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Imagens contrastadas por manganés na fase aguda

da epilepsia induzida por pilocarpina
Manganese-enhanced magnetic resonance imaging in the acute phase
of pilocarpine induced model of epilepsy

Jackeline Moraes Malheiros!, Beatriz Monteiro Longo?, Alberto Tannus?, Luciene Covolan?

RESUMO

As imagens de ressonancia magnética sdo Uteis no estudo de
modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal. A técnica
manganese-enhanced MRI (MEMRI) é de interesse por combinar
os efeitos provocados pelo manganés no aumento do contraste
de populacdes celulares ativadas, ao competir com o célcio na
transmissao sinaptica. Assim, o propdsito deste estudo foi investigar
a evolugdo temporal do contraste provocado pelo manganés na
fase aguda da epilepsia do lobo temporal induzida por pilocarpina
sistémica e comparé-las a expressao da proteina c-Fos. Nessa fase,
a intensidade do sinal MEMRI foi analisada em trés diferentes pontos
temporais (5, 15 ou 30 minutos) apés o inicio do status epilepticus
(SE). O grupo que foi mantido em status epilepticus por 30 minutos
mostrou diminuicéo na intensidade de sinal no CA1 e giro denteado
(GD). Nao houve diferencas entre o Grupo Controle e os outros
grupos tratados com pilocarpina. A expressao da proteina c-Fos, nos
mesmos animais, mostrou que, mesmo no status epilepticus de curta
duracéo (5 minutos) j& ha ativacéo celular maxima nas sub-regides do
hipocampo (GD, CA1 e CA3). Nas condicoes experimentais testadas,
nossos dados sugerem que o sinal MEMRI nao foi sensivel para
identificar variacdes detectéveis da ativagao celular na fase aguda
do modelo de pilocarpina. Nossos achados ndo séo consistentes
com a ideia que o contraste por manganés reflete primariamente
alteragdes na atividade celular durante o SE quando outros elementos
modificadores do sinal podem atuar.

Descritores: Epilepsia/radiografia; Hipocampo; Imagem por ressonancia
magnética/métodos; Manganés/uso diagnéstico

ABSTRACT

Magnetic resonance images are useful in the study of experimental
models of temporal lobe epilepsy. The manganese-enhanced MRI

(MEMRI) technique is of interest since it combines the effects caused
by manganese on the increased contrast in activated cell populations,
when competing with calcium in synaptic transmission. Thus, the
purpose of this study was to investigate the temporal evolution of
the contrast related to manganese in the acute phase of temporal
lobe epilepsy induced by systemic pilocarpine and compare it to the
expression of the c-Fos protein. During this phase, the intensity of
the MEMRI signal was analyzed at three different time points (5, 15
or 30 minutes) after the onset of status epilepticus (SE). The group
that was maintained in status epilepticus for 30 minutes showed a
decrease in intensity of the signal in CA1 and the dentate gyrus (DG).
There were no differences between the control group and the other
groups treated with pilocarpine. The expression of the protein, c-Fos,
in the same animals showed that even in the short-duration status
epilepticus (5 minutes), there was already maximal cellular activation
in subregions of the hippocampus (DG, CA1 and CA3). Under the
experimental conditions tested, our data suggest that the MEMRI
signal was not sensitive for the identification of detectable variations
of cell activation in the acute phase of the pilocarpine model. Our
findings are not consistent with the idea that manganese contrast
reflects primarily alterations in cellular activity during SE when other
signal-modifying elements can act.

Keywords: Epilepsy/radiography; Hippocampus; Magnetic resonance
imaging/methods; Manganese/diagnostic use

INTRODUGAO

Modelos animais, como o da pilocarpina e do acido cai-
nico!¥, sao muito utilizados para o estudo da epilepsia
do lobo temporal (ELT). Comparada a técnicas histo-
l6gicas, as imagens por ressonancia magnética (IRM)
sao uma forma muito util para abordagem longitudinal
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em modelos animais. Apesar do crescente nimero de
publicacodes cientificas sobre aplicagdes de técnicas de
IRM, inclusive sobre a utilizacdo do realce por man-
ganés (MEMRI) em modelos animais de ELTU? di-
versos aspectos anatdomicos da epileptogénese ainda
aguardam defini¢ao, como, por exemplo, a sequéncia
de ativacdo das areas cerebrais causada pelas crises in-
duzidas. Além de estudos morfoldgicos e anatdmicos, a
IRM fornece variedade de informacdes de acordo com
a sequéncia utilizada, por exemplo, informagoes funcio-
nais e de alteracoes metabdlicas.

