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O kindling ¢ um dos principais modelos usados para indugao de crises epilépticas. As
variagdes provocadas por esse modelo no sistema de neurotransmissdo do cérebro de
animais sdo semelhantes as que ocorrem em epilepsia da regido lobo temporal. A
maioria das pesquisas tem associado os efeitos do kindling apenas a atuacdo de
mecanismos sindpticos. Considerando que as conexdes ndo-sindpticas sdo suficientes
para a geragdo e sustentagdo das atividades epileptiformes (AE’s) e que a regido
hipocampal, particularmente o giro denteado (GD), apresenta susceptibilidade a indugdo
de atividades em condi¢des de bloqueio das conexdes sindpticas, o objetivo desse
trabalho foi identificar os efeitos do processo de kindelizagao quimica de ratos por PTZ
sobre a indu¢do de AE’s ndo-sinapticas nessa regido. Assim, fatias do hipocampo de
ratos Wistar controle e kindelizados, utilizando concentra¢des de 40 e 45mg/kg de PTZ,
foram submetidas a indu¢do de AE’s nao-sinapticas, registro do potencial elétrico (PE)
extracelular e a andlise histologica. Foi verificado que o kindling com PTZ promove
lesdes, com caracteristicas de processos inflamatdrios, que favorecem a excitabilidade
neuronal e as conexdes ndo-sinapticas, contribuindo para a sustentagdo das crises
epilépticas. Os resultados sugerem que o aumento da excitabilidade neuronal induzido
pela aplicagdo do PTZ estd relacionado a variacdes na concentracdo de cloreto
intracelular e reforgcam efetividade da utilizacdo de drogas com acdo bloqueadora de

cotransportadores desse ion no tratamento das epilepsias.
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The kindling is one of the main models used for induction of epileptic crises. The
variations caused by this model in the brain neurotransmission system are similar to the
ones that happen in epilepsy of the temporal lobe area. Most of the researches have
associated the kindling effects just to the action of synaptic mechanisms. Considering
that the non-synaptic connections are enough for the generation and the support of the
epileptiform activities (EA's) and that the hippocampal area, particularly the dentate
girus (DG), presents susceptibility to the induction of activities in conditions of
blockade of the synaptic connections, the aim of this work was to identify the effects of
the chemical kindleling process of rats for PTZ over the induction of non-synaptic EA's
in this area. In this way, hippocampus slices of control and kindled Wistar rats, using
concentrations of 40 and 45 mg/kg of PTZ, were submitted to the induction of non-
synaptic EA's, register of the extracellular potential (EP) and to the histology analysis. It
was verified that the kindling with PTZ promotes lesions, with characteristics of
inflammatory processes that favor the neuronal excitability and the non-synaptic
connections, contributing to sustain epileptic crises. The results suggest that the increase
of the neuronal excitability induced by the application of PTZ is related with variations
in the intracellular chloride concentration and reinforce the effectiveness of the use of
drugs with blocking action of cotransporters of this ion in the treatment of the

epilepsies.

vi



SUMARIO

I = INTRODUGAOQ .....ooiiiieeeteeeeees ettt sttt sttt ettt st nss st an s neansasenans 1
11 - REVISAO DE LITERATURA .....oviiitetetee e eeeeesee et ses s s ssesssssesssssssssesesssnssnsensens 3
R 0T o T SRS 3
I1.1.1 - Classificac@o das Crises EPIlEPLiCas ........cccvevvieirieiieiiiieiiecie ettt 5
I1.1.2 - Atividades EpileptifOrmes..........ccceeieviieriieiiiiieiieseeie ettt et sreeseebeenseessessaessees 6

11.2 - Plasticidade NEUFONAL ..........cooiiiiiiiieiie bbb 12
11.3 - Modelos Animais de INAUGAO & AE’S .......covciiiriiiieee et e 14
I1.3.1 - MOdElo KINAING ......eoieeiiiiieiieiieieeiteeee ettt ettt et e st enseesaessaesseenseensesnnennns 15

11.4 - Sistemas de NEUrOtFANSMISSAOD .......c.vevirerieiirerieirie ettt 22
I1.4.1 - Sistemas de Neurotransmissdo Sinaptica € Kindling .........ccccceveevieiinieiiiniie e 22
I1.4.2 - Sistemas de Neurotransmissdo Nao-Sinaptica e Kindling ...........cccocceeeiioiniiniiniiiinee, 26

11 - MATERIAIS E METODOS ..ottt eeses st esnes s nessen s s senessensensasansnen 28
111.1 - Procedimentos Experimentais para Inducao do Kindling..........ccccererenievennsinninseseeiereseees 28
111.2 - Procedimentos Experimentais para Registro do PE ..........cccccovviviiveiencne s 29
II1.2.1 - Isolamento do Hipocampo e Obteng@o das Fatias ...........cccceeveevveeiiiiesieneeiecie e 29
I11.2.2 - Equipamentos Utilizados para Indugao das AE’S..........ccceevveviinieniieiieieciecieseeie e 33

111.3 - Sistemas de Medig&@o, AqUiSICAO0 € VISUAlIZAGAO ..........cooeeiirieiiece e 37
111.4 - Procedimentos Experimentais para Analise HiStoQUImICa ..........cooevirrrienneiensee e 39
[I1.4.1 - Preparagao das Fatias.........ccecieriieiiiieeiieieieeie ettt eae e s sseenseenneses 39
II1.4.2 - Coloragao das Fatias ..........cccuiiiiiiiiiiciiieciie ettt ettt e et ve e ereeereesaveesaseeseveessneenes 41
I1.4.3 - Quantificagd0 NEUTONAL..........cccviiiiiiiiieiii ettt re e veesareesaneesaneenes 42

111.5 - Andlise Quantitativa dos Par@metros do PE...........ccccciviiiieieni i 46
II1.5.1- Analise Quantitativa do Parametro DC............ccoviiiiiieiiieiiiieie ettt 47
II1.5.2 - Analise Quantitativa dos Parametros PS € AmaX .........cccccveeviieiiiieeiieiiieeieeceeeee e 48
II1.5.3 - Analise Quantitativa do ParAmetro DE............ccccooiiiiiiiiiiieie e 48
I11.5.4- Analise Quantitativa do Pardmetro IE ..............ccoooiiiiiiiiiiiececceeeee e 49

IV - RESULTADOS ...ttt bbbt bttt e b sb e e b e s bt b e e be et et e nbesbesneereennennas 50
IV.1 - Processo de KindelizaGho COM PTZ ......ccciiiiiiiiieenieee et 50
IV.2 - PArBMELI0OS 00 PE .....oiiiiiiiie et et bbb ettt 51
Y T o 1T (o0 [0 1T OSSO 56
IV.3.1 - Analise QUALItAtIVA .....eeeiviiiiiietiieiee ettt ettt e et e et e e s ae e s b e e aaeestbeesaseesseensseesseessseenes 56
IV.3.2 - Célculo da Densidade Celular .............ccoeeieriirieiiieiiese et 59

V - DISCUSSAO DOS RESULTADOS.......coviiiieeieieeeeteeieeeeee e sestesssese s sss s ssssen s issessnssnensas 62
VI = CONCLUSAOD. ..ottt s sttt en et n s 67
VIl - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooviiieeieeeseee e ves s es s esn s en s s s sesaesn s 68

vii



LISTA DE SIMBOLOS

Simbolo Descricao

a Fragdo de volume do espago extracelular
[ion], Concentrag¢dao do ion no meio extracelular
Amax Amplitude maxima dos populations spike
CA Corno Ammon

CE Cortex entorrinal

CG Camada granular

DC Componente DC

DE Duragao do evento

Egy Potencial de Nernst para o cloreto

GABA Acido y-aminobutirico

GD Giro denteado

H Hilus

IE Intervalo entre eventos

I0S Sinal 6ptico intrinseco

1P Infra-piramidal

LANEC Laboratério de Neurociéncia Experimental e Computacional
LT Laténcia

LTP Potencializag¢ao de longo prazo

PE

Potencial elétrico

viii



Simbolo

Descricao

PS

SAE

SP

Sub

UFSJ

Vm

Population Spikes

Sistema auxiliar de experimentos
Supra-piramidal

Subiculo

Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei

Potencial de membrana

X



| - INTRODUCAO

Ao fazer um levantamento sobre o desenvolvimento das pesquisas na area de
doencas neuronais ¢ importante ressaltar o grande avango que ocorreu a partir do
momento em que os modelos animais passaram a ser utilizados. Esses modelos
favoreceram principalmente o estudo dos mecanismos de desenvolvimento das
epilepsias, por meio da indugdo de crises epilépticas, que frequentemente provocam
variagdes funcionais e celulares similares as variagdes observadas em epilepsia da
regido lobo temporal.

Entre os principais modelos de indugdo de crises epilépticas em animais esta o
modelo kindling, que ¢ realizado por meio de repetidas sessdes de estimulos de forma a
induzir o surgimento e intensificacdo progressiva das atividades convulsivantes a
medida que novas estimulacdes sdo realizadas. Esse modelo tem sido frequentemente
usado para induzir alteragdes neuroplasticas nos sistemas de neurotransmissdo dos
animais, favorecendo um analogo as variagdes provocadas pelas crises em epilepsia
humana.

O aumento da excitabilidade neuronal em condigdes de kindling tem sido
justificado, em diversos trabalhos, por mecanismos que aumentam a excitabilidade
celular e/ou reduzem a forca de inibicdo GABAérgica em neurdnios, ndo existindo
relatos a respeito dos efeitos do kindling em condi¢des de bloqueio das conexdes
sinapticas. Para verificar se existe relacdo entre os dois mecanismos mencionados, este
trabalho fundamentou-se em estudar os efeitos do kindling quimico, induzido por
pentilenotetrazol (PTZ), sobre a regido do giro denteado (GD) do hipocampo de animais
durante inducdo de epilepsia sustentada por mecanismos ndo-sinapticos € em
caracterizar a morfologia do tecido por meio de histoquimica.

No capitulo II, referente a revisdo da literatura, sdo abordadas definigdes,
etiologias, caracteristicas e classificacdes de crises relacionadas as epilepsias. Faz-se um
breve histérico da inducdo de atividades epileptiformes (AE’s), com descricdo das
interagdes neuronais realizadas por meio de bloqueio das conexdes sindpticas,
apresentacao da estrutura morfofuncional do hipocampo (propicia a inducao de AE’s
ndo-sindpticas) e um breve relato a respeito da relacdo entre o espaco extracelular

(EEC) e os mecanismos envolvidos na sustentagdo das AE’s. O capitulo também



apresenta uma descricdo do fendmeno de neuroplasticidade e das caracteristicas de
alguns modelos animais de indugdo AE’s, com énfase ao modelo kindling. Sao
levantadas defini¢des importantes, resultados de pesquisas na area, relagdes do kindling
com a LTP, caracteristicas e diferengas dos modelos de kindelizacao elétrico e quimico
e uma descricdo mais especifica sobre a realizacdo do kindling quimico com PTZ.
Finalmente, ¢ feita uma abordagem sobre os sistemas de neurotransmissao sindpticos e

nao-sinapticos envolvidos no kindling.

No capitulo III, sdo apresentados, em detalhes, os procedimentos experimentais
para a inducdo do kindling quimico com PTZ e toda a técnica utilizada para indugdo de
AE’s ndo-sindpticas. Em seguida sdo relatados os métodos de registro do potencial
elétrico (PE) extracelular no GD do hipocampo dos modelos experimentais. Sdo
apresentados, também, os procedimentos para analise histologica das fatias, do PE e

para execug¢do da quantificagdo neuronal empregada durante a analise histoquimica.

Os resultados do trabalho sdo apresentados no capitulo IV, permitindo uma
comparac¢do dos pardmetros do PE dos grupos com as respectivas andlises histologicas

das proprias fatias utilizadas no registro do PE.

Os resultados sdo discutidos no capitulo V. Sado apresentadas caracteristicas
especificas observadas no kindling realizado com PTZ e sdo propostos mecanismos
fisiologicos possivelmente envolvidos durante a indu¢do de AE’s ndo-sindpticas em

animais kindelizados.

Por fim, no capitulo VI s3o apresentadas as conclusdes e algumas propostas para

continuacao do trabalho.



Il - REVISAO DE LITERATURA

II.1 - Epilepsia

As epilepsias estdo entre as mais sérias desordens cerebrais comuns, ocorrendo
em todas as idades com diversas formas de apresentagdes e causas (DUNCAN, et al.,
2006). Clinicamente sao caracterizadas por crises espontdneas e recorrentes,
convulsivas ou ndo-convulsivas, causadas por sincronizagdes parciais ou generalizadas
da atividade elétrica cerebral. Como ja comprovado em diversos trabalhos, pode-se
dizer que as crises manifestadas por pacientes com algum tipo de epilepsia, sdo
induzidas por meio do aumento da excitabilidade e do acoplamento mutuo neuronal, os
quais, por sua vez, estdo relacionados a neurotransmissao do SNC.

Segundo ENGEL (1989), as crises epilépticas sdo reconhecidas por sintomas ou
manifestagdes clinicas de excessivo sincronismo, caracterizadas por uma atividade
anormal de neurdnios do cortex cerebral. Essas anormalidades na neurotransmissdao
frequentemente ocorrem por meio de um aumento na transmissdo excitatdria,
diminui¢@o na transmissao inibitoria ou de ambos os eventos (MELDRUM, 1984).

As comorbidades provocadas por crises epilépticas estdo associadas a uma
complexa mistura de alteragdes psicopatoldgicas. Variagdes de humor com
predominancia de depressdo, episodios de irritabilidade, psicoses, alucinagdes e
ansiedade sdo sintomas proeminentes da desordem neurocomportamental em epilepsias,
sendo os sintomas de ansiedade e depressao significativamente mais altos do que na
populagdo geral (OLIVEIRA et al., 2007). Alguns trabalhos sugerem uma relagao entre
lesdes epileptogénicas no sistema limbico, especialmente no lobo temporal mesial e o
surgimento de disturbios comportamentais interictais (FRAZON, 2002).

As crises epilépticas podem ser originadas por diversos fatores e apresentam
caracteristicas especificas que dependem da regido do cérebro acometida. De acordo
com a Associagdo Brasileira de Epilepsia (www.abe.org.br), as epilepsias podem ser
desencadeadas por diversos fatores incluindo lesdes no cérebro, decorrente de uma forte
pancada na cabecga, infeccdo (meningite, por exemplo), neurocisticercose, abuso de

bebidas alcodlicas ou drogas, problemas antes ou durante o parto, etc. Entretanto, a



maioria das epilepsias ndo tem necessariamente causa comum, ficando estabelecidos os
termos idiopatico, sintomatico e criptogénico para caracterizar a etiologia das epilepsias.

As epilepsias sdo consideradas idiopaticas, quando sdo transmitidas
geneticamente (ndo associadas a lesdes cerebrais); como sintomaticas, quando as
etiologias sao identificadas e como criptogénicas, quando advém de etiologia nao
esclarecida.

Quando um paciente apresenta diferentes tipos de crises associadas a
caracteristicas clinicas predominantes, como padrdo de recorréncia das crises, origem,
idade de inicio dos eventos epilépticos, presenca ou auséncia de ocorréncia na familia,
padrdes eletroencefalograficos e prognostico da doenga, o paciente ¢ classificado como
portador de um tipo de sindrome epiléptica. A epilepsia do lobo temporal ¢ a forma
mais comum de sindrome epiléptica e segundo a Liga Brasileira de Epilepsia, ¢
caracterizada por crises parciais recorrentes, simples e complexas, acompanhadas por
secundarizagdo das crises em aproximadamente metade dos casos. Estudos tém
demonstrado que crises prolongadas e crises febris focais em criangas podem produzir
injurias hipocampais agudas, que envolvem atrofia do hipocampo, podendo originar
crises complexas no lobo temporal (CENDES, 2004).

