Universidade Federal do Para
Nucleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento

Programa de Pds-Graduagdo em Neurociéncias e Comportamento

EFEITOS DA CIRURGIA DE RESSECCAO HIPOCAMPAL UNILATERAL SOBRE

0S PADROES DE NEUROGENESE E MEMORIA EM RATOS WISTAR ADULTOS

Giuliana Thaissa Modesto Cardoso

Belém — PA

Fevereiro/2019



B

[ [VERSIDAGE Fepral 00 PARS
C~—— 5

Universidade Federal do Para

Ndcleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento

Programa de Pds-Graduagdo em Neurociéncias e Comportamento

EFEITOS DA CIRURGIA DE RESSECCAO HIPOCAMPAL UNILATERAL SOBRE

0S PADROES DE NEUROGENESE E MEMORIA EM RATOS WISTAR ADULTOS

Giuliana Thaissa Modesto Cardoso

Belém — PA

Fevereiro/2019

Projeto de dissertagdo submetido ao
colegiado do Programa de P0s-
Graduacdo em  Neurociéncias e
Comportamento como requisito para
obtencdo do titulo de mestre.

Orientadora: Profa. Dra. Silene Maria
Araujo de Lima

Coorientadora: Prof?. Dr2. Ana Leda de
Faria Brino



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP) de acordo com ISBD

Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para

Gerada automaticamente pelo modulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo{a) autor(a)

C268e

Cardoso, Giuliana Thaissa Modesto B

EFEITOS DA CIRURGIA DE RESSECCAO HIPOCAMPAL
UNILJ‘-"LTERAL SOBRE OS5 PADROES DE NEUROGENESE E
MEMORIA EM RATOS WISTAR. ADULTOS / Giuliana Thaissa
Modesto Cardoso. — 2019.
78 f -1l color.

Orientador(a): Prof*. Dra. Silene Maria Aratjo de Lima

Coorientacdo: Prof®. Dra. Ana Leda de Faria Brino

Dissertacio (Mestrado) - Programa de Pés-Graduacdo em
Neurociéncias e Comportamento, Nicleo de Teoria e Pesquisa do
Comportamento, Universidade Federal do Para, Belém, 2019.

1. Epilepsia. 2. Neurogénese. 3. Hipocampo. 4. Cirurgia de
Resseccdo Hipocampal 5. Memorna. I Titulo.

CDD 612.825




(N ESIDADE g aal DL PR
C~o 5

Universidade Federal do Para
Nucleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento

Programa de Pds-Graduagdo em Neurociéncias e Comportamento

EFEITOS DA CIRURGIA DE RESSECCAO HIPOCAMPAL UNILATERAL SOBRE

0S PADROES DE NEUROGENESE E MEMORIA EM RATOS WISTAR ADULTOS

Candidata: Giuliana Thaissa Modesto Cardoso
Data da defesa: 22/02/19
Resultado:

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Silene Maria Araujo de Lima. (UFPA) — Orientadora

Prof. Dr2. Ana Leda de Faria Brino. (UFPa) — Orientadora (UFPA) - Coorientadora

Prof. Dr. Walace Gomes-Leal - Membro

Profd. Dr2. Olavo de Faria Galvao - Membro

Profé. Dra. Edna Cristina Santos Franco - Suplente




Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus por todas as oportunidades colocadas em meu
caminho e por, em nenhum momento durante minha caminhada, ter me deixado
desamparada.

Agradeco aos meus pais Edicélia Modesto e Smith Cardoso por sempre me
apoiarem e viabilizarem meus estudos, sempre me ensinando o valor do aprendizado e da
busca pelo conhecimento. Agradeco especialmente a minha mée pelo exemplo de forca,
dedicacdo e determinagdo que sempre demonstrou e me ensinou ao longo de minha vida.

Agradeco a minha orientadora Prof® Dr2 Silene Lima por ser minha mae cientifica,
por viabilizar a realizacéo deste projeto, por todo o aprendizado, todos os conselhos e por
ter me recebido em seu laboratério.

Agradeco a professora Ana Leda por me guiar durante a realizacdo da analise
comportamental deste projeto sempre buscando me orientar da melhor maneira.

Agradeco a Prof? Dr® Edna Franco pela disponibilidade de acesso ao Instituto
Evandro Chagas, sendo desta forma, essencial na realizacdo desse projeto. Obrigada por
me receber de bragos abertos e ndo medir esfor¢os em viabilizar a realizacdo de meus
experimentos.

Agradeco ao Grupo de pesquisa Epilepsia Norte, em especial ao professor Walace
Gomes-Leal, o qual teve o questionamento inicial que levou a idealizacdo deste projeto.
Agradeco a todos os membros que compdem o grupo por todo o intercambio de
conhecimento sobre epilepsia gerado.

Agradeco ao meu namorado Filipe Katasho, por todas as vezes que abdicou de
seu tempo para me auxiliar, me incentivar e me fazer enxergar além das dificuldades.
Obrigada por sempre sair correndo em meu socorro.

Agradec¢o aos meus amigos de laboratério pelo apoio, ajuda, experiéncias e pelo
conhecimento que compartilhamos ao longo desses anos.

Agradeco ao CNPqg e a CAPES pelo auxilio parcial a essa pesquisa exercido
através da concessdo de bolsa de estudos.

Agradeco a todos que, de alguma forma, apoiaram e/ou viabilizaram a realizacédo
deste projeto.



“Vocé foi enviado das estrelas

Da maneira exata que devia ser...

Da maneira que vocé amaria,

Da maneira que vocé cobigaria,

& da maneira que vOcé encontraria suas asas...
& ninguém deve ter

O poder de levé-las embora de vocé.”

-Amanda Lovelace-



Resumo

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo mais comum de epilepsia focal em adultos e
a esclerose hipocampal (EH) € o achado patoldgico mais comum neste tipo de epilepsia.
Em casos refratarios de ELT, os pacientes sdo indicados a cirurgia de ressec¢do unilateral
do hipocampo afetado que geralmente ndo causa danos cognitivos aos pacientes. Sabe-se
qgue no hipocampo existe uma area neurogénica presente na zona subgranular do giro
denteado, a qual promove a formacgdo de novos neur6nios mesmo na vida adulta. A
existéncia de neurogénese compensatoria na zona subgranular contralateral a cirurgia
poderia explicar a auséncia de danos cognitivos nesses pacientes. Pretendemos investigar
a modulacdo de neurogénese no hipocampo contralateral remanescente em modelos
animais submetidos a cirurgia de hipocampectomia unilateral assim como investigar os
processos de aprendizagem e memoria. Para isso, utilizamos 18 ratos Wistar adultos,
divididos em trés grupos, G15 (n = 6), G30 (n = 6) e controle (n = 6). Os grupos G15 e
G30 foram submetidos ao procedimento cirdrgico de hipocampectomia unilateral no qual
0s animais foram profundamente anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg) até a completa auséncia de movimentos oculares e reflexo
interdigitalicos. Os mesmos foram posteriormente fixados em aparelho estereotaxico e o
hipocampo dorsal localizado de acordo com as coordenadas estereotaxicas. Em seguida,
0 cortex adjacente e o hipocampo do hemisfério esquerdo foram completamente
removidos cirurgicamente em bloco. Os animais G15 e G30 foram mantidos por um
periodo de sobrevida de 15 e 30 dias, respectivamente, apés a cirurgia. O grupo controle
ndo foi submetido ao procedimento. Para analisarmos se houve algum comprometimento
de aprendizado e memoria, 0s animais dos trés grupos foram submetidos a andlise de
aprendizagem no labirinto radial de oito bracos durante 7 dias. Apds esse periodo, 0s
animais foram perfundidos com solucdo salina a 0.9% e paraformaldeido a 4% em
Tampéo fosfato 0.1M. Os encéfalos foram pos-fixados por 48 horas e seccionados em
criostato a 30um. A seguir, realizou-se imunohistoquimica em secc¢des de hipocampo
direito para a visualizacdo de corpos celulares de neurénios maduros (anti-NeuN) e
neuroblastos migratorios (anti-DCX). Os resultados do teste comportamental ndo
apresentaram diferencas significativas de aprendizado e memoria entre 0s grupos. A
imunomarcacao apresentou diferencas entre os grupos G15 e G30 quando comparados ao
grupo controle. Os grupos cirlrgicos apresentaram maior quantidade de neuroblastos
marcados quando comparados ao grupo controle, o que nos leva a considerar a
possibilidade dessa imunomarcacdo indicar uma possivel neurogénese compensatéria no
hipocampo remanescente nesses animais. Além disso, a cirurgia de hipocampectomia
unilateral ndo acarretou danos cognitivos nos nossos animais experimentais, o que esta
de acordo com os resultados observados em humanos e valida essa metodologia como
uma importante ferramenta para investigar as bases neurais que modulam a ELT nos
pacientes humanos.

Palavras-chave: Epilepsia, Neurogénese, hipocampo, Cirurgia de Ressec¢do
Hipocampal, Memdria, Rattus norvegicus.



Abstract

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common type of focal epilepsy in adults and
hippocampal sclerosis (HE) is the most common pathological finding in this type of
epilepsy. In TLE refractory cases, patients are indicated for unilateral resection surgery
of the affected hippocampus which generally does not cause any cognitive impairment in
patients. The existence of a hippocampus neurogenic area promotes the formation of new
neurons even in adult human is known. A compensatory neurogenesis in the contralateral
size of surgery could be responsible to explain a cognitive impairment absence in these
patients. We aimed to investigate a possible compensatory neurogenesis in the
hippocampus of the contralateral side of surgery in animal models submitted to unilateral
hipocampectomy surgery as well to investigate learning and memory processes. For this
goal, we have used 18 Wistar rats, divided into three groups, Control, G15 and G30 (N =
6 each). In the G15 and G30 surgical procedure of unilateral hipocampectomy were made.
The animals were deeply anesthetized with a mixture of ketamine (80 mg / kg) and
xylazine (10 mg / kg) until complete absence of ocular movements and interdigital reflex.
They were transferred to stereotaxic apparatus and the dorsal hippocampus localized by
X,Y coordinates. The adjacent cortex and hippocampus of the left hemisphere were
completely removed surgically. The G15 and G30 animals were maintained for a survival
period of 15 and 30 days, respectively, after surgery procedures. The control group was
not submitted to the surgical procedure. To analyze if there was any impairment of
learning and memory, the animals of the three experimental groups were submitted to the
learning analysis in the eight arms radial maze for 7 days. After this period, the animals
were perfused with 0.9% saline and 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer. The
brains were post-fixed for 48 hours and sectioned in a cryostat equipment at 30um thick.
Histochemical analysis was performed in sections of the right hippocampus for
visualization of cell bodies of mature neurons (anti-NeuN) and migratory neuroblasts
(anti-DCX). The results of the behavioral test did not show significant differences in
learning and memory tasks between groups. Immunostaining otherwise showed labelling
pattern differences between the G15 and G30 groups when compared to the control. The
experimental groups showed a higher neuroblast cell density in the dentate gyrus and
hilus when compared to the control group. These results leads us to consider that could
exist a possible compensatory neurogenesis in the remaining hippocampus in these
animals. In addition, unilateral hipocampetomy surgery did not responsible to cause any
cognitive impairment in our experimental animals, using this methodology and this tool
could be an important to investigate the neural bases that modulate ELT in human
patients.

