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RESUMO

Os glicocorticoides s@o farmacos amplamente utilizados, sendo suas principais
indicacBes doencas autoimunes, inflamatorias e rejeicdo de transplantes. Atualmente,
essas drogas tém sido utilizadas no tratamento de crises refratarias, havendo relatos
positivos e negativos na literatura quanto ao uso de glicocorticoides associados a
drogas antiepilépticas. O presente artigo avalia alteracdes eletrocorticograficas,
cognitivas e histopatolégicas em ratos submetidos a convulsdes agudas induzidas por
Pentilenotetrazol (PTZ), apds a aplicacdo de dexametasona (DEX) (0,6 mg/kg), por
meio de trés experimentos separados. O Experimento | foi destinado a gravacdes de
EEG em diferentes momentos. Os demais experimentos tiveram um delineamento
idéntico, exceto para a avaliacdo comportamental, sendo que o Experimento Il se
destinou a avaliar a memdria de curto prazo, enquanto o Experimento Il visou acessar
a aquisicdo de aprendizagem. Os registros eletrocorticograficos demonstraram que a
DEX nédo apresentou diferenca nas poténcias quando comparada ao PTZ, mas
durante a monitorizacdo eletrocorticografica foi observado um aumento na
acomodacédo das oscilacdes de frequéncia cerebral Delta, Alfa e Gama durante as
primeiras horas apds o episédio agudo de convulsdes. Para teta, a acomodacao
ocorreu apoés 36 horas e para Beta ap6s 24 horas da crise aguda. Em relacéo a anélise
comportamental, a meméria de curto prazo e a aquisi¢cdo do aprendizado nao foram
afetadas por um Unico episédio agudo de convulsao e, consequentemente, a DEX nédo
alterou esse parametro. No Experimento Il, 0 PTZ ndo promoveu redu¢do no nimero
de células no hipocampo. Porém, as regies CA3 e hilo do hipocampo sofreram perda
celular ap6s PTZ no Experimento lll, sendo DEX inerte no resgate da morte celular.
Essas descobertas ilustram que, embora a DEX ndo tenha melhorado o dano celular
ou impactado o comportamento cognitivo induzido por convulsbes, ela tem
propriedades benéficas no rastreamento eletroencefalografico e, portanto, um
tratamento potencialmente eficaz para a epilepsia.

Palavras-chave: Convulséo, Dexametasona, Refratario, Hipocampo,

Eletroencefalografia.



ABSTRACT

Glucocorticoids are widely used drugs, and their main indications are autoimmune and
inflammatory diseases and transplant rejection. Currently, these drugs have been used
in the treatment of refractory seizures, with positive and negative reports in the
literature regarding the use of glucocorticoids associated with antiepileptic drugs. The
present article evaluates electrocorticographic, cognitive and histopathological
alterations in rats submitted to acute seizures induced by Pentylenetetrazol (PTZ) after
the application of dexamethasone (DEX) (0.6 mg/kg), through three separate
experiments. Experiment | was intended for EEG recordings at different times. The
other experiments had an identical design, except for the behavioral assessment, with
Experiment Il aimed at assessing short-term memory, while Experiment Il aimed to
access learning acquisition. The electrocorticographic recordings demonstrated that
DEX did not present a difference in potencies when compared to PTZ, but during
electrocorticographic monitoring an increase in the accommodation of the Delta, Alpha
and Gamma cerebral frequency oscillations was observed during the first hours after
the acute episode of seizures. For theta, accommodation occurred after 36 hours and
for Beta after 24 hours of the acute crisis. Regarding the behavioral analysis, short-
term memory and learning acquisition were not affected by a single acute seizure
episode and, consequently, DEX did not change this parameter. In Experiment Il, PTZ
did not promote a reduction in the number of cells in the hippocampus. However, the
CA3 and hilum regions of the hippocampus suffered cell loss after PTZ in Experiment
[, with DEX being inert in rescuing cell death. These findings illustrate that while DEX
did not improve cell damage or impact seizure-induced cognitive behavior, it has

beneficial properties in EEG tracking and therefore a potentially effective treatment for

epilepsy.

Keywords: Seizure, Dexamethasone, Refractoriness, Hippocampus,

Electroencephalography.
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1. INTRODUCAO

As convulsbes sao disturbios neurologicos desencadeados pela atividade
neuronal excessiva no cérebro, onde h& o desequilibrio entre neurotransmissores
excitatorios e inibitorios, e quando evolui para a cronicidade, resulta em epilepsia
(YACUBIAN; CONTRERAS-CAICEDO; RIOS-POHL, 2014). Os mecanismos
fisiopatoldgicos subjacentes ndo sao totalmente compreendidos, pois a sua etiologia
€ muito vasta e tal como o tratamento (de Vries et al., 2016).

Aproximadamente 50 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem com
epilepsia, especialmente criangas e idosos, e 20-30% desses pacientes séo refratarios
ao tratamento com drogas antiepilépticas (Devinsky et al., 2018; Borham et al., 2016).
Isso tem motivado o uso de medicamentos off label (anestésicos, corticosteroides e
hormdnios sexuais), entre 0os quais a administracao de anti-inflamatérios esteroides,
como dexametasona ou metilprednisolona tem mostrado vantagens praticas no
manejo da epilepsia refrataria (Ramos et al., 2019).

Evidéncias crescentes indicam a participacdo de elementos pro-inflamatorios
no processo epiléptico, sugerindo que vias inflamatorias especificas sao cronicamente
ativadas em focos epileptogénicos do cérebro (Dupuis & Auvin, 2015). A quebra da
homeostase cerebral pelo processo convulsivo desencadearia um aumento de
substancias inflamatérias capazes de diminuir o limiar epiléptico (Vieira et al., 2016;
Vitaliti et al., 2014). Como a neuroinflamacédo pode estar ligada a convulsdes
epilépticas (Vezzani et al., 2019), é possivel que a propriedade anti-inflamatoria dos
glicocorticoides, como a dexametasona (DEX), diminua a suscetibilidade a convulsées
induzidas.

Alguns estudos tém demonstrado que o uso suplementar de corticosteroides
aos anticonvulsivantes em pacientes com epilepsia refrataria promove melhora
nesses pacientes (Ramos et al., 2019), propondo que anti-inflamatérios esteroides
possam ser incluidos na terapia para controle de crises refratarias apos falha dos
protocolos de tratamento convencionais. Segundo YANG et al. (2020), os
glicocorticoides tém se mostrado Uteis no tratamento da epilepsia em varios estudos
clinicos e experimentais devido a sua alta afinidade com o0s receptores
mineralocorticoides (MRs), impedindo que as atividades convulsivas sejam
exacerbadas pela ativacdo de MRs, sendo aliviadas pela regulacédo da plasticidade
sinaptica por meio da ativagcdo de GRs em um modelo epiléptico induzido por KA.
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A dexametasona € um corticosteroide de acdo prolongada com atividade
glicocorticoide mais pronunciada que os demais (Dogra e Vijayashankar, 2022) sendo
utilizada na prética neurolégica no tratamento de edema cerebral (Moll et al., 2020),
compressdo da medula espinhal (Kumar et al., 2017; Tagami et al., 2020) e
carcinomatose meningea (Cafuir et al., 2018). Adicionalmente, a DEX tem sido
utilizada no tratamento da epilepsia refrataria em criancas e da encefalopatia
epiléptica refratéria (Chen et al., 2016), embora ndo haja consenso quanto ao seu uso.
Modelos animais demonstraram que tanto o pré-tratamento quanto o pos-tratamento
com dexametasona em crises Unicas sdo capazes de reduzir as frequéncias e
amplitudes dos tracados epileptiformes observados na eletroencefalografia (EEG)
(Garcia-Curran et al., 2019; Issuriya, et al., 2019; Guzzo et al., 2018; Borham et al.,
2016; Yilmaz et al., 2014).

Aqui, objetivamos relacionar convulsdes Unicas, perda neuronal e déficits de
memoria e aprendizado medidos por alteracdes eletroencefalograficas, histolégicas e
comportamentais apds o tratamento de curto prazo com DEX em um modelo murino

de convulséo induzida por pentilenotetrazol de 0, 12h, 24h, 36h e 48h pds-tratamento.



17

2. JUSTIFICATIVA

Convulsbes muito frequentes e/ou descargas epileptiformes podem exacerbar
ainda mais o comprometimento cognitivo e comportamental, levando a uma
encefalopatia epiléptica. Nessas situacdes, a melhora do controle das crises
frequentemente resulta em ganhos de desenvolvimento, sendo o diagndstico e o inicio
de terapia eficaz urgentes. Outros fatores que podem afetar a prevaléncia e gravidade
das comorbidades séo efeitos adversos de medicamentos anticonvulsivantes e outros
tratamentos, estigma social e superprotecdo, além de distarbios do sono (FINE;
WIRRELL, 2020).

Em suma, dados cientificos confirmam que sao inUmeras as sequelas e
dificuldades encontradas em individuos acometidos por crises convulsivas. Nesse
contexto, pessoas de faixas etarias variadas, e de ambos 0s sexos, podem sofrer com
distarbios do sono, déficits de cognicao e aprendizado, problemas comportamentais,
comorbidades na gravidez, teratogenia, além do estigma social causado por episodios
de convulsdo. Estudos em animais indicam que pode haver efeitos especificos das
convulsdes no neurodesenvolvimento (SVEBERG; SVALHEIM; TAUB@LL, 2015).

