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Os estados de excitabilidade e refratariedade ao longo de atividades
epileptiformes induzidas na presenca exclusiva de mecanismos nao-sindpticos de
acoplamento permanecem ainda com poucos estudos. Neste trabalho investigou-se
como 0s mecanismos ndo-sinapticos, induzidos em fatias de hipocampo por meio de
perfusdo com zero-célcio e alto potassio, modulam a excitabilidade interictal utilizando-
se dois protocolos. No primeiro, os estimulos foram aplicados apds eventos
espontaneos, em diferentes intervalos de tempo e intensidade, permitindo avaliar a
refratariedade pos-evento. No segundo protocolo, apds inducdo das atividades
espontaneas, estas foram suprimidas reduzindo-se o nivel de potéassio extracelular. Pares
de estimulos foram aplicados com diferentes intervalos inter-estimulos e com diferentes
concentragdes de potassio extracelular. Simulagdes computacionais dos mesmos
experimentos foram utilizadas para andlise dos resultados experimentais e identificagao
dos mecanismos biofisicos envolvidos. Os resultados permitiram identificar trés sub-
periodos que constituem o periodo interictal. BI, caracterizado por uma excitabilidade
elevada, imediatamente posterior ao periodo ictal, BII, exibindo um aumento da
refratariedade a deflagracdo de eventos. BIII, caracterizado por um aumento da

excitabilidade pré-ictal. Conjectura-se que esses trés sub-periodos correspondam,



respectivamente, as ocorréncias de atividades pods-ictais, depressdo interictal e

atividades pré-ictais.
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The study of the excitability and refractoriness along of the epileptiform
activities induced by non-synaptic coupling mechanisms is still not very well explored.
In the present work, the effects of the non-synaptic mechanisms on the interictal
excitability and refractoriness were investigated along of activities induced in
hippocampus slices by means of zero-calcium and high potassium solution. Two
protocols were utilized. First, the stimuli were applied after spontaneous events, at
different time intervals and intensity, allowing evaluating the refractoriness pos-events.
Second, the spontaneous activities were suppressed reducing the extracellular potassium
at different levels and pairs of events were deflagrated by paired pulse stimulation.
Computational simulations of the same experiments were performed aiming at to
analyze the experimental data and to identify the biophysical mechanisms involved. The
results allowed identifying three different sub-periods along of the interictal interval:
BI, characterized by high excitability after ictal; BII, refractive to inducing events; BIII,
the returning excitability. The biophysical mechanisms identified to be related to each

sub-period are: post-ictal activity, interictal depression and preictal activity.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

A epilepsia ¢ uma classe de desordem neuronal, definida como uma condi¢do
neurologica cronica caracterizada por crises epilépticas recorrentes. O termo crises
epilépticas pode ser definido como manifestacdes clinicas de excessiva e/ou hiper-
sincrona atividade anormal de neurdnios do cortex cerebral. Para estudo do papel e da
importancia de determinados mecanismos na geracdo, sustentagdo e finalizacdo de
crises epilépticas ¢ interessante recorrer a modelos experimentais, cujas atividades, por
se assemelharem aquelas epilépticas sao denominadas atividades epileptiformes (AE)
(ENGEL, 1995).

A formagdo hipocampal tem sido identificada como importante em processos de
geracao e sustentacao de crises epilépticas. Devido a sua composicao estratificada e ao
denso empacotamento de células neuronais, essa regido facilita a ocorréncia de crises
epileptiformes, tanto in vivo como in vitro, em particular a regido denominada giro
denteado (GD). O GD, acredita-se, funciona como um filtro de entrada que restringe o
fluxo de atividades anormais na formacao hipocampal (STRINGER et. a/.,1989). Uma

das estratégias utilizadas para investigar como o GD perde esse papel de filtro, ¢ a

indugdo de bursts prolongados, similares aos registrados in vivo (SCHWEITZER et al.,
1992). Esses bursts sdo produzidos aumentando-se [K'], ¢ diminuindo [Ca], € ndo
requerem transmissao sindptica para sua expressao € sdo, por isso, denominados
atividades epileptiformes nao-sinpapticas (AENS) (PAN e STRINGER,1996).

Pouco se sabe sobre as variacdes de excitabilidade e refratariedade das AENS no
decurso de suas ocorréncias. Para melhor elucidar essa questdo, o presente trabalho teve
como objetivo entender como mecanismos ndo-sinapticos modulam a excitabilidade e
refratariedade do periodo interictal. A investigagdo constou de trés etapas: 1) estudo da
influéncia da intensidade de um estimulo na capacidade de se evocar um evento
epileptiforme, para cada momento do periodo interictal; ii) estudo da refratariedade das
atividades epileptiformes nao-sinapticas sob diferentes condigdes de excitabilidade; iii)
analise dos resultados experimentais, comparativamente as simulagdes com modelo
computacional, verificando a atuagdo e influéncia dos principais mecanismos
subcelulares.

No capitulo II, ¢ feita uma revisdo da literatura, onde sdo mostradas algumas

definigdes acerca da epilepsia. A seguir, sdo descritos mecanismos envolvidos na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=

geracdo, sustentacdo e finalizacdo de crises epilépticas. Depois, sdo apresentadas as
atividades epileptiformes como um instrumento experimental para o estudo das crises
epilépticas e o capitulo ¢ finalizado com alguns conceitos de refratariedade.

No capitulo III, sdo apresentados, com detalhes, os procedimentos experimentais
para o registro eletrofisiologico e de eletroestimulacdo. Na seqiiéncia, sdo expostos 0s
métodos de analise do potencial elétrico e os métodos de simulagcdes computacionais.

Os resultados experimentais € computacionais sdo apresentados e comparados no
capitulo IV. A discussdo desses resultados ¢ feita no capitulo V, onde, a partir dos dados
encontrados na literatura, ¢ feita uma certificacdo dos experimentos e simulagdes
computacionais.

No capitulo VI, sdo mostradas as conclusdes gerais do trabalho, e suas contribuigdes
para o entendimento de como os mecanismos ndo-sinapticos estdo envolvidos na

modulagdo da excitabilidade e refratariedade das atividades epileptiformes.



CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

I1.1 — Epilepsia

Os povos antigos acreditavam que as crises epilépticas estivessem ligadas a religido,
e sua manifestacdo era considerada sobrenatural e deveria ser tratada com poderes
sobrenaturais. Em 1824, Calmeil tentou classificar as crises epilépticas de acordo com
seus sintomas. A primeira distingdo entre crises parciais e generalizadas foi feita por
John Hughlings Jackson, que prop6s uma classificacio baseada na localizacdo
anatomica. A eletroencefalografia, introduzida em 1929, por Hans Berger, ajudou no
entendimento da epileptogénese (ENGEL,1989).

Atualmente, sabe-se que epilepsia ¢ uma classe de desordens neuronais, definida
como uma condi¢do neuroldgica cronica, caracterizada por crises epilépticas recorrentes
(FISHER et. al., 2005). O cérebro normal pode produzir crises epilépticas em reagao a
estimulos nocivos, porém, isso ndo evidencia a presen¢a de condi¢dao cronica e ndo ¢
razao suficiente para se diagnosticar a epilepsia (ENGEL, 1995).

As sindromes epilépticas sdo classificadas como idiopaticas, quando a condi¢ao ¢
transmitida geneticamente, e como sintomadticas, quando aparecem em conseqiiéncia a
um distarbio cerebral (ENGEL,1995). Na epilepsia idiopatica, a maioria das crises ¢
generalizada. Na epilepsia sintomatica, as crises sdo do tipo parcial e podem, ou nao, se
generalizar (ENGEL, 1995).

A epilepsia ¢ a segunda condicdo neurologica mais comum, atingindo até 1% da
populagdo mundial. Em paises desenvolvidos, a incidéncia de epilepsia ¢ de 50 por
100000 pessoas. Devido a ineficiéncia sanitaria e do sistema publico de saude, a
incidéncia em paises em desenvolvimento sobe para 100 por 100000
(SRIDHARAN,2002). Dados de 1983 mostram que em paises desenvolvidos, como a
Dinamarca, a incidéncia de epilepsia ¢ de 39 por 100000 pessoas. Para paises em
desenvolvimento, como o Equador, a incidéncia pode chegar a 190 por 100000 como
apontam dados de 1992 (SRIDHARAN,2002). A incidéncia especifica, de acordo com a
idade, mostra uma curva em U, sendo alta nas pessoas durante os primeiros meses de

vida, baixa durante a vida adulta e alta durante a velhice.



I1.2 — Crises epilépticas

As manifestacdes comportamentais associadas as crises epilépticas dependem da
funcionalidade das regides onde ocorrem, podendo envolver alteracdes da consciéncia,
respostas motoras, além de outros sintomas (ENGEL, 1989).

Para melhor caracterizagdo dos sintomas desenvolvidos pelos pacientes, as crises
epilépticas recebem diversas classificagdes, dependendo de como a crise se inicia, onde
se localiza e do tipo de manifestagdes clinicas (FISHER et. al.,2005).

Outra forma de classificagdo depende da presenga, ou ndo, de um evento
desencadeador. As crises podem ser “ndo-epilépticas”, quando provocadas por um
estimulo, por exemplo: tratamento de eletrochoque ou por convulsivantes quimicos, e
“epilépticas”, quando sdao desencadeadas sem estimulo prévio (FISHER et. al., 2005).

Podem também ser classificadas quanto a regido afetada, sendo parciais (focais),
quando se restringem a uma determinada area do tecido cortical, ou generalizadas,
quando ativam os dois hemisférios cerebrais, principalmente as estruturas mesiais
temporais (FISHER et. al., 2005).

Quando ndo h4 perda de consciéncia, as crises parciais sdo caracterizadas como
simples, quando hd, como complexas (ENGEL,1995). As crises parciais,
frequentemente, duram poucos segundos ou minutos e suas manifestacdes clinicas estao
relacionadas a regido afetada. As crises inicialmente parciais 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 sao iniciadas (ENGEL,1995).