Em roedores, a presenca de MnCl, proporciona ex-
celente contraste da anatomia cerebral em IRM, sendo
que regides como o hipocampo, a glandula pituitéria, o
cerebelo e o bulbo olfatério sao naturalmente realca-
dos, a despeito de qualquer estimulo®. O MnCl, atua
como meio para aumentar o contraste entre as diversas
estruturas encefélicas, por diminuir tanto o tempo de
relaxagdo T, como o T, da dgua adjacente™. Na fase
final do potencial de agdo, o ion Mn** compete com o
ion Ca?* na despolarizac¢do dos botdes sinapticos. Dessa
forma, ao ser interiorizado pelos neur6énios que estao
em alta atividade no foco da descarga epiléptica, o ion
Mn?* serve como um tragador de vias neurais ativadas.

Os estudos utilizando técnicas de IRM, na fase aguda
do modelo do 4cido cainico, resultaram em pouca ou ne-
nhuma definicao das dreas de maior atividade, possivel-
mente obscurecidas pela lesao celular que ocorre nessa
fase, ap6s o estado de mal epiléptico (status epilepticus
— SE) de longa duracao (90 minutos)®. Similarmente,
como estudos realizados na fase cronica também nao
foram capazes de correlacionar a frequéncia de crises e
a hiperintensidade MEMRI, os autores concluiram que
a atividade celular decorrente da crise nao seria capaz
de causar hiperintensidade MEMRI®. Por outro lado,
a hiperintensidade MEMRI foi demonstrada em diver-
sos estudos, em areas especificamente ativas do cérebro
ap0s varios estimulos, como os sonoros®.

Baseado nestes estudos, conclui-se que identificar
as regioes do cérebro ativadas no insulto inicial ainda
€ um desafio importante a ser superado no estudo de
modelos animais de ELT?, utilizando técnicas de IRM.
Considerando que 5 minutos de atividade epiléptica
continua ja é considerado suficiente para definir SE*?,
a proposta do presente estudo foi induzir e permitir que
o SE tivesse duracao curta, na tentativa de obter melhor
definicio de areas hipocampais de maior atividade, sem
que houvesse interferéncia causada pela morte celular,
presente no SE duradouro®. A expressao da proteina
c-Fos € um indicador de atividade celular intensa, pre-
viamente utilizada na identificacao de areas ativadas,
tanto nas crises epilépticas espontaneas recorrentes
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quanto na reinducao do SE®. Assim, o objetivo do pre-
sente estudo foi identificar a existéncia de paralelismo
entre a expressao dessa proteina e a intensidade do
sinal MEMRI em diferentes duracoes do SE. Os dados
obtidos a partir da andlise da intensidade MEMRI
foram comparados a andlise da expressao da proteina
c-Fos nos mesmos animais.

METODOS

Os animais utilizados no presente estudo foram pro-
venientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal
de Sdo Paulo (UNIFESP) e os procedimentos expe-
rimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da
UNIFESP (CEP: 0750/07). Foram utilizados ratos
Wistar adultos machos (230 a 280g) mantidos em gru-
pos de cinco sob ciclo claro/escuro 12/12h.

A dose de MnCl, utilizada deve ser suficiente para
fornecer o contraste desejado na IRM, mas deve ser
a menor possivel devido a sua toxicidade, além de ser
calculada para o equipamento em uso. A dose usada no
presente estudo foi baseada em testes preliminares rea-
lizados em nosso laboratdrio. Doses de 60 a 90mg/kg
fornecem bom contraste entre as estruturas. Optou-se
pelo uso da dose de 60mg/kg, uma vez que ela nao al-
terou a taxa de mortalidade associada ao estado de mal
epiléptico, em oposi¢ao a de 90mg/kg.

Inicialmente, os animais receberam uma solugao de
MnClL,.4H,0O (Sigma, 60mg/kg, volume de 0,3mL/100g
de animal)?, e, 12 horas depois, as crises foram indu-
zidas por meio da injecdo intraperitoneal (ip) de pilo-
carpina (Pilo, 300mg/kg, Merck, antecedida 30 minu-
tos pela administracdo de metilescopolamina (1mg/kg,
Sigma, ip) para reduzir os efeitos periféricos da pilocar-
pina. Os animais que apresentaram SE foram divididos
em trés grupos, de acordo com a permanéncia do SE: 5
minutos (Grupo SE-5; n=5), 15 minutos (Grupo SE-15;
n=6) e 30 minutos (Grupo SE-30; n=8). Os animais
que nao apresentaram SE em até 2 horas apds a pilo-
carpina, foram excluidos do estudo. O Grupo Controle
(n=8) recebeu solucdo salina 0,9% ao invés de outras
solucoes.

