

excitabilidade basal, apesar da aparente saturacido da resposta dessas células
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(Figura 7 e 8). Estes ultimos, somados aos resultados referentes as células
transitorias (Figura 9 e 16) e transitérias com disparos tardios (Figura 10 e 17),
sugerem que WARSs n&o-abrasados interpretam estimulos acusticos ndo-convulsivos
de modo diferenciado.

Os WARSs apresentam eixo HPA hiper-responsivo de modo inato (UMEOKA et
al., 2011). Considerando que neurdnios principais e inter-neurénios da ABL sao
sensiveis ao hormonio liberador de corticotrofina (ROSTKOWSKY et al., 2013), que
este hormdnio é pro-convulsivo (BAJOREK et al., 1986), que sua micro-injegao na
ABL altera o comportamento de ratos no campo aberto e labirinto em cruz elevado
(DANIELS et al., 2004) e desencadeia respostas endodcrinas, autondmicas e
comportamentais frente situagbes de estresse (SHEKHAR et al, 2005), as
alteragdes do eixo HPA apresentadas por WARs intactos (UMEOKA et al., 2011)
apresenta-se como premissa comum para futuros estudos que visem relacionar o
comportamento emocional, o quadro de hiper-excitabilidade audiogénica e as
alteragdes eletrofisioldgicas verificadas neste estudo em relagdo a ABL.

Ainda que tenhamos observado um fendbmeno de preservagdo do
desenvolvimento do cérebro dos WAR em contraposigdo ao desenvolvimento
organico comprometido (DAMASCENO et al., 2013; FAZAN et al., 2011; UMEOKA
et al., 2011), e que estas diferengas na relagdo volume cerebral/peso corporal
(Figuras 20-22) tenham desaparecido na idade adulta, ndo podemos descartar a
possibilidade dos WARs apresentarem alteracdes micro-estruturais e celulares no
cérebro (GERDES et al.,, 2012; RILEY et al., 2011; DRUMOND et al., 2011;
GUEDES et al., 2009; MESQUITA et al., 2005; GALVIS-ALONSO et al., 2004;
GARCIA-CAIRASCO et al., 1996). A ampla susceptibilidade prosencefalica
(DRUMOND et al., 2011; GUEDES et al, 2009; MESQUITA et al., 2005;
MAGALHAES et al., 2004; SCARLATELLI-LIMA et al., 2003), além da audiogénica
(GALVIS-ALONSO et al., 2004; MORAES et al., 2000; GARCIA-CAIRASCO et al.,
1996), sao evidéncias de comprometimentos caracteristicos das epilepsias de
etiologia genética poligénica (GITAI et al., 2008). Os resultados eletrofisiolégicos
aqui apresentados sido evidéncia de alteragdes celulares inatas peculiares a cepa
audiogénica geneticamente selecionada. Se estas altera¢des, ou outras (DRUMOND
et al., 2011; MESQUITA et al., 2005), interferem no comportamento entre-crises
(GARCIA-CAIRASCO et al, 1998) e contribui com o engajamento de redes
cerebrais em estados hiper-excitaveis e hiper-sincrénicos (MORAES et al., 2000),
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permanece uma incognita. Mesmo assim, na literatura, fortes evidéncias existem,
relacionando a genética a natureza da predisposicdo epileptogénica e ao
comportamento entre-crises (SARKISOVA e LUIJTELAAR, 2011; HERMANN et al.,
2008; MCINTYRE e GILBY, 2007; MIDZYANOVSKAYA et al., 2005; JOBE, 2003).
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7. CONCLUSAO

Concluimos que os ratos Wistar audiogénicos apresentam alteragdes no
processamento eletrofisiolégico de estimulos auditivos nao-convulsivos pela
amigdala basolateral e caudado-putamen, regides importantes para a
epileptogénese prosencefalica e para modulacdo das crises audiogénicas,
respectivamente, e que o desenvolvimento anatémico cerebral destes animais é
preservado até a idade adulta, apesar do desenvolvimento organico comprometido.

Ainda que tenha sido selecionada em torno da predisposigao audiogénica,
evoluindo em um modelo de susceptibilidade ao hiper-sincronismo da via auditiva, a
linhagem WAR constitui um interessante modelo para o estudo de alteragdes
prosencefalicas, ndo necessariamente relacionadas a epileptogénese, que possam
influenciar o comportamento de animais nao-abrasados durante periodo sem-crises.
Somado aos achados eletrofisioldgicos, os resultados do estudo morfométrico
realizado contribuem com o entendimento dos casos de epilepsia de etiologia
genética como potenciais desordens do desenvolvimento que se manifestam

comportamentalmente como sindromes neuropsiquiatricas complexas.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Marcio Flavio Dutra Moraes,

Apds analise de sua solicitagdo de avaliagao do projeto Avaliagdo anatdmica do cérebro e eletrofisiolégica da amigdala basolateral e
regides cerebrais adjacentes de ratos Wistar audiogénicos (WAR), submetido a esta comissao pelo protocolo 152 / 2014, a CEUA
decidiu aprovar a sua solicitagao.

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 25/08/2014.

Para acessar ao seu projeto clique no link:

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Belo Horizonte, 26/08/2014.
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