O termo ictal refere-se a registros eletrofisisiologicos caracteristicos de uma crise
epiléptica (MCNAMARA, 1994; FISHER et. al., 2005). Os eventos pods-ictais sdo
transientes clinicos ou anormalidades eletrofisiolégicas da func¢do cerebral, que
aparecem imediatamente apos os eventos ictais (MCNAMARA, 1994). Os registros
interictais sdo eventos compreendidos entre um estado pds-ictal € o comego do proximo
evento ictal MCNAMARA, 1994).

Os mecanismos bdasicos das crises epilépticas, sejam focais ou generalizadas,
parecem ser os mesmos, independentes da estrutura em que ocorrem (HEINEMANN,
1987). O estudo desses mecanismos se da pela inducao de crises em modelos animais
que sdo conhecidas como atividades epileptiformes (AE’s). Sua inducdo se d& pelo
desequilibrio entre influéncias despolarizantes e hiperpolarizantes (MCCORMICK e

CONTRERAS et. al.,2001). O entendimento dos mecanismos que geram, sustentam e



terminam as crises epilépticas possibilita o desenvolvimento de novos tratamentos para

esta doenga (SARKISIAN,2001).

I1.2.1 — Geracio de crises epilépticas

O desenvolvimento de crises epilépticas pode estar ligado, basicamente, a trés
fatores, (figura II.1): (1) Desequilibrio despolarizante, que ocorre quando hd uma
desinibig¢do sinaptica, aumento na eficiéncia de sinapses excitatorias ou variagdes nas
correntes intrinsecas de membrana; (2) Presenca de células geradoras de bursts, que
podem estar presentes normalmente ou serem resultado de degeneracdao patologica; e,
por ultimo, (3) presenga de mecanismos sincronizadores que, por meio de efeitos
sinapticos e ndo-sinapticos, recrutam uma populacdo de neuronios “normais” a entrar

em atividade (HEINEMANN, 1987). Cada um desses fatores ¢ discutido a seguir.

Neurbnios
geradores de burst
2) \

Desequilibrio \ . —
despolarizante Sincronizagéo
(1) (3)
Neurénios /

“‘normais”
)

Figura I1.1 — Diagrama esquematico das condigdes necessarias para o inicio de uma crise epiléptica
(HEINEMANN, 1987). Um desequilibrio despolarizante pode resultar de uma desinibigdo
sindptica, aumento na excitagdo sindptica ou de uma variacdo nas propriedades intrinsecas da
membrana. Essa despolarizagdo excita neurdnios geradores de burst , juntamente com neurdnios
“normais”, que se sincronizam. A sincronizag@o, por sua vez, atua novamente sobre os neuronios

geradores de bust, gerando uma atividade intensa e hipersincrona.

Desinibigdo sindptica
A inibi¢do sinédptica, normalmente, leva o potencial transmembranico para niveis

abaixo do limiar de disparo e impede a sincronizacdo de células geradoras de burst



(ACHARYA,2002). O principal neurotransmissor inibitdrio, presente no neocortex,
hipocampo e outras estruturas do cérebro, ¢ o acido gama-amino-butirico, 0 GABA. O
GABA atua em receptores que abrem canais de CI' ¢ K" (DITCHER, 1989). A
desinibicdo sindptica aumenta a excitabilidade durante reducdo na sintese, na liberacao
e/ou na atuagdo dos neurotransmissores inibitorios. A diminui¢do na eficiéncia inibitoria
também ocorre quando gradientes i0nicos sdo alterados (HEINEMANN, 1987).

A perda de neurdnios gabaérgicos e a atuagcdo de drogas como a aliglicina podem
reduzir a producdo do GABA (DITCHER, 1989). Mesmo que haja producdo, sua
liberagdo pode ser diminuida, quando a [Ca®'], estd reduzida. A presenca de
antagonistas de GABA, como a bicuculina, impede que haja inibi¢do. Quando E¢ e Ex
estdo acima do potencial transmembranico, mesmo que o GABA seja sintetizado,
liberado e atue em seu receptor, a abertura de canais de Cl" ¢ K" ndo ¢ capaz de

hiperpolarizar as células (HEINEMANN,1987).

Aumento na excitagdo sinaptica

A excitacdo sinaptica eleva o potencial transmembranico, podendo levar as células a
despolarizagoes recorrentes (DITCHER, 1989). Uma forma de excitar o sistema ¢
aumentar a eficiéncia das sinapses excitatorias. Isso ocorre quando ha um aumento da
liberacdo e recepc¢ao de neurotransmissores excitatorios, ou diminui¢do da recaptacao

desses neurotransmissores (HEINEMANN, 1987).

Variacdo nas correntes intrinsecas de membrana

A diminuicdo das correntes hiperpolarizantes, ou o aumento nas correntes
despolarizantes, aumenta a excitabilidade do tecido, podendo iniciar uma crise
epiléptica. As principais correntes hiperpolarizantes da membrana sdo as de potassio e
da bomba de Na/K. As correntes de sodio e calcio representam as principais correntes
ionicas despolarizantes (HEINEMANN, 1987).

A redugdo nas correntes de potassio acontece quando ha um aumento na [K'],, uma
reducdo na expressao de canais de K, ou durante um bloqueio desses canais existentes
na membrana celular. A bomba de Na/K ¢ fundamental no estabelecimento do potencial

de repouso das células. A inibi¢do desse mecanismo eleva o potencial celular, além de

aumentar a [K"], mantendo o sistema excitado (VAILLEND et. al., 2002).



O aumento na expressdo de canais de Na" e Ca’" e a abertura persistente desses
canais elevam o potencial transmembranico, aproximando-o do limiar de excitabilidade
(DITCHER, 1989). A inativagdo lenta de canais de Na" é outro fator que leva a
despolarizagdo (WALLACE et. al,1998). Essas correntes contribuem para a
sustentacdo de despolarizagdes, fazendo com que as células apresentem bursts

espontaneos (HEINEMANN, 1987).

Células geradoras de bursts

Quando os efeitos despolarizantes superam os hiperpolarizantes, células geradoras
de bursts podem levar com mais facilidades outras células a despolarizagao
(HEINEMANN, 1987). Essas cé¢lulas geradoras de bursts podem estar presentes em
condi¢des fisiologicas (bursts autdbnomos) ou em condigdes patologicas (bursts
induzidos), como no caso do aumento da concentragdo de potassio e diminui¢do da de
calcio extracelular (PAN e STRINGER, 1996).

Um desequilibrio despolarizante que ocorra devido aos fatores discutidos
anteriormente deve conduzir um conjunto de células a despolarizacdo. Essa condi¢do
patologica transformard células “normais” em células geradoras de bursts, que, na

presenga de mecanismos sincronizadores, levardo o sistema a entrar no periodo ictal.

Sincronizagdo

A sincronizacao das atividades neuronais intensas ocorre por diferentes mecanismos
sindpticos e ndo-sindpticos, tais como: sinapses excitatorias, efeitos de campo elétrico,
acoplamento efaptico, flutuagdes idnicas, gap-junction e liberagdo de neuromoduladores
(DICHTER e AYALA,1987).

Durante uma atividade neuronal intensa, as células liberam neurotransmissores
excitatorios que se ligam a receptores gerando potenciais excitatorios pds-sinapticos
(PEPS). Esses potenciais elevam o potencial transmembranico, facilitando a
despolarizagdo, podendo levar outras células a uma atividade neuronal intensa.

As correntes transmembranicas de um neurénio em atividade geram um campo
elétrico que afeta, de forma inversamente proporcional a distancia, outros neurdnios
vizinhos. Nesse caso, esse acoplamento pode contribuir para a sincronizagdao dos
neurdnios, durante as descargas epileptiformes (DUDEK et al., 1998; TAYLOR e
DUDEK, 1982; JEFFERYS e HAAS, 1982). Esses campos podem ndo ser suficientes

para provocar a despolarizagdo de uma célula de modo a retira-las do repouso e fazé-las



alcancar o limiar de disparo para o potencial de agdo (BINDMAN et al., 1964). Mas,
esse efeito se torna significativo quando conjuntos de neurdnios estdo proximos do seu
limiar de disparo, e funciona como gatilho para a ocorréncia de um population spike
(PS).

O acoplamento efaptico se d4 quando hé interagdo de membranas neuronais muito
proximas (JEFFERYS, 1995). Esse efeito ocorre devido a grandes potencias
extracelulares, que promovem despolarizacdes transmembranicas de neurdnios
adjacentes. Embora muitos autores considerem diferentes os termos transmissiao
efaptica e efeito de campo elétrico, o que se observa ¢ que, em ambos os casos, ha
interacdes neuronais mediadas por correntes elétricas fluindo através do espago
extracelular (JEFFERYS, 1995). O termo interacao efaptica ¢ utilizado, por alguns
autores, para designar um tipo especifico de comunicacdo elétrica entre neurdnios
vizinhos de grande proximidade.

Viérios ions encontrados no meio extracelular modulam a atividade neuronal
(KONNERTH et al., 1984; JEFFERYS e HAAS, 1982; PAN e STRINGER, 1996;
XIONG e STRINGER, 2000). O aumento na concentragdo extracelular do K* eleva a
excitabilidade do tecido, provocando descargas neuronais espontaneas. A concentracao
extracelular dos ions Ca*" ¢ Mg?* também afeta a excitabilidade neuronal. A redu¢do da
concentracao de cations divalentes reduz a blindagem eletrostatica e o campo elétrico
atuante através da membrana. Esse efeito ¢ semelhante a despolarizacao
transmembranica (JEFFERYS, 1995). A gera¢do de potenciais de agdo esta diretamente
ligada as flutuagdes do ion Na', pois é seu influxo que causa a despolarizagdo do
potencial transmembranico. Assim, varia¢des no gradiente do Na® variam a amplitude
do potencial de ag¢do. Desta maneira, observa-se que as flutuagdes idnicas possuem um
papel importante na sincronizacdo de AE’s ndo sinapticas, apesar delas ndo se
mostrarem capazes de sincronizar descargas neuronais a ponto de surgirem PS’s no
meio extracelular (CARVALHO, 2003).

