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ESTUDO QUALITATIVO DA FORMACAO HIPOCAMPAL
DE ANIMAIS HIPERTENSOS COM EPILEPSIA

Fulvio Alexandre Scorza’, Ricardo Mario Arida?, Roberta Monterazzo Cysneiros?,
Carla Alessandra Scorza?, Marly de Albuquerque®, Esper Abrao Cavalheiro®

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar qualitativamente o hipocampo e o giro dentado de ratos es-
pontaneamente hipertensos (SHR) com epilepsia. Método: Os animais foram divididos em 4 grupos: Wistar
controle, Wistar com epilepsia, SHR controle e SHR com epilepsia. Para inducdo da epilepsia, utilizamos o
modelo da pilocarpina. Apds os animais apresentarem crises espontaneas e recorrentes, o tecido cerebral
dos animais foi encaminhado para anélise histoldgica através dos métodos de Nissl e neo-Timm. Resultados:
Nos animais Wistar e SHR controle submetidos a coloracdo de Nissl observamos a manutencdo das camadas
celulares da formagao hipocampal. Nos animais Wistar com epilepsia verificamos intensa morte neuronal
na regido CA1 e CA3 do hipocampo e no hilo do giro dentado. Nos animais SHR com epilepsia verificou-
se a presenca de atrofia hipocampal com dilatacdo do sistema ventricular. A coloracdo de neo-Timm reve-
lou a presenca de brotamento supragranular em todos os animais com epilepsia. Conclusdo: Foram encon-
tradas alteracdes neuropatoldgicas na citoarquitetura hipocampal nos animais Wistar com epilepsia e SHR
com epilepsia, demonstrando que a epilepsia isoladamente ou associadamente a hipertensdo sao capazes
de causar destruicao neuronal.

PALAVRAS-CHAVE: epilepsia, hipertensao arterial, crise epiléptica, pilocarpina.

Qualitative study of hippocampal formation in hypertensive rats with epilepsy.

ABSTRACT - The aim of our study was to investigate the hippocampus and dentate gyrus neuropathological
features of spontaneous hypertensive rats (SHR) with epilepsy. Method: Animals were randomly divided
into 4 groups: control Wistar, Wistar with epilepsy, control SHR and SHR with epilepsy. The pilocarpine model
of epilepsy was used in this experiement. After spontaneous recurrent seizures, all animals were perfused
and their brains processed for histological analysis through Niss| and neo-Timm methods. Results: In the
Wistar rats with epilepsy we observed cell loss in hippocampal subfields CA1, CA3 and hilus of the dentate
gyrus when compared with control animals. In the SHR with epilepsy we observed hippocampal formation
atrophy with ventricular dilatation. No morphological alterations were observed in SHR and Wistar control
rats. The neo-Timm staining of hippocampal formation has shown supragranular sprouting in Wistar and
SHR with epilepsy. Conclusion: We found neuropathological alterations in hippocampal formation in Wis-
tar with epilepsy and SHR with epilepsy, suggesting that epilepsy per se or associated to hypertention are
able to cause neuronal damage.

KEY WORDS: epilepsy, arterial hypertension, seizure, pilocarpine.

A forma mais comum de sindrome epiléptica é pocampo propriamente dito, o complexo subicular
a epilepsia do lobo temporal’, caracterizada pela pre- e o cortex entorrinal. O giro dentado é dividido em
senca de crises parciais complexas com inicio nas es- trés camadas: a camada molecular, camada de cé-
truturas limbicas, as quais incluem o hipocampo e lulas granulares e camada polimérfica (hilo). Ja o
o giro dentado?. A formacao hipocampal compre- hipocampo propriamente dito é dividido em trés
ende quatro regides corticais: o giro dentado, o hi- subcampos: CA3, CA2 e CA1. Nesse sentido, os cir-
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cuitos anatdmicos da formacado hipocampal incluem
a classica via tris-sinaptica: o giro dentado recebe
sua maior aferéncia do cértex entorrinal (via perfu-
rante); as células granulares projetam através das
fibras musgosas para a regido hilar e subcampo CA3.
Das células piramidais de CA1 emergem colaterais
axonicos que terminam em neurdénios de CA3 vias
conexdes de associa¢do e também proporcionam
a maior aferéncia para os neurdnios piramidais de
CAT1 (via colateral de Schaffer)3.