A ideia de interromper o desenvolvimento de um processo epileptogénico que
pode resultar em crises convulsivas € louvavel, os glicocorticoides sao
frequentemente usados no manejo de pacientes com crises sintomaticas agudas,
nessas situacdes, o uso desses farmacos € empirico e deve ser considerado quando
0s cuidados de suporte se esgotarem. Porém, o risco e a incidéncia de efeitos
colaterais relacionados ao uso desses farmacos, sendo eles, leves ou graves, também
devem ser considerados e ponderados, principalmente se forem usados a longo
prazo. No entanto, mais pesquisas sao cruciais para melhor delinear uma abordagem
clinica para DEX.

Logo, faz-se necessaria uma maior investigacao e pesquisa acerca de novos
tratamentos, com medicamentos mais eficazes e com menos efeitos colaterais, com
o objetivo de promover melhorias na qualidade de vida dos pacientes. Portanto, tendo
em vista os argumentos explanados anteriormente, acredita-se na necessidade de

realizar o presente estudo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Pentilenotetrazol (PTZ)

O Pentilenotetrazol (PTZ) era uma droga utilizada como estimulante circulatorio
e respiratério, sendo descoberto como convulsionante em 1934 pelo neurologista
psiquiatra Ladislas J. Meduna conhecido também como Pentilenotetrazol, metrazol,
pentetrazol, pentametilenotetrazol, Corazol, Cardiozol, Deumacard ou PTZ, classifica-
se como um antagonista do receptor do acido gama aminobutirico (GABAA)
(MOUSAVI-HASANZADEH et al., 2019).

O Pentilenotetrazol (PTZ) € um antagonista do receptor de acido gama
aminobutirico (GABA-A), que suprime a fungéo das sinapses inibitérias, levando ao
aumento da atividade neuronal. Essa regulamentacdo causa convulsdes
generalizadas em animais (SHIMADA; YAMAGATA, 2018).

O mecanismo do pentilenotetrazol ainda ndo é totalmente compreendido,
sendo identificaveis varios mecanismos de a¢do. Pesquisas indicam que o potencial
convulsivo do PTZ esta fortemente ligado a picrotoxina no complexo receptor GABA-
A. Muitos ligantes GABA-A sdo anticonvulsivantes eficazes, como o0s sedativos
diazepam e fenobarbital, porém o pentilenotetrazol parece ter o efeito oposto quando
se liga ao receptor. De acordo com estudos realizados, ele atua com o papel de
aumentar o influxo de célcio e sédio, ambos despolarizando o neurénio. Logo, o PTZ
suprime a funcéo das sinapses inibitorias, levando ao aumento da atividade neuronal
(MOUSAVI-HASANZADEH et al., 2019).

Nesse sentido, uma Unica injecdo de uma dose convulsiva de PTZ também
induz convulsdo aguda. No entanto, convulsdes espontaneas cronicas ap0s uma
Gnica injecdo de PTZ sao dificeis de promover. A administracdo cronica de PTZ é
necessaria para induzir convulsdes repetitivas. Em qualquer dos métodos, a geragao
de crises repetitivas é capaz de induzir uma patologia mais semelhante a da epilepsia
humana do que a geracdo de crises agudas. No caso do PTZ, cada injecdo evoca
uma convulsdo e a gravidade da convulsdo torna-se mais grave de forma gradual a
cada injecdo. Finalmente, uma Unica inje¢cdo de PTZ de baixa dose induz uma grave
crise tbnico-clénica. Nesta fase, cada injecdo evoca convulsdes graves (SHIMADA,
YAMAGATA, 2018).
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3.2. Acido Gama Aminobutirico (GABA)

Hayashi observou que acido y-amino-butirico (GABA) consegue inibir a
atividade dos neurdnios corticocerebrais. No sistema nervoso central (SNC) dos
animais vertebrados, os neurénios GABAérgicos usam tanto a transmissao sinaptica
(flacdo) quanto a ndo sinaptica (volume) para comunicacdo (SIUCINSKA, 2019).
Entretanto, no inicio da vida pds-natal o GABA exerce acdo despolarizante e
excitatoria, esta acdo coincide com intenso crescimento de neurbnios e
sinaptogénese, com envolvimento em mecanismos troficos. O GABA surge do
glutamato em resposta catalisada pela descarboxilase do acido glutamico (GAD). O
GABA e GAD estao localizados em interneurénios (INs) em todas as areas do cérebro
(SIUCINSKA, 2019).

O receptor GABA-A € um canal de ion que recebe comando de funcionalidade
de um ligante e um membro da familia de receptores "Cys-loop" classica que é
formado por cinco subunidades de proteinas independentes dispostas em torno de
um poro de ion central, permeével a ions de cloreto e bicarbonato. Até a atualidade,
foram identificadas dezenove subunidades do receptor GABA-A, sendo dezesseis no
cérebro (a1-6, B1-3, y1-3, 9, €, 8, 1) e trés subunidades adicionais na retina (p1-3),
gue se juntam como pentameros heteroméricos para formar canais funcionais (SILLS;
ROGAWSKI, 2020).

Ainda sob esse contexto, um aglomerado de proteinas transportadoras,
codificadas por membros da familia de genes SLC6 e denominadas GAT-1, GAT-2,
GAT-3 e BGT-1, transportam GABA por um gradiente eletroquimico conduzido por
ions de sadio e cloreto, removendo este da fenda sinaptica para os terminais nervosos
e células gliais. O GAT-1 é o principal transportador GABA expresso em terminais
nervosos pré-sinapticos e células gliais no cértex cerebral e hipocampo, com a
expressdo de GAT-3 predominantemente restrita a glia. Apés a recaptacdo mediada
pelo carreador, 0 GABA ¢é reciclado no pool de neurotransmissores prontamente
liberavel ou inativado por conversdo em acido succinico semialdeido em uma reacao
catalisada pela enzima mitocondrial GABA-transaminase (SILLS; ROGAWSKI, 2020).

O GABA pode ser utilizado como fonte de energia, pois também é substrato
para a oxidacao do ciclo do acido tricarboxilico, que gera ATP na mitocdndria, agindo
como neurotransmissor. O GABA e GAD sao detectados em interneurdnios e

terminais sinapticos (puncta) por métodos de imunocitoquimica (GABA +; GAD +),
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enguanto a hibridizacéo in situ é responsavel pela localizacdo exata de seu mRNA. O
GABA ¢ liberado pelos interneurénios na regiao subcelular especifica das células-alvo

para desempenhar seu papel na inibicéo fasica (SIUCINSKA, 2019).

3.3. Neuroinflamacao

A inflamacé@o nada mais é do que uma resposta do organismo em forma de
defesa contra agentes infecciosos ou outras ameacas patolégicas e tem demostrado
importante papel nos disturbios relacionados a epilepsia, seja por autoimunidade ou
crises de resisténcia farmacologica (RAMOS et al., 2019; SILVEIRA et al., 2012; KIM
et al., 2012).

A neuroinflamacdo pode originar-se tanto no SNC ou quanto da circulacdo
sistémica devido a alteracGes na barreira hematoencefalica (BHE), sua atuacao vai
do inicio até a manutencao dos processos epiléticos em decorréncia dos mediadores
inflamatérios que os tecidos danificados liberam que também podem provocar
alteracdes nos tecidos adjacentes que nao foram lesionados (RANA e MUSTO, 2018).
O processo de neuroinflamacédo pode estar envolvida na geracdo de convulsées
(ictogénese), assim como no desenvolvimento do fenoétipo resistente a medicamentos,
levando a investigar um novo alvo farmacolégico para o tratamento das epilepsias
(VEZZANI et al., 2013; WALKER et al., 2016).

As moléculas pro-inflamatérias como as citocinas, quimiocinas e
prostaglandinas, exercem a neuromodulacdo através da ativacdo direta dos seus
receptores nos neurdnios ou, indireta, através de estimulos de seus receptores
autocrinos localizados na glia, causando alterac6es da fisiologia dessas células, que
atrapalham as comunicagbes glioneuronais (VEZZANI et al, 2015). Na
neuroinflamacéo as células cerebrais como os astrocitos, micrdglia, células imunes e
endoteliais da BHE séo ativadas com a producéo de mediadores inflamatérios, dando
inicio a respostas de estimulos como lesdo cerebral traumatica, infecgédo cerebral e
autoimunidade (RAWAT et al., 2019; DEY et al., 2016).

Os mediadores inflamatérios relacionados a convulsdo passaram a ser
considerados para a selecdo de tratamentos com anti-inflamatérios esteroidais,
imunoglobulinas e horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que demostraram controle
de convulsbes em epilepsias pediatricas refratarias a drogas anticonvulsivantes

convencionais (VEZZANI et al., 2015). Sao varios os mecanismos estabelecidos pelos
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quais os mediadores inflamatdrios exercem efeito na excitabilidade neuronal e nas
epilepsias, alguns estdo envolvidos na precipitacdo e recorréncia de convulsdes e
outros no desenvolvimento da epileptogénese (VEZZANI et al., 2011; RANA e
MUSTO, 2018).