Key words: Epilepsy, Neurogenesis, hippocampus, Hippocampal resection surgery,
memory, Rattus norvegicus.
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Introducéo

A epilepsia é um disturbio neuroldgico cronico que possui prevaléncia de 1 a 2% da
populacdo mundial e que promove um aumento anormal da predisposicdo a crises
convulsivas, as quais, produzem consequéncias neurofisioldgicas, cognitivas e sociais. A
mais recente revisdo do International League Against Epilepsy (ILAE), publicada em
2014, propde que uma pessoa tem epilepsia quando apresenta uma convulsdo néo
provocada e seu cérebro, por algum motivo, apresenta uma condic¢do patogénica que 0
predispde a possiveis crises epiléticas recorrentes (Fernandes, 2013; Fisher et al., 2005;
Fisher et al., 2014; Moreira 2004).

As epilepsias podem ser classificadas conforme seu tipo de crise convulsiva. Em
epilepsia geral se a crise se inicia em um circuito neural que atinge os dois hemisférios
cerebrais, a crise € classificada como generalizada, entretanto, se seu inicio envolve uma
circuitaria neural com area limitada a um anico hemisfério cerebral esta é classificada
como focal. A literatura também leva em consideracdo o estado de consciéncia do
paciente. Neste caso, as crises focais sdo subdividias em crises focais conscientes e crises
focais com comprometimento de consciéncia (Fisher et al., 2017; Scheffer et al., 2017).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € o tipo de epilepsia mais comumente encontrada
em adultos, possuindo 60% de incidéncia dentre todas as epilepsias focais. Neste tipo de
epilepsia, o foco epilético esta localizado no lobo temporal, e em torno de 50% dos casos,
no hipocampo (Andersen, Morris, Amaral, Bliss & O’keefe, 2007; Nakahara, 2018).

O tratamento da epilepsia focal é mediado através da administracdo de medicamentos
anti-epiléticos que promovem o controle das crises em cerca de 70% dos casos. Uma
porcentagem de 25% a 30% dos pacientes epiléticos € caracterizada como refrataria ao
tratamento medicamentoso, ou seja, 0 mesmo nao controla as crises. Neste caso, a cirurgia

de remocdo do foco epilético é indicada (Anyanwu & Motamedi 2018; World Health
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Organization. [WHO], 2006).

Pacientes com ELT apresentam uma leséo crénica denominada esclerose hipocampal
(EH) que se caracteriza por uma grande perda neuronal na regido do hipocampo. Essa
alteracdo € visualizada através da diminuic&o significativa do volume desta estrutura com
desorganizacao das camadas de células presentes no hipocampo. Sabe-se que a ELT com
esclerose hipocampal esta relacionada a refratariedade medicamentosa, 0 que torna os
pacientes candidatos a intervencdo cirurgica unilateral do hipocampo para controle das
crises (Celiker, Yuksel, Tekin, Sariahmetoglu & Atakli, 2018; Jobst & Cascino 2015;
Liao et al., 2018; Malmgren & Thom 2012).

O hipocampo é uma estrutura alongada localizada no lobo temporal medial, no
assoalho do corno inferior dos ventriculos laterais, adjacente ao lobo temporal e posterior
a amigdala. (Figuras 1 e 2). E subdividido em trés &reas denominadas CA1, CA2, CA3 e
no giro denteado (GD). A nomenclatura CA € a abreviacdo de Corno de Ammon e faz
referéncia a forma curvada do hipocampo semelhante a um corno [chifre] (Andersen et
al., 2007; Giap, Jong, Ricker, Cullen & Zafonte, 2000; Martin, 2013; Schultz &

Engelhardt, 2014; Toni & Schinder, 2016).

Giro
Hipocampo parahipocampal

Amigdala

Figura 1. Localizacdo do hipocampo e estruturas adjacentes no encéfalo humano. (Adaptado de Martin,
2013).
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Corpo caloso Ventriculo

Pé do Corpo do
Amigdala hipocampo Lobo temporal hipocampo

Figura 2. Corte anatémico dorsolateral com exposicéo e visualizagdo do hipocampo e estruturas adjacentes.
(Adaptado de Andersen et al 2007)

As éreas CA sdo organizadas na forma de uma camada de células com distribuicéo
linear que se extende pelo hipocampo compondo a morfologia caracteristica dessa
estrutura (Figura 3). E importante ressaltar que os limites entre as areas CA1, CA2 e CA3
ainda ndo estdo completamente evidenciados por técnicas anatbmicas existentes
(Andersen et al., 2007; Giap, Jong, Ricker, Cullen & Zafonte, 2000; Martin, 2013; Schultz

& Engelhardt, 2014; Toni & Schinder, 2016).
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Figura 3. Morfologia do hipocampo de ratos (linha 1) e humanos (linha 2). com visualizagdo das areas de
CA1 CA2 CA3 e Giro denteado. (Adaptado de Andersen et al 2007).

O giro denteado é uma estrutura em forma de V localizada posteriormente a regido de
CA3, ele é composto por trés camadas, a camada molecular, a camada das células
granulares e a camada polimorfica, seu principal tipo neuronal sdo as células granulares.
Nessas células a arvore dendritica emana do corpo celular apresentando uma morfologia
cbnica. Seus corpos neuronais estdo presentes na camada de células granulares e seus

dendritos se projetam na direcdo da superficie da camada molecular (Figura 4).
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Figura 4. llustracdo do giro denteado com representacdo das trés camadas que o compdes e da estrutura e

morfologia das células granulares. (Adaptado de Andersen et al 2007).

O principal tipo neuronal presente nas regides CA do hipocampo s&o 0s neurdnios
piramidais. Esse tipo neuronal é caracterizado por uma arvore dendritica com dois
dominios distintos: Um com varios dendritos basais relativamente curtos descendentes da
base do corpo neuronal e outro com um tufo de dendritos apicais conectados ao corpo
celular através de um longo dendrito apical (axénio) largamente ramificado [Figura 5]

(Andersen et al., 2007; Spruston, 2008; Toni & Schinder, 2016).
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Figura 5. Estrutura dos neur6nios piramidais das areas CA1 e CA3 do hipocampo. (Adaptado de Spruston,
2008).

Entre a camada granular e a camada polimorfica do giro denteado existe uma zona
denominada de zona subgranular, a qual possui células tronco neurais e células
progenitoras neuronais que passam por varios estagios de diferenciacdo até chegarem a
fase de neurdnios maduros. Em roedores, ao longo desse processo de diferenciacdo ocorre
a expressdo de diferentes marcadores celulares que viabilizam a identificacdo do estagio
e periodo de maturacao que a célula se encontra. O DCX (Doublecortin), por exemplo, é
uma proteina associada a microtébulos expressa em neuroblastos migratérios durante o
periodo de diferenciacdo celular (os microtdbulos atuam na citoarquitetura das células
auxiliando a insercdo daquele neurdnio ao circuito neural adulto durante seu estagio de
migracdo e maturacdo). A expressdo do DCX ocorre durante a fase de maturagéo celular
por volta de 2 semanas, diminuindo significativa sua expressdo apds a completa

maturagao neuronal que ocorre em torno de 4 semanas [Figura 6] (Fasemore et al., 2018;
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Gongcalves, Schafer & Gage, 2015; Toni & Schinder, 2015).

4 sem

L

Camada
molecular

Camada de células
granulares

Zona subgranuar [

Figura 6. Representagdo do giro denteado demonstrando as camadas molecular, camada granular e zona
subgranular, As células em verde exemplificam o processo de diferenciacdo celular que ocorre na zona

subgranular até o estagio de maturacéo neuronal (Adaptado de Toni & Schinder, 2016).

O processo de geracdo e integracdo de novos neurbnios € denominado de
Neurogénese. Durante muito tempo a comunidade académica ndo identificou esse
processo ocorrendo no cérebro adulto, o que levou muitos pesquisadores a conclusdo de
que ela sé ocorreria nos estados iniciais do desenvolvimento (Colucci-D’amato, Bonavita,
& di Porzio, 2006; Tavares & Gomel-Leal 2011; Ramon-y-Cajal & May, 1928).

Esse dogma comecou a ser modificado a durante a segunda metade do século XX,
guando na década de 1960, Joseph Altman utilizou timidina marcada radioativamente
para marcar células mitoticas. Altman demonstrou a presenca de células mitoticamente
ativas no hipocampo de mamiferos adultos. Embora seu trabalho inicial ndo comprove
exatamente que essas células fossem neur6nios, ele marcou o inicio de uma sequéncia de

estudos sobre neurogénese no encéfalo de mamiferos adultos (Altman, 1962; Colucci-
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D’amato, Bonavita & di Porzio, 2006; Gomes-Leal 2009; Kaplan & Hinds 1977).

Na década de 1970 Michael Kaplan desenvolveu estudos que demonstraram que
células mitdticas presentes no bulbo olfatério e hipocampo de roedores adultos
apresentavam caracteristicas estruturais de neurénios. Embora corrobore com o trabalho
de Altman, a critica da comunidade cientifica da época foi que glias também poderiam
receber sinapses assim como incorporar a timidina marcada durante estagios de reparo
celular. Essas afirmacGes desacreditaram o trabalho de Kaplan. (Altman, 1962; Colucci-
D’amato, Bonavita & di Porzio, 2006; Gomes-Leal 2009; Kaplan & Hinds 1977;
Nottebohm 2000).

Na década de 80 Fernando Nottebohm demonstrou que no sistema nervoso de
canarios existiam nucleos vocais que quando induzidos a hipertrofia produziam células
mitoticas com ultraestrutura de neurénios. Nottebohm fez uma série de experimentos
nesses nucleos hipertrofiados que incluiam microscopia eletrdnica e registros
eletrofisiologicos.  Nottebohm comprovou absolutamente que essas células eram
neurdnios mitdticos ao invés de glias. No entanto os trabalhos foram criticados atribuindo
esse evento exclusivamente ao encéfalo de passaros e ndo tendo relevancia para
mamiferos (Altman, 1962; Colucci-D’amato, Bonavita & di Porzio, 2006; Gomes-Leal,
2009; Nottebohm 2000; Reynolds & Weiss 1992).

Durante a década de 90 a existéncia de neurogénese em encéfalos de mamiferos
adultos foi corroborada por diversos trabalhos e gradativamente aceita pela comunidade
cientifica. No final dessa década Eriksson realizou uma pesquisa com material encefalico
de humanos que promoveu a marcacao de células mitdticas concomitante com a marcacao
de proteinas presentes no nucleo de neurbnios maduros. Dessa forma finalmente
existéncia de neurogénese no encéfalo de humanos adultos foi comprovada (Altman,

1962; Colucci-D’amato, Bonavita & di Porzio, 2006; Eriksson et al., 1998; Gomes-Leal,
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2009; Nottebohm 2000; Reynolds & Weiss 1992).