A importancia clinica da epilepsia do lobo tem-
poral deve-se a sua alta prevaléncia e elevada pro-
porcao de pacientes que nado respondem aos dife-
rentes esquemas terapéuticos, e que tem bom prog-
nostico com o tratamento cirdrgico, com 80% a 90%
de probabilidade de controle de crises*. Dessa ma-
neira, uma vez que as epilepsias humanas apresen-
tam crises recorrentes e na maioria das vezes ocor-
rem de forma espontanea, os modelos crénicos de
epilepsia se revestem de maior importancia por mi-
metizarem mais adequadamente a condicdo hu-
mana servindo, portanto, para maior caracterizacdo
fisiopatolégica e para avaliacdo de drogas antie-
pilépticas>®. Dentre esses modelos, o da pilocarpina
tem sido amplamente usado em funcdo da facilida-
de técnica e, principalmente, pela semelhanca fi-
siopatoldgica com a epilepsia do lobo temporal em
seres humanos’.

O seguimento temporal do modelo da pilocar-
pina permitiu dividi-lo em trés fases: periodo agudo,
no qual os animais apresentam as crises limbicas
evoluindo para status epilepticus; periodo silen-
cioso, com duracdo em torno de 4 a 44 dias (média
de 14,8 dias e mediana de 10 dias) caracterizado
pela auséncia de sinais comportamentais e eletro-
graficos de atividade epiléptica; e periodo crénico,
que se inicia com a primeira crise espontanea que
recorre durante toda a vida do animal®. Essas crises
espontaneas se iniciam com automatismos faciais,
clonias dos membros anteriores, elevacdo do corpo
com apoio nas patas posteriores e perda do equili-
brio seguida por crise clénica generalizada, com du-
racdo aproximada de 40 a 60 segundos®. Do ponto
de vista estrutural, o hipocampo é a regido cerebral
mais sensivel aos efeitos neuropatolégicos desen-
cadeados pela acdo epileptiforme resultante da
ativacao colinérgica 7°.

A hipertensdo arterial é definida como uma
elevacdo da pressdo sanglinea arterial acima de
140/90mmHg™® e aproximadamente 24% da popu-
lacdo adulta dos Estados Unidos tem esse diagnos-
tico'. A hipertensao esta diretamente relacionada
com o surgimento de varias complica¢des cardiovas-

culares, dentre elas o acidente vascular cerebral e
o infarto do miocardio®.

Para melhor compreensao da fisiopatologia e
da terapéutica da hipertensao arterial, Okamoto
e Aoki desenvolveram, por sele¢do genética, uma
linhagem de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR)'3. Ao nascer, os ratos SHR sdo normotensos,
mas por volta da quinta semana de vida, a pressao
sanglinea arterial eleva-se progressivamente, atin-
gindo ou excedendo 220mmHg, mantendo-se assim
durante toda a vida do animal, tornando-se o mo-
delo experimental de maior utilidade para o estudo
fisiopatologico da hipertensdo essencial humana'.
A selecao da linhagem de ratos SHR foi concretizada
por meio de sucessivos cruzamentos de casais da
colénia Wistar, com tendéncia a pressao sanglinea
elevada, oriundos do centro de animais da Kyoto
University, em Kyoto, Japao.

A relacdo existente entre epilepsia e hipertensao
ainda ndo esta bem estabelecida, no entanto as
crises epilépticas sao comumente encontradas em
pacientes portadores de doencas sistémicas e dentre
os fatores capazes de desencadear tais crises esta
a hipertensao, pois alteracdes na permeabilidade
e integridade vascular resultantes da encefalopatia
hipertensiva, podem levar a pequenas areas de ede-
ma e hemorragia, sendo capazes de gerar crises'.
Paralelamente, a hipertensao é o principal fator de
risco para o aparecimento de um acidente vascular
cerebral e este, por sua vez, é importante fator de
risco para o surgimento de crises epilépticas subse-
quentes'®. Em contrapartida, individuos portadores
de hipertensao grave e incontrolavel, na auséncia
de acidente vascular cerebral anterior, também apre-
sentavam crises epilépticas’.

Como as epilepsias e a hipertensao arterial sdo
doencgas cronicas com alta incidéncia e prevaléncia
na populacdo brasileira, o objetivo do presente es-
tudo, utilizando o modelo de epilepsia induzido
pela pilocarpina, foi estudar a extensao das altera-
¢des histopatologicas hipocampais na vigéncia des-
tas patologias.

METODO

Animais — Para a realizacdo deste estudo utilizamos
ratos machos, da raca Wistar e SHR adultos, pesando en-
tre 250 e 300g no inicio dos experimentos. Os animais
eram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Sdo Paulo/Escola Paulista de Medicina, e fo-
ram mantidos no biotério do laboratério da Disciplina
de Neurologia Experimental durante todo o periodo de
realiza¢do dos experimentos. Os animais foram alojados
em grupos de cinco ratos, em gaiolas apropriadas, onde
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tinham livre acesso a comida e dgua. As condi¢des do bio-
tério obedecem a um ciclo claro-escuro de 12 horas (claro:
7:00h - 19:00h), sendo a temperatura ambiente mantida
constante entre 21+ 1°C. Os protocolos experimentais
utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o
Paulo, processo 629/97.