A ELT se desenvolve a partir de lesdes, principalmente, em estruturas mesiais
tais como hipocampo, amigdala e para-hipocampo, afetando um grande nimero de
pacientes que apresentam refratariedade ao tratamento medicamentoso. Cerca de 30% a
40% dos individuos que apresentam lesdes focais ndo conseguem controlar as crises
com medicamentos (DA SILVA e CAVALHEIRO, 2004). Muitos pacientes apresentam
lesdes que submetidas ao processo de resseccdo podem eliminar as crises convulsivas
em 80% dos casos (DODRILL et al., 1986). As drogas normalmente ndo atuam como
curativas no tratamento das epilepsias, mas sim, no combate ao maior sintoma, as crises
convulsivas.

Outra caracteristica tipica de pacientes com ELT ¢ a esclerose hipocampal,
caracterizada por brotamentos de sistemas axonais nas células granulares do GD e por
perda neuronal nas regides CA3, CAl e no GD do hipocampo (PASTOR et al., 2006).
No entanto, ainda existe uma grande discussdo se a esclerose hipocampal ¢ causa ou

conseqiiéncia da ELT.



I1.1.1 - Classificacdo das Crises Epilépticas

Apesar da Liga Internacional Contra Epilepsia ainda ndo dispor de uma
classificacdo adequada, que envolva todas as diferentes desordens causadas pelas
epilepsias em agrupamentos, as crises epilépticas recebem diversos tipos de
classificagdes com o objetivo de caracterizar melhor os sintomas desenvolvidos pelos
pacientes.

A primeira forma de classificagcdo das crises ¢ dependente da presenca ou ndo de
um estimulo desencadeador. As crises sdo classificadas em “ndo-epilépticas”, quando
provocadas num cérebro normal por tratamento de eletrochoque ou por convulsivantes
quimicos e em “epilépticas” quando sdo desencadeadas sem estimulo prévio.

Quanto a regido cerebral acometida por algum tipo de epilepsia, as crises sao
classificadas em parciais (focais), quando se restringem a uma determinada area do
tecido cortical, por meio da ativagdo de um dos hemisférios cerebrais; e em
generalizadas, quando possuem capacidade de vincular amplas regides do SNC,
ativando os dois hemisférios cerebrais, principalmente as estruturas mesiais temporais.

As crises parciais sdo caracterizadas como simples quando ndo sao
acompanhadas por perda de consciéncia € como complexas em caso contrario. As crises
parciais frequentemente duram poucos segundos ou minutos e suas manifestacdes
clinicas estdo relacionadas a regido afetada. Pacientes com crises parciais apresentam
frequentemente sensacdes intensas, movimentos incontrolaveis e distirbios de visao ou
de fala. As crises inicialmente focais podem se propagar para outras estruturas
anatomicamente interconectadas tornando-se crises secundariamente generalizadas.

As crises generalizadas sdo denominadas primarias quando acometem o cérebro
por inteiro assim que sdo iniciadas. Normalmente sdo caracterizadas por perda de
consciéncia e/ou contracdes musculares em todo corpo e sao ainda classificadas em seis
tipos:

- Crises de auséncia: também chamadas de “pequeno-mal”, sdo crises que ocorrem sem
recrutamento do sistema motor, ou seja, sem convulsdo. Esse tipo de crise ¢
caracterizado por sintomas como ‘“desligamento” do paciente por menos de 30
segundos, as vezes acompanhados por movimentos mastigatorios. A recuperagdo ¢
rapida e os pacientes normalmente ndo se lembram desses episddios.

- Crises mioclOnicas: sdo crises caracterizadas por contragdes subitas, envolvendo

extremidades ou grupos musculares. Essas crises frequentemente ocorrem em um



membro, podendo propagar-se bilateralmente e para outros membros. Os pacientes
costumam deixar cair objetos das maos durante essas crises.
- Crises toOnicas: sdo crises caracterizadas por atividades motoras que mantém
contragcdes musculares sustentadas. Pacientes com esse tipo de crise apresentam subito
enrijecimento muscular ¢ queda. Um grito costuma preceder o periodo em que o
paciente para de respirar. Frequentemente ocorrem mudangas na expressdo facial dos
pacientes, as pupilas ficam dilatadas e os olhos desviados.
- Crises clonicas: sdo crises que ocorrem quando os membros dos dois lados do corpo se
movimentam de maneira ritmada, mantendo contragdes e relaxamentos musculares
alternados. Os sintomas poés-ictais sdo, geralmente, de curta intensidade e de curta
duracao.
- Crises tonico-clonicas: também chamadas de “grande-mal”, sdo crises que ocorrem
quando uma crise inicialmente do tipo tonica passa a se manifestar como uma crise do
tipo clonica.
- Crise atonica: tipo de crise iniciada com perda subita do tonus de todos os musculos
do corpo, levando a imediata queda do paciente. Nesse tipo de crise, o paciente cai
flacido com sério risco de bater com o rosto em objetos proximos ou mesmo no chio. E
comum o uso de capacetes para evitar ferimentos graves em pacientes com historico
desse tipo de crise.

Além das crises parciais e generalizadas, existem ainda as crises nao-
classificadas, que incluem todas aquelas que ndo podem ser classificadas devido a dados

incompletos e/ou inadequados.

[1.1.2 - Atividades Epileptiformes

As atividades epilépticas induzidas em modelos experimentais sao chamadas de
atividades epileptiformes (AE’s) e tém caracteristicas similares as epilepsias humanas.
Devido a essas caracteristicas, manobras experimentais criteriosas com estes modelos
podem ser utilizadas para estudar as bases fisioldgicas, bioquimicas e anatomicas das
atividades epilépticas (ENGEL, 1989).

Atualmente, sabe-se que as AE’s podem ser induzidas na presencga ou auséncia
de conexdes sindpticas, mas como esses modelos envolvem a manipulacdo de correntes

i0nicas transmembranicas, até pouco tempo atrds, acreditava-se que essas atividades



poderiam ser induzidas somente na presenca de conexdes sinapticas. Apenas a partir dos
anos 80, foi comprovada a possibilidade de induzir AE’s durante o bloqueio das
conexdes sindpticas. Essa comprovagdo foi apresentada em trabalhos publicados por
TAYLOR e DUDEK (1982) e por HAAS e JEFFERYS (1984).

A transmissdao nao-sindptica do impulso nervoso ocorre por meio da
transferéncia de corrente i0nica de uma célula para outra, utilizando-se canais (juncdes)
que permitem que os ions do citoplasma de uma célula passem para o citoplasma de
outra. Existem quatro tipos de interagdes neuronais realizadas por meio de conexdes
ndo-sindpticas: acoplamento eletrotonico (gap-junctions), flutuagdes idnicas, campo
elétrico e acoplamento efaptico.

O acoplamento eletrotonico ¢ mediado pelas gap-junctions, que sdo canais
formados por proteinas denominadas conexinas, responsaveis pela comunicagdo entre
células adjacentes, mantendo uma distancia de aproximadamente 3,5nm entre elas.
Quando ocorre um potencial de acdo em uma célula, as correntes atravessam as gap-
junctions e despolarizam a célula vizinha. A Figura II.1 apresenta um desenho

esquematico representativo da comunicagao celular via gap-junctions.

' célula 1 |
jungao gap

Conexons
Citoplasma B AN
célulal ; : N

Citoplasma h

célula 2 . v
ions e pequenas  Canais formados por poros

(b) muoléculas em cada membrana

Figura I1.1- Representagdo da comunicagdo entre duas células via gap-junctions. (Imagem: BEAR, M.F.,
CONNORS, B.W. & PARADISO, M.A. Neurociéncias - Desvendando o Sistema Nervoso.
Porto Alegre 2* ed, Artmed Editora, 2002).



As flutuagdes iOnicas também assumem um papel importante na comunicacao
neuronal, uma vez que o funcionamento normal do cérebro depende do equilibrio
extracelular de diversos tipos de ions, como potassio, célcio, sodio, cloreto e magnésio.
Quando a célula recebe um estimulo, pode ocorrer despolarizagio da membrana
neuronal, que faz o potencial transmembranico se aproximar do limiar de deflagragao de
potenciais de agdo, tornando o tecido mais excitdvel. A concentracio extracelular de K,
por exemplo, tem um efeito significante na excitabilidade neuronal, uma vez que afeta o
potencial de membrana e reduz o gradiente do CI, que tende a reduzir o pds-potencial
de hiperpolariza¢do neuronal. Um aumento significativo da concentragao extracelular de
K" provoca despolarizagio das células vizinhas e aumento da excitabilidade do tecido,
desencadeando descargas neuronais espontaneas.

O efeito do campo elétrico ocorre quando correntes elétricas produzidas por
atividades neuronais mudam a excitabilidade de outros neuronios vizinhos.
Consequentemente, a corrente gerada por um neurénio ¢ conduzida através do meio
extracelular e atinge outros neurdnios causando despolarizagdes em suas membranas
(JEFFERYS, 1995).

J4 a interagdo efaptica, consiste em um tipo especifico de comunicagdo elétrica que
ocorre entre neurdnios vizinhos muito proximos. O fato de tanto o efeito efaptico como
o efeito de campo elétrico ser mediado por correntes elétricas fluindo através do espago
extracelular (JEFFERYS, 1995), faz com que a fronteira entre esses dois tipos de
interagdo ndo fique bem definida.

Os quatro tipos de comunicagdes nado-sinapticas apresentam efeitos fisioldgicos
significativos em tecidos neuronais. Por esse motivo, diversas pesquisas baseadas no

estudo das conexdes ndo-sindpticas estdo em andamento.

11.1.2.1 - AE’s Induzidas no Hipocampo

Alguns tipos de tecido favorecem o estudo das AE’s. Em 1989, ENGEL apresentou
estudos que confirmaram a importancia do hipocampo na geragdo e sustentacdo de
crises epilépticas que abrangem todo o cortex cerebral. Consequentemente, estudos
experimentais de inducdo de epilepsia em hipocampo de animais passaram a ser
utilizados para tentar entender os mecanismos neurofisioldgicos envolvidos nas

epilepsias.



A formagdo hipocampal ¢ dividida em quatro regides: a fascia dentata ou giro
denteado (dividido em ldmina infra-piramidal, ldmina supra-piramidal e 4pice), o corno
de Ammon (CA) ou hipocampo (dividido em CA1, CA2, CA3 ¢ CA4), o subiculum (S)
e o cortex entorrinal (CE) (GUEDES et al, 2006). Mas, na maioria dos trabalhos, as
regidoes do giro denteado (GD), CA e S sdo agrupadas e chamadas de hipocampo. A

Figura I1.2 representa as regides hipocampais descritas acima.

Lamina Supra-Piramidal

Lamina Infra-Piramidal

Figura 11.2 - Fatia hipocampal onde podem ser identificadas as regides CAl, CA2, CA3, S, GD
(laminasupra-piramidal, ldmina infra-piramidal e apice) e CE. A regido CA4 corresponde a

regido de transic¢do entre o0 GD e o CA.

O CA ¢ formado por células piramidais e o GD por células granulares. Quando os
axonios das células granulares (fibras musgosas) se projetam para a regidao CA3, ¢
formado o stratum lucidum.

O GD ou fascia dentata apresenta uma estrutura laminar e curva, composta por trés
camadas de neurdnios:

- Camada granular, que apresenta um denso empacotamento de corpos celulares
com curtos dendritos préximos ao pericdrio e potencial transmembranico de repouso
mais negativo de - 65 mV (PAN e STRINGER, 1996);

- Camada hiliar ou hilus, composta por neuronios polimérficos como os
interneurdnios que liberam GABA e neuropeptideos e por células musgosas, que

liberam glutamato (SORIANO e FROTSCHER, 1994);



- Camada molecular, que ¢ composta por pericarios neuronais, € principalmente por
fibras e terminais dendriticos.
Na Figura I1.3 estd representada uma fatia hipocampal, onde podem ser

identificados os tipos de células caracteristicos das subdivisdes do hipocampo.

Figura 11.3 - As regides CAl, CA2 e CA3 apresentam neurdnios piramidais que estdo representados por
triangulos. O stratum lucidum, que corresponde a projecdes de axdnios das células granulares
para a regido CA3, esta indicado pela seta. A regido do GD apresenta 3 camadas formadas por
células granulares de formato arredondado: a camada granular (indicada pelo fundo preto); a
camada molecular mais interna, representada por uma cor mais clara e indicada na figura por um
asterisco; a camada molecular mais externa, representada por uma cor mais escura e indicada na
figura por uma estrela; e a regido do hilus, envolta pela camada granular (LEITE e TERRA-
BUSTAMANTE, 1999).

Como a estrutura estratificada do hipocampo exibe camadas e corpos celulares
com denso empacotamento de células neuronais nas regides do CA e no GD, o
acoplamento mutuo pode ser estabelecido nessas regides por meio das conexdes nao-
sinapticas.

O GD do hipocampo, sob as condigdes de alto nivel de concentragdo extracelular
de K™ e baixa concentragdo de Ca*", exibe AE’s espontaneas ¢ prolongadas de grande
amplitude (PAN e STRINGER, 1996; XION e STRINGER, 2000; CARVALHO,
2003). A reduzida concentra¢io de Ca®" bloqueia as atividades sindpticas, incluindo as

. e g e,y . . ey . , +
sinapses inibitorias, favorecendo a excitabilidade, que associada ao alto nivel de K
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extracelular, aumenta ainda mais a excitabilidade do tecido celular, permitindo assim o
surgimento de descargas neuronais espontaneas.

As AE's tipicas da supressdo de conexdes sindpticas sdo caracterizadas por uma
salva de espiculas, formadas pelo disparo simultineo de potenciais de agdo,
denominadas “population spikes” (PS), superpostas a um deslocamento negativo da
linha de base. E comum o emprego do termo inglés “bursts” para esse tipo de evento
com salvas de PS’s. Assim, a expressdo “bursts ndo-sindpticos” ¢ empregada para

. ~ 2+
eventos oriundos da supressdo de Ca” extracelular.

11.1.2.2 - AE’s e o Espaco Extracelular

O espago extracelular (EEC), considerado um importante canal de comunicagao
entre neurdnios e entre os neurdnios e as células gliais (NICHOLSON, 1979;
NICHOLSON e RICE, 1991; SYKOVA, 1992; SYKOVA, 1991), também apresenta
um importante papel na excitabilidade neuronal, promovendo alteracdes na transmissao
de informagdes do tecido nervoso.

NICHOLSON e PHILIPS (1981), utilizando o método de iontoforese,
mostraram que os valores absolutos do volume do EEC diminuem com mudancas na
geometria do espaco extracelular. Esse método determinou que a fracdo do volume do
EEC (o) ¢ igual ao volume do EEC dividido pelo volume total do tecido e que a
tortuosidade do tecido (A) corresponde ao aumento da sinuosidade do curso das
particulas, por difusdo, entre dois pontos do espago extracelular.

Foi constatado em trabalhos de VORISEK e SYKOVA (1997) que a fracao do
volume do EEC é maior nos primeiros dias pés-natal, devido a incompleta migragao
neuronal, gliogéneses, angiogénese ¢ a presenga de muitos proteoglicans na matrix
extracelular. Considerando essa idéia, ¢ possivel prever que mudangas relativas na
fragdo do volume do EEC, durante o desenvolvimento cerebral, promovam
interferéncias significativas na diluicdo das diversas substidncias e ions no tecido
nervoso.

Quando a fracdo de volume do EEC ¢ diminuida, qualquer substancia presente
ou desligada para o EEC sofre um correspondente aumento em sua concentragdo

(PHILLIPS e NICHOLSON, 1979; RICE e NICHOLSON, 1987). Dessa forma, o
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aumento da fracdo de volume do EEC provoca um efeito drastico na diluicdo de
substancias liberadas pelas células.

A sincronizag¢do neuronal e as AE’s nas fatias do hipocampo sdo promovidas
pelo aumento da concentragio de K extracelular, com isso o reduzido EEC promove
aumento da concentracdo de K™ em animais adultos e aumenta a sincroniza¢io neuronal
(TRAYNELIS e DINGLEDINE, 1989; CARVALHO, 2003).