As gap-junctions unem eletronicamente os citoplasmas de duas células
(MACVIVAR ¢ DUDEK, 1982; JEFFERYS, 1995; VELAZQUEZ ¢ CARLEN,2000).
Essa unido ¢ feita por um anel de seis proteinas idénticas que formam um canal de
aproximadamente 1,5 nm de diametro. Assim, quando um neurdnio se despolariza,
outro ligado perceberd essa despolarizagdo devido a passagem direta de ions do
citoplasma de uma célula para outra. Estudos tém comprovado a existéncia desse

acoplamento em sistemas nervosos de vertebrados e invertebrados, sendo mais comuns



nos invertebrados (BENNETT e SPRAY, 1985). Em vertebrados, tal acoplamento ¢é
menos proeminente em neurdnios adultos do que as transmissdes quimicas (BENNETT,
et al.,, 1996) e, mesmo em células jovens, somente um pequeno percentual dessas
estruturas deve atuar sobre condi¢cdes normais.

A geracao de crises epilépticas ndo estd somente ligada a mecanismos sindpticos de
excitacido (TAYLOR e DUDEK,1982; JEFFERYS e HAAS, 1982). Existem
mecanismos intrinsecos a membrana que respondem a mudangas no meio extracelular,
levando algumas células a um estado excitavel independente de conexdes sinapticas
(PAN e STRINGER, 1996). Isso norteou muitas pesquisas que estudam influéncias de

mecanismos nao-sinapticos na geragao de crises epilépticas.

I1.2.2 — Sustentaciio de crises epilépticas

Uma vez que o sistema se encontra no estado excitavel e inimeras células entram
em atividade, na presenca de mecanismos sincronizadores, uma crise epiléptica pode se
iniciar e se sustentar por meio de componentes que formam uma retro-alimentagao
positiva. Durante a crise, hda uma grande entrada de célcio e saida de potassio dos
neurénios (HEINEMANN et al. 1986). A entrada de célcio se deve a liberagdo
excessiva de neurotransmissores ¢ a saida do potassio se da pelo aumento da sua
permeabilidade (HEINEMANN et al. 1986).

A diminui¢do da [Ca®'], reduz a inibicdo do sistema, aumenta a excitabilidade
neuronal, com a perda do efeito de blindagem (HILLE, 1992), e diminui a pos-
hiperpolarizacdo (PAN e STRINGER,1996). Depois de um burst, os neurdnios
apresentam uma corrente poOs-hiperpolarizante (do inglés, afterhyperpolarization ou
AHP) que é gerada por canais de K dependentes de Ca*". A redugdo na [Ca®'], implica
na diminui¢do das correntes AHP, que ajudam na manuten¢@o do equilibrio do sistema
(PAN e STRINGER, 1997).

O aumento na [K'], eleva o Eg, levando a uma redu¢do das principais correntes
hiperpolarizantes dependentes desse ion. O potencial transmembranico tem uma intima
ligagdo com o Vg e o aumento do mesmo faz com que as células se despolarizem com
mais facilidade (MCNAMARA, 1994). As correntes AHP dependentes do K* diminuem
quando hd um aumento na [K'],, além da redugdo de potenciais inibitorios-pds

sinapticos (PIPS) (PAN e STRINGER, 1997).



Concentragdes extracelulares de CI' e Na" também tém uma variagdo em seus
valores durante atividades neuronais intensas. Medidas experimentais revelaram um
aumento nas concentracdes extracelulares de CI' (LUX et al., 1986) concomitante a
diminui¢do da concentragdo de Na" (DIETZEL et al., 1982). Essas altera¢des i6nicas
sdo, em parte, balanceadas por um decréscimo do espaco extracelular. A redugdo do
volume extracelular aproxima as células, aumentando o efeito sincronizador do campo
elétrico (MCNAMARA, 1994), que ¢ um mecanismo acoplador dessas atividades
intensas.

A Figura II.2, mostra um diagrama esquematico resumido dos provaveis

mecanismos mostrados anteriormente, responsaveis por sustentar uma crise epiléptica.
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Figura IL.2 — Eventos desencadeados por uma crise epiléptica e que podem ser responsaveis pela
sustentacdo dessa atividade excessiva. Uma crise epiléptica leva a uma redugdo nas
concentragdes extracelulares de Na', Cl" e Ca*, além de um aumento na concentracdo
extracelular de K (LUX et al., 1986, HEINEMANN et al. 1986 ). A varia¢do nas concentra¢des
dos ions produz uma redug@o no espago extracelular (0), que aumenta o efeito de campo elétrico
(MCNAMARA, 1994). A redugdo nos PIPS e nas correntes hiperpolarizantes dependentes de
Ca*" e K', aumentam a excitabilidade sustentando a despolarizagdo (PAN e STRINGER, 1997) .

A reducdo da [Ca*'], leva a uma diminui¢do nos potenciais excitatorios pos-

sindptico (PEPS), demonstrando a importancia de componentes nao-sinapticos de

sustentacdo das crises epilépticas.
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I1.2.3 — Finalizacio das crises epilépticas

Existem varios mecanismos, que podem ser proprios das células neuronais ou de
outros componentes do sistema, responsaveis por hiperpolarizar os neurdnios. Os
principais mecanismos neuronais sdo: potenciais inibitorios pods-sinapticos (PIPS)
dependentes de Cl"e/ou K™ (DICHTER ¢ AYALA,1987), canais de K" ¢ Cl" dependentes
de Ca** e Na" (DICHTER e AYALA,1987), neuromodulagio (DICHTER e
AYALA,1987), redu¢dao no pH; (STERIADE, 2004) e a bomba de Na/K (XIONG et.
al.,2000). Outros mecanismos ndo-neuronais hiperpolarizam os neurdnios por meio da
retirada do K" extracelular, como eletrodifusao e canais retificadores da glia.

Uma atividade neuronal intensa provoca o aumento da [Ca®']; e a liberagdo de
GABA. Quando o potencial de Nernst do Cl se encontra abaixo do potencial
transmembranico, 0 GABA tem a capacidade de abrir canais de Cl, levando as células
a hiperpolarizagdo.

Os aumentos nas [Ca®']; e [Na']; aumentam a condutincia de canais especificos de
K" e CI, e caso o potencial reverso desses ions esteja abaixo do potencial
transmembranico, a célula serd hiperpolarizada (DICHTER e AYALA,1987).

O aumento dos fluxos i0nicos e ativagdo de bombas eletrogénicas durante a crise
conduzem a um aumento do CO, (TIMOFEEV e STERIADE, 2004). Esse aumento
acidifica o meio intracelular, levando a uma cascata de eventos hiperpolarizantes
(XIONG et. al.,2000). Dentre esses eventos, pode-se citar a diminui¢cdo na condutancia
pelos canais de Na® e Ca?" (ZIEMANN et. al.,, 2008) e reducdo na eficiéncia das gap-
junction (TIMOFEEV e STERIADE, 2004).

O aumento na permeabilidade dos ions Na* e K, durante um evento epileptiforme,
levam a um aumento na [Na']; e na [K'],. Esse aumento ativa a bomba de Na/K,
aumentando os efeitos inibitérios sobre o sistema (ALMEIDA et. al.,2008).

Neuromoduladores, como, por exemplo, a adenosina, podem ser liberados de
terminais nervosos e células gliais, durante intensa atividade do sistema nervoso. A
adenosina ¢ um poderoso anticonvulsivante (LEE et al., 1984) que, em adigdo, reduz a
entrada de Ca*" pré-sinaptica e, portanto, a libera¢do de neurotransmissores.

Outra forma de diminuir a excitabilidade do meio ¢ retirar o excesso de potéassio
extracelular. Dois fatores principais atuam nesta tarefa: a eletrodifusdo deste ion no
espaco extracelular e a a¢do de células gliais (WALZ, 2000). Ambos trabalham no

sentido de retirar o excesso de potdssio, levando-o para regides de concentragdes
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menores. Na glia, ocorre um efeito conhecido como “buffering espacial” (WALZ,
2000). Nesse fendmeno, o aumento do potassio extracelular ¢ grande o bastante para
que seu potencial seja maior do que da membrana glial na regido. Assim, o potassio flui
para o interior da glia e se difunde até localidades onde sua concentragdo intracelular é
menor. Com uma concentragdo intracelular maior do que a extracelular, o potassio deixa
a glia, a favor de seu gradiente de concentragdo. Assim, o potdssio deixa regides de altas
concentracdes indo para regides de baixa concentragao (WALZ, 2000).

Todas essas formas de regulacdo da excitabilidade neuronal funcionam corretamente
em condi¢cdes normais, porém, durante uma crise epiléptica, mecanismos que se
baseiam nas correntes hiperpolarizantes de K™ e Cl" tém menor efeito. Essa diminuigdo
se deve ao aumento da [K'], e da [CI]i. Os PIPS’s tém uma grande diminui¢do por
dependerem do Ca®* extracelular. Assim, os principais mecanismos que atuam na
finalizagdo de crises epilépticas sao: bomba de Na/K e outros mecanismos reguladores
do potassio extracelular. Na figura II.3, mostra-se uma compilacao dos eventos gerados

por uma crise epiléptica e os mecanismos responsaveis pela regulacao da homeostase.
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Crise epiléptica
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Figura I1.3 — Mecanismos responsaveis por manter a homeostase, regulando atividades excessivas. Uma
atividade excessiva leva a uma reducdo no pH intracelular, nas concentragdes intracelulares de
Na® e Ca*, na concentragdo extracelular de K e produgdo de adenosina. A redugdo do pH
intracelular reduz as correntes excitatorias de Ca** e Na*. A variagdo nos gradientes de Na* ¢ K*
ativa a bomba de Na/K, que reduz a corrente de Na® e eleva a corrente inibitoria de K. A
adenosina reduz os potenciais excitatorios pos-sinapticos (PEPS). A redugdo das correntes
excitatorias de Ca*", Na* e dos PEPS concomitante ao aumento da corrente inibitoria de K* e da

bomba de Na/K, reduzem o potencial transmembranico.