Inducdo do modelo de epilepsia induzido pela pilo-
carpina — Para obtencdo de animais com epilepsia foi uti-
lizado o modelo da pilocarpina (Merck S.A.). No desenvol-
vimento deste estudo utilizou-se a dose de 350 mg/kg
paratodos os animais, isto é, Wistar e SHR. Esta droga foi
injetada intraperitonealmente e os seus efeitos foram
observados e classificados segundo a metodologia
descrita por Cavalheiro’. Para a inducdo do status epilep-
ticus utilizamos um total de 20 animais, sendo 10 Wistar
e 10 SHR. Todos os animais injetados com pilocarpina fo-
ram pré-tratados subcutaneamente com metil-escopola-
mina 1 mg/kg (Sigma Chemica CO), 30 minutos antes de
injecdo da pilocarpina. A administracdo da metil-escopo-
lamina tinha por finalidade atenuar os efeitos periféricos
provocados pela injecdo de pilocarpina. Os animais per-
tencentes ao grupo controle (SHR n=6; Wistar n=6) tam-
bém receberam pré-tratamento com metil-escopolamina
(1mg/kg); no entanto, receberam solucdo salina 0,9% ao
invés de pilocarpina.

Os animais sobreviventes ao status epilepticus (SHR
n=6; Wistar n=6), foram acondicionados individualmente
em cilindros de acrilico transparentes em uma sala com
sistema de monitoramento de video (24h/dia; Philips) para
deteccdo de crises epilépticas espontaneas e recorrentes.

Anadlise histoldgica — Ap6s os animais apresentarem
crises espontaneas e recorrentes, foram perfundidos e
os cérebros retirados para posterior andlise histolégica
através do método de neo-Timm e Nissl°. O método de
neo-Timm intensifica a coloracdo especifica de zinco, pro-
duzindo melhor visualiza¢do das fibras musgosas, permi-
tindo facil observacdo da reorganizacao sinaptica. O
método de Nissl utiliza o cresil violeta, um corante basico
utilizado para evidenciar o citoplasma de neurénios. O
citoplasma contém varias estruturas, inclusive os corpus-
culos de Nissl (ou substancia de Nissl). Esses corpusculos
sdo compostos, basicamente, por RNA. Dessa maneira,
tal coloragdo serve como indicador da viabilidade neuro-
nal pois, quando da ocorréncia de lesdo neuronal, esses
corpusculos podem desaparecer (fendmeno conhecido
por cromatolise).

Para a perfusao, os animais foram anestesiados pro-
fundamente com tionembutal 2,5% (Abbott). Na pri-
meira fase da perfusdo os animais receberam uma solu-
¢do de sulfeto de sodio 0,1% (Labsynth Produtos para
Laboratoério Ltda.), e em seguida uma fixadora de glu-
taraldeido 3% (Merck S.A.). Todas as solu¢des foram
preparadas em tampao fosfato e o pH mantido em 7,4.
A infusdo foi feita automaticamente por uma bomba de

perfusdo (Materflex). Em seguida, os cérebros foram
retirados da caixa craniana e colocados na solucao crio-
protetora de sacarose 30% (Merck S.A.). Os cérebros fo-
ram, entdo, cortados de forma seriada em sec¢des de
40um de espessura em microtomo de congelacao (Leika,
modelo Jung CM 1800).

RESULTADOS

De acordo com o modelo de epilepsia limbica
desenvolvido neste estudo, a presenca de status epi-
lepticus ocorreu apos a administracdo i.p. de pilo-
carpina (350mg/kg) e todos os animais que sobre-
viveram ao estado de mal epiléptico desenvolveram
crises espontaneas e recorrentes.

O estado de mal epiléptico teve duracdo de apro-
ximadamente 8 horas, quando os animais tor-
navam-se ndo responsivos aos estimulos ambientais,
retornando gradativamente a seu comportamento
normal dentro de 24 horas, tanto nos animais
Wistar quanto nos SHR. O periodo silencioso teve
uma duracdo média de 16 dias. E importante salien-
tar que nao foram observadas diferencas quanto
aduracado do periodo silencioso entre os ratos Wis-
tar e SHR. A crise espontanea e recorrente dos ani-
mais Wistar e SHR foi caracterizada pelo apareci-
mento de movimentos mastigatérios, piscamento
e eventual salivacdo seguida por abalos clonicos de
um ou dos dois membros anteriores. A esse compor-
tamento se segue elevacao do tronco sobre as pa-
tas posteriores concomitantemente a clonias das
patas anteriores, para finalmente perder o equili-
brio postural e apresentar convulsao ténico-clénica
generalizada. Esta seqUéncia de eventos durou
aproximadamente 60 segundos.