A restricdo EEC, como resultado da atividade neuronal ou de estados
patologicos no SNC, tem sido descrita como importante para a transmissao sinaptica e

para comunicagao intercelular.

[1.2 - Plasticidade Neuronal

A plasticidade neuronal foi considerada por muito tempo como uma propriedade
das células neurais, associada ao estabelecimento de conexdes e formagdo de circuitos
neurais durante o periodo de desenvolvimento. Essa idéia foi alterada a partir da
divulgacdo dos trabalhos de STEWARD, COTMAN e LYNCH (1974), que mostraram
que neuronios adultos, privados de suas conexdes sindpticas, podiam, em alguns casos,
ser reinervados por sistemas aferentes proximos, com o brotamento de novas conexdes.

Com o passar do tempo, diversos trabalhos conseguiram mostrar que as formas
de organizagdo que ocorrem no cérebro maduro podem estar relacionadas a
modifica¢des na estrutura de glias e neurdnios, morte celular, reorganizagdo sinaptica e
modificacdo da expressdo génica. Atualmente, para explicar a recuperagdo das fungdes
ap6s uma injuria cerebral, neurologistas levantam conceitos de reorganizagao funcional
ou substituicdo funcional do sistema nervoso central (Ramirez et al., 1996; Sabel et al.,
1997). Estudos indicam que neurdnios sobreviventes a um insulto no SNC apresentam
um processo de brotamento de sistemas axonais denominado sprouting, que ¢€
possivelmente o responsavel pela reorganizagdo funcional das atividades locais.

Os axodnios de células granulares sdo chamados fibras musgosas e normalmente
ndo sdo encontrados na camada molecular interna, onde os dendritos de células
granulares estdo presentes. Morfologicamente, o brotamento de fibras musgosas ¢
caracterizado pela reorganizacdo dos axoOnios das cé€lulas granulares para dentro da

camada molecular do GD (Sutula et al., 1989). Como os terminais sindpticos dessas
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fibras apresentam uma elevada concentragdo de zinco, o brotamento das fibras
musgosas pode ser facilmente identificado por meio da técnica de neo-Timm.
Na Figura I1.4, representa-se um hipocampo com esclerose hipocampal, onde

pode ser visto o sprouting formado ap6s algum tipo de trauma.

Figura I1.4 - Representagdo esquematica de um hipocampo com esclerose hipocampal. As figuras em
branco representam a perda de neurdnios piramidais e hiliares. Como pode ser visto ndo ha perda
significativa de neurénios na camada granular, ocorrendo, no entanto, uma proliferagdo de
colaterais axoOnicas (sprouting), provenientes de neurdnios granulares que se projetam
principalmente para a camada molecular interna, indicadas pelas setas azuis (LEITE e TERRA-

BUSTAMANTE, 1999).

Trabalhos recentes demonstraram uma grande coincidéncia entre o surgimento
do brotamento e o aparecimento de crises epilépticas tanto em epilepsias humanas
quanto em modelos experimentais de ELT (SUTULA et al., 1988; SUTULA et al.,
1989; SLOVITER, 2006). No entanto, o sprouting ndo aparece associado a
neurodegeneracdo, ocorrendo também em condi¢des de estimulacdo que ndo induzem
crises epilépticas (HASSAN, 2000).

Estudos anatomicos e fisiologicos, realizados utilizando um inibidor de sintese
protéica (ciclohexamida - CHX) para bloquear o brotamento de fibras musgosas,
conseguiram comprovar que o sprouting ndo estd relacionado ao desenvolvimento das
crises epilépticas. A presenca ou auséncia do brotamento ¢ indiferente a ocorréncia de

crises (LONGO e MELLO, 1997). Por outro lado, pesquisas sobre a formagdo
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hipocampal t€m indicado que alguns tipos de brotamento anormais podem contribuir
para a ocorréncia de crises epilépticas (SUTULA et al., 1989; DUDEK et al., 2003).

E possivel perceber que os fendmenos envolvidos no processo de modificagdo
tanto fisiologica quanto patologica da circuitaria cerebral ainda s3o pouco
compreendidos. Além da idade, outros fatores como a intensidade do estimulo, o tipo de
agressao ou ainda o tipo de regido lesionada, parecem contribuir para a ocorréncia em

maior ou menor grau desse fenémeno.

II.3 - Modelos Animais de Inducéo de AE’s

O uso de modelos animais de indu¢do de AE’s permitiu aos pesquisadores
controlar variaveis como uniformidade genética, idade, circuitos que podem gerar crises
epilépticas, caracteristicas dos insultos que podem gerar epilepsia, o tempo entre as
crises epilépticas, além das alteracdes funcionais e estruturais relacionados ao cérebro
acometido por crises epilépticas (GUEDES et al, 2006).

Os modelos animais de inducdo de AE’s sdo classificados em agudos ou
cronicos. Os modelos agudos envolvem administragdo ou aplicagdo momentanea de
substancias convulsivas ou estimulos stbitos, que produzem AE’s transitorias. Estes
modelos s3o apropriados para a investigacdo de mecanismos de geragdo e sustentagdo
das descargas epileptiformes. J& os modelos cronicos demonstram anormalidades
epileptiformes persistentes e podem ser induzidos por meio de lesdes estruturais
permanentes e estimulacdo elétrica repetitiva do cérebro, ou podem ocorrer
espontaneamente em animais geneticamente epilépticos.

Varios modelos de inducao de crises estudam o mecanismo de desenvolvimento
das AE’s. Em vérios trabalhos, a inducdo de crises parciais simples e complexas ocorre
com a aplicag¢do focal de agentes quimicos ou através da estimulagdo elétrica de uma
area especifica do cérebro. A aplicagao focal de antagonistas de receptores GABA, tais
como penicilina, bicuculina e picrotoxina, por exemplo, ¢ utilizada para criar focos
epileptogénicos. Similarmente, outros estudos tém demonstrado que a introdugdo de
metais pesados como aluminio, cobalto, zinco e ferro, dentro de areas corticais, também
podem conduzir ao desenvolvimento de lesdes focais e a epileptogénese.

A inducdo de crises generalizadas ocorre normalmente a partir da inducao de

status epilepticus ou por meio do modelo kindling. Em modelos de status epilepticus
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sao utilizados diversos agentes convulsivantes como a pilocarpina e o acido kainico,
para induzir a fase aguda de estado epiléptico, que induz os animais a manifestarem
crises do tipo tonico-clonicas. Apds essa fase, que normalmente ¢ interrompida
farmacologicamente, os animais apresentam um periodo livre de crises denominado fase
latente. Consequentemente, depois do periodo de algumas semanas, os animais passam
a apresentar crises recorrentes espontaneas, caracterizando a fase cronica da inducdo de
AE’s.

Tanto a pilocarpina quanto o 4cido kainico sdo capazes de gerar lesdes
caracterizadas por perdas de interneuronios gabaérgicos no hilus e pela morte de células
piramidais nas regides CA1 e CA3 do hipocampo de animais experimentais (LEITE e
TERRA-BUSTAMANT). O brotamento de fibras musgosas ¢ frequentemente
observado em animais tratados com essas drogas (OKAZAKI et al., 1995). No entanto,
estudos realizados com modelos de status epilepticus mostram que se o estado de mal
epiléptico nao ocorre ou ¢ abortado com drogas antiepilépticas, ndo ocorrem alteragdes
neuropatoldgicas no hipocampo dos animais e nem surgem crises espontaneas (LEMOS
e CAVALHEIRO, 1995; PITKANEN, 2006). Esse trabalho sugere uma possivel relagao
entre a epilepsia induzida por status epilepticus e as anormalidades anatomicas e
funcionais do hipocampo.

J4 a inducdo de crises generalizadas com modelos kindling ocorre por meio da
estimulacdo elétrica em regides limbicas do cérebro ou por meio da estimulagdo
quimica com agentes convulsivantes. Como o kindling ¢ o modelo experimental de
epilepsia adotado nesse trabalho, suas caracteristicas sdo apresentadas com mais

detalhes no item seguinte.

[1.3.1 - Modelo Kindling

O modelo kindling refere-se a um processo em que a repetida administragao de
estimulos elétricos ou quimicos, inicialmente subconvulsivantes, resultam no
surgimento e intensificacdo progressiva da atividade convulsivante, culminando em
crises generalizadas (GODDARD et al., 1969).

O kindling foi realizado originalmente por Goddard em 1967, com o objetivo de
examinar o efeito da estimulagdo elétrica do complexo amigdaldide sobre a memoria.

Durante o processo, Goddard percebeu que os animais desenvolviam crises depois de
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repetidas estimulacdes e reconheceu que os cérebros dos animais manifestavam
alteracOes em resposta a estimulos constantes.

Diante dos resultados, Goddard caracterizou as variagdes provocadas por
kindling como uma forma de plasticidade neuronal e, em trabalhos posteriores,
conseguiu demonstrar que o kindling também poderia ser induzido quimicamente,
identificando patologias de danificagdo direta, edema e toxicidade de metais como
causas do kindling.

Outro pesquisador, RACINE (1972), ao examinar novos fenomenos procurando
o limiar de disparo das crises, descreveu a progressao do kindling elétrico em detalhes e
caracterizou o comportamento dos animais em cinco estagios distintos: 1 para
automatismos faciais, 2 para mioclonias de pescoco e face, 3 para clonias de patas
anteriores, 4 para clonias de patas posteriores e 5 para elevacdo e queda.

A escala de Racine passou a ser adotada para analise da evolugao do processo de
abrasamento em trabalhos de inducao de kindling, mas como o abrasamento estd
diretamente associado ao tipo de estimulacdo e as regides cerebrais afetadas, foi
possivel comprovar que durante a indugdo de kindling esses estdgios nem sempre sdo
verificados, ou seguem o padrdo proposto pela escala de Racine. Depois de um bom
periodo de estudos e observagdes sobre o comportamento animal apds a indugdo de
kindling, a escala de Racine foi complementada pelo cientista LOSCHER (1997), que
detahou melhor as caracteristicas dos estagios do processo de abrasamento. As
manifestagdes comportamentais apresentadas pelos animais apés a estimulagdo, foram
classificadas da seguinte forma:

- Estagio 1: quando os animais apresentam imobilidade, clonia facial, fechamento olhos,
contracdo vibrissas e um farejar meio estereotipado;

- Estagio 2: quando os animais apresentam sacudidas de cabega e clonias faciais mais
intensas;

- Estagio 3: quando os animais apresentam clonia unilateral de membros anteriores;

- Estagio 4: quando os animais apresentam elevagdo, frequentemente acompanhada por
clonia bilateral de membros anteriores;

- Estagio 5: quando os animais apresentam elevacao continua seguida de queda e crises
clonicas secundariamente generalizadas.

Sabe-se que a propagacdo de crises para o cortex motor ¢ o que conduz aos
estagios do kindling a medida que os musculos sdo ativados. No entanto, as crises

generalizadas podem ser seguidas por um periodo refratario de transi¢do, durante o qual
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podem ser completamente suprimidas (STRIPLING e RUSSELL, 1985). Esse fato ja foi
comprovado em trabalhos anteriores que demonstraram que repetidas crises em animais
kindelizados podem causar permanente resisténcia a elas (PINEL et al., 1976).
Observagdes do desenvolvimento de crises tonico-clonicas em animais experimentais
tem indicado que algumas populagdes apresentam diferencas significativas em relagao a
resisténcia a tratamentos com agentes proconvulsivantes, sugerindo que o
desenvolvimento do kindling est4 relacionado a diversos fatores, incluindo os fatores
genéticos.

O kindling tem sido demonstrado em vérias espécies e varios trabalhos tém
relatado que por meio desse modelo € possivel obter uma ativagdo precisa da area de
estimulacdo e de inicio das crises, estudar o desenvolvimento das epilepsias, monitorar
o padrao de propagagdo das crises e caracterizar o efeito das crises no cérebro. Além
disso, o modelo kindling tem sido extensamente usado para a avaliagdo de farmacos
antiepilépticos, uma vez que compostos efetivos no tratamento de epilepsia do lobo
temporal em humanos inibem as crises induzidas por kindling (MORIMOTO et al.

1997).

11.3.1.1 - Modelo kindling e a Potenciacédo de Longo Prazo

Investigacdes com modelos kindling tém indicado que as estimulagdes
realizadas durante esse processo podem originar um aumento da facilitagdo sinaptica,
dando origem a potenciagdo de longo prazo (LTP). A LTP ¢ caracterizada como um
processo memorizagdo e esta relacionada a facilitacdo sinaptica. Cada vez que um
impulso sensorial passa através de uma seqii€éncia de sinapses, essas sinapses tornam-se
mais eficientes para transmitir o mesmo tipo de informacao da proxima vez.

Estudos sobre a LTP sdo caracterizados como modelos de aprendizagem e
memoria e também sdo realizados por meio de estimulagdes freqiientes de determinadas
regides cerebrais, porém, sem objetivos especificos de indugdo de AE’s. Ao estudar a
LTP, BLISS e LOMO (1973) conseguiram demonstrar que as vias hipocampais sao
consideravelmente sensiveis a historia prévia de atividade, resultando em alteragdes
permanentes. Os motivos responsaveis pela maior vulnerabilidade do hipocampo a
estimulagdes, quando comparado a outras estruturas cerebrais, ainda ndo foram

completamente esclarecidos. Acredita-se que estejam relacionados as caracteristicas
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celulares dessa regido, onde ¢ possivel verificar organizacao laminar das células e
abundancia de receptores excitatorios.

O modelo kindling foi o primeiro fendmeno de neuroplasticidade utilizado em
estudos de processos de memorizagdo (GODDARD e DOUGLAS, 1975) por apresentar
mecanismos fisioldgicos similares aos da LTP (ADAMS et al., 1997; SUTULA et al.,
1996). Tanto o desenvolvimento do kindling como da LTP, envolve a administragdo de
repetidas estimulacdes, transmissdo glutamatérgica e aumento de calcio intracelular.

Evidéncias também tém demonstrado o envolvimento do receptor GABAA no
processo de memorizagdo. Sabe-se que compostos que aumentam a agdo do GABA,
como os benzodiazepinicos, enfraquecem o processo de memoria. Ao contrario,
compostos que reduzem a a¢do do GABA, como o PTZ e a picrotoxina, aumentam o
processo de memorizagao e auxiliam o processo de aprendizagem.

Cientistas acreditam que drogas com efeito inibitério de GABA podem auxiliar
no processo de memoria e aprendizado. Como os pacientes com sindrome de Down
sofrem de um excesso de atividade de GABA, a administra¢do de pequenas doses de
PTZ esta sendo testada em animais portadores da sindrome de Down. Estudos
realizados pelo Centro de Pesquisa da Sindrome de Down da Escola de Medicina da
Universidade de Stanford mostraram que a aplicagdo de PTZ em ratos com Down
melhora a capacidade dos animais em identificar objetos e realizar tarefas, que simulam

dificuldades enfrentadas por criangas e adultos com a sindrome.

11.3.1.2 - Caracteristicas do kindling Elétrico e Quimico

O kindling elétrico ¢ realizado por meio de repetidas estimulagdes elétricas em
regides limbicas do cérebro (Figura II.5) e ¢ extensamente usado para estudar os
mecanismos de ictogénese e epileptogénese, assim como em pesquisas de novas drogas
antiepilépticas. Esse modelo ¢ desenvolvido por meio da estimulacdo de muitas areas
cerebrais, mas ndo de todas. A amigdala, por exemplo, ¢ uma estrutura muita utilizada
por apresentar propor¢des adequadas para a inser¢do de eletrodos, que auxiliam a

estimulagao.
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Figura I1.5 - Estruturas do sistema limbico (DA SILVA e CAVALHEIRO, 2004)

O kindling elétrico ¢ caracterizado como um modelo de epilepsia parcial
complexa (POST, 2007). No entanto, a estimulag@o elétrica inicial nem sempre provoca
um comportamento detectavel ou uma resposta eletrofisiologica monitorada por
eletroencefalografia (EEG). Por meio de estimulagdes subsequentes pode ocorrer o
surgimento e desenvolvimento de atividades convulsivantes.