3.4. Glicocorticoides

A estrutura dos glicocorticoides consiste em um nucleo esteroide formado por
quatro anéis com 17 atomos de carbono que remetem ao seu precursor, a molécula
de colesterol, o qual é convertido nos hormonios esteroides pela acdo de enzimas
especificas, e que ndo dependem de transcri¢cdo génica imediata e nem modificacbes
pés-traducionais, como no caso dos hormdnios proteicos (RUGGERO ERRANTE et
al., 2014).

Os glicocorticoides (GC) sdo hormonios adrenais endégenos que produzem
efeitos fisiolégicos influenciando grande parte das células no corpo, efeitos
metabdlicos agindo sobre o metabolismo dos carboidratos, proteinas e das gorduras,
além de agir sobre o equilibrio da agua e eletrdélitos, apresentando importantes efeitos
anti-inflamatoérios e imunossupressores agindo sobre 0s vasos sanguineos, células e
mediadores inflamatérios (Katzung; Trevor, 2017). Fisiologicamente, o cortisol
(hidrocortisona) é um horménio esteroidal produzido no cortex da glandula suprarrenal
e ndo desempenha apenas um papel de marcador de estresse, mas € um modulador
da funcdo celular e tecidual (Silva et al., 2018).

Os sistemas imunoldgico e inflamatério que sdo ativados na resposta normal a
estimulos/desafios exdgenos sdo potencialmente suprimidos por GCs e essa
caracteristica possibilitou seu uso como agentes terapéuticos altamente eficazes
(ADCOCK; MUMBY, 2016), pois atuam em diferentes processos fundamentais, como
homeostase metabdlica, cognicdo, salude mental, proliferacdo celular,
desenvolvimento, reproducéo e inflamacdao, devido as suas a¢fes anti-inflamatorias e
imunossupressoras. Varios distarbios autoimunes, inflamatorios e alérgicos, como
artrite reumatoide (AR), lUpus eritematoso, doenca inflamatoria intestinal, rejeicdo de
transplante e asma, sdo frequentemente tratados com GCs sintéticos, como
dexametasona (VANDEWALLE et al., 2018).
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3.4.1. SINTESE E REGULACAO DOS GLICOCORTICOIDES

As suprarrenais sdo glandulas enddcrinas localizadas sobre os rins é séo os
orgaos classicamente responsaveis pela sintese dos glicocorticoides (TAVES;
GOMEZ-SANCHEZ; SOMA, 2011).

Na membrana interna da mitocondria, o colesterol é convertido
enzimaticamente a pregnenolona pela citocromo CYP11A, através do seu transporte
pela proteina reguladora esteroidogénica aguda. Essa pregnolona é entdo convertida
em progesterona e 17-a-hidroxipregnenolona pelas enzimas 3B-HSD e CYP17,
respectivamente, no reticulo endoplasmatico rugoso. Em seguida, através de
hidroxilagdes subsequentes, essas moléculas originam os esteroides, incluindo
mineralocorticoides, glicocorticoides e horménios sexuais. Este processo é conhecido
como sintese dos glicocorticoides (Nelson & Cox, 2018).

A regulacdo da sintese e dos niveis circulantes de glicocorticoides é feita
através do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (CHUNG; SON; KIM, 2011). O
mecanismo se da& pelas células que se encontram localizadas nos nucleos
paraventriculares hipotalamicos, que irdo secretar o fator liberador de corticotropina
(CRF) e vasopressina (AVP), que atuam em receptores especificos, CRF1 e AVPR1B,
presentes na regido anterior da hipdfise. Ja na hipdfise, a ativacdo do CRF1 vai
estimular a producéo e liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que é
potencializada pela ativacdo simultanea do AVPR1B (Nelson & Cox, 2018).

O ACTH liberado ativa seu receptor especifico, denominado MC2R, presente
no cortex da adrenal. A ativacdo do receptor melanocortina 2 (MC2R) na adrenal
induz a sintese de enzimas esteroidogénicas bem como o transporte do colesterol
através da membrana mitocondrial culminando na producdo e liberacdo de
glicocorticoides (XING et al., 2011).
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Figura 1 - Regulagédo do eixo hipotalamo hipofise adrenal. Adaptado de ERRANTE, et al., 2014.

Quando os niveis de glicocorticoides se apresentam elevados, ocorrem acdes
nos receptores glicocorticoides (GR) presentes nos nucleos paraventriculares
hipotalamicos e na adenohipdfise, que induzem a reducéo da sintese e secrecdo de
ACTH (feedback negativo) (ERRANTE et al, 2014). Este mecanismo € de suma
importancia para controle de situacdes que possam provocar exacerbacoes e
hiperatividade do eixo HPA, pois poderiam provocar falhas que acarretariam no
aparecimento ou agravamento de doencas, como hipercalemia e hipovolemia
(Berthelot, Le Goff & Maugars, 2013).

Além disso, os niveis de glicocorticoides ainda podem ser modulados em seus
locais de acdo, antes da sua interagdo com seus receptores, através da
interconversao entre cortisol, forma ativa, e a cortisona, forma inativa do hormonio
(ERRANTE et al, 2014). Esta modulacdo € realizada pela enzima 11-B-
hidroxiesterdide dehidrogenases (11HSD), que possui duas isoformas, a 11HSD-1
esta associada com a formacao de glicocorticoides ativos nos tecidos a partir da sua
forma inativa. Como exemplo, a expressao aumentada da 1BHSD-1 no hipocampo e
cortex cerebral de animais idosos, e, consequentemente, de cortisol nestes tecidos,
associa-se com o aparecimento de deficiéncias cognitivas (HOLMES et al., 2010). A
11BHSD-2 esta relacionada com a conversao tecidual do cortisol em cortisona e, sua
atuacao € fundamental em gestantes que apresentam altos niveis circulantes de
glicocorticoides, atuando como barreira funcional na placenta destas com efeito

protetor para o feto (DY et al., 2008).
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3.4.2. MECANISMOS DE ACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Devido a sua estrutura lipofilica, os glicocorticoides conseguem atravessar de
forma passiva a membrana celular, ligando-se ao seu receptor intracelular,
penetrando a membrana nuclear e ativando sitios de ligagdo no Acido
Desoxirribonucleico (DNA), sintetizando ativos bioldgicos anti-inflamatorios, como IkB
e lipocortina-1 e também de proteinas que atuam no metabolismo sistémico (por
exemplo, proteinas que promovem gliconeogénese), esta cascata de ativagdo €
denominada transativacéo (figura 2) (Nelson & Cox, 2018). Os GC também atuam por
meio do mecanismo genbmico chamado de transrepressao (figura 2) em que
mondmeros de moléculas de GC e receptores de GC interagem com fatores de
transcricdo, como a proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator nuclear kB (NF-kB), por
interacdo proteina-proteina e promovem efeito inibitério de suas fun¢cdes. Por essa
via, por exemplo, a sintese de citocinas pro-inflamatoérias, como interleucina 6 (IL-6) e
IL-2, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e prostaglandinas é reduzida (DEJEAN;
RICHARD, 2013; RUGGERO ERRANTE et al., 2014).

.
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Figura 2 - Mecanismos de acéo dos glicocorticoides. Adaptado de Ruggero Errante et al., 2014.

Os glicocorticoides tem acdo supressora da inflamacdo através de varios
mecanismos celulares e moleculares, dentre eles a inducao de apoptose, inibicdo de
citocinas e inibicdo da migracdo (DEJEAN; RICHARD, 2013). Os mecanismos
moleculares dos glicocorticoides suprimem o0s genes inflamatérios ativados em

doencas inflamatorias cronicas, através da ligacdo de receptores de glicocorticoides
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a co-ativadores e recrutamento de histona desacetilase 2 para o complexo de
transcricdo ativado; Receptores de glicocorticoides ativados também interagem com
sitios de reconhecimento no DNA para ativar a transcricdo de genes anti-inflamatoérios
(RUGGERO ERRANTE et al., 2014).

Quando usados terapeuticamente, os glicocorticoides tém potentes efeitos anti-
inflamatorios e imunossupressores. Inibem tanto as manifestacdes precoces, quanto
as tardias da inflamacéo, ou seja, os sinais iniciais de rubor, dor e edema e também
0s estagios posteriores de cicatrizacdo e reacdo proliferativa que ocorrem na
inflamacéo crénica (Katzung; Trevor, 2017). Os glicocorticoides afetam todos os tipos
de reacao inflamatdria, tanto as causadas por patdégenos invasores, como por
estimulos quimicos e fisicos ou por resposta imune inapropriada, como ocorre na

hipersensibilidade e doenca autoimune (Katzung; Trevor, 2017).

3.5.Dexametasona

A dexametasona (DEX) € um anti-inflamatdrio esteroidal que possui potentes
efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores, estando entre 0os mais ativos da classe
dos glicocorticoides, agindo diretamente nos vasos sanguineos, células e mediadores

inflamatorios (Katzung; Trevor, 2017).

0O

Figura 3 - Forma molecular da Dexametasona. Fonte: Adaptado de Katzung; Trevor, 2017.

A DEX possui 22 carbonos (C22H20FOs) (figura 3) e suas caracteristicas
farmacocinéticas estao descritas na Tabela 1 (Katzung; Trevor, 2017).



26

Tabela 1 - Principais propriedades farmacocinéticas da dexametasona.