Uma metodologia comum para analise de neurogénese se fundamenta na marcacao
especifica de neurénios recém-formados pela técnica de imunohistoquimica. Existem
inimeros anticorpos que viabilizam a andlise de determinadas proteinas. O DCX
(Doublecortin) é uma proteina associada a microtabulos expressa por neuroblastos
(neurbnios imaturos) durante sua migracdo e insercdo no cirtuito neural. O NeuN
(Neuronal Nuclei) é uma proteina presente no ndcleo de neurdnios maduros. O BrdU
(bromodeoxiuridina) ¢ um composto analogo da timidina que quando injetado no
organismo € incorpordo ao DNA das células mitéticas durante a fase S da divisao celular.
O DCX, o NeuN e o BrdU podem ser marcados por anticorpos que viabilizam sua
visualizacdo por microscopia (Gomes-Leal, 2009; Liu et al., 2018; Tavares & Gomes-
Leal, 2011; Thored et al., 2006).

Atualmente sabe-se que o processo de geracdo de novos neurbnios ocorre
naturalmente no cérebro adulto de mamiferos em duas zonas identificadas até o presente
momento, a zona subgranular do giro denteado e a zona subventricular na parede dos
ventriculos laterais. Diversos trabalhos que corroboram esses resultados utilizam como
metodologia marcacdo por imunohistoquimica (Amrein, 2015; Colucci-D’amato et al.,
2006; Danilov et al., 2009; Ernest et al., 2014; Gage, 2002; Obernier & Alvarez-Buylla,
2019).

A neurogénese adulta pode ser modulada por diversos fatores. Ela pode ser induzida
pela pratica de exercicios fisicos, assim como pode ser inibida por privacdo de sono e
administragdo cronica de alcool e drogas. Ela também pode ser alterada por uma série de
alteracOes patoldgicas agudas e crbnicas tais como Alzheimer, Parkinson, doenca de
Huntington, AVE e Epilepsia. (Geil et al., 2014; Gil-Mohapel, Simpson, Ghilan &

Christie 2011; Jin et al., 2006; Kreutzmann, Havekes, Abel & Meerlo, 2015; Lazarov &
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Marr 2010; Nokia et al., 2016; Schlett, 2006; Zhong, Ren & Tang 2016).

Mesmo com todos esses trabalhos a area de estudos que envolve a neurogénese é
relativamente nova, diferente dos estudos sobre a formacéo hipocampal, a qual tem sido
alvo de analise ha mais tempo. Os primeiros achados relacionados as fun¢des da formacéo
hipocampal séo derivados de estudos em pacientes que possuiam danos cerebrais na
regido do lobo temporal medial. O paciente H.M. é um dos casos mais bem conhecidos e
documentado de danos cognitivos decorrentes de lesdo nos dois lobos temporais. H.M.
era um paciente que possuia epilepsia do lobo temporal refrataria ao tratamento
medicamentoso e, devido a isto, foi submetido a um procedimento cirurgico de retirada
de uma parte significativa de ambos os lobos temporais mediais, (procedimento realizado
com a finalidade de controle das crises epiléticas recorrentes). As crises foram
controladas, entretanto, H.M. desenvolveu um sério prejuizo na consolidacdo de novas
memorias (Amnésia anterdgrada) (Bear, Connors & Paradiso, 2007; Kandel, Schwartz &
Jessell, 1995; Squire 2009; Squire & Wixted 2011).

As memorias possuem varias formas de classificacdo. Com relacdo ao tempo de
duracdo, elas podem ser classificadas em memorias de curto prazo ou longo prazo. As
memorias de curto prazo (memoria de trabalho) sdo aquelas que possuem duracdo de
segundos a minutos, sendo depois eliminadas ou consolidadas em memorias de longo
prazo. As memorias de longo prazo (Memdria de referéncia) sdo aquelas que, quando
consolidadas, possuem duracdo de dias, semanas, anos ou até mesmo a vida inteira do
individuo (Bear et al., 2007; Hall & Guyton, 2011; Kandel et al., 1995; Silverthorn, 2007).

Normalmente, os estudos de mecanismo neurofisiolégicos em humanos obtém
material biol6gico proveniente de neurocirurgias (como a hipocampectomia) ou em
estudos post-mortem o que dificulta o acesso a esse material. Sendo assim, os modelos

animais sdo extremamente bem-vindos e utilizados na area das neurociéncias pois
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apresentam uma grande eficécia e viabilidade experimental pois existe muita similaridade
de varios aspectos do sistema nervoso de mamiferos (Amrein, 2015; Duncan, Lowe,
Dalton & Valenzuela, 2016; Faggion, 2015; Paine, Willsher, Nicholson, Sebire, &
Jacques, 2014; Scorza et al., 2009; Thom, Zhou, Martinian, & Sisodiya, 2006; Wu et al.,
2001).

Esses modelos animais podem ser utilizados tanto para andlises histoldgicas e
bioquimicas quanto para andlises de padrfes comportamentais. Modelos animais para
analises de processos de memoria possuem grande viabilidade e padronizacéo, sendo que
a utilizacdo de labirintos para as medidas de aprendizagem e memoria tem sido usual.
Chan et al. (2004), utilizando metodologias com labirintos, demonstrou que ratos
epilépticos precisam de mais tempo para aprendizagem do que ratos ndo epilépticos. Zou,
Yamada, Sasa e Nabeshima (1999), utilizando modelos semelhantes, demonstraram que
lesdo hipocampal causada por excitoxicidade provoca déficits de memoria de trabalho e
memoria espacial em ratos. Ward, Oler e Markus (1999) também demonstraram que
lesBes no hipocampo podem promover deficiéncia de aprendizagem e de consolidagéo de
memoria de longo prazo em treinos realizados em labirintos.

Um instrumento de analise comportamental de aprendizagem e memoria € o labirinto
radial de oito bragcos (ver metodologia). Ele consiste em um aparato amplamente
padronizado para analises de memoria de referéncia e trabalho. Ele é formado por uma
plataforma central da qual se irradiam oito bracos e possibilitam a avaliacdo de
aprendizagem e memoria ap6s a exposicdo do animal a correlagfes entre comida e locais
especificos do labirinto (Rathod, Khaire, Kemse, Kale & Joshi, 2014); basicamente,
mede-se a memaria avaliando-se se a exposi¢do do animal as correlagdes entre comida e
determinados bracos do labirinto, isso é suficiente para que o animal, em uma nova

exploracdo do local, acesse direto nos bracos em que a comida esteve disponivel no

25



passado (Chan et al., 2004; Iscru et al., 2013; Karnam, Zhao, Shatskikh & Holmes, 2009;
Kemse, Kale, Chavan-Gautam & Joshi, 2018; Rathod et al., 2014; Rathod, Khaire, Kale
& Joshi, 2015; Soman, Korah, Jayanarayanan, Mathew & Paulose, 2012).

Ao explorar o labirinto, o animal apresenta um padrdo comportamental a partir do
qual se pode medir regularidades ou déficits de aprendizado e memoria em relacdo a
animais néo lesionados. Na exposicédo ao labirinto, segundo a teoria do condicionamento
operante, a aprendizagem dependeria da relagdo entre a resposta do animal e o encontro
do alimento. Neste contexto, o alimento funciona como um estimulo reforcador e o braco,
como um estimulo discriminativo que controla a resposta de entrada em bragos que ele ja
encontrou alimento previamente e bracos que nunca possuiram alimento. A emissao
dessas respostas esta diretamente relacionada com a capacidade que o animal possui de
responder sob controle discriminativo dos bracos do aparato que possuiam alimento
durante a exploracdo, e também dos bracos que nunca possuiam alimento; além disso,
uma boa aprendizagem no aparato, implicaria que o animal deve também responder sob
controle do brago em que ele acabou de consumir o alimento, ndo retornando a ele durante
a exploragédo do labirinto (Chan et al., 2004; Iscru et al., 2013; Kemse, 2018; Rathod et
al., 2014,2015; Sério, Andery, Gioia, & Micheletto, 2010; Skinner, 1953).

Uma das fun¢des do hipocampo é o processamento e consolidacdao de memorias de
longo prazo (memdria de referéncia). Atualmente sabe-se que informacfes sensoriais
oriundas de varias partes do sistema nervoso chegam até o hipocampo, onde serdo
integradas e consolidadas, nesse contexto, o hipocampo é um importante centro de
integracdo, no qual as memarias chegam, séo processadas e enviadas para diversas partes
do cortex. O processo de consolidacdo de memorias é extremante importante para
atividades da vida diaria, déficits nesse processo podem prejudicar diretamente o estilo

de vida de seus portadores (Hall & Guyton, 2011).
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Ja foi amplamente relatado que danos bilaterais a formacdo hipocampal podem
produzir prejuizos na capacidade de consolidacdo de memdrias em humanos, e que a
extensdo desses prejuizos esta relacionada a extensdo de danos a formacao hipocampal e
area cortical adjacente.Entretanto, os pacientes portadores de ELT submetidos ao
procedimento cirurgico de hipocampectomia unilateral geralmente ndo apresentam
déficits relacionados a evocacao e consolidacdo de memdria. E possivel que possa existir
um mecanismo compensatorio como, por exemplo, processos relacionados a sua
atividade neurogénica. Um numero maior de células neuronais hipocampais poderiam
estar viabilizando esse aumento de atividade neural e explicaria os motivos pelos quais
0s pacientes pos cirdrgicos geralmente ndo apresentam déficits cognitivos relacionados a
consolidacdo de memdria (Bear et al., 2007; Squire, 2009; Squire & Wixted, 2011;
Kandel et al., 1995; Vojtéch et al., 2012)

Atualmente, muitos estudos envolvendo neurogénese e epilepsia utilizam modelos
animais em sua execucao sabe-se, por exemplo, que € possivel induzir epilepsia do lobo
temporal em ratos através da administracdo de pilocarpina e que este € um modelo
amplamente utilizado para analises dos mecanismos celulares envolvidos no quadro de
epilepsia do lobo temporal. Sabe-se também que 0s eventos neurogénicos presentes no
encéfalo de ratos sdo extremamente semelhantes em humanos e relatou-se, em ratos, a
inducdo de epilepsia pode levar ao aumento da neurogénese hipocampal. No entanto,
nenhum estudo relatou que esse aumento no padrao neurogénico pode ser induzido apenas
pela remocédo de um dos hipocampos sem a interferéncia do quadro epiléptico. A cirurgia
de hipocampectomia por si s6 pode ser um evento modulatério de neurogénese
hipocampal uma vez que o hipocampo remanescente provavelmente passa por uma série
de eventos compensatorios para garantir a funcionalidade integra das atividades

hipocampais remanescentes. Essa cirurgia consiste na retirada de uma parte do cértex
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adjacente a formacao hipocampal, parte da amigdala, cabeca e corpo do hipocampo. Essa
cirurgia ja foi relatada como eficiente no controle das crises epiléticas nas quais o foco
epilético ¢ o hipocampo e apresenta uma baixa morbimortalidade (Amrein, 2015;
Andersen et al., 2007; Girvin & Eliasziw, 2001; Hung et al., 2012; Jobst & Cascino 2015;
Mathon et al., 2015; Scorza et al., 2009; Wiebe, Blume ; Wu et al., 2001).

Desta forma, esse projeto teve como finalidade investigar os efeitos da cirurgia de
hipocampectomia unilateral sobre a neurogénese do hipocampo remanescente e sobre 0
aprendizado e memdria em modelos ndo-epilépticos. Essas relacbes foram investigadas

em um modelo experimental que possuiu ratos como sujeito.

Objetivo Geral
Investigar possiveis efeitos compensatorios de neurogénese celular hipocampal e
processos cognitivos de aprendizado e memoria em ratos Wistar adultos submetidos ao

processo de hipocampectomia unilateral.