Como as crises epilépticas, inicialmente focais, podem se propagar para outras
estruturas anatomicamente interconectadas, a evolugdo do processo de abrasamento
elétrico segue um padrdo caracteristico bem-definido. A repeticdo das estimulagdes
provoca, progressivamente, alteracdes eletroencefalograficas e comportamentais de
natureza epileptiforme (RACINE, 1972).

Ja o kindling quimico, ¢ um modelo experimental de epilepsia que também
provoca alteragdes comportamentais e eletrograficas em animais experimentais, porém
induzidas por repetidas administracdes de agentes quimicos proconvulsivantes. Dentre
as muitas drogas utilizadas para a kindelizag¢do estdo a cocaina, a picrotoxina ¢ o PTZ.

Repetidas injegdes de agentes quimicos proconvulsivantes em animais,
produzem um kindling quimico diferente do kindling elétrico, por se tratar de um
modelo de epilepsia generalizada primaria, ou seja, de um modelo em que as crises
acometem o cortex por inteiro assim que sdo iniciadas.

Como os efeitos provocados por modelos kindling estdo relacionados ao tipo de
inducdo, a area de estimulacdo e aos tipos de crises evocadas, pode-se dizer que os
modelos elétrico e quimico apresentam caracteristicas especificas que diferenciam um
do outro e que devem ser consideradas durante estudos sobre os mecanismos de

desenvolvimento das epilepsias.
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O sistema limbico e a regido lobo temporal sdo particularmente susceptiveis ao
kindling (GODDARD, 1976). Muitas das variagcdes funcionais e celulares notadas em
kindling s3o similares a variagdes observadas em epilepsia da regido lobo temporal. A
literatura aponta que repetidas crises epilépticas provocam alteragdes fisiologicas e
morfologicas na regido hipocampal. No GD, por exemplo, as alteragdes morfoldgicas
induzidas por kindling elétrico e quimico incluem perdas de neuronios polimorficos no
hilus, surgimento de fibras musgosas de axonios e reorganizacao sindptica do caminho
das fibras musgosas.

No entanto, ¢ importante ressaltar que apds alcancarem o estado kindling os
animais ndo desenvolvem crises espontaneas, a ndo ser que seja realizado um grande
namero de estimulagdes (over-kindling). SAIYN et al. (2003) demonstrou ser
necessario estimular de 90 a 100 crises de estagio 5 para os animais manifestarem crises
espontaneas. Pode-se dizer que o principal efeito do kindling esta relacionado ao
aumento da susceptibilidade as crises em animais submetidos ao processo de
kindelizacdo. Alguns trabalhos sugerem que a perda de neurdnios hipocampais induzida
por kindling, associada a reorganizacdo da atividade celular, apresenta uma importancia
fundamental para o aumento da hiperexcitabilidade e da suscetibilidade as crises
(CAVAZOS et al., 1994; HAWRYLAK et al., 1993; HOSOKAWA et al., 1995).

De acordo com MORIMOTO (1989), o estado kindling ¢ causado por longas e,
possivelmente, por alteragdes irreversiveis de excitabilidade e/ou variagdes da

organizagdo estrutural de redes neuronais envolvidas nesse processo.

11.3.1.3 - Kindling Quimico com PTZ

A maioria dos trabalhos de inducdo de kindling com PTZ utiliza concentragdes
que estimulam o desenvolvimento de atividades motoras e que, consequentemente,
permitem analisar a evolucao do processo de abrasamento por meio da escala de Racine
ou Loscher, mesmo sem a utilizagdo do EEG. Como j& comprovado no trabalho de
SNEAD (1992), a aplicagdo diaria de baixas doses de PTZ pode elicitar apenas crises de
auséncia.

O kindling quimico induzido por PTZ consiste em um modelo de epilepsia
generalizada primaria (ONO et al., 1990; ROSSI, 1996) capaz de provocar variagdes

psicopatologicas, como desordens cognitivas (BECHER et al., 1994), mas os poucos
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trabalhos na area oferecem a oportunidade de avaliar o grau de ofensividade e defesa,
que podem prover um analogo ao emocional humano e as desordens psiquiatricas.
FRANKE e KITTNER (2001) conseguiram mostrar que animais kindelizados com PTZ
apresentam reducdo no comportamento ofensivo. Paralelamente, também foi verificado
que animais kindelizados com esse agente quimico apresentam um aumento da
imobilidade (“freezing”) durante o teste de exposicdo ao odor de gato e uma reducdo da
locomocdo exploratoria, sugerindo aumento do grau de ansiedade em animais
submetidos ao kindling com PTZ.

Investigacdes recentes indicam que os efeitos especificos do PTZ sdo mediados
por receptores GABA,, via sitios benzoadiazepinicos e picrotoxinicos, reduzindo o
influxo de ions cloreto (SQUIRES et al., 1984; HUANG et al., 2001). No entanto, o
mecanismo de bloqueio do receptor GABA4 pelo PTZ ainda nao foi esclarecido (JUNG
et al., 2002).

Variagdes de nivel histologico e anatomico ocorrem em animais experimentais
apos um periodo de exposi¢des repetidas ao PTZ. O primeiro sinal de alteragdo
morfoldgica ¢ evidenciado ap6és um periodo de 24 horas em células piramidais das
regides CA1l e CA3 do hipocampo e em células granulares do GD desses animais. Além
disso, o processo de perda neuronal do hipocampo aumenta consideravelmente durante
as primeiras dez semanas subseqiientes ao fim da kindelizagdo com PTZ e a perda
neuronal pode ser observada num periodo de até 15 semanas apds o kindling (FRANKE
e KITTNER, 2001). Esse fato parece estar relacionado aos diferentes tempos de curso
dos mecanismos anticonvulsivantes e excitatorios envolvidos em kindling.

De acordo com trabalhos de PAVLOVA (2006), o kindling com PTZ conduz a
reducdes significantes no numero de neurénios em partes sensitivas do hipocampo,
independentemente de manifestacdes de crises convulsivas generalizadas. Dessa forma,
PAVLOVA (2006) sugere que as crises convulsivas induzidas em modelos kindling nao
estdo diretamente associadas a neurodegeneragao.

Em modelos kindling com PTZ a morte neuronal em hipocampo aparece
acompanhada por aumento do stress oxidativo, que comega independente de
manifestagdes externas de crises (PAVLOVA, 2006). Evidéncias indicam que o stress
oxidativo contribui para o desenvolvimento de epilepsias, por isso, a utilizagdo de
antioxidantes no tratamento de pacientes com algum tipo epilepsia pode ajudar no

controle das crises (IHAN, 2006; LOPEZ et al., 2007).
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1.4 - Sistemas de Neurotransmissao

A transmissao do impulso nervoso pode ocorrer por dois mecanismos basicos: as
conexdes sindpticas e ndo-sindpticas. A forma predominante de neurotransmissdo em
seres vivos ocorre através das transmissdes sinapticas, no entanto estudos demonstraram
que as comunicagdes ndo-sinapticas sdo suficientes para a geracdo e sustentagdo das

atividades epileptiformes (TAYLOR e DUDEK, 1982; JEFFERYS e HAAS, 1982).

[1.4.1 - Sistemas de Neurotransmissao Sinéptica e Kindling

Baseando-se em conceitos de neurotransmissdo sinaptica pode-se dizer que a
hiperexcitabilidade em epilepsias ocorre devido a um desequilibrio entre a excitacdo e a
inibi¢do neuronal, onde os neurotransmissores glutamato e GABA, respectivamente,
apresentam um importante papel.

O aminoacido glutamato ¢ considerado como o maior neurotransmissor do SNC
de mamiferos e estd envolvido em diversas fung¢des cerebrais tais como cogni¢do,
aprendizado e memoria (IZQUIERDO e MEDINA, 1997; CASTELLANO et al., 2001).
Esse neurotransmissor age acelerando a transmissdo sinaptica excitatoria.

Durante as variagdes no sistema de neurotransmissdo induzidas por kindling
com PTZ, acredita-se que o surgimento das crises seja originado pelo influxo de Ca**
dentro das células devido a um aumento da neurotransmissdo de glutamato. Esse
aumento da neurotransmissdo de glutamato ¢ justificado em alguns trabalhos que
apontam que o kindling com PTZ conduz a aumentos da densidade e da sensibilidade
dos receptores NMDA do glutamato na regido do hipocampo (SCHROEDER et al.,
1998) e também a aumentos do nimero de locais de ligagdo dos receptores AMPA do
glutamato, principalmente daqueles que contém subunidades permedveis ao calcio
(EKONOMOU et al., 2001).

Os receptores NMDA e AMPA apresentam um papel fundamental no processo
de kindelizacdo (DURMULLER, 1994), sendo os receptores AMPA indicados como
importantes para manter o kindling (EKONOMOU et al.,, 2001). O trabalho de
LUKOMSKAYA et al. (2003) indica que os receptores NMDA estao mais envolvidos
na génese de crises clonicas, enquanto os receptores AMPA parecem estar mais

relacionados a génese das crises tonicas.
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Considerando que a indug¢dao de modelos kindling provoca um aumento da
neurotransmissdo de glutamato, acredita-se que a morte neuronal evidenciada em
modelos kindling pode estar relacionada ao influxo exagerado de calcio nas células.

O vy-amino-butirico (GABA) ¢ considerado o principal neurotransmissor
inibitorio do SNC adulto e € responsavel pela transmissao sinaptica inibitoria. A agao
inibitéria do GABA ¢ mediada por meio da ativacdo de receptores especificos: os

receptores GABA4 e os receptores GABAg: Os receptores GABA, s@o constituidos de

um complexo de estrutura hetero-oligomera, cujas subunidades formam um canal de
cloreto. Estes receptores medeiam resposta inibitoria rdpida e apresentam sitios de
ligagdo para GABA, benzodiazepinicos, barbitlricos, neuroesteroides, picrotoxina e

etanol (KORPI et al., 2002). Ja os receptores GABA,, ligados a proteina G,

hiperpolarizam o neurdnio aumentando a condutancia de potassio e diminuindo o
influxo de calcio, desencadeando assim, um efeito inibitorio lento.

A resposta mediada por GABA, ¢ sensitiva a variagdes nos gradientes
eletroquimicos. Em condi¢des cerebrais normais, os canais de cloreto dos receptores
GABA, geralmente sdo inibitdrios em neuronios, em virtude de estabilizar o potencial
de membrana proximo ao nivel de repouso. A ativagdo dos receptores GABA, a
hiperpolarizagdo ou despolarizagdo da célula ¢ dependente da relagdo existente entre o
potencial de equilibrio de Nernst para o cloreto (Ec)) e do potencial de repouso da
membrana (Vy,).

Em condi¢des de alta [CI'];, como no caso de cérebros imaturos, o E¢; € positivo
em relacdo ao V,, e a ativagdo de receptores GABA, causa efluxo de cloreto
despolarizando a corrente interna. Ja em condi¢des de baixa [Cl];, como no caso de
cérebros maduros, o E¢; ¢ negativo em relacdo ao Vp,, e a ativagdo dos receptores
GABA, provoca o influxo de cloreto, hiperpolarizando potenciais pds-sinapticos
inibitorios. As entrada e saida de cloreto sdao reguladas, principalmente, por meio dos
cotransportadores KCC2, responsaveis por manter a baixa concentragdo interna de
cloreto e NKCC1, responsavel pela entrada de cloreto na célula.

Na Figura I1.6, estd representada a acdo dos cotransportadores de Cl* nos

receptores GABA de neuronios.
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Figura I1.6 - Representagdo da agdo dos cotransportadores de CI', expressada nos receptores GABA, de
neurdnios. NKCC1 ¢é cotransportador de Na'™-K'-2CI" e KCC2 ¢ cotransportador de K'-CI'. (E.
DELPIRE, 2000).

A expressdo de KCC2 ¢ especifica de neurénios do SNC, estando ausente no
SNP (PAYNE et al., 1996; RIVERA et al., 2000). Ja a expressao neuronal de NKCC1 ¢
geralmente baixa, mas existe em algumas regides do sistema nervoso incluindo bulbo
olfatdrio, hipocampo, amigdala, tdlamo, cortex periforme, entre outras (KANAKA et
al., 2001; OKABE et al., 2002).

Alguns trabalhos apontam que a expressao de NKCC1 ¢ KCC2 varia com o
desenvolvimento. Em cérebros imaturos a expressao de NKCCI ¢ alta e diminui com o
desenvolvimento pods-Natal (PLOTKIN et al., 1997). Em contraste, a expressdo de
KCC2 ¢ baixa em cérebros imaturos e aumenta durante o periodo pos-natal
(CLAYTON et al., 1998). Os niveis de RNAm e de proteinas também aumentam
significativamente apOs as primeiras semanas de periodo pds-natal.

Na Figura I1.7, ¢ esquematizada a regulacao da expressao dos cotransportadores

NKCCI1 e KCC2 com o desenvolvimento neuronal.
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Figura I1.7 - Regulagdo da expressdo dos cotransportadores NKCC1 e KCC2 com o desenvolvimento
neuronal. Correntes de cloreto induzidas por GABA variam de despolarizacao (excitatagdo) para
hiperplarizagdo (inibi¢ao) de acordo com o desenvolvimento. Durante o periodo embrionario e
pés-natal ocorre a predominancia da expressdo do cotransportador NKCC1 nos neurdnios, que
estd correlacionada com a alta [CI];. Com a maturagdo neuronal ocorre uma diminuigdo da
expressdo de cotransportadores NKCC1 e um aumento da expressdo de KCC2. Essas varia¢des
no desenvolvimento coincidem com a diminuigdo da [C1];. (DELPIRE, 2000. Adaptagdo com

permissdo de LU et al., 1999).

Por causa da grande relagcio com neurotransmissores gabaérgicos, os
cotransportadores de cloreto tém capacidade de influenciar em muitos processos
fisiologicos e patologicos. Variagdes em gradientes de cloreto podem causar desinibi¢do
do sistema GABAérgico (FUKUDA et al., 1998), aumentando a excitabilidade neural e
dando inicio a epileptogéneses.

A disfung¢do de receptores GABA 4 implica em muitos processos patologicos tais
como epilepsia e ansiedade. Trabalhos recentes demonstraram que redugdes da inibigao,
resultante do decréscimo do numero de neurénios GABAérgicos (DINOCOURT et al.
2003) e alteragdes nos receptores GABA, (BIANCHI et al. 2002), podem conduzir a
hiperexcitabilidade em redes neuronais e a epileptogéneses (BERNARD et al. 2000;
PRINCE, 1999; SLOVITER, 1987). Agentes bloqueadores de GABA tém potencial
farmacoldgico caracterizado como excitante, por isso, agentes convulsivos sintéticos,

como a picrotoxina e o PTZ apresentam a¢do excitatoéria em neuronios.
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Os cotransporadores de cloreto sdo considerados criticos na regulagdao da
concentracdo intracelular de cloreto e no controle da funcdo neuronal. A inducgdo de
kindling elétrico pode conduzir a reducdes na expressdo de KCC2 (RIVERA et al,,
2000) e a um aumento na expressao de NKCC1 (OKABE et al., 2002). Baseando-se
nessas constatagoes, JIN et al. (2005) sugere que a redugdo na liberagdo de cloreto,
provocada pela diminui¢do da expressdo de KCC2, aliada ao aumento na entrada de
cloreto, provocado pelo aumento da expressdao do cotransportador NKCC1, pode reduzir
a forga de inibicdo GABAérgica em neurdnios, contribuindo para o aumento da

excitabilidade e para epileptogénese.

[1.4.2 - Sistemas de Neurotransmissdo Nao-Sin4ptica e Kindling

Estudos demonstram que as comunicagdes nao-sinapticas sdo suficientes para a
geracdo e sustentacdo das AE’s (TAYLOR e DUDEK, 1982; JEFFERYS e HAAS,
1982), mas até o momento a literatura ndo apresentou nenhum relato a respeito dos
efeitos do kindling sobre as conexdes ndo-sinapticas.