A determinagdo da ocorréncia do SE observada
comportamentalmente teve como base a escala de Ra-
cine. O inicio do SE foi definido apds 5 minutos de
atividade de crise continua. Nos diferentes periodos de
tempo determinados descritos anteriormente, todos os
grupos experimentais, incluindo o Controle, receberam
uma mistura de tionembutal+diazepam (30 + 10mg/kg;
ip). Registros eletroencefalograficos prévios mostraram
que a utilizac@o dessa mistura cessa o SE em até 10 mi-



nutos). O mesmo foi verificado por meio de analise
comportamental no corrente estudo.

Para diminuir a taxa de mortalidade p6s-SE, os ani-
mais foram colocados em posicao supina sobre a mesa
cirargica, traqueostomizados, intubados (tubo de apro-
ximadamente 0,5mm de diametro) e conectados a um
respirador para pequenos animais (modelo 7025, Ugo
Basile) e ventilados com ar ambiente (FiO, 21%) com
frequéncia respiratéria de 70 ciclos/min e volume de
3,5mL/ciclo.

As IRM foram adquiridas utilizando um magne-
to supercondutor horizontal com campo 2T (Oxford
Instruments), que opera em conjunto com um espectro-
metro Bruker®. A sequéncia FLASH (Fast Low-Angle
SHot) foi utilizada na aquisi¢ao de imagens ponderadas
por T, (TR=200ms, TE=5,8ms, angulo de flip=90°, 4
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médias, 40 minutos/animal). O FOV utilizado foi de
40x40x11,2mm?* com matriz de 192x192x16 pontos, pro-
duzindo resolugao espacial de 208x208x700mm?.

Ap0s aquisi¢ao das imagens, os animais foram per-
fundidos por via transcardiaca, com solucao de salina
tamponada 0,9% e, posteriormente, paraformaldeido
4% a 4°C. Os cérebros foram imediatamente removidos
e imersos em solucao sacarose 30% por 24 horas, a 4°C.
Com auxilio de um criostato, os cérebros foram corta-
dos em sec¢oes coronais com 30mm de espessura.

A imunorreatividade para c-Fos foi detectada uti-
lizando a técnica imunoistoquimica convencional da
avidina-biotina-imunoperoxidase'?.

Os sinais relativos a partir das IRM das regioes GD,
CA1l e CA3 (Figura 1) foram quantificados em uma
imagem no plano coronal, aproximadamente no nivel
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Figura 1. Em A, corte coronal de imagem por ressonancia magnética de um rato controle, no qual se identificam as sub-regides hipocampais GD, CA1 e CA3,
esquematizadas em B"®. Em C, representacdes graficas das intensidades do sinal MEMRI nos grupos estudados no GD em que foi detectada diferenca entre os Grupos
Controle versus SE-30 min (*p<0,05); no CA1, em que nao houve diferenga entre os grupos, e no CA3, em que houve diferenca entre os Grupos Controle versus SE-30
min (*p<0,05). Os resultados apresentados incluem as andlises realizadas nos hipocampos direito e esquerdo, uma vez que néo foi detectada qualquer diferenca
significativa entre estes. Em D, E, F e G sdo mostradas imagens por ressonancia magnética ponderada por T, utilizando cloreto de manganés como agente de contraste

dos grupos controle (D), SE 5 (E), SE 15 (F) e SE 30 (G)
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-3,6mm caudal ao bregma, segundo o atlas anatomico
de ratos®. Os sinais foram calculados como a razao
da intensidade do sinal médio na regidao de interesse
(ROI) pela intensidade do sinal médio do corpo caloso
adjacente. O aumento da intensidade do sinal relativo,
quando comparado aos animais controles, foi determi-
nado como hiperintensidade MEMRI®. A ROI utili-
zada nesse estudo, denominada GD, na verdade inclui
0 GD e a porcao proximal do CA3, pelo fato de néo ter
sido possivel separa-los para a realizagao da analise.