Estudo histolégico — Nos cortes histologicos dos
cérebros dos animais Wistar pertencentes ao grupo
controle submetidos a coloracao de Nissl observa-
mos a manutenc¢ao das camadas celulares em todas
as regides do hipocampo, bem como na regido do
hilo do giro dentado (Fig 1A). Em contrapartida,
nos animais Wistar com epilepsia pudemos observar
uma intensa morte neuronal predominando na re-
gido CA1 e CA3 do hipocampo (Fig 1B).

Paralelamente, ndo foram observadas alteracoes
morfoldgicas nos cortes histologicos cerebrais dos
animais SHR controle (Fig 1C). J& o estudo histo-
I6gico dos cortes cerebrais dos animais SHR com
epilepsia revelou a presenca de atrofia hipocampal
com profundo desarranjo das camadas celulares
nessa regido e importante dilatacdo do sistema ven-
tricular (Fig 1D).

A coloracdo de neo-Timm (Figs 2A, B, C, D) reve-
lou a presenca de brotamento supragranular em
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Fig 1. Fotografia de corte coronal do cérebro de ratos no nivel de hipocampo corado pela técnica de Nissl. (A) Wistar controle,
(B) Wistar com epilepsia, (C) SHR controle, (D) SHR com epilepsia.

Fig 2. Fotografia de corte coronal do cérebro de ratos no nivel de hipocampo corado pela técnica de neo-Timm. (A) Wistar
controle, (B) Wistar com epilepsia, (C) SHR controle, (D) SHR com epilepsia.
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todos os animais que receberam pilocarpina e apre-
sentaram status epilepticus, tanto nos somente
Wistar com de epilepsia (Fig 2B), bem como nos SHR
com epilepsia (Fig 2D).

DISCUSSAO

Estudos utilizando modelos experimentais de
epilepsia vém fornecendo, nas tltimas décadas, im-
portantes avangos para a compreensdo dos meca-
nismos envolvidos na epilepsia humana. Nossos re-
sultados revelaram que os animais Wistar com epi-
lepsia apresentaram intensa morte neuronal predo-
minando na regido CA1 e CA3 do hipocampo. J&
nos animais SHR com epilepsia notamos importante
atrofia hipocampal acompanhada de um desarranjo
das camadas celulares nessa regido e importante di-
latacdo do sistema ventricular. Todos os animais que
apresentaram crises espontaneas e recorrentes mos-
traram a presenca de brotamento supragranular,
isto é, brotamento de axénios dos neurdnios da
camada granular para os neurbénios da camada
molecular interna do giro dentado®.

A inducdo do estado de mal epiléptico pela pi-
locarpina produz altera¢des cerebrais difusas. Estas
leses resultam em alteracdes neuropatolégicas per-
manentes, detectaveis no cértex olfatorio, comple-
xo amigdaléide, tdlamo, substancia negra, forma-
¢do hipocampal e neocértex'®. Dentre estas estrutu-
ras, o hipocampo é a regido cerebral mais sensivel
aos efeitos neuropatoldgicos desencadeados pela
acao epileptiforme resultante da acdo colinérgica.
Intensa destruicdo neuronal é observavel em ambas
as regides do hipocampo (dorsal e ventral), princi-
palmente na sub-area CA3'°. Essa perda neuronal
parece relacionar-se com a liberacdo de aminoa-
cidos excitatoérios e sua interacdo com a membrana
dos elementos pés-sinapticos vulneraveis, pois na
lesdo epiléptica, a ativacdo dos canais de Ca** pelos
aminoacidos excitatérios determina seu influxo nos
elementos celulares com alta densidade de canais
de Ca**, alterando a homeostase intracelular e
promovendo a lipdlise e protedlise?’. Nesse sentido,
este fendmeno explica de forma pertinente a leséo
celular na formacao hipocampal encontrada nos
animais Wistar e SHR submetidos ao status epilep-
ticus em nosso estudo. Paralelamente, além de ex-
tensa degenerag¢ao neuronal, todos os animais com
epilepsia em nosso estudo apresentaram brotamen-
to supragranular, isto é, brotamento de axonios dos
neurdénios da camada granular para os neurdnios
da camada molecular interna do giro dentado®. Este
padrao classico de plasticidade neuronal explica o

aparecimento de crises espontaneas e recorrentes
nos animais Wistar e SHR com epilepsia.