Como as investigagdes com modelos kindling demonstram caracteristicas
lesionais desse tipo de modelo, acredita-se que o acumulo de cloreto intracelular possa
estar relacionado ao aumento da excitabilidade neuronal. A relagdo entre modelos
lesionais e o conseqiiente aumento de cloreto intracelular foi verificada ndo somente nos
trabalhos de inducdo de kindling elétrico, citados anteriormente, mas também em
trabalhos que relatam a redugdo de cotransportadores KCC2 sob condi¢des de injurias
neuronais (COULL et al., 2003; JIN et al., 2005).

Se o acimulo de cloreto intracelular ¢ uma caracteristica predominante de
modelos kindling, pode-se prever que alteracdes importantes ocorram na excitabilidade
intrinseca dos neuronios da regido lesionada que, aliadas ao acoplamento mutuo
neuronal local, podem ser um fator essencial a inducdo das AE’s ndo-sindpticas.

Como a estrutura estratificada do hipocampo exibe camadas e corpos celulares
com denso empacotamento celular, o acoplamento mutuo pode ser estabelecido por
meio das conexdes nao-sindpticas. Presume-se que alteragcdes importantes devam
ocorrer em AE’s ndo-sinapticas induzidas no hipocampo lesionado em modelos

kindling, particularmente no GD, onde a citoarquitetura ¢ favoravel a indugao de crises.
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E possivel que o estudo dos mecanismos i6nicos que ocorrem apds a indugdo de
lesdes neuronais em hipocampo de animais experimentais, auxilie no tratamento das

epilepsias oferecendo, no futuro, novas estratégias terapéuticas para essa doenca.
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Il - MATERIAIS E METODOS

lll.1 - Procedimentos Experimentais para Inducé&o do Kindling

O processo de “kindeliza¢do” com PTZ foi realizado utilizando-se ratos machos
da raga Wistar (8 semanas) fornecidos pelo biotério da UFSJ, controlados em um ciclo
claro-escuro de 12 horas e mantidos a temperatura ambiente.

O PTZ usado foi dissolvido em solugdo 0,9% de salina e administrado
intraperitonealmente em animais experimentais, que passaram a receber dosagens de 40
ou 45mg/kg da droga durante trés vezes por semana. As aplicacdes foram efetuadas até
a kindelizacdo, utilizando-se um numero maximo de aplica¢des igual a 15. Na Figura

II1.1 ¢ ilustrada a aplicagdo intraperitoneal da droga em ratos Wistar.

A) B)

Figura I11.1 - A) Imagem de rato Wistar utilizado durante o processo de kindelizagdo. B) Imagem

representativa do processo de aplicagdo intraperitoneal de PTZ.

Apoés cada aplicagdo os animais apresentaram alteracdes comportamentais
classificadas em estagios de acordo com a complementacdo da escala de Racine feita
por LOSCHER (1997). Para determinar o estagio atingido em cada aplicagcdo, os
animais foram observados por um periodo de aproximadamente 30 min apds a inje¢ao
da droga e foram considerados “kindelizados” ap6s apresentarem convulsdes de estagio
5 (elevacdo e queda + crises clonicas secundariamente generalizadas) em 3 dias
consecutivos de aplicacao.

Foi utilizado um grupo controle de seis animais machos da raga Wistar, que a

partir de 8 semanas de idade passou a receber, intraperitonealmente, solugdo salina
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0,9%, ao invés de PTZ, durante trés vezes por semana, até completar o mesmo numero
de aplicacdes recebido pelos animais kindelizados.

Até trés dias apds as aplicagdes, os animais kindelizados e controle, foram
submetidos ao registro do potencial elétrico (PE) extracelular durante indugdo
experimental de epilepsia sustentada por conexdes ndo-sinapticas. Os parametros do PE

dos dois grupos foram quantificados para comparacao dos resultados.

l1l.2 - Procedimentos Experimentais para Registro do PE

[11.2.1 - Isolamento do Hipocampo e Obtencao das Fatias

Para obtencao das fatias de hipocampo, os animais foram anestesiados por meio
de nebulizagdo com éter e posteriormente foram decapitados com o auxilio de uma

tesoura.

Utilizando-se um bisturi cirurgico, foi realizada a incisdo longitudinal do escalpo
permitindo a visualizagdo da calota craniana. Logo depois, foram realizados cortes
medianos e laterais, no 0sso occiptal, sobre o cerebelo e, com o auxilio de uma pinga, as

calotas cranianas superiores foram levantadas e removidas deixando o encéfalo visivel.

A partir do momento em que o encéfalo ficou exposto, este passou a ser
constantemente banhado com solu¢do de Ringer Normal (composi¢do apresentada na
tabela 3.1), que consiste em um tipo de solugdo nutriente, mantida oxigenada e resfriada

entre 0°C e 2C°.

Com o auxilio de uma espatula, o encéfalo foi removido da cavidade craniana e
imerso em solu¢do de Ringer Normal. Em seguida, o encéfalo foi transferido para uma
placa de petri, contendo filtro de papel, onde passou a ser constantemente banhado com

a solu¢ao Normal.

Na Figura III.2, sdo ilustrados os passos e os materiais cirurgicos utilizados

durante a remoc¢ao do encéfalo .
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Figura I11.2 — Procedimento realizado para retirada do encéfalo de rato da cavidade craniana. A) abertura
do escalpo, B) o sentido de corte para a abertura do cranio, C) abertura da calota craniana, D)
retirada do encéfalo da cavidade craniana, E) remocdo do encéfalo para um becker contendo
solucdo nutriente resfriada, F) Materiais cirirgicos necessarios para a retirada do cérebro da

cavidade craniana e para o isolamento do hipocampo (modificado de CARVALHO, 2003).

Por meio de um novo bisturi, foram realizadas duas incisdes que separaram
primeiro o cerebelo (Figura II1.2, partes A, B e C) e depois os dois hemisférios cerebrais
(partes D e E). Enquanto um dos hemisférios foi dissecado, o outro foi mantido imerso
na solugdo Ringer gelada.

Com o auxilio de duas micro-espatulas especiais, o tadlamo foi removido,
permitindo a visualizacdo da estrutura hipocampal. Introduzindo, cuidadosamente, as
micro-espatulas por baixo e pelas laterais, o hipocampo foi desligado do restante do
cortex (Figura II1.3, partes F, G e H). O mesmo procedimento foi realizado para o outro

hemisfério.
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Na Figura II1.3, sdo apresentadas ilustracdoes dos procedimentos descritos para

isolamento do hipocampo.

Figura 111.3 — Isolamento do hipocampo do restante do encéfalo de rato. Nas fotos A, B, C, D ¢ E sao
mostrados os cortes realizados para facilitar a disseca¢do. Em F, G, H sdo mostrados detalhes da
separacdo do talamo, com ajuda de micro-espatulas. Em I, esta a imagem do hipocampo apds ser

isolado do restante do cortex (Retirado de CARVALHO, 2003).

O hipocampo isolado foi transferido para um fatiador de construgao caseira, do
tipo “chopper” e depositado sobre filtros de papel umedecidos com a solu¢do normal

gelada.

Foi adotada uma espessura de 400um para as fatias, considerando as
constatacbes de NICHOLSON e HOUNSGAARD (1983), que demonstraram que a

espessura ¢ um fator limitante para oxigenacao das fatias mantidas em uma camara de

interface.
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Outro detalhe importante para realizagdo desse processo foi a preparagdo do
fatiador. A lamina do fatiador esteve bem ajustada permitindo que seu corte alcangasse

metade da espessura do filtro de papel.

Apds toda essa preparacdo o hipocampo foi posicionado no fatiador,
estabelecendo um angulo de 70° entre a lamina de corte e o eixo da fimbria (Figura
I11.4). Esse angulo de corte foi utilizado com objetivo de preservar conexdes intrinsecas
do hipocampo (fibras musgosas, colateral de Schaffer e axonios da CAl), que estdo
dispostas transversalmente, com um angulo de 70°, em relagdo ao eixo longitudinal do

hipocampo (TEYLER, 1980; LOPES DA SILVA et al., 1990).

Figura I11.4 - Representagdo esquematica do hipocampo com o respectivo dngulo de corte e suas
conexdes intrinsecas. Em (A) tem-se a representacdo esquematica do hipocampo onde se
identifica o angulo de 70° do eixo da fimbria em relagdo a regido de corte do fatiador, com o
objetivo de preservar as conexdes intrinsecas da fatia, como observado na ampliacdo da lamela

representada em (B). (Retirado de CARVALHO, 2005).

Apoés cada corte, a fatia obtida ficou aderida a uma das faces da lamina do
fatiador. Com o auxilio de pincel de cerdas finas, cada fatia foi removida e colocada
cuidadosamente na camara de perfusdo contendo solugdo de Ringer Normal, a
temperatura entre 31°C e 32°C, onde ficaram descansando por um periodo de

aproximadamente 40min.

Em seguida, as fatias foram transferidas para uma camara de interface (Figura
I11.6), onde foram posicionadas sobre uma membrana Milipore. Durante os primeiros 40

minutos, a perfusdo foi realizada com solucdo Normal de Ringer e logo depois com
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solucdo de indugdo contendo alto potassio e zero calcio (composicdo apresentada na
Tabela III.1). O pH foi mantido em 7.4, por meio da satura¢do com carbogénio (95% O,

e 5% CO;) sob borbulhamento constante.

Utilizando esses procedimentos, foi possivel observar AE’s por meio de

eletrodos (fabricados a partir de tubos capilares) conectados a um amplificador.

Tabela 3.1 — Composigdes das solugdes de perfusdo e de indugdo (valores em mM)

Substancia Solugdo de Solugao de

Perfusdo (Normal)  Indugdo

NaCl 127,0 127,0
KCl 2,0 7,0
MgSO; 1,5 1,5
NaHCO; 26,0 26,0
KH,PO, 1,1 1,1
Glicose 10,0 10,0
CaCl, " 2,0 0,0

" sais adicionados ap0s o ajuste do pH em 7,4

[11.2.2 - Equipamentos Utilizados para Inducéo das AE’s

111.2.2.1 - Camara de Perfusao

A camara de perfusdo, desenvolvida pelo LANEC-UFSJ, ¢ um recipiente
constituido de conexdes e tubos de PVC estruturados em forma de U. Essa camara ¢
preenchida com solu¢do Normal e no ramo de seu maior didmetro fica estruturada uma
fina rede de nylon onde as fatias ficam descansando por um periodo de
aproximadamente 40 min de forma a prevenir as lesdes de excitotoxicidade, comuns
ap6s o procedimento de corte. Por meio do borbulhamento com carbogénio ¢

estabelecido um fluxo de solucdo que permite a perfusdo suave das fatias.

33



A camara de perfusdao ¢ mantida dentro de um recipiente banho-maria que
mantém a temperatura da solucdo Normal em torno de 31,5° C. Na Figura IILS,

apresenta-se um diagrama esquematico dessa camara.

termémetro
carhogénio ringer normal

3.5

e

rede de nylon

banho-maria

Figura I11.5 — Diagrama esquematico da cdmara de perfusdo montada com tubos e conexdes em PVC. A
camara ¢ preenchida com solu¢do de Ringer Normal, mantida a temperatura e oxigenagdo
constantes. As fatias sdo depositadas no ramo de maior didmetro sobre uma rede de nylon.

(Retirado de PEREIRA, 2005).

111.2.2.2 - Camara de Interface

A camara de interface foi desenvolvida no LANEC-UFSJ em material acrilico
transparente ¢ tubos de PVC. Ela consiste de dois compartimentos: o banho-maria
(Figura I11.6) e a cuba (Figura III.7), que sdo acoplados a uma mesa estatica. O banho-
maria ¢ composto por 4 resistores ceramicos de 5 Q e 20 W de dissipacdo ligados em
paralelo (encerrados em involucros de vidro) e por dois borbulhadores que dispersam
carbogénio no interior do recipiente. Os resistores sdo submetidos a tensdes continuas
até 12 V, que permite o aquecimento controlado da 4gua do banho-maria. As tensdes sao
controladas via software desenvolvido em plataforma LABVIEW 6.1 (NATIONAL
INSTRUMENTS) por um programa especifico para exercer esse tipo de controle. A
temperatura do equipamento ¢ mantida constante em torno de 32° C com precisdo de um

décimo de grau.
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As paredes do tubo sdo aquecidas por banho-maria e como o tubo ¢ enrolado ao
cilindro central, no interior do recipiente que conduz a solu¢do normal para cuba, a
perfusdo das fatias ocorre com a temperatura da solugdo devidamente controlada. Tubos
de silicone conduzem o oxigénio ao interior do banho-maria. Os borbulhadores
dispersam o carbogénio dentro da agua, tornando-o aquecido e umidificado para, a
seguir, ser direcionado sobre a face superior das fatias mantidas na cuba. Na Figura II1.6,
apresenta-se o diagrama esquematico da camara de interface (banho-maria e cuba).

A cuba é composta por dois cilindros e uma base em acrilico, acoplada
superiormente ao banho-maria (Figura II1.7). O cilindro central, onde se encontra a
membrana de Millipore para deposicao das fatias, possui um volume bem reduzido, de
aproximadamente 0.34 ml, permitindo que toda a solu¢do em contato com as fatias seja
constantemente renovada. O nivel da solucdo pode ser controlado através de sucgdo
com ajuda de uma bomba peristaltica (modelo PD5002 — HEIDOLPH). A base em
acrilico apresenta alguns pequenos orificios para que o carbogénio, depois de atravessar
o banho maria e j4 umidificado, possa atingir as fatias.

O ambiente em torno das fatias ¢ coberto por uma tampa em forma de disco que
permite uma melhor oxigenagdo das fatias e o controle da temperatura no interior da
cuba. A tampa contém um orificio central que permite a inser¢cdo do eletrodo de
registro, bem como a exaustdo do carbogénio. Devido a problemas de condensacao,
filtros de papel sdo colados na superficie interna da tampa do disco e nos eletrodos de
aquisi¢do, evitando que as gotas de agua produzidas durante a condensacdo interfiram
na osmolaridade do meio e na manutengao das fatias. A formagdo de gotas de agua na
ponta da micropipeta que compde o eletrodo também prejudica a aquisi¢ao do sinal e

pode até, caso venha a escorrer, lesionar localmente o tecido.
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Figura I11.6 - Diagrama esquematico da cdmara de interface (banho-maria e cuba). Em 1, esta
representado o tubo de silicone que conduz o carbogénio para o interior da camara. Em 2, um
dos dois borbulhadores de oxigénio existentes na camara. Em 3, uma das quatro resisténcias
envolvidas em envdlucros de vidro. Em 4, o tubo de silicone que conduz a solugéo até as fatias.
Em 5, a cuba que pode ser vista em maiores detalhes. Em 6, a membrana de Millipore, sobre a
qual as fatias sdo depositadas. Em 7, o tubo para sucg¢o da solugdo. Em 8, o fio terra da solug@o.

Em 9, o disco de acrilico com um orificio ao centro ¢ em 10, o disco que recobre a cuba.

Figura I11.7 - Esquema da cuba utilizada para indugdo das AE’s. As fatias, em 1, sdo sustentadas por
uma membrana de millipore posicionada sobre o cilindro central, representada em 2. Em 3, tem-
se a representacdo dos orificios na base da cuba, que permitem que o oxigénio, depois de
umidificado e aquecido, atinja as fatias. Em 4, estd representado o canal por onde chega a
solugdo as fatias. Em 5, o tubo por onde ocorre a suc¢do da solugdo. Em 6, tem-se a
representagdo do fio terra da solucdo, e finalmente, em 7 tem-se a representacdo do termometro

que controla a temperatura da solugdo que chega as fatias.