Objetivos especifico

- Implementar um modelo de remogéo cirurgica em bloco e unilateraral do
hipocampo e regido cortical adjacente;

- Investigar os padrGes neurogénicos no hipocampo remanescene apos
hipocampectomia unilateral para avaliar possiveis efeitos compensatorios;

- Avaliar estatisticamente se ocorrem diferengas comportamentais relacionadas a
aprendizagem e memdria de referéncia em diferentes tempos de vida pos cirurgia, de 15
e 30 dias, comparado com o controle;

- Avaliar estatisticamente se ocorrem diferengas comportamentais relacionadas a

aprendizagem e memdria de trabalho em diferentes tempos de vida pds cirurgia, de 15 e
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30 dias, comparado com o controle.

Meéetodo
Sujeitos

Para a realizagdo dos procedimentos foram utilizados 18 ratos da ragca Wistar,
obtidos do biotério central da UFPa e mantidos no biotério do Laboratério de
Neuroprotecdo e Neuroregeneracdo experimental, certificado pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal. Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentacdo da UFPa (CEPAE-UFPa) sob o protocolo de
nimero 6552280616. Foram respeitadas as normas para utilizacdo de animais de
experimentacao sugeridas pela Society for Neuroscience (SfN, USA), National Institute
of Health (NIH, USA) e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPa (CEPAE-UFPa).

Os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas, com a temperatura
ambiente regulada em torno de 25° C, respeitando um ciclo claro/escuro de 12 horas, com
agua e racdo ad libitum, além do controle de ectoparasitas.

O projeto teve trés grupos de animais experimentais sendo dois grupos cirurgicos
denominados G15 e G30 além de um grupo controle, (6 animais cada). Os grupos
cirrgicos foram submetidos ao procedimento cirlrgico de remo¢do do hipocampo
esquerdo (hipocampectomia unilateral) e tiveram um periodo de vida pds-cirargica de, 15
(grupo G15) e 30 (grupo G30) dias. Os animais do grupo controle ndo foram expostos a
quaisquer tipos de procedimentos cirdrgicos experimentais. (Ver caracteristicas de cada

grupo na Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas dos grupos experimentais (G15 e G30) e Controle, com os respectivos tempos de

sobrevida e nimero de animais utilizados.

Grupos Hipocampo Hipocampo  Tempo de vida N° de Animais
esquerdo direito pos-cirdrgica
Controle Preservado Preservado - 6
G15 Removido Preservado 15d 6
G30 Removido Preservado 30d 6
Total: 18
Ambiente

O procedimento cirdrgico foi realizado em sala individualizada, devidamente
iluminada e preparada para esta finalidade do Laboratério de Neurobiologia localizado
no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFPa,.

O Procedimento comportamental, por sua vez, foi realizado no Laboratério de
Neuroprotecdo e Neuroregeneracdo Experimental localizado no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFPa, em uma sala adaptada ao lado do biotério para facilitar a

manipulacdo dos animais.

Procedimentos
O procedimento experimental consistiu em etapas sequenciais, cada uma com sua

finalidade, e que viabilizou a etapa seguinte até o processo de obtencdo dos dados da
pesquisa. Os procedimentos consistiram em: Procedimento cirurgico, o qual teve como
finalidade promover a retirada do hipocampo esquerdo dos animais; Exposi¢édo ao treino
e teste no labirinto radial de oito bracos (LR8B), que teve como finalidade investigar

como estdo as capacidades cognitivas de aprendizagem e memoria dos animais apos a
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cirurgia; Perfusdo que permitiu melhor preservacdo de estruturas biologicas teciduais,
neste caso, 0s encéfalos dos animais; Microtomia, que consistiu na sec¢do do material
bioldgico (cortes em fatias semi finas) o que viabilizou a analise celular por microscopia
oOptica binocular. Coloracdo de Nissl, que consiste na coloracao inespecifica de corpos

celulares. Imunohistoquimica, que consistiu na marcacdo especifica de estruturas

celulares através da utilizacdo de anticorpos policlonais e monoclonais. (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo sequencial esquematica das etapas do procedimento experimental e suas

respectivas finalidades.

Procedimento cirdrgico

Os Grupos G15 e G30 foram submetidos a um procedimento cirdrgico de retirada
unilateral do hipocampo esquerdo e possuiram tempos de vida pés-cirdrgica de 15 dias e
30 dias, respectivamente (Tabela 1).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina na dose de 10 mg/kg e
cloridrato de cetamina na dose de 80mg/kg, por via intraperitoneal e foi aguardado o
tempo necessario para que o animal ndo apresentasse reflexo interdigitalico, para que o
procedimento cirlrgico fosse iniciado. Durante o procedimento, foi necessario
administrar injecdes de reforco da anestesia em alguns animais, essas injecdes foram
ajustadas na proporcdo de 1/3 da dose inicial (Adaptado de Gomes-Leal, Corkill, Freire,
Picanco-Diniz & Perry, 2004).
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Primeiramente, foi realizada a tricotomia da regido da cabeca do animal na qual
ocorreu acirurgia, que consistiu na remocéo dos pélos do topo da cabeca do rato. A seguir,
o animal foi fixado no aparelho estereotaxico, as barras foram posicionadas e a cabeca do
animal foi fixada no aparelho com anestesia local (lidocaina) no conduto auditivo do
animal.

Apos a fixacdo do animal, foi feita a assepsia da pele da cabeca do animal com
alcool iodado seguida de uma incisdo cirurgica longitudinal e subsequente exposicdo da
calota craniana com visualizacdo do bregma e da sutura sagital.

No aparelho estereotaxico foram ajustadas as coordenadas para a localizacdo do
hipocampo dorsal segundo o atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (1998). Essas
cordenadas distam -1.5 mm no sentido médio- lateral (M/L), e +2.8 mm no sentido
Antero-Posterior (A/P) tendo o bregma como referéncia. A partir desse ponto, a
correspondéncia entre as coordenadas selecionadas e a localizacdo do hipocampo dorsal
so foram confirmadas posteriormente por analise histoldgica.

Com a utilizacdo de uma broca odontologica, nimero 1, foi realizada a
craniotomia, na regido ao redor da area de referéncia do hipocampo (indicada pelas
coordenadas estereotaxicas). Com auxilio de uma lupa cirdrgica, OME 5000 para melhor
visualizacdo das estruturas anatbmicas, foram removidas primeiramente as meninges, em
seguida o cértex adjacente foi retirado expondo a porcao dorsal do hipocampo, o qual foi
individualizado e removido em bloco. Apds a remocao do hipocampo, foi administrado
uma pequena dose de pd hemostatico na regido para minimizar o sangramento. Ao final
do procedimento, a pele da regido da cabeca foi suturada e uma pomada anti-inflamatoria
foi administrada para auxiliar o processo de cicatrizagdo. Uma sequéncia de antibioticos
foi administrada no animal durante trés dias com intervalo de 24 horas. O animal foi

colocado em uma gaiola limpa e permaneceu em ambiente isolado e controlado até a
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recuperacdo dos movimentos, apés o qual foi transferido para o biotério.

Exposicéo ao labirinto radial de oito bracos para analise de memoria de
referéncia e memoria de trabalho

Os testes comportamentais tiveram como objetivo avaliar se a intervengéo
cirargica descrita na pagina 28 produziu déficits de aprendizagem e memdria em ratos.
Para avaliar esses possiveis déficits, foi usado como aparato o Labirinto Radial de 8

bracos (Figura 8).

Figura 8. Labirinto Radial de oito Bragos utilizado neste estudo.

Antes do inicio do teste, os animais passaram por um periodo de adaptacéo
alimentar (em torno de 4 dias) no qual os animais tiveram uma diminuicéo da quantidade
de racdo, sendo que 24 horas antes do inicio do procedimento o animal foi submetido a
privacgdo total de alimento. Esta etapa tem como objetivo aumentar o valor reforgador do
alimento para o animal, aumentando a probabilidade de o animal consumir o alimento
durante a realizacdo do treino e teste no labirinto, e possibilitando assim a aprendizagem.

Os procedimentos de treino e teste comportamentais foram iniciados aos animais
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dos grupos experimentais G15 e G30 no oitavo (8°) e vigésimo terceiro (23°) dia,
respectivamente, apos a cirurgia de remocdo hipocampal para que desta forma o teste
comportamental se encerrasse exatamente no décimo quinto e trigésimo dia de sobrevida
apos a cirurgia (este periodo foi escolhido com base no tempo de maturacdo neuronal).
Os animais do grupo controle ndo passaram por procedimentos cirdrgicos e, portanto,
para este grupo, ndo houve definicdo de data para o inicio do teste.

O procedimento comportamental teve duracdo de sete dias consecutivos e
consistiu na realizacéo de sete dias de exposi¢éo do sujeito ao labirinto. A literatura indica
que ha mudanca nas medidas de aprendizagem abaixo descritas desde cinco dias de
exposicao, entretanto o periodo de analise pode ser estendido por mais tempo, dessa
forma, o periodo de sete dias foi escolhido baseado em trabalhos que utilizam sete dias
de exposicdo, em conjunto com a adaptabilidade deste periodo ao periodo de sobrevida
utilizado nessa pesquisa.

Nos sete dias, durante as sessdes, 0 rato explorava o labirinto, sendo uma sessao
de exploracao por dia para cada animal. Em todos os dias, pedacos de alimento eram
colocados em quatro bracos especificos do labirinto, sempre nos mesmos quatro bragos.

Cada dia de exploracéo era iniciado com o animal sendo colocado na plataforma
central, permitindo que o mesmo explorasse livremente o aparato. O animal podia
explorar o labirinto pelo tempo méaximo de dez minutos (600 segundos) ou pelo tempo
necessario para que ele consumisse todo o alimento presente no aparato, 0 que ocorresse
primeiro. Para medir a aprendizagem por meio da exploracdo, foi avaliada a duracéo total
de cada sesséo. Essa medida foi avaliada nos sete dias de exposic¢do ao labirinto.

A medida de memoria de referéncia (memoria de longo prazo) foi avaliada pela
quantidade de entradas nos bracos em que nunca havia alimento; cada uma dessas

entradas era contabilizada como um erro de memdria de referéncia (EMR).
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Por fim, a medida de memoria de trabalho foi a quantidade de entradas nos bracos
em que ele ja havia consumido o alimento; cada uma dessas reentradas era contabilizada
como um erro de memoria de trabalho (EMT).

Essas duas medidas (EMR e EMT) foram avaliadas apenas nos dois ultimos dias

de exposicéo ao labirinto.

Perfusédo
O procedimento de perfusdo foi realizado ap6s o término dos procedimentos

comportamentais, como o0s grupos G15 e G30 tiveram seus dias de testes
comportamentais adaptados para que seu término coincidisse com o dia final do seu
periodo de sobrevida pos-cirdrgica, a perfuséo foi realizada no 15° dia de sobrevida no
grupo G15 e 30° dia de sobrevida no grupo G30.

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina na dose de 10 mg/kg e
cloridrato de cetamina na dose de 80mg/kg, por via intraperitoneal. Foi verificado,
continuamente, se o animal apresentava reflexo interdigitalico, somente ap6s o animal
ndo responder mais a este estimulo, o procedimento cirurgico foi iniciado. (Adaptado de
Gomes-Leal et al., 2004).