Nome IUPAC (sistematica) 9-fluoro-11B,17,21-triidroxi-
16ametilpregna-1,4-dieno-3,20-
diona

Massa molar 392.464 g/mol

Ponto de fuséo 261°C

Biodisponibilidade 80—-90%

Volume de distribuicdo 2 I/Kg.

Metabolismo Principalmente hepatico

Meia-vida plasmatica 36-56 horas

Excrecao Principalmente renal

Meia-vida de eliminacdo da dexametasona 1,88 a 2,23 horas

Fonte: Katzung; Trevor, 2017.

Os glicocorticoides tém a mesma acdo no organismo, porém, possuem
poténcia anti-inflamatoria diferenciada, no caso da DEX, a mesma nao possui
atividade mineralocorticoide e sua poténcia anti-inflamatoria é de 30, comparado com
da hidrocortisona que € de 01 e da prednisona de 05, sendo um potente glicocorticoide
tanto a nivel sistémico quanto local (Katzung; Trevor, 2017).

A DEX é indicada para tratamento nos quais os efeitos anti-inflamatorios e
imunossupressores dos corticosteroides séo desejados, principalmente em
tratamento intensivo durante periodos mais curtos, dentre eles estdo: alergopatias
(rinite alérgica sazonal ou perene, asma, dermatite de contato, reacdes
hipersensibilidade a medicamentos); terapia auxiliar na administracdo a curto prazo
durante episodio agudo ou exacerbacao de doencas reumaticas; processos alérgicos
e inflamatorios graves, agudos e cronicos envolvendo o globo ocular; insuficiéncia
adrenocortical primaria ou secundaria; tratamento paliativo de leucemias e linfomas
do adulto e leucemia aguda da infancia; casos de edema cerebral de varias causas;
para auxilio durante o periodo critico de colite ulcerativa e doenca de Crohn; entre

outras indicac¢des (Katzung; Trevor, 2017).

3.6.Eletroencefalografia

O cortex cerebral € a camada mais externa do cérebro tendo de 1 a 5 mm de
espessura e abrange uma meédia de 100 bilhdes de neurénios, 0 mesmo é dividido em
lobos: lobo occipital (responséavel pela visao), lobos temporal e parietal (pensamento,
audicdo e linguagem), cOrtex motor e cortex sensorial (movimentos voluntarios e
sentidos) (Amaral et al., 2013).
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Figura 4 — Anatomia do cortex cerebral evidenciando os lobos cerebrais. Fonte: adaptado de
upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/0Oe/Lobes_of the brain_NL.svg/1280px-
Lobes_of the_brain_NL.svg.png. Acessado em 6 mar. 2023.

Segundo Amaral (2013) o cortex motor esta localizado no lobo frontal do
cérebro, regides especificas do cortex motor estdo associadas aos movimentos
voluntarios do corpo, como as maos, dedos, punhos, pés, musculos da face e
vocalizacdo. Quanto as atividades mais complexas do corpo que exigem que sejam
memorizadas antecipadamente como multiplos movimentos sequenciais Ssao
envolvidos pelo cortex pré-motor e a area motora suplementar que sdo adjacentes ao
cortex motor (Amaral et al., 2013).

Os neurdnios sdo ceélulas fundamentais do sistema nervoso devido a sua
principal caracteristica de propagar impulsos nervosos, sdo compostos pelo corpo
celular ou soma, axénio e dendritos onde ocorrem as sinapses (NEVES et al., 2004).
Séo capazes de gerar milhdes de impulsos nervosos simultaneamente para que
ocorra a atividade cerebral, esses impulsos séo irradiados do cortex cerebral até o
couro cabeludo na superficie craniana e podem ser medidos por eletroencefalograma
(EEG) (NEVES et al., 2004).

O EEG é uma técnica ndo invasiva utilizada para registar a atividade elétrica
cerebral, onde eletrodos séo fixados no couro cabeludo de forma sistematica para
captacdo de pequenos impulsos elétricos, com amplitude de 1 uV podendo chegar a
100 pV, e frequéncias entre 0,1 Hz e 50 Hz (NEVES et al., 2004).

Ao contrario de outros sinais bioelétricos como o EEG, o0 registro

7

eletroencefalografico € caracterizado por uma aparente irregularidade (COSTA,
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1994), e analisado pelo espectro de frequéncias chamados de ondas ou ritmos que
possuem variacdo na sua amplitude.

O registro EEG indica que a atividade elétrica no cérebro ocorre continuamente
e a intensidade e o ritmo destes sinais dependem do nivel global de excitacdo do
cérebro (COSTA, 1994). Essas frequéncias séo classificadas como delta, theta, alfa,
beta e gama, as quais refletem o estado do individuo (POBLET, 1988; GEDDES e
BAKER, 1989).

As ondas delta s&o as ondas cerebrais mais lentas, tendo uma faixa de
frequéncia de 0 Hz a 3 Hz, sendo observadas durante o sono, meditacédo profunda,
em casos de inconsciéncia, transe e hipnose (PARSI, 2019). S0 muito comuns em
criangas pequenas e bebés, pois a medida em que o individuo envelhece a producdo
dessas ondas diminui, devido a baixa qualidade de sono e a capacidade de descanso
gue vai se perdendo ao longo dos anos.

Quando analisadas, quanto maior a sua frequéncia, podem indicar alguma
lesdo cerebral, transtorno de déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH),
consciéncia totalmente inativa ou muito inconsciente (PARSI, 2019). Quando sua
frequéncia esta muito baixa, pode indicar baixa qualidade de sono e problemas na
ativacdo e/ou reativacao da mente e do corpo. Quando sua frequéncia se encontra
em um nivel adequado o cuidado do sistema imunolégico, da capacidade de
aprendizado e do descanso séo favorecidos (MONTENEGRO et al., 2018).

A onda theta possui uma frequéncia de 4 Hz a 7.5 Hz e esta relacionada com
a imaginacao, estados hipnéticos, meditacédo profunda, durante o sono quando chega
na fase dos sonhos, com memoarias curtas, com momentos de reflexdo e até mesmo
quando o individuo sofre de transtorno depressivo, déficit de atencao, hiperatividade
e impulsividade (PARSI, 2019).

Quando analisadas e sua frequéncia esta elevada sao associadas
principalmente a estado depressivo e falta de atencéo, quando sua frequéncia é baixa
a mesma € associada a ansiedade, baixa autoconsciéncia emocional e ao estresse.
Quando estdo em frequéncias adequadas favorecem conexfes emocionais e a
criatividade (MONTENEGRO et al., 2018).

As ondas alfa possuem uma faixa de frequéncia de 8 Hz a 13 Hz e séao
observadas com facilidade na regido occipital do cranio relacionada ao relaxamento
de olhos fechados e calmaria (PARSI, 2019). Quando analisadas e sua frequéncia

estd em niveis elevados chegam a impedir que o individuo fique atento, a ponto de o
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mesmo ndo conseguir realizar tarefas, quando estdo em niveis baixos séo associadas
a falta de sono, estresse e a ansiedade (MONTENEGRO et al., 2018).

As ondas beta séo caracteristicas em estado de alerta ou vigilia, sua frequéncia
esta entre 13 Hz e 28 Hz, sendo frequente em momentos que o individuo esta com a
atencdo focada em algo e atento a inUmeros estimulos, por exemplo, quando se
realiza uma prova, dirige um veiculo ou apresentacdo de um projeto (PARSI, 2019).

Quando avaliadas e sua frequéncia estd em niveis baixos, conduzem o
individuo a um estado de relaxamento, desfalecido quase depressivo, quando seus
niveis se encontram em parametros normais o individuo apresenta melhora na
capacidade de resolver problemas, seu estado de concentracéo fica ativo e se torna
mais receptivo. Porém, quando estdo em niveis altos a atividade neural se torna
extrema, gerando estresse e ansiedade (MONTENEGRO et al., 2018).

A frequéncia da onda gama varia de 28 Hz a 40 Hz e estdo relacionadas ao
estado de alto processamento cognitivo e de concentracdo tanto em adultos quanto
em criancas, e também com os sentidos e percep¢des (PARSI, 2019) e se originam
no hipotalamo e se movimentam em alta velocidade da parte posterior do cérebro para
a frente.

Quando estdo em alta atividade leva o individuo ao ultimo estagio do ciclo
do sono e ao sentimento de felicidade, porém, alguns estudos associam a baixa
atividade com problemas de aprendizagem e até mesmo mentais (MONTENEGRO et
al., 2018).
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Figura 5 — Tipos de ondas cerebrais. Adaptado de Kouvelkova e Strmiska, 2018.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Relacionar convulsGes Unicas, perda neuronal e déficits de memoéria e
aprendizado medidos por alteragcbes eletroencefalograficas, histolégicas e
comportamentais apos o tratamento de curto prazo com DEX em um modelo murino

de convulsédo induzida por pentilenotetrazol (PTZ).