36



l11.3 - Sistemas de Medicado, Aquisicéo e Visualizagéo

O PE foi registrado a partir do posicionamento de um eletrodo de registro na
regido do GD de cada fatia experimental. Foi utilizado um eletrodo formado por
filamentos de prata e micropipeta de vidro (modelo THINWALL, TW150F-3 — WPI). A
pipeta foi estirada em um puxador de pipetas (modelo DMZ UNIVERSAL PULLER —
ZEITZ-INSTRUMENTS) e preenchida com solugdo de NaCl 1,0 M, com impedancia
final de 5 a 10 MQ, suficiente para proporcionar um baixo nivel de ruido.

Foram tomados alguns cuidados especiais para preparar as pipetas. Pouca
solucdo foi colocada dentro da pipeta, o minimo suficiente para fazer contato com o
eletrodo de prata, permitindo uma razoavel diminui¢do de ruido. Bolhas de ar alojadas
na constrigdo que forma a ponta da micropipeta foram retiradas, caso contrario, a
micropipeta foi descartada em razao de possivel alteragdo indesejavel da impedancia do
eletrodo.

Os filamentos de prata foram cloretados, para evitar o efeito de bateria,
provocado pela acumulacdo de cargas na interface metal-liquido. Apds cloretado, o
eletrodo foi conectado a uma headstage (modelo Al 402 x 50, ULTRALOW NOISE
AMPLIFIER — AXON INSTRUMENTS) interligada a um amplificador (modelo
CYBERAMP 380 — AXON INSTRUMENTS) para a aquisi¢do do sinal. O programa
SAE (Sistema Auxiliar de Experimentos), desenvolvido no LANEC (SILVA, 2000), foi
utilizado para controle do amplificador, digitalizacdo, exibicdo em tempo real e
armazenamento de arquivos. A amostragem do sinal foi feita utilizando a taxa de 10.000
amostras por segundo e o sinal foi amplificado 500 vezes. Também foi utilizado um
filtro para redu¢do do ruido de fundo.

O programa MATLAB 7.0 (MATHWORKS) foi utilizado como saida gréafica.
O computador empregado na aquisi¢do e processamento dos sinais foi um Pentium III
de 1 GHz e 512 MB de RAM.

Um microscopio estereoscopico (modelo PZMTII-L — WPI), que possui vérias
oculares e um par de objetivas, permitindo uma ampliacao de até 225x, foi utilizado
para visualiza¢do das fatias. A distincia focal e o campo de visdo maximo sao de 314
mm e didmetro 110 mm, respectivamente. Para manter a cdmara de interface fixa, a
montagem do microscopio foi efetuada sobre uma mesa XY, independente da camara,
permitindo ajustar o campo visual, sem mover a camara. Dessa forma, o microscopio

varre toda a extensdo da membrana onde se encontram as fatias, proporcionando uma
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melhor visualizacao de suas camadas, sem o inconveniente de deslocar o eletrodo, apds
a mudanca do campo visual.

Uma luz gerada na parte inferior do microscopio, abaixo da camara de interface,
alcanga as fatias, permitindo uma melhor visualizacdo das camadas. O posicionamento
do eletrodo sobre o tecido foi realizado com o auxilio de um micro-manipulador
mecanico (modelo KITE-L — WPI), possibilitando a inser¢do do eletrodo na regido de
interesse da fatia (no caso, o0 GD), com o minimo de lesdo.

Para minimizar as vibragdes mecanicas durante os experimentos, utilizou-se uma
mesa anti-vibra¢do, que consiste de um tampo de pedra suspenso por camaras de ar,
onde sdo dispostos os equipamentos. As camaras de ar permitiram, ainda, ajustar o nivel
de trabalho da mesa. No intuito de isolar os equipamentos de possiveis interferéncias
eletromagnéticas, a mesa foi envolvida por uma gaiola de Faraday.

A captura das imagens contou com a seguinte montagem experimental: a luz
branca, gerada na parte inferior do microscopio por uma lampada (PHILIPS -
Projection Lamp, 6 V e 20 ou 30 W), passava por dentro da camara de interface e
atingia a fatia do hipocampo. Uma binocular acoplada a camera de CCD (modelo
COOLSNAP PROcf) foi responsavel pela captagdo da luz transmitida (luz que atravessa
a fatia). As imagens captadas pela cdmera de CCD foram gravadas em fitas de video por
meio de um video cassete (PHILCO — Hi-Fi Stereo, 7 head) conectado a uma televisdao
(LG — modelo CP-14K40). Para observar as AE’s, o ganho do microscopio foi ajustado
de forma que o GD da fatia ocupasse o maximo possivel do campo visual. Na Figura
II1.8, um desenho esquematico representa essa montagem.

As imagens foram capturadas e gravadas em fitas VHS numa taxa de
amostragem de 30 Hz, a uma resolucdo de 640x480 pixels. Para o processo de
digitalizagdo, foi necessaria uma placa digitalizadora de video, DC10 Plus, gerenciada
pelo programa Pinnacle Studio - versdo 8.10. Esse programa permite armazenar a
seqliéncia de quadros em formato AVI, em um microcomputador do tipo Pentium 4
GHz, de 256MB de memoria RAM. O procedimento seguinte foi a extragdo dos
quadros em formato JPEG, com o auxilio do programa Fast Movie Processor, versao
1.41. Posteriormente, em formato JPEG, essas imagens foram gravadas em CD’s, para

serem utilizadas no processo de quantificacio celular.
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Figura 111.8 - Diagrama esquematico do setup experimental utilizado para o registro simultdneo do PE.
O PE ¢ registrado a partir do posicionamento do eletrodo de registro no GD. O eletrodo ¢
conectado a uma headstage por meio de um holder. A headstage ¢ interligada a um amplificador
biolégico. Os sinais sdo armazenados em um computador. As fatias sdo iluminadas pela luz
gerada na base do microscopio e uma binocular, acoplada & camara de CCD, captura a luz

transmitida. As imagens sdo gravadas em fitas de video.

lll.4 - Procedimentos Experimentais para Analise Histoquimica

[11.4.1 - Preparacao das Fatias

Apos a aquisicdo de sinais, as fatias do registro eletrofisiologico e algumas fatias
controle foram transferidas para recipientes contendo solugdo paraformaldeido (4%) por
12 horas, com o objetivo de fixar as estruturas morfologicas do tecido.

O paraformaldeido utilizado foi preparado agitando, até¢ dissolver, a solucao
formada por 170 ml de 4gua destilada e 4,10g de fosfato de sddio dibdsico
Na,HPO4.2H,0. Apos a dissolucdo, foi adicionado 8,0g de paraformaldeido a solucao
que, entdo, foi aquecida até 58°C. Logo depois foi adicionado 1,24g de NaH,PO4.H,O
dissolvido em 30ml de 4agua destilada. A solucao foi coada e mantida a temperatura de
4°C.

Apo6s o periodo de fixacdo das estruturas do tecido, as fatias foram lavadas 2

vezes, por 5 minutos, em solu¢do de tampao fosfato (PBS 0,1M) constituido por: 11,4g
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Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO4.2H,0), 2,6g de Fosfato de s6dio monobésico
(NaH,PO4.H,0), 0,2g de KCl e 8,0g de NacCl, dissolvidas em 500ml de 4gua destilada e
posteriormente completada para 1000ml.

As fatias foram emblocadas em agar e seccionadas a 10um de espessura. O agar
foi preparado com 1,25¢g de agar e 25ml de adgua destilada sendo mantido sob agitacdo e
aquecimento (150°C) até se transformar em uma substincia gelatinosa. A fatia foi
posicionada sob uma lamina de aluminio e coberta pelo agar, depois de resfriado,
formando um bloco compacto.

Para o seccionamento das fatias de 400um em fatias de 10 pm, foi utilizado um
vibratomo da marca Leica, como mostrado na Figura. I11.9. O bloco contendo a fatia foi
fixado, com cianocrilato (Gefahr), em um porta blocos posicionado dentro da camara, a
frente da lamina de corte do vibratomo.

Dentro da camara do vibratomo foi colocada solu¢ao de tampao fosfato (4°C) e
ao seu redor cubos de gelo para manter a temperatura baixa. Cada seccionamento
produziu em média seis fatias de 10um de espessura, que foram colocadas sobre uma
lamina gelatinizada, previamente identificada com o numero e a data do experimento,

utilizando-se um pincel.

Figura 111.9 - Equipamento vibratomo (marca Leica) com a cdmara envolvida por cubos de gelo e a fatia

posicionada a frente da lamina de corte do equipamento.
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Para gelatinizar as laminas utilizadas, estas foram banhadas em soluc¢do de
gelatina histologica contendo: 3,0g de gelatina e 0,30g de cromopotassio de sulfato
dodecaidrato (kromalium) diluido em 600 ml de dgua destilada mantido sob agitacdo a
temperatura de 60° C. Em seguida, a solu¢ao foi filtrada e permaneceu esfriando.

ApOs esse processo, as laminas contendo as fatias re-seccionadas foram
posicionadas em cestinhas de vidro e mergulhadas na solugdo de gelatina histologica.
Antes de serem utilizadas, as ldminas permaneceram secando por 24 horas, a

temperatura ambiente, dentro da capela (sppencer).

[11.4.2 - Coloracao das Fatias

O processo de coloracao pelo método de Nissl € realizado por meio da imersao
de laminas (contendo as fatias histoldgicas) em solugdo de cresil violeta, que marca com
uma coloracdo de azul os nticleos e nucléolos neuronais.

O processo de coloragdo foi iniciado com o posicionamento de cada lamina
histoldgica em uma cestinha especial, permitindo banhar as fatias re-seccionadas nas
solugdes, apds o seu posicionamento em cubetas contendo as solugdes apropriadas para
coloracdo das fatias. Foram preparadas oito cubetas contendo 200 ml das respectivas
solugdes: agua destilada, cresil violeta-PA (synth), alcool etilico absoluto a 70% - PA
(synth), alcool etilico absoluto a 95% - PA (synth), alcool etilico absoluto a 100% - PA
(synth) e xilol — PA (synth). Na Figura III.10 mostra-se o posicionamento de uma
cestinha (contendo uma lamina histoldgica) sobre a cubeta e a capela de exaustdo, que ¢

o local onde as cubetas ficam armazenadas.

Figura 111.10 - A) Posicionamento da lamina dentro de uma cestinha para posterior imersdo nas solugdes
dentro de cubetas contendo 200ml das substancias utilizadas nos procedimentos de hidratagao,

coloragdo, desidratagdo ¢ diafanizagdo. B) Capela (Sppencer) com as cubetas.
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Cada cestinha contendo as laminas foi imersa por 5 minutos em agua destilada para
hidratacdo e 35 minutos em cresil violeta para coloracdo dos nticleos e nucléolos. Em seguida,
foi mergulhada 2 vezes no alcool 70%, 7 vezes no alcool 95%, 7 vezes no alcool 100%-1 ¢ 7
vezes no alcool 100%-2 para desidratag@o. Posteriormente, 1 minuto no xilol — 1 ¢ 5 minutos no
xilol — 2 para diafanizag@o.

Por fim, as laminas, contendo o material histoldégico corado, foram protegidas com a
deposi¢do da laminula fixada pelo entellan (Merck). Apds a fixacdo da laminula, cada

lamina permaneceu secando por 12 horas dentro da capela. Todo o procedimento de

coloragao foi realizado dentro da capela com o exaustor (sppencer) ligado.

[11.4.3 - Quantificacdo Neuronal

A quantificagdo neuronal foi realizada utilizando-se um programa desenvolvido
no LANEC em plataforma MATLAB 7.0, que possui recursos para captura de imagens.
Para realizacdo da quantificacdo foi necessario utilizar um computador com placa de

video, microscopio e uma TV. Na Figura III.11, mostram-se esses equipamentos.

Figura I11.11 - Fotografias dos equipamentos utilizados. (A) computador com placa de video. (B)

microscopio com uma cdmera CCD acoplada. (C) televisdo.

Antes da utilizagdo do programa de quantificagdo celular, a imagem de cada
fatia do registro eletrofisiologico, capturada pela camara de CCD e gravada em fitas de
video VHS, foi digitalizada por meio do programa Pinnacle Studio (versao 8.10). Esse
programa fornece a captura de uma imagem da fatia (quadro em formato JPEG),

importante para inicializar a contagem de células.
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Apos dar inicio a execugdo do programa, foi realizado o ajuste do foco da lamina
na base do microscopio e foram preenchidos os dados do experimento da fatia
analisada. Seguiu-se a captura da imagem da fatia na ldmina, sobreposi¢do das imagens
(da lamina e do registro eletrofisiologico), marcagdo de um trecho do GD e
centraliza¢ao do trecho selecionado.

O primeiro trecho selecionado da regido do GD das fatias quantificadas foi
sempre correspondente ao local de posicionamento da pipeta, identificado devido a
sobreposi¢do da imagem capturada da eletrofisiologia sobre a imagem capturada da
lamina. Foram selecionados trechos do GD de cada fatia analisada até preencher a area

total correspondente a essa regido. A imagem da Figura II1.12 mostra a marcacao de

todos os trechos do GD de uma fatia utilizada durante experimento.

Figura 111.12 — Marcagao de trechos do GD do hipocampo.

Para cada trecho selecionado foi capturada a imagem da CG de uma parte do
GD, utilizando-se uma aproximacao de 40 vezes para melhor visualizacdo dos nucléolos
durante o processo de quantificagdo. A Figura III.13 apresenta uma ilustragdo

representativa desse tipo de imagem capturada.
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Figura 111.13- Imagem capturada de um trecho do GD de uma fatia hipocampal

A imagem gravada nos dois focos foi ampliada e dividida em quatro quadrantes
(Figura II1.14) para subseqiiente marcacdo dos nucléolos das células com o mouse. O
programa permitiu ampliar cada quadrante para marcacao das células, classificadas de
acordo com o tamanho em grandes, médias e pequenas. As células grandes foram
marcadas com circulos vermelhos, as médias com quadrados azuis e as pequenas com

cruzes pretas.

Figura 111.14 -Trecho selecionado do GD dividido em quadrantes, onde é possivel verificar a marcagdo

de células na camada granular referente ao 3° quadrante.
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ApoOs a marcagao das células em todos os quadrantes de cada trecho selecionado do
GD, a imagem final da marcagdo foi gravada e utilizada para a contagem celular da
camada granular. A quantificagdo das células marcadas em cada trecho foi finalizada
com a emissao de relatoério final de contagem da CG do GD de cada trecho selecionado

(Figura III1.15).

Imagem do eletrodo Imagem marcada

Experimento n®: 15 M® de celulas grandes contadas: 40
Data do expermento: 19/06/2007  N° de celulas medias contadas: 78
Data da contagem: 09/10/2007 M® de celulas pequenas contadas: 76
Semanas: 9 M® total de celulas contadas: 194

Corte histologico: 10 pm
(xMacho { JFemea

{ JControle {x)Eletrofisiologia
M de Focos: 1

Area (u rn}z:

Figura 111.15 - Relatorio de contagem celular referente a um trecho selecionado do GD

Como o objetivo da quantificagdo celular se baseia no céalculo da densidade
celular do GD das fatias utilizadas na eletrofisiologia, outro programa, também
desenvolvido no LANEC em plataforma MATLAB, foi executado para calcular o
volume da regido de quantificagdo. Nesse programa uma poligonal ¢ tracada ao redor da
CG do GD de cada trecho, fornecendo seu volume. A Figura III.16 apresenta uma
imagem representativa de como ¢ tracada a poligonal.

Dispondo da quantificagdo celular ¢ do volume da CG de cada trecho
selecionado, a densidade celular de cada trecho foi calculada dividindo-se o niimero

total de células pelo volume, correspondentes a CG dessa regido. Ja a densidade total do
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GD foi calculada dividindo-se a soma total das células da CG dos trechos selecionados
pela soma dos volumes encontrados nesses trechos.

A quantificagdo foi realizada em trechos para facilitar o célculo da densidade
celular em regides especificas como, por exemplo, das regides infra-piramidal (IP),
supra-piramidal (SP), apice (AP) e de posicionamento do eletrodo. Dessa forma, para
calcular a densidade celular de uma regido especifica, foram identificados os trechos
correspondentes a essa regidao e o calculo da densidade foi realizado dividindo-se o

numero de total de células pelo volume total da CG da regido de anélise.