Nesta metodologia, a caixa toracica foi exposta e o coracdo do animal foi
conectado a um sistema de perfusdo extracorpdrea, que viabilizou a injecdo de solucdo
salina 0,9% com heparina (LmL de heparina por litro de solucdo salina) para lavagem do
sistema circulatério do animal e retirada do sangue. Em seguida, os animais foram
perfundidos com solucdo fixadora de paraformaldeido 4% em PB 0,1M para a fixa¢do
imediata dos tecidos do animal. Ap6s a realizacdo desse procedimento, foi feita uma
craniotomia, que consistiu na remoc¢do da calota craniana do animal e possibilitou a
retirada do encéfalo do animal. Em seguida, esse encéfalo foi imediatamente imerso em

solucgéo de paraformaldeido 4% por cerca de trés dias.
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Microtomia e preparo do material bioldgico

Anterior ao processo de corte em criostato os encéfalos foram retirados da solugéo
de paraformaldeido e mergulhados em uma sequéncia de trés solucdes de crioprotecédo
(solucdes de glicerina e sacarose em Tampdo fosfato 0.1M,) com concentracdes
crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%) onde permaneceram em cada solucgéo por dois
dias.

Ap0s a crioprotecao os encefalos foram seccionados em criostato Leica CM1850
em temperatura ajustada para -35°c com espessura de corte de 30um. As seccbes (foram
armazenadas em tubos contendo solucdo anticongelante e armazenados em freezer a -
20°C para posterior analise histoldgica.

Coloracéo de Nissl

A coloracéo de Nissl foi utilizada para avaliar se o procedimento cirurgico
viabilizou a remocéo completa do hipocampo esquerdo dos animais. A coloragéo foi

realizada conforme o protocolo a seguir.

Foram selecionados cortes dos animais dos grupos cirargicos e controle. Esses
cortes foram montados em laminas gelatinizadas e submetidos a uma bateria de coloragéo
(4lcool 100%, 70%, 50%, 20%, Agua destilada, solugdo de tionina 0,1%, xilol). As
laminas foram imersas nas solucBes de &lcool na sequéncia de solugdo com maior
concentra¢do para menor concentracdao (alcool 100%, 70%, 50%, 20%) com tempo de
incubacdo de 1 minuto em cada solugdo. Em seguida os cortes foram imersos em agua
destilada por 1 minuto seguido pela imersdo na solucdo de tionina 0,1% durante 8
segundos.

Apos a tionina 0,1%, as laminas foram novamete imersas em agua destilada por
45 segundos seguido da imercdo sequencial nas solugdes de alcool desta vez com

sequéncia indo de solugdo com menor concentracdo para maior concentracdo ( Alcool
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20%, 50%, 70%, 90% 100%) com tempo de incubacéo de 45 segundos em cada.

As laminas foram imersas em xilol durante 30 minutos na sequéncia foi realizada
montagem com Permount (Fisher Scientific) e laminula, para protecéo tecidual.

Imunohistoquimica

A analise imunohistoquimica foi utilizada para avaliagdo das possiveis alteragdes
no mecanismo de compensacdo neural nos hipocampos remanescentes dos ratos apos 0s
periodos de sobrevida pos-cirtrgica pré-estabelecidos para cada grupo. As marcagdes

foram realizadas conforme demonstra a tabela a seguir:

Tabela 2: Anticorpos primarios e secundarios usados, fabricantes, espécies com as quais reage, dilui¢bes

recomendadas pelo fabricante e diluiges utilizadas.

. Fabricante - Diluicéo Diluicéo
Anticorpo (codigo) Reatividade recomendada utilizada
Anti- Policlonal Santa Cruz Camundongo, ) ) .
DCX feito em cabra (sc-8066) rato e humano 1:50 - 1:500 1:100
Monoclonal gignuhnudnciggg’
Anti- feito em LSBio (LS- N ’ ) ) )
NeuN camundongo C312122) furdo, porco, 1:25-1:100 1:50
aves e
(clone A60)
salamandra.
Anticorpo
secundario
biotinilado anti- Vector Cabra 1:200 1:200
. (BA9500)
cabra feito em cavalo
Kit LSAB2 Dako Camundongo/ Solucio pronta para uso
SYSTEM-HRP (K0B75) Coelho gao pronta p

O procedimento de imuno-histoquimica foi realizado em modelo free-floating e
dividido em duas metodologias ambas com dois dias de experimento.

Para a marcagdo de neurdnios maduros foi utilizado o anticorpo anti-NeuN
(Mullen, Buck & Smith, 1992). A metodologia utilizada estd descrita a seguir: No
primeiro dia, os cortes foram escolhidos, retirados da solugdo anticongelante e
transferidos para pogos de placas de cultura devidamente identificados, a seguir foi

realizada uma bateria de trés lavagens com tampé&o Fostato Salino 0.1M (PBS 0.1M) para
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remocao da solucdo anticongelante (cada lavagem durou 5 minutos em agitacdo). Na
sequéncia, as sec¢des foram incubadas com solucdo de perdxido de hidrogénio a 3%
(H202 3%) durante 15 minutos, no escuro, para bloqueio da peroxidase enddgena. Apos
0S quinze minutos, outra bateria de lavagens com PBS 0.1M para remo¢éo da solucéo da
solucéo de bloqueio foi realizada.

Para promover a recuperagdo antigénica as seccdes foram finalmente incubadas
com solucéo de &cido citrico em banho maria a 90°C durante 20 minutos. Outra bateria
de lavagem com PBS 0.1M foi realizada para remoc¢édo da solucdo de acido citrico. A
permeabilizacdo do tecido efetuada com solugéo de saponina durante 10 minutos, seguida
de outra bateria de lavagem com PBS 0.1M.

O tecido foi incubado com solucéo de BSA (Bovine Serum Albumin) 10% durante
30 minutos para bloqueio de proteinas inespecificas e posteriormente incubado com o
anticorpo primario Anti-NeuN (ver tabela 2) durante toda a noite (overnight).

No segundo dia, foi realizada uma bateria de lavagem com PBS 0.1M para
remocao do excesso de anticorpo primario, seguida da incubacdo com biotina por 30
minutos, outra bateria de lavagem com PBS 0.1M e incubacdo com estreptavidina durante
30 minutos. O método utilizado foi o LSAB-Labelled Streptavidin Biotin (Dako K0675),
que consiste na ligacdo da biotina com o anticorpo primario seguido da ligacdo entre a
biotina e a estreptavidina (esta conjugada com enzima peroxidase). Na sequéncia, a
revelacdo com solucdo DAB (Diaminobenzidina)foi realizada conforme descrito a seguir.

Nesta etapa mais uma bateria de lavagem com PBS 0.1M foi feita para remocéo
do excesso de estreptavidina, na sequéncia a revelacdo com solucdo DAB
(Diaminobenzidina) foi realizada com tempo de reacdo variando entre 01 e 03 minutos.
A reacdo foi interrompida pela lavagem em solugdo de Tampé&o Fosfato 0.1M (PB 0.1M).

Para a marcacdo com o anticorpo Anti-DCX a metodologia utilizada esta descrita
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a sequir.

No primeiro dia, os cortes foram escolhidos, retirados da solucdo anticongelante
e transferidos para pocos de placas de cultura devidamente identificados, a seguir
realizou-se uma bateria de duas lavagens com PBS 0.1M para remoc¢do da solucao
anticongelante (cada lavagem durou 5 minutos em agitacdo). Na sequéncia, foi feito o
pré-tratamento com tampao borato em banho maria com temperatura de 60°C durante 25
minutos, em seguida a placa foi retirada do banho maria e mantida em temperatura
ambiente por 20 minutos para resfriamento. Na sequéncia, as sec¢des foram incubadas
com solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% (H202 3%) durante 20 minutos, no escuro,
para bloqueio da peroxidase endogena. Apds os 20 minutos, uma bateria de 3 lavagens
com PBS/TWEEN (5 minutos em agitacdo cada lavagem) para remocao da solucdo da
solucdo de bloqueio foi realizada.

Os cortes foram incubados em soro normal de cavalo durante uma hora para
blogqueio de proteinas inespecificas e posteriormente incubado com o anticorpo primario
anti-DCX (ver tabela 2) durante toda a noite (overnight).

No segundo dia, foi realizada uma bateria de lavagem com PBS/TWEEN para
remocdo do excesso de anticorpo primario, seguida da incubacdo com anticorpo
secundario biotinilado anti-cabra feito em cavalo (ver tabela 2) durante 2 horas. Outra
bateria de lavagem em PBS/TWEEN para remocao do anticorpo secundario foi realizada.

Os cortes foram incubados com solucdo ABC para formacdo do complexo biotina
estreptavidina durante 2 horas e novamente submetidos a bateria de lavagem com
PBS/TWEEN. Na sequéncia, a revelacdo com solu¢cdo DAB (Diaminobenzidina) foi
realizada com tempo de reacdo variando entre 04 e 05 minutos. A reacéo foi interrompida
pela lavagem em solugéo de Tampéo Fosfato 0.1M (PB 0.1M).

Todos os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e submetidos a uma
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bateria de desidratacao (alcool 70%, 80%, 90%, 100%, 100%, xilol 1, xilol 2, com tempo
de incubacdo de 2 minutos em cada solucéo) seguidos pela montagem com Permount e

laminula, para protecéo tecidual.

Anélise de dados

Anélise Morfologica do Hipocampo

Analise qualitativa

Apds o procedimento de imunohistoquimica as sec¢fes de todos 0s grupos
experimentais e do grupo controle foram analisadas em microscopio Optico Zeiss Imager
Z1. Imagens de campos representativos foram obtidas com auxilio de uma camera (Zeiss
AxioCam HRc) acoplada ao microscépio.

Anélise quantitativa

A analise microscopica foi feita em um microscépio binocular OLYMPUS BX41.
As células marcadas positivas para anti-DCX de todos os grupos experimentais foram
contadas com auxilio de uma objetiva de 40X com reticulo de contagem de area
0.0625mm? acoplado a ocular do microscopio OLYMPUS BX41. Para a contagem foram
utilizadas no minimo 4 sec¢6es por animal, com pelo menos 3 animais por grupo.

O reticulo de contagem de area total de 0,0625mm?2 dividido em 100 campos
iguais foi posicionado na area escolhida para a contagem. A contagem foi realizada em
toda a extensdo do giro denteado e na area inicial do hilo. Na regido do giro denteado o

reticulo foi posicionado sobre a camada de células granulares. Por esta camada
apresentar caracteristica morfol6gica mais compacta a area contada nesta regido
limitou-se a 0,01875mm?2 equivalente aos 30 campos do reticulo de contagem que

cobriam a regiéo (Figura 9).
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Figura 9. Posicionamento do reticulo de contagem sobre o giro denteado. Observa-se que a camada de
células granulares é completamente coberta pelas trés linhas inferiores do reticulo (equivalente a 30 campos
com éarea igual a 0,01875mm?)

Andlise Estatistica

Tanto a andlise comportamental quanto a analise gquantitativa das células DCX+
foram avaliada estatisticamente através da comparagédo entre grupos controle e os dois
grupos experimentais (G15 e G30) utilizando o teste de Kruskal Wallis com pos teste de
Dunn ou ANOVA um critério com pos teste de Tukey. O nivel de significancia estipulado
foi de p < 0,05.