Com a redugdo da [Ca*], e da [Cl]., a dessensibiliza¢cdo de neurotransmissores

inibitorios e a [K'], aumentada, as sinapses inibitorias t€ém pouco efeito na finalizagdo
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das crises epilépticas, reforgando o papel desempenhado por mecanismos nao-sinapticos

para finaliza¢do de uma crise epiléptica.

11.2.4 — Estado pos-ictal

Apds uma crise epiléptica, o individuo pode passar por um momento conhecido
como estado pos-ictal (EPI). O EPI deve ser resultado de uma regulacdo exacerbada da
crise epiléptica. Nesse estado, podem aparecer dores de cabeca, déficit cognitivo e
outras condigdes médicas secundarias (FISHER et. al., 2000). Para alguns pacientes, o
EPI pode ser mais agressivo do que a propria crise epiléptica. O entendimento dos
mecanismos que envolvem o EPI pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos dos
sintomas presentes nesse estado (FISHER et. al., 2000).

Sintomas que surgem no EPI podem persistir até mais de 12 horas, como dores de
cabeca (FISHER et. al., 2000). Distarbios psicoldgicos podem aparecer neste periodo.
Nesses casos, ¢ necessario um cuidado ainda maior com o paciente. O EPI,
provavelmente, tem uma func¢do de evitar o aparecimento de uma nova crise epiléptica,
funcionando como um periodo refratario. Assim, se faz necessario entender os
mecanismos que o cercam, para tratar os sintomas sem afetar esse papel protetor.

Os possiveis mecanismos acerca do EPI podem estar relacionados a mudangas na
liberacdo e recep¢dao de neurotransmissores, na sintese de neuromoduladores e na
presenca de algumas correntes inibitorias. Pensava-se que nesse estado havia uma
exaustdo neuronal que impossibilitava uma resposta neuronal evocada. Porém, sabe-se
que com um estimulo antidromico ¢ possivel obter uma resposta de neurénios (FISHER
et. al., 2000).

Os neurotransmissores sao liberados excessivamente durante uma crise epiléptica , e
por se encontrarem em quantidade limitada, tém uma e liberacdo reduzida, diminuindo
sua atuacao no periodo pos-ictal (FISHER et. al., 2000)

A adenosina ¢ um neuromodulador importante na supressdo da transmissao
sinaptica (MCGARAUGHTY et. al.,2005) e sua concentracdo ¢ aumentada durante uma
crise epiléptica. Portanto, sua presenga parece interferir na transmissao sinaptica normal
que deveria ocorrer apds a crise (MCGARAUGHTY et. al.,2005).

A ativagdo de correntes inibitorias tem uma grande importancia no fim de uma crise

epiléptica e durante o EPI. Na Figura 1.4, mostram-se os niveis de inibi¢do existentes
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no sistema nervoso. Uma andlise temporal de atuacdo mostra que correntes inibitorias
mediadas pela bomba de Na/K tém grande significancia durante o EPI (FISHER et. al.,
2000).

T GABA , IPSP
v GABA _ IPSP
C

a-activated K (AHP}

Figura I1.4 — Tipos de atividades inibitorias no cérebro. Essas atividades estdo em ordem de duragdo
temporal indo do menor para o maior. (A) Potencial pds — sinaptico inibitério rapido. (B)
Potencial pds—sinaptico inibitorio lento. (C) Pds — hiperpolarizagdo mediada por correntes de
potassio ativadas por calcio. (D) Hiperpolarizagdo mediada pela bomba de Na/K (FISHER et. al.,
2000).

I1.3 — Atividades epileptiformes

As atividades epileptiformes (AE’s) sdo modelos experimentais de crises
epilépticas. Esses modelos sdo utilizados de acordo com o objetivo da investigacdo e
sdo divididos em dois grandes grupos: modelos agudos e cronicos. Esses dois grupos
podem ser estudados de maneira in-vitro ou in-vivo. No modelo agudo, hd uma
aplicacdo de estimulos que produzem AE’s transientes, apresentando uma
reversibilidade com a retirada do estimulo. Por outro lado, no modelo cronico, ha uma
condicdo em que as AE’s sdo persistentes € podem demorar semanas, meses ou anos
para aparecer, sendo geralmente irreversiveis (ENGEL,1989).

Modelos in-vitro possibilitam o estudo de mecanismos com métodos que seriam
impossiveis de se obter in-vivo e permitem controlar melhor a temperatura e
concentragdes i0nicas no meio extracelular (HEINEMANN et al., 2006). Esse maior
controle oferecido por modelos in-vitro permite isolar varidveis de interesse e estudar a

sua importancia em determinado fenomeno.
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Como discutido ao longo dessa revisdo, 0os mecanismos nao-sinapticos tém uma
grande participacao durante as crises epilépticas. Isolar esses mecanismos e estuda-los
se tornou possivel com desenvolvimento de manobras experimentais em que as
conexdes sindpticas sdo suprimidas e a excitabilidade do meio ¢ aumentada (ALMEIDA
et. al.,2008). Com esse protocolo, ¢ possivel entender como esses mecanismos se
comportam durante a geracdo, sustentagdo e finalizacdo de atividades epileptiformes

(AEs).

I1.3.1 — Atividade epileptiforme niao — sinaptica (AENS)

As manobras experimentais que permitem a obtengdo de AENS ganharam
importdncia com a publicacdo de dois trabalhos de TAYLOR e DUDEK e de
JEFFERYS ¢ HAAS, ambos em 1982. Nesses trabalhos, foram utilizadas solugdes
nutrientes com baixa concentragdo de calcio para gerar atividades epileptiformes em
hipocampo. Seus registros eletrofisiolégicos mostraram uma variagdo negativa e lenta
na linha de base superposta por espiculas negativas, denominadas population spikes
(PS). Trabalhos posteriores sugeriram que a alta amplitude dos PS’s, mesmo na
auséncia das conexdes sindpticas, ¢ devida um grande nimero de neurdnios em
sincroniza¢do (PAN e STRINGER, 1996).

Existem varios modelos capazes de sustentar as AENS, e eles diferem somente na
metodologia para se obter uma hiperexcitabilidade do tecido e na maneira de se impedir
a comunicagdo sindptica. Os usos de bloqueadores de canais de potdssio, alta
concentracdo de potéassio extracelular e baixa concentracdo extracelular de cloreto sao
algumas das diferentes manobras de manuntencdo de um sistema no estado
hiperexcitavel. A auséncia da comunicagao sinaptica pode ser conseguida impedindo-se
a liberagdo dos neurotransmissores, reduzindo a [Ca**], (TAYLOR e DUDEK,1982;
JEFFERYS e HAAS, 1982, PAN e STRINGER,1996), ou impedindo sua ligacdo aos
receptores, com uso de antagonistas (XIONG e STRINGER,2001).

Por reproduzir melhores condigdes encontradas in-vivo (STRINGER et al., 1989;
STRINGER e LOTHMAN, 1992), o modelo de alto potassio e zero calcio se mostra
bastante eficiente no estudo das AENS no GD (PAN ¢ STRINGER, 1996). Nessas
condic¢oes, foi mostrado que o GD ¢ capaz de ter uma ativacdo maxima das células

granulares, chamada “maxima ativa¢do dentada” (MAD), perdendo seu papel de filtro
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de atividades anormais (SOMIJEN et al., 1985; JEFFREY et al., 1992; STRINGER et
al., 1991). Assim, entender quais mecanismos estao envolvidos na hiperexcitabilidade e

na transi¢ao do periodo ictal para o interictal deve auxiliar na compreensao da MAD.

Geragao das AENS's no modelo alto potassio e zero calcio

Os efeitos despolarizantes, presentes nesse modelo, sdo decorrentes, principalmente,
das concentragdes extracelulares modificadas do potassio e célcio (PAN e STRINGER,
1997). Além de despolarizar as membranas neuronais, essas alteracdoes fazem com os
neurdnios apresentem bursts enddégenos (PAN e STRINGER, 1996). Por meio de
mecanismos nao-sindpticos de sincronizagdo, esses bursts levam mais células a
despolarizar, aumentando, assim, a concentragdo extracelular de potassio. Esse aumento
despolariza outras células, até que uma atividade hipersincrona se inicie.

A auséncia do célcio aumenta a excitabilidade neuronal, reduzindo a inibigdo
sindptica (PAN e STRINGER,1997), diminuindo as correntes hiperpolarizantes de
potassio dependentes de calcio (HEINEMANN, 1987) e reduzindo o efeito de
blindagem desse cation (HILLE,1992). A alta concentracdo extracelular de potassio
diminui todas as correntes hiperpolarizantes desse ion (HEINEMANN, 1987), além de
causar um inchaco de glias, diminuindo o espago extracelular (JENSEN e
YAARI1997).

Simulagdes computacionais (ALMEIDA et. al.,2008) mostram que, durante a
exposicdo do GD a meios nutrientes contendo alto K* e zero Ca®', ha um aumento
gradativo na [Cl];. Esse aumento se da pela ativacao de cotransportadores NKCC e faz
com que o Eq supere o potencial transmembranico, induzindo despolarizagdes
neuronais (ALMEIDA et. al.,2008).

De acordo com essas simulagdes (ALMEIDA et. al.,2008), as principais correntes
excitatorias sdo as dependentes de Cl e Na", e as principais correntes inibitdrias sdo as
de K" ¢ da bomba de Na/K. Com base nesses resultados, juntamente com achados
experimentais (KONNERTH et. al.,1986), foi possivel concluir que o inicio do evento
ictal se da quando o influxo de Na’ pelos canais supera seu efluxo pela bomba
(ALMEIDA et. al.,2008).