4.2. Objetivos especificos

e Investigar as possiveis oscilacfes cerebrais do rato ap6s administracdo de
pentilenotetrazol e os niveis de acomodacao das faixas cerebrais apds a utilizacao de
DEX nos periodos de 0, 12, 24, 36 e 48 horas, nas bandas Delta (1-4 Hz), Theta (4-8
Hz), Alfa (8-13 Hz), Beta (13-28 Hz) e Gama (28-40 Hz);

e Investigar o efeito da dexametasona sobre 0s parametros comportamentais,
apos as convulsdes deflagradas pelo pentilenotetrazol;

¢ Investigar o efeito da dexametasona sobre os parametros histologicos, apos
as convulsdes deflagradas pelo pentilenotetrazol;

e Descrever os beneficios acerca da utilizacdo da dexametasona no modelo

animal de crise convulsiva induzida por PTZ.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1.Animais experimentais

Este estudo experimental foi realizado na cidade de Belém-Para, no Laboratério
de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais da Universidade Federal do Para
(UFPA). Foram utilizados 108 ratos Wistar (Rattus norvegicus), com idade entre 100
e 110 dias, pesando entre 200 e 230g provenientes do biotério central do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para (ICB-UFPA). Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura de 22 + 2°C, umidade adequada, em torno
de 55 £ 10% de umidade relativa, e luminosidade artificial de fotoperiodo de 12 horas
de luz e 12 horas de escuro, considerando o periodo de luz de 6:00 as 18:00 e controle
de ruido, colocados em gaiolas de polipropileno com acesso a agua filtrada e racao
oferecida a vontade durante todo o estudo, com limpeza das gaiolas realizada duas
vezes por semana. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de
acordo com os principios do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do ICB-UFPA, sob n° 3133251121, ID 001824 (ANEXO A). Foram tomadas

todas as precaucfes necessarias para evitar o sofrimento e angustia dos animais.

5.2.Experimento

O presente estudo foi baseado em trés experimentos separados. O
Experimento | foi destinado a gravagdes de EEG em diferentes momentos. Os animais
receberam implantes de eletrodos para avaliagdo eletrocorticogréfica, o registro
ocorreu apoés a aplicacdo das drogas correspondentes aos respectivos grupos (Tabela
2) no quinto dia ap6s o implante e logo apés a aplicacdo das drogas, as gravacdes

serdo feitas por 5 minutos.

GRUPO Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G99 G100 G111 G12

Tempo Oh Oh Oh Oh 12h 12h 24h 24h 36h 36h 48h 48h

Tratamento SS DEX PTZ PTZ PTZ PTZ PTZ PTZ PTZ PTZ PTZ PTZ
+DEX +DEX +DEX +DEX +DEX

Tabela 2 — Grupos experimentais.
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Grupo 1- Os animais controle receberam uma dose Unica de solucao salina
(SS) 0,9% i.p. seguida da aquisicéo do registro eletrocorticografico (ECoG) (n=9).

Grupo 2- Os animais receberam uma dose Unica de dexametasona (DEX) 0,6
mg/kg i.p. seguido de aquisi¢do do registro eletrocorticografico (ECoG) (n=9).

Grupo 3- Os animais receberam uma dose Unica de pentilenotetrazol (PTZ) 60
mg/kg i.p. seguido de aquisicéo do registro eletrocorticografico (ECoG) (n=9).

Grupo 4- Os animais receberam uma dose de dexametasona 0,6 mg/kg i.p.
seguido por dose de PTZ 60 mg/kg i.p. imediatamente ap6s a aplicacdo do
medicamento foram realizados ECoG (n=9).

Grupo 5- Os animais receberam uma dose Unica de PTZ 60 mg/kg i.p. seguido
de aquisi¢cao do registro eletrocorticografico (ECoG) 12 horas ap0s a aplicacdo de PTZ
(n=9).

Grupo 6- Os animais receberam uma dose de dexametasona 0,6 mg/kg i.p.
seguido por dose de PTZ 60 mg/kg i.p. e 12 horas apés a aplicacdo foram feitos
registros de ECoG (n=9).

Grupo 7- Os animais receberam uma dose de PTZ 60 mg/kg i.p. com aquisi¢ao
do registro de ECoG 24 horas apos aplicacdo de PTZ (n=9).

Grupo 8- Os animais receberam uma dose de dexametasona 0,6 mg/kg i.p.
seguido de aplicacdo de PTZ 60 mg/kg i.p. e 24 horas apOs a aplicacdo foram
realizados ECoG (n=9).

Grupo 9- Os animais receberam uma dose Unica de PTZ 60 mg/kg i.p. seguido
de aquisicéo do registro eletrocorticografico (ECoG) 36 horas ap0s a aplicacdo de PTZ
(n=9).

Grupo 10- Os animais receberam uma dose de dexametasona 0,6 mg/kg i.p.
associada a PTZ 60 mg/kg i.p. e 36 horas ap6s a aplicacdo do farmaco foram
realizados ECoG (n=9).

Grupo 11- Os animais receberam uma dose Unica de PTZ 60 mg/kg i.p. seguido
de aquisicao do registro eletrocorticografico (ECoG) 48 horas apés a aplicacao do PTZ
(n=9).

Grupo 12- Os animais receberam uma dose de dexametasona 0,6 mg/kg i.p.
depois receberam uma dose de PTZ 60 mg/kg i.p. 48 horas apos a aplicacdo do
farmaco foram realizados ECoGs (n=9).

Os animais foram submetidos a exames eletrocorticograficos logo apés a

aplicacao das drogas, considerado o tempo inicial para a execucao do projeto, seguido
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dos registros Oh, 12h, 24h, 36h e 48 horas apés a aplicacdo dos medicamentos. As
inscricOes foram efetivadas para o periodo da manha, das 7h30min as 11h30min.

Os experimentos Il e Il tiveram delineamento semelhante, a Unica diferenca foi
na avaliacdo comportamental através da tarefa de reconhecimento de objetos, sendo
que o Experimento Il foi baseado em treinamento animal antes da administracao de
DEX e convulséo induzida por PTZ, enquanto no Experimento Il os animais foram
treinados apos a administracdo de DEX e convulséo induzida por PTZ, cujo objetivo
desses dois ultimos experimentos foi avaliar os déficits de memaria e aprendizado

diante da convulsao e tratamento (Figura 3).
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I. DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol; EEG: eletroencefalografia. (B) Experimento Il e (C)
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Para todos os experimentos, os ratos foram divididos aleatoriamente em grupo
controle (animais que receberam uma dose Unica de solucéo salina 0,9% por via
intraperitoneal [i.p.]); grupo dexametasona (DEX; animais que receberam dose Unica
de dexametasona [0,6 mg/kg, i.p.] baseada no Guia Terapéutico Veterinario (VIANA,
2014), fabricante MERK); grupo pentilenotetrazol (PTZ; animais que receberam uma
dose Unica de pentilenotetrazol [60 mg/kg, i.p.]; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EUA); e grupo dexametasona + pentilenotetrazol (DEX+PTZ).

O pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista ndo competitivo do receptor GABAA,
€ um agente quimico indutor de convulsdo amplamente utilizado em modelos

experimentais de convulsao (Hashemi et al., 2013).

5.3. Implante de eletrodo, registros eletroencefalograficos e analise dos

dados (Experimento 1)

Os EEGs foram registrados conforme descrito por Estumano et al. (2019). Os
animais foram anestesiados com uma combinacdo de Cloridrato de Xilazina (10
mg/kg) e Cloridrato de Cetamina (100mg/kg) por via intraperitoneal. Apés o animal
apresentar a perda do reflexo interdigital, este foi fixado no aparelho estereotaxico,
para implantacdo de eletrodos. O procedimento foi iniciado com a tricotomia da pele
da regido da cabeca, com assepsia adequada, foi infiltrada lidocaina a 2% no local da
incisdo cirargica, que deve conter 1,0 cm rostrocaudal na linha média, expondo a
superficie 6ssea do cranio. A lidocaina também foi aplicada no meato acustico externo
para reduzir os efeitos da pressdo das barras do aparelho estereotaxico. Apos a
exposicdo do osso do cranio foram feitas duas perfuragbes com um aparelho
micromotor elétrico para uso odontolégico (Driller BLM 600 Double®), obedecendo as
coordenadas estereotaxicas - 0,96 mm para bregma, 1 mm latero-lateral, onde os
eletrodos de 1 mm de didmetro foram acomodados na dura-mater, e fixados com
resina acrilica autopolimerizavel para uso odontolégico (Jet Kit®), utilizando o
parafuso como base e aterramento para os registros de EEG. ApOs a cirurgia, 0s
animais foram mantidos em gaiolas individuais pelo periodo de cinco dias, apdos este
periodo receberam seus respectivos tratamentos e o0s registros de EEG foram feitos
por 5 minutos.

O principal meio de obtencdo de dados foram os registros eletrofisiologicos de

potencial de campo, que foram realizados através de um amplificador diferencial com
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alta impedancia de entrada AC (Grass Technologies, Model P511) ajustado com
filtragem de 0,3 Hz (low pass) e 300 Hz (high pass), monitorado com um osciloscopio
(Protek, Model 6510), e digitalizado continuamente a uma taxa de 1 kHz por um
computador equipado com uma placa de aquisicdo de dados (National Instruments,
Austin, TX). Os dados foram armazenados em um disco rigido e processados por meio
de software especializado (LabVIEW Express). Para analisar as alteracdes neuronais,
o Signal® 3.0 e Matlab® 7.1, foram utilizados programas, nos quais possibilitaram a
inspecao da frequéncia das ondas cerebrais. O eletrodo de registro foi localizado no
lado direito do hemisfério e no lado esquerdo do eletrodo de referéncia. Todo o
experimento foi realizado dentro da gaiola de Faraday. Apds 10 minutos de
acomodacéo, foi feita a inscricdo de duracdo de 10 minutos para cada animal.