Figura 111.16 - Poligonal tragada ao redor da camada do GD em um trecho selecionado

l11.5 - Andlise Quantitativa dos Parametros do PE

Os parametros de analise do PE extracelular foram: amplitude da componente
DC (DC), amplitude média dos PS’s (PS), amplitude méxima dos PS’s (Amax), duracao
dos eventos (DE), intervalo entre eventos (IE) e laténcia (LT).

A andlise dos parametros foi realizada utilizando-se uma amostra correspondente
a 14 bursts de cada experimento, selecionados ap6s o periodo de aproximadamente 20
minutos depois do inicio das AE’s. Esse critério foi adotado devido ao fato de ocorrer
mudangas nos eventos epileptiformes ao logo do experimento, mudando a conformagao
dos mesmos no decorrer do tempo de registro. Ja o parametro LT foi calculado
subtraindo-se o tempo de inicio das AE’s pelo tempo de inicio de perfusdo das fatias

com solugdo contendo zero cdlcio e alto potassio.
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A quantificagdo dos parametros do PE foi realizada utilizando-se programas
desenvolvidos no LANEC, em plataforma MATLAB, para leitura e andlise de arquivos

contendo potenciais elétricos.

[11.5.1- Andlise Quantitativa do Parametro DC

A Transformada Discreta de Fourier (DFT) foi utilizada como ferramenta e
aplicada ao sinal elétrico, para separar a componente DC dos PS’s, cujas componentes
juntas formam os bursts epileptiformes. O termo DC advém do inglés “Direct Current”
e ¢ comumente aplicado para identificar fluxo unidirecional de carga elétrica.

A partir do calculo da DFT do sinal elétrico, foi possivel cortar a freqliéncia
baixa, abaixo de 10 Hz, que corresponde ao parametro DC do sinal cujas componentes
apresentam freqiiéncia alta, correspondente aos PS’s, conforme exemplo ilustrado na
Figura. II1.17.

A amplitude da componente DC foi considerada como a variagdo maxima do
sinal em relagdo a linha de base, considerando a linha de base correspondente a média

de um trecho do PE antes do evento.
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Figura I11.17- Procedimento para obteng¢do da componente DC. A) Sinal completo de um burst contendo
a componente DC e os PS’s. B) Sinal elétrico apo6s aplicagdo da Transformada de Fourrier,
indicando o espectro de freqiiéncia. A freqiiéncia foi cortada abaixo de 10 Hz. C) Sinal elétrico
da componente DC livre dos PS’s. A componente DC ¢ a variagdo maxima do sinal em relagdo a

linha de base (linha pontilhada).
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[11.5.2 - Andlise Quantitativa dos Parametros PS e Amax

A amplitude dos PS’s, que corresponde a alta freqiiéncia dos bursts, também foi
encontrada utilizando-se o calculo da Transformada Discreta de Fourier (DFT) do sinal
elétrico, que corta freqiiéncias inferiores a 10 Hz, correspondente a componente DC,
restando um sinal cujas componentes em freqii€ncia correspondem aos eventos PS’s.
Para determinar a amplitude média dos PS’s o programa de anélise do PE calcula a
integral do mddulo desse sinal e o valor encontrado ¢ dividido pela duragdo do evento,
correspondendo ao pardmetro (em mV), indicado nas andlises como parametro PS. Ja o
parametro Amax (mV) foi determinado pelo programa por meio da marcagdo das
maiores amplitudes alcangadas pelos PS’s em cada burst. Na Figura II1.18 tem-se a

ilustragdo dos procedimentos para obtengdo dos PS’s.

DC 7 Populations spikes

50s

Figura 111.18 - Representagido do procedimento adotado para obtengdo da amplitude dos PS's. Em A)
observa-se o sinal completo, em B) observa-se o sinal da componente DC, que sera subtraido do

sinal completo e, em C), observa-se o resultado da subtrago, que ¢ o sinal referente aos PS's.

[11.5.3 - Anélise Quantitativa do Parametro DE

O parametro DE foi calculado subtraindo-se o tempo final (tfna) pelo tempo
inicial (tinicial) de cada evento. Para esse calculo, o instante de tempo inicial foi
considerado quando o sinal atinge uma variagdo de 20% da amplitude maxima, em
relacdo a linha de base, e, o instante de tempo final, quando o sinal retorna a 20% da
amplitude maxima em relacdo a linha de base. Na Figura III.19 apresenta-se um

exemplo da técnica utilizada para o calculo desse parametro.
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Figura 111.19 - Exemplo da técnica utilizada para o calculo do pardmetro DE. Considerando tipicia,
quando o sinal atinge uma variagdo de 20% em relacdo a linha de base, e tg,,, quando o sinal
retorna a 20% em relac@o a linha de base, o pardmetro DE foi calculado subtraindo-se o instante

tanal pelo instante t;yi.i. de cada evento.

[11.5.4- Anélise Quantitativa do Parametro IE

O calculo do parametro IE foi realizado utilizando-se os mesmos parametros de
identificacdo do instante de tempo inicial e do instante de tempo final dos eventos, tfinal
€ tinicial, mencionados no item anterior. Dessa forma, o IE foi considerado como sendo o
intervalo de tempo entre o instante em que ocorre o fim de um evento (tgna), até o

instante em que se inicia 0 proximo evento (tinicial). Na Figura II1.20 ilustra-se esse

procedimento.
) ol -
20 %- 20 % 20 % - 20%
5mV
Intervalo entre eventos
Yinicial tfinal inicial  final
S50 s

Figura 111.20 - Representagdo do procedimento adotado para obtengdo do IE. Considerando tiyicia,
quando o sinal atinge uma variacdo de 20% em relagdo a linha de base, ¢ tg,,;, quando este sinal
retorna a 20% em relagdo a linha de base, o pardmetro IE foi calculado como o intervalo de

tempo entre o instante tg,, de um evento e o instante t;;;, do evento subseqiiente.
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IV - RESULTADOS

IV.1 - Processo de Kindelizacdo com PTZ

O processo de kindelizagdo com a administragdo de PTZ proporcionou um baixo
indice de animais kindelizados e um alto indice de mortalidade, como se pode observar

do levantamento apresentado na Tabela IV.1.

Concentracdo| No total de | No de animais| Percentual No de Percentual de
(mg/kg) animais | kindelizados |kindelizagdo|  Obitos mortalidade
40 57 5 8,77 38 66,67
45 33 7 21,21 13 39,40
Total 90 12 13,33 51 56,67

Tabela 1V.1- Resultados do processo de kindelizagdo com PTZ em animais experimentais

Foram kindelizados 5 dos 57 animais tratados com concentragdao de 40mg/kg de
PTZ e 7 dos 33 animais tratados com concentracao de 45mg/kg de PTZ. Dessa forma,
durante todo o processo foram kindelizados apenas 12 animais, representando um
percentual de kindelizagdo em torno de 13%.

Todos os animais kindelizados receberam até a 3* ou 4* aplicagcdo de PTZ. Os
animais que nao alcancaram o estado kindling e que resistiram as sessdes de aplicagao
continuaram recebendo a droga até completar a 15? aplicacdo, sendo descartados apos
esse periodo. Muitos animais alcangaram o estagio 5 da escala de referéncia (elevagdo
continua seguida de queda e crises clonicas secundariamente generalizadas) em duas
aplicagdes subseqiientes, mas retornaram ao estagio 2 (sacudidas de cabeca e clonias
faciais intensas), 3 (clonia unilateral de membros anteriores) ou 4 (elevagao,
frequentemente acompanhada por clonia bilateral de membros anteriores) na aplicagdo
seguinte. Nesse caso, as tentativas de kindelizagdo continuaram, ja que os animais s
sdo considerados kindelizados apds manifestarem crises de estdgio 5 em trés dias

consecutivos de aplicagdo (Protocolo de Franke, 2001).
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O percentual de mortalidade observado foi de 66,7% para o grupo de animais
tratados com concentracdo de 40mg/kg de PTZ e 39,4% para o grupo de animais
tratados com concentracdo de 45mg/kg de PTZ, ficando o percentual de mortalidade
total em 56,7%. O indice de mortalidade em fun¢do da sessdo de aplicacdo da droga,
para animais tratados nas duas concentragoes utilizadas, pode ser analisado com maiores
detalhes nos histogramas apresentados na Tabela [V.2.

Dentre os animais tratados a concentra¢do de 40mg/kg de PTZ, 24,6% adquiriu
resisténcia a droga, sobrevivendo até a 15" sessdo. Ja para os animais tratados com a

maior concentrag¢do o indice de resisténcia foi de 39,40%.

indice de Mortalidade (40mg/kg PTZ) indice de Mortalidade (45mg/kg PTZ)
12 4 6 -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Tabela 1V.2 - indice de mortalidade por sessdo de aplicagio do PTZ. (A) representa o grupo de animais
tratados a concentragdo de 40mg/kg de PTZ e (B), o grupo de animais tratados a concentragdo de

45mg/kg de PTZ.

V.2 - Parametros do PE

Os resultados apresentados nesse trabalho referem-se aos parametros PE obtidos
de 12 experimentos realizados com animais kindelizados e de 6 experimentos realizados
com animais controle (9 semanas).

O sinal elétrico gravado foi analisado utilizando-se programas desenvolvidos no
LANEC, em plataforma MATLAB, que permitiram calcular as varidveis
correspondentes aos eventos epileptiformes denominados bursts. Foi utilizada uma
amostra experimental de 70 bursts, referentes a 5 experimentos realizados com animais
kindelizados com PTZ a concentragdo de 40mg/kg de PTZ; 98 bursts, referentes a 7
experimentos realizados com animais kindelizados com PTZ a concentracdo de

45mg/kg de PTZ e 84 bursts, referentes a 6 experimentos realizados com animais
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controle. Para obter essa amostragem foram utilizados 14 bursts de cada experimento,
correspondentes a um periodo de aproximadamente 20 minutos ap6s o inicio das AE’s.

Utilizando-se o método de comparagdes multiplas e andlise de varidncia, com
nivel de significancia igual a 5% (a =0.05), foram comparados os valores médios dos
parametros do PE, obtidos de experimentos realizados com animais kindelizados com as
concentragdes de 40mg/kg de PTZ (K40) e 45mg/kg de PTZ (K45) e de experimentos
realizados com animais controle. O método de comparagdes multiplas e andlise de
variancia ¢ executado realizando-se inicialmente a prova de Fisher para contrastar as
variancias dos grupos. Em caso de variancias ¢ numero de individuos diferentes para
cada grupo, como em nossos resultados, a comparagao dos grupos € baseada no teste de
Schefte.

Os valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro LT foram
iguais a 70+1,74, 66+3,51 e 42,43+3,14 min, respectivamente para os grupos Controle,
K40 e K45 (Figura IV.1). Foram encontradas diferencas significativas entre as médias
comparadas dos grupos Controle e K45 e K40 e K45. Essa analise teve como resultado

um p-value=0,0015306.
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Figura V.1 - Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro

LT dos grupos Controle, K40 e K45.

No grafico da Figura IV.2 estdo apresentados os valores médios com os
respectivos desvios padrao, encontrados para o parametro DC em cada grupo. Esses

valores foram iguais a 3,40+0,21, 4,15+0,28 e 7,07+0,45 mV, respectivamente para os
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grupos Controle, K40 e K45. Foram encontradas diferencas significativas entre todas as

médias comparadas ¢ um p-value = 0
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Figura 1V.2 - Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro

DC dos grupos Controle, K40 e K45

Os valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro PS foram
iguais a 0,24+0,03, 0,34+0,03 e 0,64+0,04 mV, respectivamente para 0s grupos
Controle, K40 e K45. Esses resultados estdo apresentados no grafico da Figura IV.3.

Foram encontradas diferencas significativas entre todas as médias comparadas e um p-

value = 0.
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Figura 1V.3 - Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro

PS dos grupos Controle, K40 e K45.
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No grafico da Figura IV.4 estdo apresentados os valores médios com os
respectivos desvios padrdo encontrados para o pardmetro Amax de cada grupo. Esses
valores foram iguais a 2,95+0,43, 4,49+0,39 e 8,334+0,63 mV, respectivamente para os
grupos Controle, K40 e K45. Foram encontradas diferencas significativas entre todas as

médias comparadas e um p-value = 0.

Amax PS (mV)

Controle K40 K45

Figura 1V.4 - Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro

Amax dos grupos Controle, K40 e K45.

Os valores médios e desvios padrao encontrados para o parametro DE foram
iguais a 18,86+1,15, 20,90+£3,59 e 23,224+0,70 s, respectivamente para 0S grupos
Controle, K40 e K45. Esses resultados estdo apresentados no grafico da Figura IV.5. Foi
encontrada diferenca significativa entre as médias comparadas dos grupos Controle e

K45. Essa analise teve como resultado um p-value=0,0011546.
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Figura V.5 - Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro

DE dos grupos Controle, K40 e K45
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O grafico da Figura IV.6 apresenta os valores médios e desvios padrao
encontrados para o parametro IE em cada grupo. Esses valores foram iguais a
35,96+1,96, 72,11+8,11, 50,62+1,77 s, respectivamente para os grupos Controle, K40 e
K45. Foram encontradas diferencas significativas entre todas as médias comparadas e

um p-value = 0.
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Figura IV.6 - Grafico representativo dos valores médios e desvios padrio encontrados para o pardmetro

IE dos grupos Controle, K40 e K45.

Diante dos dados apresentados ¢ possivel perceber que o PE de animais
kindelizados com a concentracdo de 40mg/kg de PTZ, quando comparado ao PE de
animais controle, apresentou aumento significativo dos parametros PS, Amax, DC e IE.
Ja o PE de animais kindelizados com a concentragao de 45mg/kg, quando comparado ao
PE de animais controle, apresentou aumento significativo em todos os parametros do
PE, com excecdo do pardmetro LT, que apresentou redu¢do significativa.

Entre os dois grupos kindelizados, observou-se um aumento significativo dos
parametros PS, Amax e DC, quando a concentragdo de PTZ para a kindelizagdo foi
aumentada. Os parametros IE e a LT foram significativamente menores em
experimentos com animais kindelizados com concentraciao de 45mg/kg de PTZ.

Na Figura IV.7 sdo apresentados trechos tipicos de cada grupo, assim
denominados por apresentarem pardmetros cujos valores se aproximam mais dos

valores médios de cada grupo.
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Amplitude (mV)

Time (s) e

Figura IV.7 - Trechos tipicos do PE extracelular de cada grupo. A) Grupo controle. B) Grupo dos
animais kindelizados com a concentragio de 40mg/kg de PTZ. C) Grupo dos animais

kindelizados com a concentragdo de 45mg/kg de PTZ

V.3 - Histoquimica

IV.3.1 - Analise Qualitativa

Para analise qualitativa da CG do GD do hipocampo de animais kindelizados nas
diferentes concentracdes ¢ de animais controle foi utilizado o método de coloracao
Nissl. A analise qualitativa das laminas indicou poucas variagdes ao longo do GD do
hipocampo das fatias de animais controle. Na Figura IV.8 apresenta-se um exemplo
tipico de uma lamina, onde se pode observar o GD do hipocampo de um animal
controle.

Ja& a andlise qualitativa das fatias de animais que receberam PTZ mostrou o
surgimento de “manchas brancas”, com aspecto de “vesicula”, em alguns trechos do
GD, que parecem ser lesdes. Foi verificada a perda da citoarquitetura normal do GD do
hipocampo, caracterizada por denso empacotamento normal das células. Esse
empacotamento foi substituido por zonas de palidez que parecem estar relacionadas a
um quadro de tumefacdo (edema). Microscopicamente (ampliagdo de 100 vezes) foi
possivel verificar em algumas células a perda de corpusculos de Nissl (reticulo

endoplasmatico) e o nucleo excentricamente localizado, deslocado para a periferia.