PAN e STRINGER mostraram, em 1996, que no modelo de zero Ca*" e alto K* as
células granulares do giro denteado apresentavam bursts intrinsecos. Os autores também
mostraram que quanto maior a despolarizagdo, maior era a freqliéncia de disparos dos

bursts, antes do evento epiléptico (PAN e STRINGER,1997). Como os potenciais de
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acdo liberam mais potassio no meio extra e esse potdssio despolariza ainda mais as
c€lulas, a freqiiéncia dos bursts intracelulares vao aumentando até iniciar um evento.

Nesse tipo de modelo, as células disparando em bursts de potenciais de acdo
induzem despolarizagdes em outras células, basicamente, por quatro maneiras
(MACVIVAR e DUDEK, 1982; JEFFERYS, 1995; CARLEN et al., 2000): pelas gap-
junctions, efeito de campo elétrico, efeito efaptico e flutuagdes iOnicas.

Esses mecanismos de sincronizagdo atuam com intensidade e tempo diferentes,
porém, todos sdo responsaveis, em conjunto, pelo inicio de uma atividade epileptiforme,
onde um grande nimero de neurdnios entra em atividade. Essa atividade ¢ sustentada

por esses mecanismos € outros que reforgam ainda mais esse sincronismo.

Sustentagdo das AENS’s no modelo alto potassio e zero cdlcio

Uma vez iniciada uma atividade hipersincrona, ocorre uma retroalimentagao
positiva no sistema que, nesse caso, independe de interagdes sindpticas
(KONNERTH,1986). Logo, a sustentagdo de AENS se da pelos mesmos mecanismos
envolvidos em crises epilépticas, com exce¢do das sinapses excitatorias. Possivelmente,
o aumento na [K'], esta ligado a retroalimentacdo positiva, que se agrava quando ocorre
em tecidos com denso empacotamento celular (YAARI, 1986).

Esse aumento despolariza neurdnios aumentando sua freqiiéncia de disparo,
causando um novo aumento na [K'], (YAARI,1986). Mecanismos ndo-sinapticos de
sincronizagdo, discutidos anteriormente, mantém a rede excitavel, sustentando esses

eventos epileptiformes.

Finalizagdo das AENS’s no modelo alto potassio e zero calcio

A finalizacao das AENS se da por mecanismos similares aos envolvidos no fim de
uma crise epiléptica. A diferenca € que, nesse caso, as sinapses inibitorias ndo atuam de
forma a hiperpolarizar as células. Sendo assim, os principais mecanismos que atuam na
finalizacdo de crises epilépticas sdo: bomba de Na/K (ALMEIDA et. al.,2008) e
mecanismos reguladores do potéassio extracelular (XIONG et. @l.,2000 ). O fim desse
evento ocorre quando o efeito eletrogénico da bomba supera o efeito excitatério de
correntes de Na" (ALMEIDA et. al.,2008).

Apo6s o fim de um evento epileptiforme, a [K'], diminui para niveis menores que a

concentracao basal (JENSEN e YAARI1997). Quando um estimulo ortodromico ¢
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aplicado, logo apods o fim desse evento, ha um aumento rapido na [K'], que diminui em
seguida (JENSEN e YAARI,1997). Quanto maior o tempo que se espera para aplicar
esse estimulo, menor a regulagdo na [K'],, sugerindo uma diminuigdo nos mecanismos
reguladores de potassio entre os eventos epileptiformes (JENSEN e YAARI1997).

Esses mecanismos devem definir a transi¢do do periodo inter-ictal para o periodo ictal.

Modelo alto potassio e zero calcio no GD da formagdo hipocampal

A formagao hipocampal (FH) esta localizada na parte medial do lobo temporal e ¢
formada por trés partes: Giro Dentado (GD), subiculum e o corno de Ammon (CA) ou
hipocampo (AMARAL e WITTER, 1989). Essa estrutura tem grande importancia na
geracdo e sustentacdo de crises epilépticas, que abrangem todo o cortex cerebral
(ENGEL,1989).

O GD ¢ formado por trés camadas: 1) camada granular (CG); 2) camada molecular
(CM); e 3) camada polimorfica ou hilus (H) (AMARAL e WITTER, 1989; LOPES DA
SILVA et al., 1990; SCHARFMAN et al., 2002). Recebe entradas do cortex entorrinal
através do caminho perfurante (AMARAL e WITTER, 1989). Suas células granulares
projetam para CA3 (HSU,2007). As células piramidais de CA3 projetam para CAl
através do chamado colateral de Schaffer (AMARAL ¢ WITTER, 1989).

Estudos in-vivo e in-vitro mostram que, em condi¢des normais, o GD restringe o
fluxo de atividades epileptiformes, dentro do hipocampo (WALTER et al., 1986;
JONES e LAMBERT, 1990; LOTHMAN et al., 1992). Por essa razao, pensava-se que o
GD era incapaz de gerar e manter atividades epileptiformes (HSU,2007). Contudo,
quando estimulado, o GD mostra-se capaz de produzir atividades epileptiformes
(SOMIEN et al., 1985; JEFFREY et al., 1992; STRINGER et al., 1991).

A estimulacdo do GD causa um aumento na concentragdo extracelular de K e
redugdo na concentragdo extracelular de Ca**. PAN e STRINGER (1996) mostraram
que, nessas condigdes, as células granulares apresentam bursts enddgenos e a
sincronizagao desses bursts leva a uma ativagao do GD, a MAD. Essa ativagdao ¢ um
importante passo na propagacao de crises dentro e através do hipocampo (STRINGER
et al., 1989; STRINGER e LOTHMAN, 1992).

Os maiores avangos no entendimento de mecanismos celulares envolvidos na MAD
estao relacionados a indugdo de AENS no GD. Essas atividades sao bastante similares a

MAD registrada in vivo (PATRYLO et al., 1994), e podem ser produzidas pelo aumento
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na concentragdo extracelular de K* e supressio de Ca**. O entendimento de como os
mecanismos subcelulares estdo envolvidos nas AENS’s pode levar a uma compreensao

de como ocorre a geragao de bursts epileptiformes no GD.

11.4 — Refratariedade

A refratariedade ¢ um fendmeno que ocorre em sistemas neuronais que respondem
de forma tudo-ou-nada (de LA PRIDA et. al., 2007). Em respostas do tipo potencial de
acdo (PA), a refratariedade ¢ responsavel por limitar sua freqiiéncia de disparos
(HODGKIN,1952). Durante a depressdao alastrante (DA), a refratariedade regula a
dinamica de sua propagacao em tecidos corticais (TEIXEIRA et. al.,2008).

As células excitaveis respondem por meio de PA. Essa resposta, bem definida e
auto-sustentavel, se inicia com a abertura de canais de Na', elevando o potencial
transmembranico da célula, que retorna ao equilibrio com a abertura lenta de canais de
K". Os canais de Na", responsaveis pelo inicio do PA, se mantém inativos durante um
tempo impossibilitando a ocorréncia de um novo PA. O periodo em que ha essa
inativagao ¢ conhecido como periodo refratario absoluto (PRA). Apods esse periodo, um
estimulo com intensidade maior € capaz de evocar uma nova resposta € €sse novo
periodo ¢ chamado refratario relativo (PRR).

A DA ¢ um fendmeno cerebral que foi identificado na década de 40, por Aristides
Azevedo Pacheco Ledo, durante experimentos em cortex de coelho (LEAO, 1944).
Ledo observou que uma estimulacao local da superficie cortical levava a deflagracdo de
ondas que se propagavam, de forma auténoma, € que se caracterizavam pela supressao
das oscilagdes elétricas espontdneas. Simulagdes computacionais mostram que,
imediatamente apds uma DA, o tecido neuronal fica incapacitado de propagar uma nova
onda (TEIXEIRA et. al.,2008). Essas simulagdes mostraram que a refratariedade esta
relacionada com o balanceamento dos fluxos de Na® e K" pelos canais ¢ pela bomba
(TEIXEIRA et. al.,2008). A exaustdo de neurotransmissores, ligados a propagacdo da
excitabilidade, também tem uma intima ligagdo com a refratariedade (TEIXEIRA et.

al.,2008).

Refratariedade das AENS
A AENS segue-se uma excessiva regulagio da excitabilidade, que dificulta o

aparecimento de uma nova atividade dessa natureza (KONNERTH et. al.,1986). Além
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disso, ha uma diminui¢do nos efeitos excitatorios responsaveis pelo inicio de um novo
evento (XIONG et. al.,2000). Essa regulacdo persistente, juntamente com a diminuigao
nos efeitos excitatorios, deve ser responsavel pela refratariedade das AENS.

A bomba de Na/K ¢ o principal mecanismo de retirada do Na' intracelular. Apods
um evento epileptiforme intenso, a bomba atua com alta atividade. O reflexo dessa
atividade persistente reduz a [K'], abaixo da [K'] da solugdo de perfusdo. Essa redugdo
excessiva na [K'], aumenta as correntes inibitorias dependentes desse ion, juntamente
com a corrente inibitéria da bomba, formam uma inibicao persistente. A acidificacdo do
meio intracelular reduz os efeitos excitatorios de correntes dependentes de Na®
(ZIEMANN et. al., 2008). Essa reducdo nos mecanismos excitatorios aliada a pos-
hiperpolarizacao dificultam a ocorréncia do primeiro ponto critico definido por
ALMEIDA et. al., (2008). Assim um estimulo ndo ¢ capaz de evocar uma nova AENS,
caracterizando o PRA.

A medida que as concentragdes de Na' e K' intra e extra se restabelecem, o efeito
hiperpolarizante da bomba diminui. Isso leva a um gradual aumento na [K'], e,
conseqiientemente, uma diminui¢do nas correntes hiperpolarizantes dependentes desse
ion. Aliado a essa diminui¢do na hiperpolarizacdo, ha uma regulagdo no pH; (XIONG
et. al.,2000), que deve aumentar as correntes de Na” Com isso, um estimulo ¢ capaz de
evocar uma nova AENS, caracterizando o PRR. Essa nova AENS tera caracteristicas

diferentes de uma AENS evocada ap6s o fim do PRR.
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS

I1I. 1 — Preparacio experimental

A indug¢do das AENS’s esta esquematizada na figura IIl.1, consistindo na

preparagio das fatias e exposi¢do das mesmas a solugio contendo alto K™ e zero Ca*".