A anélise estatistica foi expressa através de medias, desvios padrao e erros padréo de
cada grupo G15, G30 e grupo controle e foi realizada com auxilio do programa GraphPad

Prism 7.0.
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Resultados

Analise morfolégica e Imunohistoquimica nos hipocampos contralaterais

Foi realizada analise imunohistoquimica em 14 hipocampos contralaterais
retirados ap6s o tempo de sobrevida e fixacdo tecidual. Somente 4 hipocampos, 3
controles e 1 G30, ndo foram utilizados na analise por apresentarem ma fixacdo e/ou ma
preservacao tecidual. Em todos os grupos realizou-se a coloracdo de Nissl a fim de

observar a integridade do tecido e a marcacdo completa do hipocampo.

Coloragéo de Nissl

A coloracdo de Nissl apresentou boa coloragdo e visualizagdo das estruturas
morfoldgicas hipocampais. E possivel visualizar ambos os hipocampos do animal
controle (Figura 10A) assim como o hipocampo remanescente do animal do grupo
cirurgico (Figura 10B). Observa-se que no animal cirdrgico o hipocampo esquerdo foi

completamente removido enquanto que o hipoca,mpo direito foi preservado (Figura 10B).

Figura 10. Fotoreconstrugdo de encéfalo de rato Wistar com seccdes de 30 um de espessura coradas por
tionina 0,1%. A: Secdo referente a animal do grupo controle mostrando os hipocampos direito e esquerdo
integros. B: Secéo referente a animal do cirdrgico mostrando o hipocampo direito integro e auséncia do
hipocampo esquerdo.
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Aumento do namero de neuroblastos migratorios nos hipocampos dos
animais submetidos a hipocampectomia unilateral

A marcacdo de neuroblastos migratorios foi realizada com o anticorpo anti-DCX
(ver Tabela 2) e apresentou marcagdo positiva para neuroblastos migratérios (DCX+)
para as seccdes dos trés grupos experimentais na area do giro denteado e no hilo (Figura
11). No entanto, foram encontradas diferencas no padrdo de marcacao entre 0s grupos.
No grupo controle (Figuras 11A e 11D) a marcacdo evidenciada que ocorreu no giro
denteado e no hilo apresentou células imunorreativas ao anti-DCX, no entanto quando
comparado com o0s grupos experimentais G15 (Figuras 11B e 11E) e G30 (Figuras 11C e
11F) observou-se que a marcacgdo positiva que também foi evidente nas areas nas regides
do hilo (h) e giro denteado (GD) apresentou um aumento do numero de neuroblastos

marcados (Figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografias de sec¢des hipocampais das areas do Giro denteado e Hilo de animais dos trés
grupos experimentais (Controle, G15 e G30) com marcacdo positiva para o anticorpo anti-DCX obtidas em
objetiva de 20X (A, B e C) 40X (D, E e F). Escala = 50um.
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Andlise Giro Denteado

A marcacdo com anti-DCX no giro denteado apresentou marcagéo positiva tanto
no grupo controle quanto nos grupos G15 e G30 na camada de células granulares (Figura
11A, 11B e 11C). A contagem de células indica que nos grupos cirtrgicos G15 e G30 a
quantidade de células imunoreativas é significativamente maior quando comparado com
0 grupo controle (Figura 12). Observa-se também essa diferenca entre 0s grupos
cirargicos, o grupo G15 apresenta um maior nimero de células DCX+ quando comparado
com o grupo G30. Esses resultados indicam um aumento na expressao de DCX nos grupos

cirtigicos principalmente no periodo de 15 dias apo6s a cirurgia (grupo G15).
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Figura 12. Quantificacdo do nimero de células DCX+ na area do giro denteado dos animais dos grupos
controle, G15 e G30 (Kruskal Wallis com pos teste de dunn. Barra de erro + erro padrdo. Foi considerado
significativo p < 0,001).
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Analise Hilo

Na érea do hilo foi observado células marcadas positivamente para DCX nos trés

grupos (Figuras 11D, 11E e 11F). Entretanto, nos grupos G15 e G30, a densidade celular

€ maior quando comparado com o grupo controle (Figura 11E e 11F). Essa diferenca é

confirmada pela contagem de células imunorreativas que demonstra que esse aumento é

significativo (Figural3). Os grupos G15 e G30 ndo apresentam diferencas significativas

entre si. Esses resultados indicam que na regido do hilo também ocorre um aumento do

numero de células imunorreativas ao anti-DCX nos animais dos grupos cirurgicos (G15

Hilo

e G30).
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Figura 13. Quantificacdo do nimero de células DCX+ na area do hilo dos animais dos grupos controle,
G15 e G30 (ANOVA um critério com pos teste de dunn. Barra de erro + erro padrdo. Foi considerado

significativo p < 0,001).
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Morfologia e integridade das camadas dos hipocampos atestada pela
marcacao de neurdnios maduros

A marcacao de neurdnios maduros foi feita com o anticorpo anti-NeuN (Ver tabela
2) e apresentou marcacao positiva nas secc¢des dos hipocampos de animais dos trés grupos

conforme ilustrado na figura 14.

Figura 14. Fotomicrografias de sec¢des do hipocampo de ratos Wistar marcados com anticorpo anti-NeuN
mostrando a distribuicdo de neurdnios maduros ao longo das areas do hipocampo. Em A: Secg¢do de
hipocampo do grupo controle. Em B Secc¢éo de hipocampo do grupo G15 Em C: Secg¢éo de hipocampo do
grupo G30. A marcagdo corresponde a coloragdo marrom nas ilustragdes. (Escala = 300um).
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Analise CAl

A marcacdo de NeuN na camada de células de CA1 evidencia corpos celulares de
neurdnios maduros em formacéo linear caracteristica na camada de células granulares

(Figuras 15A, 15B e 15C e 16A, 16B e 16C).

Controle G15 G30

CA3 CAl

Denteado

HILO

Figura 15. Fotomicrografias de sec¢des hipocampais das areas de CA1l, CA3, Giro denteado e Hilo de
animais dos trés grupos experimentais (Controle, G15 e G30) com marcac¢do positiva para o anticorpo anti-
NeuN obtidas em objetiva de 20X (Escala = 100um).
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Figura 16. Fotomicrografias de sec¢@es hipocampais das areas de CAl, CA3, Giro denteado e Hilo de
animais dos trés grupos experimentais (Controle, G15 e G30) com marcag¢do positiva para o anticorpo anti-

DCX obtidas em objetiva de 40X (Escala = 50um).

Andlise CA3

A marcagdo na regido de CA3 mostrou a distribuicéo diferenciada dos neurénios
maduros na area de CA3. Em uma analise qualitativa e comparativa entre o grupo controle
(Figura 15D), grupo G15 (Figura 15E) e o grupo G30 (Figura 15F) notou-se que parece
haver uma maior expressdo de neurénios imunorreativos a NeuN no grupo G15 (Figura
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15E e 16E) que, por conseguinte espalham-se na camada granular. Ndo houve aparente
diferenca significativa entre os grupos controle (Figura 15D e 16D) quando comparados

ao grupo G30 (Figura 15F e 16F).

Anélise Giro Denteado:

A marcacdo de NeuN no giro denteado mostra a marcagdo positiva de neuronios
maduros em todos os trés grupos (Controle, G15 e G30) sem grandes diferencas visuais
entre os grupos. Podemos observar a camada de células granulares com distribui¢do das
células em formacdo linear e padrdo de marcacdo celular tipico da camada de células

granulares (Figura 15G-1 E 16G-1).

Andlise Hilo:

Na area do Hilo foi observado marcacao positiva dos neurénios maduros nos trés
grupos (Controle, G15 e G30) conforme ilustrado nas figuras 15J-L e 16J-L. No grupo
G15 foi observada diminuicdo da densidade de células marcadas quando comparado ao
grupo controle. (Figura 15K e 16K). No grupo G30 foi observada diminuicdo da
densidade de células marcadas com estreitamento da camada de células em comparacao

com os demais grupos. (Figura 15L e 16L).

Exposicdo ao labirinto radial de oito bragos para analise de memdria de referéncia
e memoria de trabalho

Para a avaliacdo de aprendizagem e memdria, 18 animais adultos foram utilizados
(n = 6 cada grupo). Todos o0s animais aprenderam a coletar o alimento presente no final
dos quatro bragos do aparato e nenhum rato apresentou problemas de adaptagdo ao
labirinto. O tempo maximo que 0s animais permaneceram no labirinto foi de 10 minutos

(600 segundos) e 0 minimo registrado foi de 143 segundos.

A tabela 3 mostra a porcentagem de animais que completaram o teste no labirinto
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antes de 10 minutos no decorrer dos sete dias de experimento para todos os trés grupos.
Todos os animais do Grupo Controle completaram o teste a partir do segundo dia de
exposicdo até o dia final, com excecdo do dia 4, em que um dos animais apenas nédo
completou (83%). As porcentagens foram menores para 0s animais dos grupos
experimentais. Para 0 G30, a porcentagem de animais que terminavam antes do tempo foi
crescendo gradualmente, até que 100% dos animais terminaram o teste antes do tempo
do Dia 4 em diante. Para 0 Grupo G15, com excecao do primeiro dia, de 83% a 100% dos

animais terminavam o teste antes de 10 minutos.

Tabela 3. Porcentagem de animais que completaram o teste comportamental no labirinto radial de oito
bragos em cada um dos 7 dias de experimento. O total de animais expostos por dia, em cada grupo, era 6

(n =6 por grupo).

Dias de teste
Grupo

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

Controle  33% 100% 100% 83% 100% 100% 100%

G15 0% 83% 100% 83% 83% 100% 100%

G30 33% 50% 67% 100% 100% 100% 100%

O tempo médio que cada grupo permaneceu no labirinto foi quantificado em todos
os sete dias e foi observada diminuicdo deste tempo para todos os grupos (G15, G30 e
Controle) no decorrer dos dias, indicando maior rapidez na execucao da tarefa, ou seja,
na consumacdo dos quatro pedacos de alimento. Embora o menor tempo tenha sido
observado para 0s sujeitos do Grupo Controle em todos os dias, a comparacdo das

medidas entre os trés grupos ndo apresentou diferenca significativa (Figura 17).
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Figura 17. Tempo médio de exploragdo do labirinto radial de oito bracos por grupo em cada dia de
experimento. (Kruskal Wallis com poés teste de dunn. Barra de erro + desvio padrdo. Foi considerado

significativo p < 0,05).

Para avaliar se a diminuicdo de tempo intra-grupo era significativa, comparamos
0 tempo de exposicdo ao labirinto no primeiro dia com o tempo nos demais dias. No
Grupo Controle, houve uma diferenca significativa entre o tempo no dia 1 e o tempo nos
dias 5, 6 e 7 (Figura 18A); no Grupo G15, houve uma diferenca entre o tempo no dia 1l e
nos dias 4, 6 e 7 (Figura 18B); e no grupo G30, houve uma diferenca entre o dia 1 e 0s
dias 5 e 7 (Figura 18C). Desta forma, no geral, foi observado diferenca significativa na
diminuicdo do tempo para realizar a tarefa entre o dia 1 e o dia 7 em todos 0s grupos,

controle e ambos 0s cirurgicos.