Para a analise dos sinais adquiridos, foi construida uma ferramenta utilizando
a linguagem de programacéao Python versao 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram
usadas para processamento matematico e a biblioteca Matplolib para graficos. A
interface grafica foi desenvolvida usando a biblioteca PyQt4.

Os gréficos de amplitude demonstraram a diferenca de potencial entre os
eletrodos de referéncia e de registro. Nos sinais, foram observadas 1000 amostras
por segundo. Os espectrogramas foram calculados usando uma janela de Hamming
com 256 pontos (256/1000 segundos), e cada quadro foi gerado com uma
sobreposicao de 128 pontos por janela. Para cada quadro, a densidade de poténcia
espectral (PSD) foi calculada pelo método do periodograma médio de Welch.

O histograma de frequéncia foi gerado primeiro calculando o PSD do sinal
usando a janela de Hamming com 256 pontos, sem sobreposicdo, com o PSD,
resultando em um histograma construido com caixas de 1 Hz. Para analisar a
diferenga entre os experimentos, foi construido um gréfico com a média e desvio
padrdo do PSD de varios experimentos, cada onda do grafico foi gerada a partir de
um conjunto de testes, onde foi gerado o PSD e calculado o padrdao de média e desvio
de cada grupo, para o célculo da janela PSD Hamming foram utilizados 256 pontos
sem sobreposicéo. A analise foi realizada em frequéncias de até 40 Hz, e dividida em
bandas de acordo com Jalilifar, Yadollahpour, Moazedi e Ghotbeddin (2017) em Beta
(1-4 Hz), Theta (4-8 Hz), Alpha (8-12), Beta (12-28) e Gamma (28-40 Hz), para

interpretar a dinamica durante o desenvolvimento da crise.
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5.4. Andlise comportamental (Experimento Il e )

A tarefa de reconhecimento de objetos novos (NOR) foi realizada na madeira
caseira da arena de campo aberto (100 cm X 100 cm X 50 cm), cercada por quatro
paredes. Previamente, os animais foram colocados na arena para exploragao livre por
2 minutos seguido da fase de treinamento, onde dois objetos idénticos (A+A) foram
colocados simetricamente em cantos opostos do aparato e o comportamento
exploratorio dos ratos foi registrado por 5 minutos (300 seg). Quarenta e oito horas
apds a sessdo de treinamento, os animais foram testados: dois objetos com cor,
formato e textura diferentes (A+B), foram dispostos na mesma posicdo de
treinamento. O teste durou 5 minutos (300 s) e a atividade exploratéria dos animais
em cada objeto foi registrada.

Os parametros analisados foram: (a) taxa de discriminacéo (DR) = [tempo gasto
explorando o objeto B (segundos)] — [tempo gasto explorando o objeto A (segundos)]
/ [tempo gasto explorando o objeto A (segundos)] + [tempo gasto explorando o objeto
B (segundos)]; (b) razéo de reconhecimento (RR) = [tempo gasto explorando o objeto
B (segundos)] / [tempo gasto explorando o objeto A (segundos) + [tempo gasto
explorando o objeto B (segundos)]; e (c) tempo gasto em objeto antigo (segundos) e
(d) novo objeto (Wang et al., 2020; Antunes et al., 2011).

Para o Experimento Il, duas horas antes da administracdo das drogas (DEX
e/ou PTZ), os ratos foram submetidos a uma sessao de treinamento para a tarefa de
reconhecimento de objetos (dia 1) e a sessao de teste foi realizada 48 horas depois
(dia 3). O treinamento e os testes foram organizados para avaliar os déficits de
memoria de curto prazo diante de um episodio de convulséo.

Para o Experimento lll, os animais foram submetidos a uma sessao de
treinamento para a tarefa de reconhecimento de objetos duas horas apds a
administracdo das drogas (DEX e/lou PTZ; dia 1). A sesséo de teste foi realizada no
final do experimento (dia 3). Treinamento e teste foram realizados para analisar

déficits na aquisicdo de aprendizagem no estado poés-ictal.

5.5. Coloracéo de Nissl e contagem de células

Os animais dos experimentos Il e 11l foram anestesiados com uma combinacao

de overdose (i.p.) de cloridrato de xilazina (30 mg/kg) e cloridrato de cetamina (300
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mg/kg) e foram perfundidos transcardialmente com solug¢édo salina tamponada com
fosfato (pH 7,4) a 4°C seguido por formaldeido frio (pH 7,4). Os cérebros foram
extraidos, transferidos para solucdo de sacarose a 30% por 24 horas, cortados em
cortes coronais (40 um) e corados com Nissl (0,3% de acetato de cresil violeta)
(Mahmoud et al., 2016). O namero de células no hipocampo (CA1, CA3, giro denteado
e camadas do hilo) foi contado. As contagens de células foram realizadas em um
quadro de 2500 um2 (50 um x 50 ym) e observadas no software de imagem ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, EUA).

5.6. Analise estatistica

Antes das andlises, a normalidade e a lognormalidade das variancias foram
verificadas por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados foram analisados
usando o programa GraphPad Prism, versao 9 (Graph-Pad Software Inc San Diego,
CA, EUA). Todos os dados foram apresentados como média e desvio padrao (DP) e
os valores de F e p foram incluidos quando relevantes; e um nivel de significancia p <
0,05 foi considerado para todas as analises. Diferencas significativas entre os grupos
experimentais foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas

vias, seguida do teste de Tukey para compara¢cGes multiplas.

5.7. Eutandasia de animais

Os animais utilizados no experimento | foram eutanasiados ao final do
experimento. Para isso, foi utilizada a técnica de aprofundamento do plano anestésico
para evitar ao maximo sofrimento aos animais. As drogas Cetamina na dose de
300mg/kg i.p. associada a 30 mg/kg de Xilazina e Diazepam 5 mg/kg i.p. foram

utilizadas para a eutanasia.
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6. RESULTADOS

6.1. O pentilenotetrazol causa alteragdes no padrdo do EEG mesmo apés
48h de administracdo e a dexametasona atenua essas oscilagdes

Os tracados do EEG do grupo controle apresentaram amplitude caracteristica
inferior a 0,05 mV e as frequéncias observadas no espectrograma apresentaram maior
intensidade energética abaixo de 10 Hz (Figura 7). O grupo que recebeu DEX
apresentou padrao de EEG semelhante ao controle em todos os tempos analisados
(Figura 7). Por outro lado, os grupos que receberam PTZ (grupo PTZ e DEX+PTZ)
apresentaram alteragcbes de EEG compativeis com convulsiva, apresentaram
irregularidades e amplitude registrada de até 0,7 mV, e aumento do nivel de energia
em frequéncias até 40 Hz observado em espectrograma, imediatamente apds a
administracdo das drogas (Figura 7).

Apés 12 horas, o grupo PTZ apresentou tracados de EEG com maiores
oscilagcbes em comparacao ao grupo DEX+PTZ, que apresentou maior acomodacao
dos tracados de EEG, mais semelhante ao grupo controle, com menor distribuicdo de
energia (Figura 8). Ao longo do tempo, as oscilagdes nos tracados do EEG foram
semelhantes ao tracado basal (grupo controle) e esse processo foi mais rapido para

0 grupo DEX+PTZ do que para o grupo PTZ (Figura 8).
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Figura 7 - Registros eletroencefalograficos de animais submetidos ao modelo de crise induzida por
PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. O tracado linear foi obtido por eletroencefalografia
(esquerda). Sequéncia representativa de 1 s do tragcado EEG (centro). Frequéncia do espectrograma
(a direita). (A) Animais imediatamente ap0s a administracao das drogas (Oh).
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Figura 8 - Registros eletroencefalogréaficos de animais submetidos ao modelo de crise induzida por
PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. O tracado linear foi obtido por eletroencefalografia
(esquerda). Sequéncia representativa de 1 s do tracado EEG (centro). Frequéncia do espectrograma
(a direita). (B) Animais 12 horas apds a administragdo das drogas. (C) Animais 24 horas apos a
administragcdo das drogas.
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Figura 9 - Registros eletroencefalograficos de animais submetidos ao modelo de crise induzida por
PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. O tracado linear foi obtido por eletroencefalografia
(esquerda). Sequéncia representativa de 1 s do tragado EEG (centro). Frequéncia do espectrograma
(a direita). (D) Animais 36 horas apds a administragdo das drogas. (E) Animais 48 horas apés a
administracdo das drogas. DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol.
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Na analise de poténcia total, houve um efeito significativo do tratamento [F (3,
160) = 524,2, p <0,0001] e tempo de tratamento [F (4, 160) = 457,2, p < 0,0001] entre
0S grupos, embora ndo variaram significativamente entre os grupos controle e DEX
em todos os tempos investigados (p > 0,05, para todas as comparacdes). Os grupos
que receberam PTZ (grupos PTZ e DEX+PTZ) apresentaram aumento da poténcia
total em comparacdo com o0s grupos controle e DEX imediatamente apds a
administracao das drogas (p < 0,0001, para todas as comparagoes).