Ratos Wistar Decapitacao e Isolamento dos
macho de 4 a > remogao do > hipocampos
5 semanas encéfalo
Camara de interface Can:faraﬂde <: Seccionamento
40 min. solugdo Normal errusao H
( Solugo 0 Ca** <: 40 rE?in. solugdo Normal das fat|aS

hipocampais

Req
eﬁgﬂg de :: > Prott.ocollos~de
espontaneas estimulagao

Figura III.1 — Diagrama em blocos dos processos de preparacdo e inducdo das AENS’s no GD da

formacao hipocampal de rato.

III. 1.1 — Selecao dos animais

Ratos jovens, de até seis semanas de vida, produzem fatias mais sadias e aptas para
o estudo in - vitro (HATTON et al., 1980). Por possuirem um cranio mais fino € menos
calcificado, a remogao do cérebro ¢ feita sem trauma excessivo.

Neste trabalho, foram utilizados ratos machos de 4 a 5 semanas. Os animais,
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Sao Jodao Del Rei, obedeceram a
um ciclo claro-escuro de 12 horas (claro: 07:00 — 19:00), com a temperatura ambiente
constante entre 21 e 22 °C. Os ratos foram mantidos em gaiolas com livre acesso a dgua
e comida.

II1.1.2 — Preparacio das fatias de hipocampo
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Cuidado e rapidez garantem uma boa preparacao das fatias, que ndo deve exceder
cinco minutos para a retirada de cada hipocampo. Meios pobremente oxigenados levam
a extincdo de potenciais sinapticos registrados no GD do hipocampo (LIPTON e
WHITTINGHAM, 1979). Para melhor difusdo do oxigénio sobre o tecido, as fatias
tiveram no maximo 400 pm de espessura. Embora haja indicios de que temperatura ndo
tem influéncia tdo crucial durante as preparagdes (DINGLEDINE et al., 1980), foi
utilizada solu¢do semicongelada durante o procedimento, principalmente para evitar
excitotoxicidade.

Por ser de fécil obten¢do e ter um efeito rapido, para anestesia do animal foi
utilizado o éter etilico. O éter produziu resposta mais rapida tornando mais agil e
confortavel o manuseio do animal. Depois de anestesiados, os animais foram
decapitados.

Com um bisturi abriu — se o escalpo para a visualizagdo da parte superior do cranio.
O osso occipital foi cortado com ajuda de uma tesoura fina e pontiaguda. O corte foi
estendido mediana e lateralmente como mostrado na figura III.2. Uma pinca foi
utilizada para levantar e partir 0s 0ssos cranianos superiores que envolvem o cérebro.
Em seguida, uma espatula flexivel foi inserida por sua base para separa-lo do sistema
respiratdrio medular. O cérebro foi cuidadosamente retirado e entdo depositado em um
recipiente contendo solucdo Normal oxigenada e resfriada (0 a 2 °C). Apds esse
procedimento, o cérebro foi transferido a uma placa de Pétri contendo filtro de papel. O
cérebro foi constantemente banhado por solucdo Normal, e imediatamente dissecado
com auxilio de um bisturi cirurgico. O cerebelo foi retirado, figura I11.3 itens 1,2 ¢ 3, e
um corte mediano separa os dois hemisférios, itens 4 e 5. Enquanto um dos hemisférios
foi dissecado, o outro foi mantido em Ringer gelado. Um corte inclinado separa parte do
cortex frontal. Utilizando micro-espatulas especiais, o talamo foi retirado, figura I11.2
item 6. Nesse ponto, foi possivel distinguir o hipocampo que fica, em parte, coberto
pelo tdlamo. As micro-espatulas foram introduzidas por baixo e nas laterais do tecido de
forma bastante suave e movimentos laterais ajudam a separa-lo do resto do cortex,

figura II1.3 itens 7, 8, 9. O mesmo procedimento foi realizado para o outro hemisfério.
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Figura IIL.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 cirtirgicos necessarios para a retirada do cérebro da

cavidade craniana e para o isolamento do hipocampo (modificado de CARVALHO, 2003).
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Figura III.3 — Preparacgdo de fatias de hipocampo em cérebro de rato. Os itens 1, 2, 3, 4 ¢ 5 mostram os
cortes realizados para facilitar a dissecacdo. No item 6 ¢ mostrado um detalhe da separacdo do

talamo, com ajuda de micro-espatulas. Em 7, 8 e 9 o hipocampo ¢ isolado do restante do cortex.

Depois de isolado, o hipocampo foi levado ao fatiador, onde foi depositado sobre
filtros de papel com a face alveolar disposta para cima. Com ajuda de um pincel fino, o
hipocampo foi posicionado de forma a se obter fatias em angulos de 15° a 30° sobre o
eixo da regido septo-temporal. Fatias de 400 pm de espessura foram retiradas do terco
médio do hipocampo e colocadas em uma camara contendo solucdo Normal oxigenada
e a temperatura de 32 °C. Nesse momento, foi importante observar sempre que lamina
do fatiador estivesse bem ajustada, de forma que seu corte alcance metade da espessura

do filtro de papel, permitindo um corte preciso das fatias.
II1.1.3 — Solucdes utilizadas

Para sustentar as atividades metabolicas do tecido foi utilizada a solu¢do de
perfusdo, chamada nesse trabalho de Normal. A indu¢do de atividades epileptiformes

foi obtida elevando-se a concentragdo de K* e zerando-se a concentragdo de Ca®" da
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Normal. Essa variagao da Normal ¢ denominada “Zero-calcio” (tabela III.1). A variagdo

na excitabilidade do meio foi feita diminuindo a [K"], da solu¢do zero-calcio.

Tabela II1.1 — Composi¢des das solugdes de perfusdo e de inducdo utilizadas nos
experimentos com hipocampo de rato (valores em mM).
Substancia  Solu¢do Normal  Solu¢do Zero calcio

NacCl 127,0 127,0
KClI 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

O pH foi ajustado para 7,4 por meio de borbulhamento com carbogénio (95% O,
e 5% CO,). A concentracdo utilizada de NaHCO; garante que, em condi¢des de
borbulhamento constante e saturado de carbogénio, o pH estabilize em 7,4. Os

compostos CaCl, e MgSO, foram adicionados apos o ajuste de pH.

I11.2 — Equipamentos utilizados

I11.2.1 — Camara de perfusao

A camara de perfusdo ¢ o local onde as fatias se restabelecem dos traumas sofridos
durante o fatiamento do hipocampo. Essa camara foi fabricada com conexdes e tubos
em PVC, os quais sdo arranjados formando uma estrutura em U (figura II1.4). Uma rede
de nylon ¢ colocada no compartimento com didmetro maior, e era nesse local que as
fatias descavam. Todo o sistema era preenchido com solu¢gdo Normal que era
continuamente oxigenada para manter o pH em torno de 7,4. As fatias eram mantidas
submersas nessa camara por no minimo 50 minutos. Apos esse periodo, as fatias
estavam aptas ao protocolo de inducdo da atividade epileptiforme na cadmara de

interface.
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Figura II1.4 — Diagrama esquematico da camara de perfusdo montada com tubos e conexdes em PVC. A
camara ¢ preenchida com solugdo de perfusdo, mantida a temperatura e oxigenagdo constantes.

As fatias sdo depositadas no ramo de maior didmetro sobre uma rede de nylon.

1I1.2.2 — Camara de Interface

A camara de interface utilizada, desenvolvida no Laboratério de Neurociéncia
Experimental e Computacional da Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei (Lanec-
UFS)), ¢ dividida em duas partes principais: a cuba e o banho-maria.

O banho-maria ¢ composto por um tubo de acrilico com uma base em acrilico
colada em sua parte inferior. Dentro do tubo encontra-se uma mangueira de silicone, um
resistor de 5 Q envolvido por uma estrutura de aluminio, dois borbulhadores ¢ agua
destilada. O resistor que ¢ submetido a uma tensdo continua de até 10 V, aquece a agua
para manter a temperatura da solucdo de banho em aproximadamente 32 °C. A agua
contida no banho-maria aquece as paredes do tubo, e a mangueira de silicone por onde
passa a solucdo de banho. Mangueiras de silicone conduzem o oxigénio aos
borbulhadores que dispersam o carbogénio dentro da dgua. Assim o oxigénio ¢ aquecido
e umidificado para, a seguir, ser direcionado sobre a face superior das fatias mantidas na
cuba.

A cuba ¢ composta por dois cilindros de acrilico acoplados a uma base em acrilico
que se encaixa superiormente ao banho-maria. Na cuba existem dois furos para que a
solucdo entre por uma extremidade do cilindro central, e saia pela outra. O cilindro
central forma um compartimento onde se coloca uma membrana Milipore. Na parte
superior da membrana ficam as fatias e, por baixo dela, passa a solucdo de banho.
Depois de banhar as fatias, a solu¢do chega até um compartimento que a retém, e €

sugada de forma a ndo provocar vibragdes no sistema.
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Para uma oxigenacao eficiente e homogeneizacdo da temperatura ¢ utilizada uma
tampa em forma de disco para cobrir a cuba. Essa tampa contém um orificio central
permitindo a inser¢ao dos eletrodos e a exaustdo do carbogénio. Para evitar a
condensacdo na superficie dessa tampa e na ponta dos eletrodos, filtros de papel sdo
colocados sob a tampa e enrolados nos eletrodos de aquisi¢ao.

A figura I11.5 mostra uma visao lateral da camara de interface (banho-maria e cuba)
com cada um de seus componentes apresentados anteriormente. A figura II1.6 mostra a
visdo superior da cuba, local onde as fatias de hipocampo se encontram para o registro

das AENS.