A B C
Controle G15 G30

Tempo em segundos
g 8 8
g8 8 8
—
—
i
A
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Tempo em segundos

1 2 3 4 5 6 7
Dias de teste Dias de teste

Dias de teste

Figura 18. Tempos de realizacdo do teste nos dias de experimento. A: Grupo controle. B: Grupo G15. C:
Grupo G30. (Kruskal Wallis com pds teste de dunn. Barra de erro + desvio padrdo. Foi considerado
significativo p < 0,05).
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Com relagéo as medidas de memdria, a analise dos erros de memdria de trabalho
(EMT) e dos erros de memoria de referéncia (EMR) dos animais no labirinto foi realizada
através da comparacdo entre o grupo controle e os demais grupos no sexto e sétimo dia
de experimento. A comparacdo dos EMT e EMR entre os grupos ndo demonstrou
diferencas significativas em ambos os dias analisados (Figuras 19 e 20) Esses resultados
reforcam a ideia de que a aprendizagem no labirinto radial de oito bragcos nao foi

permanentemente afetada pela cirurgia.

5, Bl Controle
B G15
G30
4

n° de erros

:
SR

Dia 6 Dia7

Figura 19. Quantificacéo de erros de memédria de trabalho (EMT) no sexto e sétimo dia de teste. A medida
de meméria de trabalho foi a quantidade de entradas nos bragos em que ele ja havia consumido o alimento;
cada uma dessas reentradas era contabilizada como um EMT (Kruskal Wallis com po6s teste de dunn. Barra

de erro £ desvio padréo. Foi considerado significativo p < 0,05).
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Figura 20. Quantificacdo de erros de memdria de referéncia no sexto e sétimo dia de teste. A medida de
memodria de referéncia (memdria de longo prazo) foi avaliada pela quantidade de entradas nos bragos em
que nunca havia alimento; cada uma dessas entradas era contabilizada como um EMR. (Kruskal Wallis

com pos teste de dunn. Barra de erro + desvio padrdo. Foi considerado significativo p < 0,05).
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Discussao

Aspectos da morfologia hipocampal evidenciados pela coloracéo de Nissl

A cirurgia de hipocampectomia unilateral realizada em pacientes humanos
portadores de ELT refrataria promove a remog&o unilateral do hipocampo afetado pela
patologia assim como da area cortical adjacente. (Boling, 2018; Jobst & Cascino 2015).
Essa cirurgia é uma alternativa de tratamento para aqueles pacientes que ndo obtem
controle das crises com o tratamento medicamentoso e é relatada como eficaz nos

controles das crises epilépticas recorrentes (Liao et al., 2018; Malmgren & Thom 2012).

Nesse estudo foi desenvolvido um modelo de cirurgia em ratos Wistar que
mimetiza a cirurgia de hipocampectomia unilateral realizada em humanos (ver métodos
pagina 31). Conforme visualizado na figura 10 nossos resultados demonstram que 0
modelo cirurgico desenvolvido promoveu a remoc¢do completa do hipocampo esquerdo e
preservacdo do hipocampo direito dos animais cirurgicos (Figura 10B) indicando a

viabilidade dessa metodologia cirdrgica para a remocao unilateral do hipocampo.

Aspectos gerais da marcacdo imunohistoquimica

Atualmente o estudo da neurogénese no encéfalo de adultos identificou duas areas
neurgénicas até o0 momento, uma delas se encontra na zona subgranular do giro denteado,
porém muitos aspectos neurais relacionados a neurogénese ainda ndo  foram
completamente esclarecidos (Amrein 2015; Colucci-D’amato et al., 2006; Gage, 2002)
Uma das metodologias utilizada nos estudos de neurogénese é a marcacdo por
imunohistoquimica, a qual viabiliza a analise de proliferacdo celular utilizando a ligacao
especifica de anticorpos a proteinas expressas durante 0s estagios do processo
proliferativo (Danilov et al., 2009; Liu et al 2018; Radick et al 2017; Thored et al, 2006;

Toni & Schinder, 2016).
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Os padrdes de imunomarcacdo para DCX e NeuN obtidos nesse trabalho foram
semelhantes aos encontrados na literatura descritos por Lee, (2018) e Radic, (2017). Foi
possivel evidenciar com nitidez ndo somente a anatomia geral do hipocampo e dos perfis
celulares de neuroblastos migratorios e neurdnios maduros, mas também a visualizacéo
da anatomia especifica das camadas hipocampais evidenciando a integridade dos

hipocampos utilizados e nos dando a certeza de que a metodologia foi bem empregada.

Imunomarcacao de neuroblastos migratorios

Neste estudo o grupo controle (Figura 11A e 11D) apresentou um padréo de
imunoreatividade geral mais discreto nas areas analisadas (Hilo e Giro denteado) quando
comparado aos outros dois grupos (G15 e G30) que demonstraram maior expressao de
DCX no giro denteado e hilo (Figuras 11B, 11C, 11E e 11F). Estas diferengas foram
confirmadas pela contagem de células DCX+ (figuras 12 e 13) que apresentou diferencas
estatisticas significativas entre os grupos cirargicos e controle (Hilo: ANOVA um critério
com pos teste de Tukey, p<0,0001; Giro denteado: Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn,
p<0,0001), isto pode indicar a existéncia uma possivel neurogénese compensatéria no

hipocampo contralateral dos ratos dos grupos cirdrgicos.

Observou-se também diferencas entre os grupos G15 e G30 na area do Hilo. Foi
observado que nesta regido o grupo G15 apresenta um numero de células imunoreativas
significativamente maior do que o grupo G30 [Figuras 13] (ANOVA um critério com pos
teste de Tukey, p < 0,0001). Talvez essas diferencas sejam resultado da maturacdo e
migracdo desses neuroblastos. Como o grupo G30 apresenta um tempo de 30 dias apds o
procedimento cirdrgico é possivel que essas células possam ter passado pelo processo de
maturagdo tornando-se neurdnios maduros e dimuindo assim a expressdao de DCX. A

marcacgdo observada no giro denteado (figura 11B, 11C, 11E e 11F), por outro lado, ndo
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apresenta diferecas significativas entre os grupos G15 e G30 isso indica 0 mesmo padrédo

de producéo de neuroblastos entre estes dois grupos nessa area.

O DCX (Doublecortin) € uma proteina associada a microtdbulos expressa por
neuronios imaturos durante sua insergdo na circuitaria neuronal. A marcagdo imuno-
histoquimica de células anti-DCX+ tem sido recorrente na literatura, mostrando-se eficaz
na identificagdo de neuroblastos migratorios (Fasemore et al., 2018; Liu et al., 2018;
Radick et al., 2017; Toni & Schinder, 2016) Neste trabalho identificou-se a marcagéao de
neuroblastos DCX+ nos hipocampos dos ratos dos trés grupos utilizados (Controle G15
e G30), e foi observado diferengas de imunoreatividade entre os grupos (figura 11). As
células marcadas apresentam morfologia de neuroblastos migratérios e a marcagdo é
semelhante a evidenciada por trabalhos como o de Fasemore (2018) indicando que nossa

metodologia foi bem aplicada e que nossos resultados séo relevantes.

Imunomarcacao de Neurdnios maduros

O anticorpo anti-NeuN marca proteinas especifica do ndcleo celular de neurénios
maduros sendo utilizado na literatura para marcacao desses tipos celulares (Danilov et al.,
2009; Liu et al., 2018). Sua marcacdo viabilizou atestar a integridade do hipocampo
(Figura 14) e a distribui¢do neuronal de suas camadas sendo importante para nos auxiliar

a localizar as areas de CA1, CA3 Hilo e Giro denteado.

As areas do giro denteado (figuras 15G-I e 16G-1) e CAL (figura 15A-C e 16A-
C) apresentaram boa marcacao e imunoreatividade em todos os grupos, as camadas de
células granulares apresentam morfologia especifica de suas regides estando de acordo
com o relatado na literatura (Andersen et al., 2007) com formacao linear e compacta sem

grandes alteracOes de densidade e dispersdo celular entre os grupos.
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No hilo nés observou-se uma diminuicdo gradual das células marcadas
caracterizada pelo grupo controle com maior numero de células NeuN+, Grupo G15 com
diminuicdo da densidade celular quando comparado ao controle e grupo G30 com menor
densidade de células marcadas e diminuicdo da espessura da camada de células. Esses
resultados podem ser consequéncia do aumento de neuroblastos nessa regido visualizado
na imunomarcacao para DCX. Os neuroblastos migratérios podem estar causando uma
reorganizacdo no hilo com consequente diminui¢do do nimero de neurdnios maduros nos

grupos G15e G30 (Figura 15J-L e 16 J-L).

Um resultado curioso observado em CA3, foi que o grupo G15 aparentou possuir
uma densidade de neurdnios maduros maior do que o grupo controle e o grupo G30 e
somente uma andlise da densidade celular posterior podera nos revelar a magnitude desse

aumento e sua real significancia. (Figura 15D-F e 16D-F).

Existéncia de neurogénese compensatdria em modelos animais

Nesta pesquisa observou-se uma diferenca no padrédo de distribuicdo de
neuroblastos migratérios nos hipocampos dos grupos cirargicos, quando comparados com
0 grupo controle. Embora ainda ndo seja possivel afirmar que existe aumento de
neurogénese no hipocampo contralateral a cirurgia, nossos resultados sugerem a
ocorréncia de uma possivel modulacdo neural. Somente com experimentos futuros de
dupla marcacdo das células proliferativas e/ ou apoptéticas aliadas a marcacdo de
neuroblastos e /ou glias, assim como associa¢des a métodos de diagndstico por imagem
(tais como ressonancia magnética funcional), sera possivel sugerir um possivel
mecanismo compensatorio do hipocampo que poderia justificar uma adicional
neurogénese nos animais submetidos a hipocampectomia unilateral e nos processos

subjacentes ao processo de epileptogénese.
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Aspectos comportamentais observados em modelos animais submetidos a
hipocampectomia unilateral

A utilizacdo do labirinto radial de 8 (LR8B) bragos nesse estudo foi adotada
levando em consideracdo a adequacao do equipamento ao delineamento experimental e
ao objetivo de avaliacdo comportamental. O aparato se ajustava ao tempo de sobrevida
dos grupos de sujeitos e é usualmente aplicado em estudos que avaliam padrdes
comportamentais referentes ao aprendizado e a memoria de ratos Wistar relacionadas a
lesdo no hipocampo (Chan et al ., 2006, Iscu et al ., 2013; Rathod, 2015; Rathod, 2014;

Duncan, 2016; Wu et al. 2001; Scorza et al., 2009).

O LR8B permitiu a avaliagdo de aprendizagem extra e intra grupo por meio das
medidas de tempo médio de permanéncia no labirinto (Figura 17 e Figura 18) e da

porcentagem de animais que completaram o teste no decorrer dos dias (Tabela 3).

No presente estudo, foram utilizados sete dias de exposicdo ao labirinto para
avaliar aprendizagem e memdria. O nimero de dias de exposi¢do ao LR8B apresentou
certa variagao nos trabalhos presentes na literatura, Chan et al. (2004) utilizaram 12 dias
de exposicao ao labirinto, enquanto Kemse (2018) e Rathod (2014-2015) demonstraram
mudanca nos padrées comportamentais de grupos avaliados com cinco dias de exposi¢ao
ao LR8B. Os sete dias de exposi¢do do presente estudo parece ter sido uma escolha
adequada na medida em que se adaptava ao tempo minimo de sobrevida dos grupos (15
dias), assim como parece ter permitido a recuperacdo fisica dos animais ap0s o

procedimento cirtrgico para que a avaliacdo de comportamento pudesse ocorrer.