56



Exemplos dessas lesdes na regido do GD estdo indicadas nas Figuras IV.9 e
IV.10, com imagens de ldminas de animais kindelizados concentracdes de 40 e 45mg/kg
de PTZ, respectivamente. Por outro lado, na Figura IV.11 ¢é apresentada a imagem da
lamina de um animal que recebeu seis aplicacdes de PTZ, mas que apesar de ndo ter

sido kindelizado, apresentou uma intensa incidéncia de lesdes.

Figura IVV.8 - GD da fatia hipocampal de animal controle

57



Figura IV.9 - GD da fatia hipocampal de animal kindelizado (40mg/kg PTZ). Setas

azuis indicam exemplos de lesdes.

B », L d X ! TN A G, b

Figura 1V.10 - GD da fatia hipocampal de animal kindelizado (45mg/kg PTZ) - Setas

azuis indicam exemplos de lesoes.
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Figura IV.11 - GD da fatia hipocampal de animal que, apesar de ndo ter sido

kindelizado, recebeu 6 aplicagdes de PTZ. Setas azuis indicam exemplos de lesdes.

IV.3.2 - Célculo da Densidade Celular

Utilizando-se o método de comparagdes multiplas e analise de varidncia, com
nivel de significancia 5% (a =0.05), para comparar a densidade celular dos grupos em
regides especificas do GD, foi possivel verificar que os animais kindelizados nas
diferentes concentragdes apresentaram densidade celular menor do que os animais
controle em todas as regides do GD, ou seja, nas regides SP, AP e IP do GD.

Os valores encontrados para o p-value foram iguais a 0,0006, 0,0008 e
0,000058, para as regides SP, AP e IP, respectivamente. Como os valores encontrados
foram menores que 0,05, pode-se dizer que existem diferengas significativas entre as
médias comparadas.

Foram encontradas diferencas significativas entre as médias comparadas dos
grupos Controle e K40 e Controle e K45, em todas as regides do GD. O grafico da
Figura IV.12 apresenta os valores médios da densidade celular (célula/um®), com os

respectivos desvios padrao de cada grupo comparado.
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Figura 1V.12 - Densidade celular das regides SP, AP e IP do GD do hipocampo dos animais

O método de comparagdes multiplas e analise de varidncia, com nivel de
significancia 5% (a =0.05), também foi adotado para comparar a densidade celular entre
os grupos na regiao total do GD e do entorno do eletrodo, para cada fatia utilizada no
registro do PE. Os resultados indicaram diferencas significativas entre as médias

comparadas dos grupos Controle e K40 e Controle e K45, nas duas regides de analise.

Foi encontrado um p-value=3,54 x 10'5, para a comparacdo dos valores da

densidade celular dos grupos na regido do eletrodo e um p-value=6,20 x 10'5, para a
comparagdo dos valores da densidade celular dos grupos na regido total do GD.

Utilizando-se o teste t Student, com nivel de significancia igual a 5%, também
foi possivel comparar a densidade celular entre a regido total do GD e a regido do
entorno do eletrodo para cada grupo de animais, permitindo verificar que ndo existem
diferencas significativas entre as médias comparadas. Os valores encontrados para o p-
value foram iguais a 0,2632, 0,4134 e 0,9526, para os grupos C, K40 ¢ K45,
respectivamente.

O grafico da Figura IV.13 apresenta os valores médios encontrados para a
densidade celular (célula/um®) dos grupos com os respectivos desvios padrdo, tanto na

regido total do GD como na regido do entorno do eletrodo.
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Figura IV.13 - Densidade celular total do GD e da regido do entorno do eletrodo

61



V - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Com o processo de kindelizagao realizado, observou-se que, diferentemente do
kindling elétrico de amigdala (modelo de crises parciais complexas), que necessita de,
aproximadamente, 15 sessdes para efetivagdo do kindling, poucas sessdes sdo
necessarias para indugdo com PTZ. Os animais kindelizados atingiram a kindelizag¢ao
até a 3" ou 4" aplicagdo da droga. Por outro lado, o indice de mortalidade observado foi
no entorno de 56%. Esse alto indice, acreditamos, deve estar relacionado com a
toxicidade do PTZ. Considerando-se o indice de mortalidade em fun¢do da dose de PTZ
para o processo de kindelizagdo, a menor mortalidade verificada para a maior dose
parece estar associada ao fato de animais tratados a concentracao de 45mg/kg de PTZ
apresentarem maior chance de kindelizacdo. Esse fato, provavelmente, ao reduzir o
nimero de animais submetidos a continuacdo das sessdes de aplicacdo da droga,
resultou em um menor percentual de mortalidade. Complementando essa idéia, os
resultados sugerem que a utilizagdo de uma maior dose de PTZ parece ter induzido o
mecanismo de defesa dos animais a atuar de forma mais eficiente, resultando também

em uma maior resisténcia as crises nas aplicagdes subseqiientes da droga.

A kindelizacdo com dosagem maior de PTZ (45mg/kg) demonstrou efeitos
favoraveis a indugdo de crises ndo s6 para a aplicacdo aguda. Seus efeitos refletem
ainda posteriormente, quando da indugdo de crises ndo-sindpticas em fatias de
hipocampo dos animais tratados. Isso ¢ demonstrado pela redu¢do do pardmetro
laténcia, LT, em fungdo da concentragdao de PTZ, apontando que maiores concentragdes
da droga para a kindelizagdo implicam em maior predisposi¢ao a indugao de crises nao-
sinapticas. Esses efeitos posteriores do PTZ ficam ainda evidentes na morfologia dos

eventos epileptiformes.

Proposigdes tedricas sobre a génese do DC apontam para uma origem
eletroquimica desse potencial (ALMEIDA et al., 2004). Simula¢des computacionais
mostram que a provavel origem do DC sdo variagdes locais nas concentragdes idnicas
extracelulares. Essas alteragdes seriam responsaveis pela formag¢do de potenciais de
Nernst ao longo do espaco extracelular e um importante mecanismo de acoplamento
lento das atividades neuronais, também chamado de flutuagdes i6nicas (JEFFERYS,
1995). Os PS’s, associados a mecanismos acopladores rapidos, tais como efeito de

campo e conexdes eletrotonicas (TAYLOR e DUDEK, 1982) sdo variagdes rapidas do
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potencial extracelular, com a morfologia espiculada de um potencial de acao invertido,
oriundos da somagdo de campos elétricos gerados por disparos sincronos de potencias
de acdo por células neuronais do entorno do sitio de medi¢do. A duragdo do evento,
caracterizada pelo parametro DE, de acordo com simulagdes computacionais
(ALMEIDA et al., submetido), ¢ modulada pela relagdo entre as correntes de influxo e
efluxo de Na', respectivamente, pelos canais idnicos e pela bomba de Na/K. De acordo
com esse modelo tedrico, a duracdo do evento consiste do intervalo de tempo
estabelecido entre o ponto 1° ponto critico, definido pelo momento em que o influxo de
Na' pelos canais supera seu efluxo pela bomba de Na/K, e o 2° ponto critico, definido
pelo momento no qual o efluxo de Na' pela bomba supera seu influxo pelos canais. Por
outro lado, o pardmetro IE é definido pelo intervalo de tempo entre o 2° ponto critico de
um evento e o 1° ponto critico do evento subseqiiente. Portanto, as tendéncias de
variagdo dos parametros, observadas para os grupos estudados, que foram: aumento de
DC, PS, DE e reducao de IE (com o aumento da dose) e LT, evidenciam de forma clara
que a kindelizacdo com PTZ favorece a indugdo de eventos epileptiformes ndo-

sinapticos.

Em particular, o aumento observado dos PS’s corrobora os achados de
RUTHRICH et al. (1996, 2001) e KRUG et al. (1997), que observaram que o kindling
com PTZ induz uma nova forma de potencia¢do, caracterizada pelo aumento dos
potenciais de campo evocados no GD, depois da aplicacdo de pequenas doses teste de
PTZ em animais ja kindelizados. Hassan (2000) também observou que 48 horas apés a
estimulagdo tetdnica do GD, os animais que recebem intraperitonealmente uma
dosagem de 20 mg/kg de PTZ apresentam aumento da amplitude dos PS’s até 24 horas
depois da injecdo da droga. A ac¢io do PTZ reduzindo as correntes de K™ dependente de
voltagem, para potenciais transmembranicos ligeiramente negativos e para potenciais
positivos, conforme observado por MADEIJA et al. (1996), pode resultar em aumento da
amplitude os potenciais de acdo e, por conseguinte, dos PS’s. Entretanto, como
observam os proprios autores, os resultados obtidos foram baseados na perfusdo de
oocitos de Xenopus laevis com PTZ, e ndo se pode afirmar por quanto tempo persistem
os efeitos do PTZ no tecido. Portanto, pode-se suspeitar que esses efeitos possam ser
reproduzidos no hipocampo, apesar de serem ainda necessdrias observagdes diretas

sobre essa estrutura cerebral.
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O surgimento de lesdes na CG do GD, como mostram as analises histologicas,
ficando clara a reducdo da densidade celular, com caracteristicas de processos
inflamatorios, possivelmente originados da reacdo do tecido a agressdo local induzida
pelo PTZ, pode ajudar a entender as alteragcdes observadas no PE. VEZZANI (2006)
aponta que a presenca de reagdes inflamatorias em pessoas com varios tipos de
desordens epilépticas e causadas por diferentes origens sugere hipoteses sobre a
etiologia de inflamagdes no desenvolvimento de epileptogéneses e na ocorréncia de
crises espontaneas. Dentre os efeitos da agressdo local do PTZ no tecido deve-se
considerar também um possivel desencadeamento da morte neuronal por necrose, que
habitualmente provoca inflama¢dao no local afetado e que também pode ser
desencadeada pelo influxo exagerado de calcio nas células. Esse influxo anormal de
calcio nas células ja foi verificado em trabalhos anteriores que indicam que kindling
com PTZ conduz a aumentos da densidade e da sensibilidade dos receptores NMDA na
regido do hipocampo (SCHROEDER et al., 1998) e também a aumentos do numero de
locais de ligacdo dos receptores AMPA, principalmente daqueles que contém
subunidades permeaveis ao calcio (EKONOMOU et al., 2001). Além disso, na andlise
histologica das fatias, principalmente na analise da reducdo da densidade celular, pode
se considerar a possivel inducdo de edema celular no hipocampo de animais
kindelizados. Acredita-se que concentragdes excitotoxicas de glutamato causam
despolariza¢ao excessiva do neurdnio pos-sinaptico e, consequentemente disturbios da
homeostasia idnica e energética, ativacdo de enzimas liticas mediadas por calcio,
geracao de radicais livres, lesdo mitocondrial e edema osmotico, podendo levar a lise
celular (BARBOSA et al., 2006). As células afetadas por esse disturbio podem
apresentar aumento de volume (reduzindo o EEC) e uma colora¢do mais palida, como
sugerem 0s nossos resultados.

Processos degenerativos, caracterizados por alteragdes ultraestruturais em
neurdnios e glias, provavelmente induzidos por excitoxicidade, foram observados em
ganglios de Helix pomatia perfundidos com PTZ (Schulze-Bonhage et al., 1995). Os
autores observaram, ainda, uma possivel agdo fagocitotica glial, permitindo especular
sobre efeitos secundarios atuando nas atividades neuronais. O mais importante seria a
reducdo da capacidade de ativagdo das glias na regulacdo das concentragdes de K'
extracelular, o que, segundo os autores, pode reverter em despolarizagdo neuronal,
influxo de Ca™" e degeneragdo neuronal secundaria. Uma redugédo da fungdo regulatoria

da [K'],, mediada pelas glias, pode explicar o aumento da componente DC, observado
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no presente trabalho, normalmente associado com o aumento da [K'],. Outro fator que
pode contribuir para o aumento da componente DC ¢ a reducgao do espago extracelular e
o aumento da tortuosidade do meio. A ocorréncia de "sprouting" das fibras musgosas do

GD (HASSAN et al., 2000) pode implicar nessas alteracdes.

O aumento da [K'], reportado, aliado a reducdo da expressdo de KCC2 e ao
aumento da expressdo de NKCCI, podem implicar em aumento da [Cl'};. Apesar das
variagdes na expressdo desses cotranspotadores terem sido evidenciadas, até o
momento, apenas em modelos de indugdo de kindling elétrico (RIVERA et al., 2000;
OKABE et al., 2002), ¢ bem provavel que essas variagdes ocorram em modelos de
indu¢do de kindling com PTZ, uma vez que as alteracdes na expressao dos
cotransportadores de cloreto podem estar relacionadas também a indugdo de lesdes no

tecido (COULL et al., 2003; JIN et al., 2005).

A relagdo entre a alta [K'], e o acimulo de [C17; j& foi relatada em trabalhos
anteriores. JENSEN et al. (1993) e, mais recentemente, por meio de simulagdes
computacionais, ALMEIDA et al. (2008) observaram que a elevagio da [K'],
corresponde aumento da [Cl];. Essa dependéncia entre os dois ions verificou-se ser
mediada pelos cotransportadores KCC2 (DeFAZIO et al., 2000). De acordo com
PAYNE et al. (1997), sob baixas [Cl]; e altas [K'],, condi¢des termodinadmicas podem
induzir os contransportadores a atuar em sentido reverso, acumulando CI intracelular.
No segundo caso, observado em injurias cronicas do neocortex (JIN et al, 2005) e em
camundongos kindelizados (RIVERA et al., 2002), indicam um impedimento da
extrusao de CI pelos KCC2, associada a redugao da expressao desses cotransportadores,
apos injuria e kindelizagdo. Nas duas situagdes, o aumento da [Cl]; aumenta a
excitabilidade. Isso deve implicar em aumento do influxo de Na' relativamente ao seu
efluxo pela bomba de Na/K, aumentando a dura¢do do evento, portanto da componente
DE, e diminuindo o intervalo entre eventos, quantificado pela redugdo do parametro IE,
justificando as observacdes feitas para os animais kindelizados com PTZ. Também, a
reducdo do pardmetro LT sugere que a predisposi¢do a indugdo de crises em fatias de
hipocampo de animais kindelizados deve estar associada a reducdo da expressdo de

KCC2, muito provavelmente, resultante do mencionado efeito lesional do PTZ.

As alteracdes no pardmetro IE do PE de animais kindelizados, para os quais

observam-se aumentos independentes da concentra¢do, parecem estar associadas a
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redu¢do do volume extracelular, implicando em maior eficiéncia da bomba de Na/K,

com conseqiiente aumento do periodo interictal ou IE.
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VI - CONCLUSAO

A kindelizagdo com PTZ promove lesdes que favorecem a excitabilidade
neuronal e as conexdes nao-sinapticas, contribuindo para a sustentagdo das crises
epilépticas tipicas do modelo experimental, mesmo quando da auséncia de mecanismos
excitatorios sindpticos. Isso pode explicar situacdes em que o modelo experimental se
demonstra refratario a atuag¢do anti-epileptogénica de drogas de agdo sinaptica,
indicando a possivel efetividade do uso de drogas de agdo bloqueadora de

cotransportadores de cloreto no tratamento das epilepsias.

Propostas para continuacéo do trabalho

- Investigacdo da expressdo dos cotransportadores KCC2 e NKCCI no GD do

hipocampo de animais kindelizados com PTZ.

- Investigacdo da atuagdo de drogas com acdo bloqueadora de cotransportadores
de cloreto, como a furosemida, por exemplo, em animais kindelizados submetidos a

inducdo de AE’s ndo sinapticas.

- Investigacdo histoldgica dos efeitos do PTZ sobre o tecido em intervalos de

tempo variados.

- Investigacao da distribui¢do do sprouting no EEC a partir da marcagao celular

das fatias do hipocampo por meio do método Neo Timm;

- Investigacdo dos efeitos do bloqueio das conexdes-sindpticas em animais
submetidos a indu¢do de epilepsia por meio do kindling elétrico de amigdala, com
analise da expressao dos cotransportadores de cloreto, do sprouting no EEC e dos efeitos

induzidos no GD do hipocampo dos animais em intervalos de tempo variados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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