Embora os valores absolutos dos grupos PTZ e DEX+PTZ tenham diminuido
ao longo do tempo, as diferencas se mantiveram quando comparados ao controle e
os grupos DEX permaneceram até 24 horas (p < 0,0001, para todas as comparacoes).
ApOs 36 horas, apenas o grupo PTZ foi diferente dos grupos controle e DEX (p <
0,0001, para todas as comparacdes). Surpreendentemente, a administragdo de DEX
concomitantemente com PTZ foi capaz de reduzir a poténcia total quando comparada
ao grupo PTZ apos 12 horas de administracdo da droga até 36 horas (p < 0,0001,
para todas as comparacdes), sendo igual a poténcia total do controle e grupos DEX
apos 36 horas (p > 0,05, para todas as comparacdes; Figura 10).
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Figura 10 - Dados eletroencefalograficos quantitativos da poténcia total das ondas cerebrais da
atividade cerebral. Os dados séo expressos como média = DP (n = 9 animais por grupo; ****p < 0,0001,
ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey). DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol.
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6.2. O tratamento com dexametasona atenuou o distdrbio induzido por

PTZ na poténcia de banda das ondas cerebrais

A poténcia de banda relativa das ondas cerebrais foi decomposta. Analisamos
o tempo de efeito do tratamento para todas as ondas cerebrais (as comparacdes
relacionadas ao tratamento ao longo do tempo foram resumidas na Figura 11).

Para a onda delta [F (4, 160) = 139,6, p < 0,0001; Figura 11A], onda teta [F (4,
160) = 1138, p <0,0001; Figura 11B], onda alfa [F (4, 160) = 141,3, p < 0,0001; Figura
11C], onda beta [F (4, 160) = 339,5, p < 0,0001; Figura 11D] e onda gama [F (4, 160)
= 706,9, p < 0,0001; Figura 11E], houve efeito significativo do tempo de tratamento
entre 0s grupos, embora ndo tenha sido observada variagdo entre 0s grupos controle
e DEX em todos os tempos investigados (p > 0,05, para todas as comparagoes).

O grupo PTZ apresentou aumento da poténcia de banda relativa para as ondas
cerebrais delta e teta em todos os tempos analisados em comparacdo com 0S grupos
controle e DEX (p < 0,05, para todas as comparacdes). Além disso, também
observamos valores maiores para o grupo PTZ para a poténcia de banda relativa alfa,
beta e gama até 24 horas em relacéo aos grupos controle e DEX (p < 0,05, para todas
as comparacdes). Para o grupo DEX+PTZ, houve diferenca significativa dos grupos
controle e DEX apenas para onda cerebral teta (12 e 24 horas; p < 0,0001, para todas
as comparagOes), onda cerebral alfa (12 horas; p < 0,05, para ambas as
comparacdes), e onda cerebral beta (12 horas; p < 0,0001, para ambas as
comparacoes).

Além disso, o tratamento concomitante com dexametasona (grupo DEX+PTZ)
reduziu as oscilagdes induzidas por PTZ (grupo PTZ) para todas as ondas cerebrais
(delta, teta, alfa, beta e gama), logo ap6s 12 horas (p < 0,01, para todas as
comparacoes). Apos 24 horas da administracdo das drogas, o tratamento com DEX
ainda foi capaz de diminuir a poténcia relativa das ondas delta, teta, alfa e beta (p <
0,001, para todas as comparacdes). A partir de 36 horas, o efeito do tratamento com
DEX foi observado apenas para a poténcia de banda relativa teta (p < 0,0001, para

todas as comparagoes).
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Figura 11 - Dados eletroencefalograficos quantitativos sobre a poténcia de banda relativa das ondas
cerebrais. (A) Poténcia de banda relativa da onda delta. (B) Poténcia de banda da onda teta relativa.
(C) Poténcia de banda de onda alfa relativa. (D) Poténcia de banda de onda beta relativa. (E) Poténcia
de banda de onda gama relativa. Os dados s&o expressos como média + DP (n = 9 animais por grupo;
*p < 0,05, *p < 0,01 e ****p < 0,0001, ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey). DEX:
dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol.

6.3. O tratamento com dexametasona nao alterou a memoéria de curto

prazo nem a aquisicao de aprendizado na crise induzida por PTZ

Ao contrario do esperado, ndo foi observada influéncia de ambos os
tratamentos (DEX elou PTZ) no teste de reconhecimento de objetos para os
parametros analisados tanto no Experimento Il (Figura 12) quanto no Experimento I
(Figura 13), exceto na comparagédo em que o grupo DEX+PTZ gastou menos tempo

no novo objeto em relacdo ao grupo controle (p = 0,0380).
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Figura 12 - Dados do teste de reconhecimento de objetos do Experimento Il de animais submetidos a
convulséo induzida por PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. (A) Taxa de discriminacéo. (B) Taxa
de reconhecimento. (C) Tempo absoluto gasto reconhecendo o objeto antigo. (C) Tempo absoluto gasto
reconhecendo o novo objeto. Os dados sdo expressos como média = DP (n = 5 animais por grupo).
DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol.
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Figura 13 - Dados do teste de reconhecimento de objetos do Experimento Il de animais submetidos a
convulsdo induzida por PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. (A) Taxa de discriminacéo. (B) Taxa
de reconhecimento. (C) Tempo absoluto gasto reconhecendo o objeto antigo. (C) Tempo absoluto gasto
reconhecendo o novo objeto. Os dados sdo expressos como média = DP (n = 5 animais por grupo; *p
< 0,05, teste de Kruskal-Wallis). DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol.

6.4. O pentilenotetrazol ndo induziu a morte celular e, portanto, o

tratamento com dexametasona nao protegeu contra o dano celular

Ambos os tratamentos (DEX e/ou PTZ) néo alteraram a contagem de células
no hipocampo no Experimento Il, exceto hilo [F (3, 14) = 3,873, p < 0,05] e giro
denteado [F (3, 14) = 5,219, p < 0,05], onde o grupo DEX + PTZ apresentou menor
namero de células em relacdo ao grupo que recebeu apenas DEX (p = 0,0328 ep =
0,0093, respectivamente). Surpreendentemente, a administracdo de PTZ néo
promoveu a morte celular e, portanto, a DEX foi inerte no resgate de danos celulares

no hipocampo (Figura 14).
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Figura 14 - Coloragdo de Nissl do hipocampo de rato no Experimento |l de animais submetidos a
convulsado induzida por PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. (A) Imagens representativas. (B)
Dados quantitativos sobre o nimero de células na regido CALl. (C) Dados quantitativos para o nimero
de células na regido CA3. (D) Dados quantitativos sobre o nimero de células na regido do hilo. (E)
Dados quantitativos sobre o nimero de células na regido do giro denteado. Os dados sdo expressos
como média + DP (n = 5 animais por grupo; *p < 0,05, **p < 0,001, ANOVA de duas vias seguida do
teste de Tukey). DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol. Barra de escala = 25 ym.

No Experimento lll, os dados indicaram que ratos tratados com PTZ sofreram

reducdo no numero de células em relagdo ao controle e DEX em CA3 [F (3, 16) =
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8,831, p <0,001; Controle vs. PTZ, p < 0,001; Controle vs. DEX + PTZ, p < 0,05; DEX
vs. PTZ, p < 0,05) e regides hilus [F (3, 16) = 4,383, p < 0,05; Controle vs. PTZ;
Controle vs. DEX + PTZ, p < 0,05 para todas as comparagdes). Nao foram detectadas

diferencas na contagem de células ap6s a administracdo de DEX (Figura 15).
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Figura 15 - Coloracao de Nissl do hipocampo de ratos no Experimento Il de animais submetidos a
convulsdo induzida por PTZ e tratados ou ndo com dexametasona. (A) Imagens representativas. (B)
Dados quantitativos sobre o nimero de células na regido CALl. (C) Dados quantitativos para o nimero
de células na regido CA3. (D) Dados quantitativos sobre o numero de células na regido do hilo. (E)
Dados quantitativos sobre o nimero de células na regido do giro denteado. Os dados sdo expressos
como média £ DP (n = 5 animais por grupo; *p < 0,05, **p < 0,001, ANOVA de duas vias seguida do
teste de Tukey). DEX: dexametasona; PTZ: pentilenotetrazol. Barra de escala = 25 ym.
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7. DISCUSSAO

As convulsdes sdo alteracles transitérias na atividade cerebral induzidas por
excitabilidade neuronal anormal. Nas convulsdes tbnico-clonicas, os sintomas podem
incluir rigidez, espasmos, espasmos e perda de consciéncia (Devinsky et al., 2018).
No presente estudo, avaliamos os efeitos da dexametasona, uma droga com potente
atividade glicocorticoide, em um modelo de convulsdes agudas generalizadas
induzidas por pentilenotetrazol, uma droga antagonista do receptor GABA-A
(Kandratavicius et al., 2014). Aqui, mostramos que a DEX é eficaz em mitigar as
alteracbes elétricas cerebrais observadas nas convulsGes, antecipando a
acomodacédo ao padréao de controle de maneira dependente do tempo, sem afetar o
comportamento ou reverter a morte celular no hipocampo.