10
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Figura III.5 — Diagrama esquematico da camara de interface (banho-maria e cuba). Em 1, esta
representado o do 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 envolucros de vidro. Em 4, o tubo de silicone que conduz a solucdo 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 s@o depositadas. Em 7, o tubo para succ¢ao da solugdo. Em 8, o fio terra da solug@o.

Em 9, o disco de acrilico com um orificio ao centro e em 10, o disco que recobre a cuba.
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Figura I1L6 — 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 representacéo
dos orificios na base da cuba, que permitem que o oxigénio, depois de umidificado e aquecido,
atinja as fatias. Em 4, esta representado o canal por onde chega a solucdo as fatias. Em 5, o tubo
por onde ocorre a succ¢do da solugdo. O item 6 representa o fio de prata cloretada utilizado como
terra da solucdo, e finalmente, em 7 tem-se a representacdo do termdmetro que mede a

temperatura da solucdo que chega as fatias.

I11.2.3 — Aquisi¢cao do potencial elétrico extracelular

Para aquisi¢do do registro elétrico da atividade neuronal extracelular, foi utilizada a
montagem esquematizada na figura IIL.7. Esta montagem constou dos
micromanipuladores, responsaveis pelo posicionamento dos eletrodos, microscopio e

amplificadores.
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Figura 1117 — Diagrama da montagem experimental com os principais equipamentos utilizados para o
registro das AENS espontaneas ¢ evocadas pela eletroestimulagdo. Os eletrodos de estimulo e
registro sdo fixados e posicionados em micromanipuladores e conectados no eletroestimulador e
no amplificador respectivamente. A visualizagdo das fatias ¢ feita por meio de um microscopio
que auxilia no posicionamento dos eletrodos. A mesa xy posiciona a regido de interesse na
posicdo dos eletrodos. A gaiola de Faraday evita que ruidos externos impossibilitem o registro
das AENS. O registro das AENS ¢ feito por uma placa digitalizadora que converte os dados para

serem gravados no computador.

Eletrodos

O eletrodo de registro era formado por um filamento de prata cloretada, colocado
dentro de micropipetas de vidro preenchidas por solugdo de NaCl a 1,0 M. As
micropipetas de vidro eram estiradas por meio de um puxador de pipetas (modelo DMZ
UNIVERSAL PULLER — ZEITZ-INSTRUMENTS). A impedancia final do eletrodo
foi de 5 a 10 MQ, suficiente para proporcionar um baixo nivel de ruido. O eletrodo de
referéncia correspondeu a um fio de prata cloretada.

A cloretagem foi necessaria para evitar o efeito de bateria provocado pela diferenga
de cargas entre a solugdo e o eletrodo. A cloretagem foi feita mergulhando-se dois

filamentos de prata em solu¢do de HCI 1,0 M. Em seguida, utilizando-se uma fonte de
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corrente continua, foi aplicada uma tensdo de até 1,0 V entre os filamentos, durante 5
minutos, aproximadamente. O eletrodo a ser cloretado era ligado ao po6lo positivo da
fonte. O filamento ligado ao terminal positivo atraia os ions Cl° formando uma capa

escura sobre a superficie, enquanto o outro terminal atraia os ions H'.

Amplificadores

Apo6s cloretado, o eletrodo de registro foi conectado a headstage do amplificador
(Duo 773, WPI) para a aquisi¢ao do sinal. O eletrodo de referéncia estava conectado no
pino terra do amplificador. O sinal foi amplificado 10 vezes e a saida do amplificador
foi conectada a entrada de outro amplificador (Isodam, WPI). Esse outro amplificador

com ganho de 10 vezes filtrava o sinal limitando a freqiiéncia em 3 KHz.

Aquisi¢do do sinal

O sinal foi digitalizado a uma freqiiéncia de 6 KHz por uma placa digitalizadara
(National Instruments) de 16 bits e gravado com o auxilio de um programa
desenvolvido em Labview (SILVA,2000). Esse sinal foi processado e suas
caracteristicas foram extraidas com a ajudar do programa MATLAB 6.0

(MATHWORKS).

I11.2.4 — Sistema de estimulacao

Eletrodo

Para evitar dano ao tecido, foi utilizado um eletrodo construido com um capilar de
vidro do tipo teta, que foi estirado de forma a obter um diametro de 3 — 5 pm. O capilar,
com um fio de prata em cada lado, foi preenchido com a solucdo extracelular. Os fios de
prata ndo foram cloretados para evitar que a superficie cloretada se desprendesse e
pudesse obstruir a ponta do eletrodo. As extremidades dos fios de prata foram
conectadas a fonte de corrente. Esse tipo de eletrodo foi utilizado porque o produto
resultante da reacdo eletroquimica de um eletrodo metalico pode causar dano no tecido
(MERRILL, et. al., 2005).

Devido a auséncia das conexdes sindpticas, o eletrodo de estimulo foi posicionado
no hilus. Assim, as fibras axonais das células granulares do GD foram estimuladas

produzindo uma resposta que podia gerar, ou ndo, uma atividade epileptiforme.
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Estimulador

O estimulo tnico aplicado foi gerado por uma fonte de corrente (ISOSTIM A320,
WPI) e ajustado de acordo com a resposta maxima encontrada quando a fatia estava
sendo banhada pela solugdo de alto potassio (8.1 mM). Os valores da amplitude e

duracgdo do estimulo monopolar variavam respectivamente de 1 a 10 mA, e de 300 a 550

Us.

I11.2.4.1 — Protocolos de estimulacio

Estudo da influéncia de estimulos na refratariedade

Para estudar a influéncia do estimulo na refratariedade, foram induzidas AENS’s e
observou-se o intervalo médio entre os eventos epileptiformes (figura IIL.8 item 1).
Depois de conhecido esse intervalo, esperou-se que um novo evento espontaneo
ocorresse, evento este denominado “A”. Com um estimulo minimo, tentou-se evocar
uma nova AENS, denominada de “B”, imediatamente antes da ocorréncia de uma nova
espontanea (figura II1.8 item 2). Se o estimulo ndo fosse capaz de evocar um novo
evento (figura IIL.8 item 3), esperava-se uma nova AENS espontinea e, com um
estimulo maior, aplicado no mesmo instante apds a descarga espontinea, tentava-se
evocar um novo evento (figura II.8 item 4). Uma vez conseguida uma resposta,
esperou-se um novo evento espontaneo, para a aplicacdo de um novo estimulo, desta
vez, a um intervalo de tempo do espontaneo ainda menor que no procedimento anterior.
Esse processo foi repetido cobrindo-se todo o intervalo inter-eventos espontaneos,
incluindo-se, ainda, estimulos aplicados no momento da recuperagdo do evento

espontaneo.
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Figura II1.8 - Diagrama esquematico do protocolo de estimulacdo para estudo da influéncia do estimulo na

refratariedade. Em 1, dois eventos espontaneos. Em 2, o segundo evento ¢ evocado por
estimulacdo, antes da ocorréncia do espontaneo. Em 3, um estimulo, de baixa intensidade, ¢
insuficiente para evocar um evento. Em 4, para a mesma situagdo de 3, o estimulo ¢ intensificado

a ponto de evocar o evento.

Estudo da influéncia da concentragdo extracelular de potdssio na refratariedade

Ap0s o registro das AENS’s espontaneas (figura I11.9 item 1), trocou-se a solugao de
indugdo por outras contendo menor [K'],, 0 que reduziu a excitabilidade do tecido,
suprimindo os eventos espontaneos (figura II.9 item 2). Apds a troca, iniciou-se o
protocolo de duplo pulso. O primeiro foi aplicado quando o sistema estava apto a
apresentar uma AENS de duracdo maxima (primeiros estimulos do item 3 e 4 da figura
I1.9). O segundo foi aplicado em tempos diferentes, apds o fim do primeiro evento

evocado (segundos estimulos do item 3 e 4 da figura I11.9).
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Figura IIL9 - Diagrama esquematico do protocolo de estimulagdo para estudo da influéncia da
concentragdo extracelular de potéassio na refratariedade. Em 1, dois eventos espontdneos. Em 2,
apos a reducdo da concentragdo extracelular de potassio, os eventos sdo suprimidos. Em 3, dois
estimulos subseqiientes evocam eventos. Em 4, a proximidade temporal dos estimulos nao

permite que o segundo estimulo evoque evento.

I11.2.5 — Sistema de visualizacio e periféricos

Para visualizar as fatias, foi utilizado um microscépio que permitiu uma ampliagao
de até 45 vezes. A montagem do microscopio foi feita de forma que a objetiva estivesse
perpendicular & mesa XY (figura II1.7), tornando-se, assim, possivel a visualizacdo da
parte superior das fatias e uma melhor visualizagdo de suas camadas.

O posicionamento dos eletrodos foi feito com o auxilio de micro-manipuladores
mecanicos (modelo MC-35A — NARISHIGE INTERNATIONAL). Em um dos
micromanipuladores foi fixada a headstage do amplificador e no outro o eletrodo de
estimulo.

Toda a montagem foi feita sobre uma base inercial suspensa por camaras de ar,

prevenindo distirbios mecanicos durante o experimento. Além disso, a montagem foi

33



envolvida por uma gaiola de Faraday, blindando os equipamentos de possiveis

interferéncias eletromagnéticas.

I11.3 — Analise do potencial elétrico extracelular

Os célculos de amplitude da componente de baixa freqiiéncia (DC), duracao do
evento epileptiforme (DE), intervalo entre os eventos (IE) e a amplitude média do
primeiro population spike evocado pelo estimulo (APS), e a laténcia do PS (LPS) foram

realizados numa rotina desenvolvida em MATLAB.