Além dos aspectos relatados anteriormente, a
perda neuronal presente nos animais SHR obser-
vada em nosso estudo também pode ser reflexo
de um processo neurodegenerativo. Sendo assim,
dentre os mecanismos fisiolégicos envolvidos com
este processo, a progressiva deterioracdo da home-
ostase intracelular de calcio tem recebido especial
atencao, pois altera¢des dessa homeostase levam
a sérias consequéncias no processo de excitacdo
neuronal e de comunicacao celular?"?2, Paralela-
mente, a relacdo entre hipertensao, condicao cere-
brovascular e funcionamento neuronal no sistema
nervoso central (SNC) tem sido demonstrada em
diversos estudos, sugerindo que a hipertensao ace-
lera as alteracdes neuronais e comportamentais
quando comparada com animais normotensos?.
Nesse sentido, Luiten e colaboradores* demonstra-
ram que a hipertensao e o processo neurodegene-
rativo devem exercer um profundo impacto sobre
a estrutura da parede vascular cerebral, tanto nos
pequenos quanto nos grandes vasos, sugerindo que
a disfuncao das células endoteliais é o maior fator
causal para o declinio acelerado do funcionamento
do SNC em ratos SHR durante o processo neurode-
generativo.

Outras duas hipoteses ainda podem ser especu-
ladas. A primeira delas estaria relacionada aos fa-
tores de crescimento fibroblastico (bFGF), agentes
neurotroéficos que desempenham importante papel
sobre o crescimento, diferenciacdo e sobrevida neuro-
nal?*?>, Demonstrou-se também que ndo ha varia-
¢do da expressao de bFGF na regido hipocampal
de animais SHR quando comparado com animais
normotensos?. Sendo assim, a normatiza¢do da ex-
pressdo hipocampal desses agentes neurotréficos
(bFGF) nos animais hipertensos com epilepsia po-
deria explicar o processo degenerativo existente
nessa regido cerebral em nosso estudo. A segunda
hipétese poderia estar relacionada com o processo
de neurogénese. Dentre todas as espécies de mami-
feros ja estudadas, existem duas regides onde se
localizam células progenitoras mitoticamente ati-
vas, capazes de gerar novos neurdnios durante a
fase adulta?’?8. Essas regides incluem os ventriculos,
mais precisamente a zona subventricular dos ven-
triculos laterais (ZSV) e a formacao hipocampal, es-
pecificamente a zona subgranular do giro denteado
(Z5G), sendo esta ultima, o ponto de encontro da
camada interna de células granulares do giro den-
teado com o hilo. Nesse sentido, Perfilieva e colabo-
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radores?® demonstraram aumento da atividade
mitética na regido do giro dentado de animais SHR
quando comparado com animais normotensos. Sur-
preendentemente, a possivel existéncia de proli-
feracdo celular na formacgdo hipocampal dos ani-
mais SHR com epilepsia em nosso estudo nao foi
capaz de impedir ou reverter a perda e desorgani-
zacao celular nessa regido. Algumas possibilidades
poderiam explicar esse fendbmeno: primeiro, o nu-
mero de células lesadas deve ser quantitativamente
maior em relacdo as novas células geradas; segun-
do, os neurdnios gerados provavelmente nao se tor-
nam suficientemente maduros e portanto, ndo sdo
neurofisiologicamente funcionais e, finalmente,
o ambiente cerebral dos animais SHR com epilepsia
pode ser téxico para os novos neurdnios.

Em conclusdo, foram encontradas alteracGes
neuropatoldgicas na citoarquitetura hipocampal
nos animais Wistar com epilepsia e SHR com epile-
psia, demonstrando que a epilepsia isoladamente
ou associadamente a hipertensao sdo capazes de
causar destruicdo neuronal. Obviamente, muitas
questdes ainda devem ser respondidas; no entanto,
evidéncias clinicas sugerem que a ocorréncia con-
comitante da hipertensao arterial com a epilepsia
altera a freqUéncia de crises epilépticas. Por outro
lado, cabe ressaltar que, a longo prazo, a hiperten-
sao arterial pode resultar em lesées do SNC, facili-
tando tanto a epileptogénese pela prépria lesao
em si quanto pela desorganizacdo morfofuncional
das estruturas cerebrais. Sendo assim, futuros es-
tudos deverdo ser desenvolvidos na tentativa de
elucidacao dessas questoes.
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