Pesquisas clinicas e experimentais tém demonstrado a importancia da
neuroinflamacdo na epileptogénese, que envolve o aumento da excitabilidade
neuronal e reducao do limiar convulsivo (Loringados et al., 2013). Varias evidéncias
também apontam que a violacdo da barreira hematoencefalica (BHE) esta envolvida
no desenvolvimento da epilepsia (Loscher et al., 2020). Em condi¢des saudaveis, as
células imunes periféricas sdo parcialmente restritas do sistema nervoso central
(SNC) devido a BHE. Quando a integridade da BHE é prejudicada, as células imunes
inatas e adaptativas podem entrar no SNC e iniciar respostas inflamatérias, que
podem ser neuroprotetoras ou neurotoxicas (Prinz & Priller, 2017).

Evidéncias sugerem que a DEX exerce seus efeitos via receptores de
glicocorticoides (GR) no cérebro, que reduzem lentamente a transmissao excitatoria
mediada pelo glutamato e atenuam a resposta celular (Xiaoging et al., 2022; Joéls,
2009). Assim, é possivel que a DEX antecipe o tempo de acomodacéo na crise aguda
reduzindo diretamente a excitabilidade via GR e também exerca acbes anti-
inflamatorias na BHE, na reducéo da poténcia total apds 12 horas de tratamento até
36 horas. Além disso, DEX reduziu as oscilagdes induzidas por PTZ para todas as
ondas cerebrais abaixo de 28 Hz nas primeiras 24 horas. Em uma visao translacional,
esses dados estao de acordo com os achados de Gofshteyn et al. (2021) que mostrou
por um estudo de coorte envolvendo criangcas com encefalopatia epiléptica tratadas
com DEX uma reducéo pela DEX na frequéncia de convulsdes e melhora no perfil do
EEG.
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Os resultados do EEG demonstraram que a convulsédo induzida por PTZ tem
efeitos duradouros até 48 horas. O EEG tem alta probabilidade (71%) de detectar
atividade epileptiforme quando realizado nas primeiras 48 horas apos a convulséo.
Isso confirma o valor preditivo do monitoramento eletroencefalografico de longo prazo
em relacdo ao risco de recorréncia apds uma unica crise aguda e sua aplicabilidade
clinica (Schreiner & Pohlmann-Eden, 2003). Os padrdes eletrocorticograficos mostram
gue nosso modelo leva a um aumento imediato de todas as ondas cerebrais de
poténcia relativa, com cessacao da atividade r4pida apds 24 horas e manutencgéo das
ondas cerebrais lentas por até 48 horas. A atividade delta e teta sdo patologicamente
encontradas em lesBes subcorticais e encefalopatias metabolicas e, em
circunstancias normais, no sono de ondas lentas, quando atua consolidando a
memoria (Roohi-Azizi et al., 2017). Diferentemente das condi¢fes fisioldgicas, as
convulsdes generalizadas tbnico-clonicas de fato sdo responsaveis pelo declinio
cognitivo, destacando o comprometimento da memaria. (Holler et al., 2015).

Além de ser uma condicdo elétrica do cérebro, uma convulsdo é um evento
estressante marcado pelo aumento dos niveis séricos de cortisol (Cano-Lopez &
Gonzalez-Bono; 2019). Os efeitos mediados por glicocorticoides s&o duplos,
dependendo da dose, tempo de tratamento e receptores ativados. Evidéncias
mostraram que a acdo mediada pelo cortisol na cogni¢cdo segue uma dose-resposta
em forma de U invertido com niveis extremamente altos ou baixos prejudicando a
memoria e doses intermediarias melhorando a consolidagdo da memoria (Wigenfeld
et al.,, 2011). Em nossos experimentos, uma Unica dose baixa de DEX foi aplicada
antes ou depois da NOR e, em ambas as situacdes, nado foi observado
comprometimento da memdéria apés a convulsdo nem melhora cognitiva com a DEX.
Ressalta-se que o Estresse Oxidativo e a neuroinflamacéo contribuem para a
neuropatologia e déficits comportamentais associados a epileptogénese e tem papel
determinante no limiar convulsivo em modelos animais.

Os glicocorticoides podem ativar receptores de mineralocorticoides (MR) ou GR
no cérebro, com ativacao e expressao suficientes de MR associados ao aumento da
neurogénese e melhora no desempenho cognitivo e na consolidacdo da memoéria. Por
outro lado, a saturacdo ou superexpressdo de GRs com altas doses de
glicocorticoides ou drogas com alta afinidade por seus receptores, como DEX, estao
correlacionadas com déficits de memoaria (Brandner et al., 2020; Gray et al., 2017;

Gesmundo et al., 2016). Além disso, uma agéo inibitéria clinica para DEX emerge da
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descoberta de que os niveis de cortisol aumentam durante as convulsdes, a fim de
neutralizar o circuito epiléptico via RG e fornecer resiliéncia contra a
hiperexcitabilidade (Cano-Lopez & Gonzalez-Bono; 2019; Di Maio et al.,, 2011;
Maslarova e outros, 2011). Nessa linha, embora inUmeras pesquisas clinicas e
experimentais sustentem que as convulsdes podem induzir déficits cognitivos, nao
pudemos observar declinio da meméria em nosso modelo de convulsédo induzida por
PTZ. Além disso, embora a dexametasona tenha antecipado o distirbio das ondas
cerebrais, ela ndo se refletiu funcionalmente na anélise comportamental da memoria.

Um Uanico atague de convulsdo é suficiente para induzir a morte neuronal
apoptotica, principalmente em areas cerebrais ricas em receptores glutamatérgicos,
responsaveis pela hiperexcitabilidade, como CAl, CA3, hilo e giro denteado
(Nascimento et al., 2022; Matyéas et al., 2021; Casillas-Espinosa et al., 2020). Os
mecanismos subjacentes envolvem a liberacdo de glutamato, que aumenta o calcio
intracelular e, consequentemente, a morte celular (Mohamed et al., 2020). Além disso,
foi sugerido que as espécies reativas de oxigénio produzidas durante as convulsdes
também ativam vias relacionadas ao dano celular, resultando em morte neuronal,
apoptose e necrose (Shin et al., 2011). Em uma perspectiva de longo prazo, esses
processos podem gerar esclerose hipocampal (Chauhan et al., 2022).

N&o foram encontrados estudos utilizando pré-tratamento com DEX em crises
agudas induzidas por PTZ, porém, em relacdo a outros modelos farmacolégicos, seu
papel permanece controverso. Nas crises evocadas por hipdxia-isquemia, a
administracdo de 10 pg/kg de DEX 24 horas ap0s o insulto ndo ofereceu nenhum
beneficio em conferir neuroprotecdo hipocampal (Kruegers et al.,1999). Caso
contréario, Al-Shorbagy et al. (2012) mostraram que o uso de 10 mg/kg de DEX néo sé
teve efeito anticonvulsivante, mas também diminuiu a perda neuronal em CA3,
enquanto nem 5 mg/kg nem 20 mg/kg foram eficazes na prevencédo da morte celular
em uma infeccao induzida por litio-pilocarpina modelo epiléptico.

Em outro modelo animal de epilepsia, o modelo da pilocarpina, foi encontrado
resultado semelhante, a dose de DEXA utilizada foi de 10 mg/kg e nenhum
anticonvulsivante foi usado como controle, houve reducdo do tempo de laténcia no
inicio da crise demonstrando o possivel efeito anticonvulsivante da DEXA no modelo
animal de pilocarpina e foi possivel verificar que a DEXA atua na redug&o ndo so da
intensidade das crises, mas também do tempo de inicio das crises, reforcando o

possivel papel anticonvulsivante e neuroprotetor desta droga (GUZZO et al., 2021).
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Da mesma forma, Yang e colaboradores (2012) observaram que 10 mg/kg de
DEX por 3 dias seguidos ap6s um unico episddio convulsivo provocado por pilocarpina
aumentou o numero de células NeuN-positivas em CAl e CA3 e diminuiu
notavelmente as frequéncias de pico. Esses resultados ilustram que a possivel
neuroprotecao conferida pela DEX envolve ndo apenas a dinamica dose-resposta,
mas também a duracdo do tratamento com glicocorticoides. Em nosso modelo,
sugerimos que a baixa dose de DEX aplicada nao foi suficiente para reverter o dano
celular desencadeado pelo PTZ, sendo necessarios estudos complementares para
elucidar a duracdo ideal do tratamento que melhor demonstre seu papel na
neuroprotecao.

Sinha et al. 2021, verificou se o tratamento com dexametasona altera a
duracéo, laténcia e/ou gravidade das convulsdes induzidas por PTZ em modelos de
camundongos da Doenca de La Fora (LD). Eles mostraram que os animais tratados
com dexametasona nao influenciaram o tempo limite para inducéo de cada estagio de
convulsao; no entanto, pode reduzir a gravidade e a duragao das convulsodes.

E importante notar que a resposta nao foi avaliada apenas no desaparecimento
do padrdo EEG da SCWS, mas também na melhora clinica e neuropsicoldgica,

especialmente quando os antiepilépticos falham.
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8. CONCLUSAO

Considerando que os resultados obtidos demonstram que um Unico ataque
convulsivo pode conferir sobrevivéncia as células do hipocampo, mesmo que essa
mudanca ndo afete o comportamento cognitivo. Mesmo que a dexametasona nao
tenha revertido o dano celular, € uma droga terapéutica consideravel para convulsdes
devido aos seus efeitos duradouros em atenuar a atividade epileptiforme conforme

demostrado no EEG.
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