As imagens dos cortes histoldgicos foram capta-
das por uma camera digital de alta resolucao (Nikon
DXM1200), instalada em um microscopio Nikon
(Eclipse E600FN). As imagens foram adquiridas com
objetiva de 10 vezes e analisadas utilizando o software
Image J. A analise quantitativa das densidades Opticas
em regides do hipocampo foi realizada em valores ex-
pressos na forma de niveis de cinza, tendo como con-
trole o corpo caloso. Para cada animal, foram realizadas
duas medidas para cada regiao (CA1, CA3 e GD) nos
dois lados do hipocampo (direito e esquerdo). Foram
utilizados trés diferentes niveis ao longo da extensao
rostro-caudal do hipocampo, sendo que a iluminagao
foi mantida estavel durante a aquisicao das imagens.

Os resultados obtidos estdo expressos em valores
de média * erro padrao e foram submetidos a anélise
de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste
post-hoc Tukey/Kramer, assumindo com p<0,05 como
nivel de significancia.

RESULTADOS

O sinal MEMRI no GD dos animais dos Grupos SE-5
(1,009+0,008) e SE-15 (1,019+0,008) nao apresentou
hiperintensidade MEMRI, quando estes foram com-
parados ao Grupo Controle (1,037+0,009). No Grupo
SE-30, foi observada reducdo da intensidade de sinal
MEMRI (0,985=0,008; p<0,05) em relacdo ao Grupo
Controle (Figura 1C).

No CA1 dos animais SE-5 (0,935+0,009), SE-15
(0,947+0,004) e SE-30 (0,948+0,007) nao houve dife-
renga estatistica do sinal MEMRI com relacao aos ani-
mais do Grupo Controle (0,952+0,009), (Figura 1C).

O CA3 dos animais SE-5 (0,974%0,009) e SE-15
(0,991=0,008) nao apresentou diferencas, quanto a in-
tensidade do sinal MEMRI, com relacdo aos animais do
Grupo Controle (1,013=0,008). No CA3 dos animais
do Grupo SE-30 (0,954=0,011), foi observada redugao
significante (p<0,05) do sinal MEMRI quando este foi
comparado ao Grupo Controle (Figura 1C). As figuras
1(D-G) ilustram as IRM representativas de animais dos
mesmos grupos.
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A figura 2 demonstra que na regiao do GD, a ex-
pressdo c-Fos foi intensa e diferiu estatisticamente
(p<0,05) entre os Grupos SE-5 (37,74+2,80), SE-15
(41,38=2,29) e SE-30 (40,57+2,04) quando compara-
dos ao Controle (10,39+0,44). Nao houve diferengas
significantes entre os grupos tratados com pilocarpina e
mantidos em tempos crescentes de SE. O mesmo resul-
tado foi observado para a regiao CA1 dos Grupos SE-5
(26,95+1,93), SE-15 (30,95+1,35), SE-30 (26,62+1,59)
e Controle (11,22%0,34); e também na regiao do CA3
para os Grupos SE-5 (20,65+1,76), SE-15 (23,66 =1,24),
SE-30 (20,11+1,34) e Controle (9,04+0,30).
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Figura 2. Representacdes gréficas dos resultados obtidos quanto a densitometria
da expressao c-Fos nos grupos estudados nas sub-regides hipocampais GD,

CA1 e CA3. Foram detectadas diferengas entre todos os grupos tratados com
pilocarpina e o Grupo Controle (*p<0,05)

DISCUSSAO

Utilizando o modelo da pilocarpina na fase aguda, os
animais, no presente estudo, foram submetidos a dife-
rentes duragoes de SE (5, 15 ou 30 minutos). Por meio
da técnica MEMRI, o propdésito foi analisar as areas
hipocampais ativadas durante o SE de curta duragao e
comparar tal resultado a expressao da proteina c-Fos
nas mesmas areas.

Estudos prévios mostram que 12 horas apds sua in-
jecdo, o MnCl, ja permeia o hipocampo de roedores?.
No entanto, observou-se que os animais que permane-
ceram 5 ou 15 minutos em SE nido apresentaram alte-
racdo na intensidade de sinal MEMRI quando com-
parados ao Grupo Controle. Mais interessante ainda,
0s animais que permaneceram mais tempo em SE (30
minutos) tiveram uma diminuigdo do sinal MEMRI
com relacao aos controles. Esses resultados corroboram
resultados prévios, em que nado foi possivel acessar as
areas ativadas na fase aguda do modelo de acido cai-
nico, apds o animal ter permanecido em SE por 90 mi-
nutos”). Para explicar a reducdo do sinal MEMRI, os