A Tabela 3 demonstra a porcentagem de animais por grupo que completou o teste
ao longo dos sete dias de exposi¢do. Observa-se que do dia 1 ao dia 5 essa porcentagem

sofre variagdo em pelo menos um dos trés grupos utilizados, enquanto que nos dias 6 e 7
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a porcentagem para todos os grupos é de 100%, ou seja, nos dias 6 e 7 todos os trés grupos

(G15, G30 e Controle) completaram o teste em menos de 10 minutos.

A anélise entre 0s grupos esta demonstrada na Figura 17, na qual se apresenta a
curva temporal que cada grupo obteve durante a exposi¢do ao labirinto. Notou-se visivel
adiminuicdo do tempo de exploragdo em todos os grupos ao longo dos dias de exploracéo.
Ao testar o grau de significancia dessas diferengas em cada dia a partir da aplicacdo do
teste de Kruskall-Wallis, observou-se que ndo houveram diferencas estatisticas
significativas entre 0s grupos cirurgicos e o grupo controle (Kruskal-Wallis com pos teste
de Dunn: dia 1 p = 0,5588; dia 2 p = 0,0711; dia 3 p = 0,4411; dia4 p = 0,4167; dia5p

=0,1528;dia 6 p=0,0549; dia 7 p = 0,1394)

Podemos observar na Figura 18 a comparacdo intragrupo do tempo de
permanéncia no LR8B entre o dia um e os demais dias de exposicdo. Notou-se que em
todos os trés grupos o tempo necessario para o animal finalizar a tarefa foi visivelmente
maior no primeiro dia do que nos demais dias. Ao testar o grau de significancia dessas
diferencas, ainda utilizando o teste de Kruskall-Wallis com pos teste de Dunn, observou-
se que todos o0s trés grupos possuiam diferenca significativa entre o primeiro e o sétimo
dia de experimento (Grupo controle Kruskal-Wallis statistic = 17,13 valor de p = 0,0088;
Grupo G15 Kruskal-Wallis statistic = 19,59 valor de p = 0,0033; Grupo G30 Kruskal-

Wallis statistic = 14,45 valor de p = 0,0250).

Esses resultados parecem sugerir a ocorréncia de um processo de aprendizagem
tanto no grupo controle quanto nos grupos cirdrgicos, sendo que esse processo €

aparentemente semelhante em todos o0s trés grupos (G15, G30 e Controle).

Ainda na Figura 18, foi observado que no grupo controle o tempo de exploragéo

nos dias 5, 6 e 7 se mantém relativamente constante nesses dias (Figura 18A). Ao analisar
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0S grupos cirurgicos, observou-se que existe maior variagdo no tempo de exploracéo dos
ultimos dias (Figura 18B e 18C). No grupo G15, a diferenca foi observada nos dias 4, 6
e 7 e no grupo G30, nos dias 5 e 7. Uma possivel explicacdo para esses resultados é de
que possivelmente os grupos cirlrgicos necessitem de mais dias para que essa variagdo
diminua e se torne constante e semelhante ao observado no grupo controle. Esta hipotese
poderia ser investigada mais detalhadamente em uma analise com um grupo que possua

um tempo de sobrevida superior a 30 dias.

O aprendizado e a memdria sdo fungdes cognitivas fundamentais aos organismos
e prejuizos a essas funcdes podem afetar significativamente a qualidade de vida (Hall &
Guyton, 2011). A memoria de referéncia (memoria de longo prazo) é um tipo de memoria
que tem maior duracdo, e sua consolidacdo € realizada pela formacdo hipocampal,
podendo ser afetada por eventuais danos a essa estrutura. Essa consolidac¢do é induzida
pela repeticdo da informacdo, ou seja, quanto mais uma informacéo € repetida, maiores
as chances dela ser consolidada. A memoria de trabalho (memdria de curto prazo) permite
0 armazenamento temporario de informacdes, sendo utilizada durante a execucdo de
determinadas tarefas sendo geralmente eliminada ao final da tarefa executada (Bear, et

al., 2007; Kandel et al, 1995).

A amnésia anterdgrada (incapacidade de se consolidar novas memorias) € descrita
em individuos que apresentam danos bilaterais na area do lobo temporal (Squire, 2009;
Squire & Wixted, 2011). No entanto, a cirurgia de hipocampectomia unilateral é relatada
como segura e geralmente ndo correlacionada a danos cognitivos relacionados ao
processamento e evocacao de memoria aos pacientes. 1sso provavelmente se deve ao fato
deste procedimento cirargico consistir na retirada de apenas um dos hipocampos do
individuo. Todavia, essa auséncia de prejuizo cognitivo €, no minimo, curiosa levando

em conta que o hipocampo € um grande centro de integracao e consolidacdo de memdrias.
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Muito provavelmente, o hipocampo contralateral remanescente continua realizando sua
atividade, compensando a auséncia do hipocampo contralateral (Mathon et al., 2015;

Wiebe et al., 2001).

Nos avaliamos os efeitos da cirurgia de hipocampectomia unilateral sobre a
memoria e aprendizagem nos ratos dos grupos Controle, G15 e G30, utilizando um teste
especifico para avaliar memdria de referéncia (memoria de longo prazo) e memoria de
trabalho (memoria de curto prazo) executado no labirinto radial de 8 bragos (ver método).
Esta andlise foi feita nos dias 6 e 7 de teste comportamental nos grupos Controle G15 e
G30. Esses dias foram selecionados, pois foram os dias em que 100% dos animas dos trés

grupos completaram o teste (ver Tabela 3).

Durante a execucdo da tarefa (consumir todo o alimento presente no labirinto), era
esperado que, ao consumir o alimento de um brago, o animal ndo retornasse ao mesmo
braco, pois a informacéo de que o alimento daquele braco ja havia sido consumido ainda
estaria em processamento (este processamento é caracteristico de memoria de trabalho).
A reentrada nos bragos em que o alimento foi consumido foi entéo classificada como erro
de memoria de trabalho (EMT), e a contabilizacdo desses erros foi utilizada para anélise
de déficits no processamento desse tipo de meméria (Iscru et al., 2013, Scorzaet al., 2009;
Wu et al.,, 2001). A contabilizacdo dos EMT que os grupos Controle, G15 e G30
cometeram e a subsequente comparacdo entre os grupos ndo demonstrou diferencas
estatisticas significativas (Figura 19). Esses resultados indicam que mesmo apo6s o
procedimento de hipocampectomia unilateral os grupos G15 e G30 ndo apresentaram

déficits no processamento de memoria de trabalho.

Quanto a avaliacdo de memoria de referéncia (memoria de longo prazo), foram
contabilizadas as entradas que os ratos fizeram em bragos nos quais nunca havia sido

disponibilizado alimento. Nesta anélise, era esperado que a repeti¢do da tarefa durante os
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dias de exposicdo ao labirinto consolidasse a informacdo de que naqueles bragos o
alimento ndo era disponibilizado, diminuindo, no decorrer dos dias, a resposta de entrada
aos mesmos. A entrada nos bracos que nunca continham alimento foi contabilizada como
erro de memdria de referéncia (EMR) e a contabilizacdo desses erros (assim como dos
EMT) foi utilizada na analise de déficits no processamento de memoria de referéncia
(Iscru et al., 2013, Scorza et al., 2009; Wu et al., 2001). A comparacdo dos EMR entre os
grupos Controle, G15 e G30 também néo apresentou diferencas estatisticas, indicando
que a hipocampectomia unilateral também ndo acarretou prejuizos no processamento de

memoria de referéncia (Figura 20).

E importante ressaltar que durante a exposicéo ao labirinto a visibilidade para as
pistas visuais espalhadas pela sala tinham como finalidade permitir que o animal se
localizasse espacialmente no labirinto e dessa forma identificassem quais eram 0s bragos
que possuiam ou ndo alimento. A limpeza realizada no aparato com alcool 70% e &gua
destilada antes e apds o procedimento também foi importante para minimizar possiveis
variaveis externas relacionadas ao olfato dos animais que pudessem interferir na analise

comportamental.

Nossos resultados comportamentais indicam que houve aquisi¢do de repertdrio
comportamental nos animais dos grupos G15, G30 e Controle e 0 uso de sete dias de
exposicéo foi suficiente para se observar aprendizagem no labirinto em todos 0s grupos,
indicando que a aprendizagem no labirinto radial de oito bracos ndo foi afetada pela
hipocampectomia unilateral. Esses resultados assemelham-se aos relatos da literatura de
que a cirurgia de hipocampectomia unilateral é segura, apresenta baixa morbimortalidade
e geralmente ndo acarreta danos cognitivos (Jobst & Cascino 2015; Mathon et al., 2015;

Wiebe et al., 2001), indicando-o como um modelo viavel e eficaz para a avaliagdo
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comportamental e para analises de possiveis processos neurais compensatérios induzidos

pela cirurgia.
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Anexo A
Instrumentos

Aparelho estereotaxico

O estereotaxico € um aparato que permite a localizacdo de estruturas cerebrais
através da utilizacao de um sistema tridimensional de coordenadas geométricas alinhadas
aos planos de corte sagital, coronal e axial. O aparato consiste em uma plataforma com
uma estrutura de fixacdo da cabeca do animal, e uma torre articulada que permite a
insercdo de coordenadas geométricas ja padronizadas em atlas estereotadxico. O aparato

esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7. Aparelho estereotaxico Insight modelo EFF 331. Gentilmente cedido para nossos experimentos

pelo Laboratério de Biofisica celular.

Material cirurgico.

A série de instrumental cirdrgico consistiu em microdissectores, pingas kelly,
pingas halsted, pincas dente de rato, pingas de relojoeiro, pin¢as anatdmicas, porta agulha,
cabo de bisturi n°3, lamina de bisturi n°10, fio de sutura n°4, tesouras metzenbaum,
tesouras romba/fina e broca odontoldgica n°1.

Lupa Binocular Estereoscopica
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As cirurgias foram realizadas com o auxilio de uma lupa cirargica, OME 5000
(Marca Olympus) que possibilitou melhor visdo das estruturas anatdmicas dos encéfalos
dos animais durante o procedimento. A visualizacdo das estruturas cerebrais pode ser
identificada com aumento de até 2x vezes.

Labirinto Radial de 8 Bracos

O Labirinto Radial de 8 Bragos (LR8B) consiste em uma plataforma em acrilico,
octogonal com diametro de 34 cm, da qual se irradiam 8 bracos com 47,5 cm de extenséo

e 13 cm de largura (ver Figura 8). A plataforma e os bracos estdo posicionados a uma

altura de 60 cm em relacao ao chéo.

Filmagem
O animal era monitorado através de filmagens realizadas por uma camera modelo Action
Céamera H9s acoplada a um tripé e posicionada acima do labirinto.

Criostato

As seccdes dos tecidos foram realizadas no aparelho criostato Leica modelo
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CM1850
Microscépio
Microscopio optico Zeiss Imager Z1, com camera Zeiss AxioCam HRc acoplada

para documentacdo fotografica.
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