autores propuseram que esta se devia a perda celular
macica causada pelo insulto prolongado, o que poderia
ser contornado com a permanéncia do animal por um
curto periodo de tempo em SE. Em estudo préviot?,
demonstrou-se que 5 minutos de atividade epiléptica
continua no modelo da pilocarpina sao suficientes para
causar perda celular apenas no hilo do hipocampo,
quando avaliada 2 horas ap6s o término da crise. Outras
areas cerebrais apresentaram lesdo amena quando os
animais foram perfundidos 24 horas ap6s o término do
SE, que teve duracdo de 5 minutos. Ainda no mesmo
estudo, foi demonstrado era necessario que o SE tivesse
duracdo superior a 30 minutos para promover dano
neuronal nas células piramidais e no estrato oriens do
CA1 e do CA3. Nesse ponto, vale ressaltar que o SE
com duragao inferior a 30 minutos nao € suficiente para
provocar a condigao epiléptica cronica'®1?.

O aumento de T, associado a formacdo de edema
durante o SE de 30 minutos pode ser considerado um
evento capaz de diminuir o contraste proporcionado
pelo Mn?* e deve ser melhor investigado. Em campos
magnéticos mais altos, a intensidade de sinal provocada
pelo acimulo de manganés € mais evidente. No entan-
to, a dose utilizada nesse trabalho em campo magnético
de 2T ¢€ suficiente para o estudo da regido hipocampal
em modelos animais de epilepsia.

A reacdo imune a proteina c-Fos expressa por célu-
las em atividade, nos mesmos animais em que as IRM
foram adquiridas, permitiu a avaliacao da hipétese de
nao ativagio de populagoes celulares especificas. A
expressao da proteina c-Fos € um marcador confiavel
de ativacao celular que se expressa rapida e transito-
riamente apés estimulos desconhecidos para o animal.
A expressao dessa proteina aparece em varias regioes
cerebrais especificas apds a inducdo de varios tipos de
crises!”.

O presente resultado demonstra intensa marcagao
nas regioes hipocampais do GD, CA1 e CA3 para todos
os grupos tratados com pilocarpina, independentemen-
te da duracdo do SE, o que indica ativacido de células
em todas as areas hipocampais. No modelo de epilepsia
induzida por litio-pilocarpina, em ratos 10 dias apds o
nascimento, a expressao c-Fos também pdde ser verifi-
cada em varias regioes do cérebro, entre elas o CAl e o
GD, 2 horas ap6s a indugao do SE.

Ao analisar crises espontaneas, de curta duracao, foi
demonstrado anteriormente® que nao had expressiao
da proteina c-Fos. Possivelmente, tal resultado se deva
ao fato de que a crise recorrente nio seja um estimulo
novo, nunca experimentado previamente por estas cé-
lulas. De acordo, Peng ¢ Houser®” mostraram marca-
¢ao c-Fos no GD apds crises espontaneas em camun-

Imagens contrastadas por manganés na fase aguda da epilepsia induzida por pilocarpina 251

dongos. Nao foi discutido pelos autores, mas € possivel
que a marcagao dessas células esteja relacionada as cé-
lulas que se dividiram apés o SE. Por outro lado, nao ha
conhecimento de estudos em que o SE de curta duracao
seja utilizado para avaliacdo da expressao da proteina
c-Fos. Dessa forma, o presente estudo complementa os
resultados obtidos com a utilizacio da técnica MEMRI,
mostrando que o SE de curta duracio realmente ativa
as areas hipocampais do GD, CA1l e CA3.

A similaridade nos niveis de marcagao da proteina
c-Fos entre os grupos aqui estudados favorece a ideia
de que 5 minutos de atividade epiléptica continua, in-
duzida por pilocarpina, sao suficientes para promover
ativagao celular generalizada no hipocampo. Uma vez
que todas as células, ou a maioria delas, ja foram ativa-
das, maiores duracoes do SE ndo resultarao em maior
marcagao. Dessa forma, tais resultados indicam que a
reducdo do sinal MEMRI nesse protocolo experimen-
tal nao pode estar relacionada a quantidade de células
ativadas.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que o SE de curta duragao nao
altera a intensidade de sinal MEMRI na fase aguda do
modelo de pilocarpina. A analise histoldgica da expres-
sao da proteina c-Fos, indica que, nos tempos estuda-
dos, houve ativacao celular nas regidoes do GD, CAl e
CA3. Os elementos envolvidos no MEMRI, que pare-
cem estar alterados e, portanto, ndo permitiram a for-
magao do realce apds a atividade epiléptica continua
induzida, ainda devem ser estudados e constituem alvos
de investigacoes futuras.
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