Amplitude da Componente DC

Para determinagdo da amplitude da componente DC, foi utilizada a Transformada
Répida de Fourier (FFT). Isso possibilitou retirar do PEE (figura II1.10 A) o sinal de
baixa freqiiéncia (< 10 Hz). A linha de base do sinal foi calculada como sendo o valor
médio de um trecho, durando cinco segundos, do PEE antes do evento (Figura II1.10 C).
A diferenga entre o valor minimo alcangado pelo sinal de baixa freqliéncia e a linha de

base do sinal ¢ a amplitude da componente DC (figura I11.10 C).
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Figura I11.10 - Etapas para obteng@o da componente DC que corresponde a componente de baixa freqiiéncia
(< 10 Hz) do potencial elétrico. (A) Registro do potencial elétrico de uma AENS com suas
componentes de baixa e alta freqiiéncia. A componente de baixa freqiiéncia corresponde ao DC,
e a de alta freqiiéncia aos Population Spike’s (PS). (B) Grafico mostrando as freqiiéncias que
compde o sinal elétrico com suas respectivas amplitudes em mV. A linha vermelha separa a
componente DC dos PS’s. (C) Componente DC. O seu valor maximo ¢ tido como referéncia para

calculo do inicio e fim do evento.

Duracado do evento

A duracdo do evento (DE) foi estimada utilizando a linha de base e a componente

DC do sinal. Primeiro, determinou-se os pontos de inicio e fim do evento. O tempo
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inicial do evento correspondeu ao instante onde o sinal atinge uma variagdo de 20% da
amplitude maxima da componente DC (Figura III.11). O tempo final correspondeu ao
instante onde houve uma recuperagdo do sinal até que fosse atingido 20 % da amplitude
maxima da componente DC (Figura III.11). A duragao do evento foi calculado como a

diferenca entre o tempo final e o tempo inicial (Figura II1.11).
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Figura I11.11 - Calculo da duragdo do evento epileptiforme. Com a amplitude da variagdo maxima encontra-
se os pontos definidos como inicio e fim do evento. A diferenga entre o tempo final e o tempo

inicial do burst é a duragdo do evento.
Intervalo entre eventos

O intervalo entre eventos foi considerado como sendo a diferenga do tempo final de

um evento até o tempo inicial do proximo (Figura I11.12).

20 %
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Figura 111.12 — Célculo do intervalo entre duas AENS. A diferenga entre o inicio do segundo evento pelo fim

do primeiro ¢ o intervalo entre eles.
Amplitude e laténcia do PS
Um estimulo antidromico aplicado sobre o tecido neuronal em condi¢des de
excitabilidade gera uma resposta em PS. Essa resposta dependeu da intensidade do

estimulo e da situacdo em que o tecido se encontrava. Na figura II1.13, mostra-se uma

resposta ao estimulo tipica, quando o tecido estd em condi¢des de hiperexcitabilidade.
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O célculo da amplitude do primeiro PS foi calculado como a diferenga pico a pico.
A laténcia foi calculada como a diferenga do tempo de ocorréncia do PS pelo tempo do

inicio do estimulo.

Amplitude

Laténcia

Figura I11.13 — Célculo da amplitude e laténcia do PS evocado pelo estimulo. A amplitude ¢ calculada pela
diferenca entre o valor maximo ¢ minimo do PS. A laténcia é o tempo entre o estimulo ¢ a

ocorréncia do valor maximo do PS.

I11.4 — Modelo Computacional

Em conjunto com os estudos experimentais, foram realizadas simulagdes
computacionais utilizando um modelo matematico para as atividades epileptiformes do
GD (ALMEIDA et. al.,2008). Essas simulagdes auxiliaram na identificagdo dos
mecanismos biofisicos envolvidos. Para isso, o modelo foi adaptado para simular a

condi¢do experimental desenvolvida neste trabalho.

III. 4.1 — Estrutura geral do modelo

O modelo computacional utilizado de maneira a mimetizar a geometria da regido do
GD do hipocampo. Nessa regido, encontram-se densos pacotes de células neuronais e
gliais, que sdo representadas por pares de compartimentos neurdnio-glia. Esses pares
comunicam entre si e entre outros por meio do espaco extracelular, também
representado no modelo.

No modelo, as células foram representadas por esferas com diadmetro de 20pm.
Nessas células, foram incluidos os mecanismos relevantes que atuam durante atividades
epileptiformes. Esses mecanismos descrevem a comunicagdo das células entre si e entre

0 meio extracelular.
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Essas células sdo cercadas pelo espaco extracelular, modelado como uma rede
tridimensional de compartimentos justapostos. Cada compartimento comunica entre si €
com um par de corpos celulares. As concentracdes desses ions sdo constantes nas
bordas da rede tridimensional, simulando o efeito da perfusdo do tecido. O volume de
cada compartimento extracelular ¢ adotado, no repouso, como sendo 7% do volume dos
corpos celulares.

Todos os mecanismos utilizados no modelo foram ajustados tendo como base
resultados experimentais, permitindo comparar os resultados computacionais com os
experimentais.

As simulacdes das atividades epileptiformes foram realizadas com uma rede
tridimensional contendo 625 neurdnios, dispostos conforme descrito anteriormente. A
rede ¢ mantida, durante os 10s iniciais, em condi¢cdo de repouso equivalente a perfusio
das fatias com solugcdo Normal. Apds esses 10s de atividade neuronal, a concentracio
do K’ nos compartimentos de borda ¢ aumentada. Essa manobra simula a perfusdo de

fatias de tecido com solug¢do contendo alto-K".

III. 4.2 — Estruturas especificas do modelo

Nos neurdnios foram incorporados mecanismos de transporte idnicos, como as
bombas de Na/K, mecanismo de co-transporte K'-Cl~ eletrodifusdo intercelular, através
de gap-junctions, e os canais idnicos de K” CI> Na". Em glias, sdo considerados os
mecanismos de co-transporte Na™ - K™ - CI', bombas de Na/K ¢ canais i6nicos de K,
CI, Na". No espaco extracelular, a movimentagdo ionica foi simulada por meio da
eletrodifusdo (TEIXEIRA et al., 2001). Na figura IIl.14, mostra-se uma unidade

funcional do modelo utilizado para as simulacdes.
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Figura II1.14 — Unidade funcional do modelo computacional utlizado, composta por um neurénio, glia e
o espaco extracelular. Nas membranas neuronais e gliais sdo indicados os mecanismos

representados em cada modelo celular.

As equagdes que regem o comportamento de cada um desses mecanismos sao
mostradas na tabela III.2. Na tabela III., encontram-se as descrigdes dos simbolos

envolvidos nas equacdes.

Tabela II1.2 — Equagdes referentes aos mecanismos relacionados na figura III e
simulados no modelo (ALMEIDA et al., 2008).

N° Descri¢do Equag:ﬁo
1 | Eletrodifusdo para iC, D, _, z,FD, z,FD, 5
o meio = —0°C;+ ’DCDV+ ’CDV
ETR 7 RTN? RTI?
extracelular
2 | Potencial elétrico D”V RT z,,D,,0C,, *+ z,D,0C, + z,D,0C,
lento no meio Rl—
extracelular F 2Dyl * 2Dk Ci * 2aDaCa
3 | Potencial elétrico YOI
rapido no meio z
extracelular "
4 Gradiente de OV (X, ,2,0) = DV (x,3,2,6)+ 0V, (x,¥,2,1)

potencial total no
meio extracelular

5 Gap-junction c"Y  z FD, yo - V(M)H

Ig/(l) - -z, FDg/H (l) J + J C(l)
"Hooa RT d |

38




6 | Correntes i0nicas
transmembranicas

Z,FV,

L, FV,Cle -G
J JTJ RT Z,FV,
e *T -1

7 Co-transporte

C;< Céz - Cx ng

®EQ firce = e (g € oK+ Clv €

8 Co-transporte ) C,.Ci(CL) - CL.CoCE)
(NKCC) O nkee * Qnkec ; 5 ; p - —
(KNa * CNa ¥ CNa )(Kk * CK ¥ CK )(KCI * CC] * CC])

9 Bomba de Na/K

FV,,

FV, C;e RT - C;’

I =P
p 14 Fv,
RT - Tr
10 POtenCial . RT PNaC](\)/a ¥ PKCI(; ¥ PClCél * PpC; * f
transmembranico V,=—1In i - . -
F P, Cy. t P.Cyt P,Cl PpCp +1
A 2 19 [ D EV,
Y P s P | Y
A, F*V,
11 Variagdo de v n' +n'
volume V.= - l(z - )

0 0 i i
an+ns+z n+on,

Tabela I11.3 — Simbolos das equacdes da Tabela 1 e sua descrigdo (ALMEIDA et al.,

2008).
Simbolo | Descrigao
0 Operador Gradiente
fo Constante de difusao do ion j nas gap-junctions
K’ op.p Constantes de dissocia¢ao de ADP e fosforo
K’ Constantes de dissociagdo de ATP
K}, e K |Constantes de dissocia¢do intracelulares de Na'e K"
K7, e K¢ |Constantes de dissociagdo extracelulares de Na' e K"
A Tortuosidade do meio extracelular4
7 Fluxo i6nico (mM/s)
02 Operador Laplaciano
[X]y Concentracdo do ion X no meio y (y = o, extracelular; y = i, intracelular). ex:
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[K',

Ay Area da gap-junctions
A Area da membrana
C Concentragdo idnica (mM)
D; Constante de difusdo idnica do ion j (cm?/s)
d, Distancia entre o centro do corpo celular neuronal 7 € o ponto onde esta sendo
calculado o potencial
F Constante de Faraday (96,487 C/mMol)
L" Corrente total de membrana no neurdnio »
P; Permeabilidade transmembranica do ion j
Okcc Constante de proporcionalidade do co-transporte KCC

Onkce Constante de proporcionalidade do co-transporte NKCC

V Potencial extracelular

Ve Volume glial

Vi Potencial de membrana

V, Volume neuronal

Ve Potencial elétrico no compartimento (x,y,z) provocado pelas correntes
transmembranicas

zZ; Valéncia do ionj

Os protocolos experimentais demonstrados na se¢do II1.2.4 foram simulados no
modelo computacional. Para analise dos resultados da simulagdo computacional, foram
utilizados os mesmos procedimentos de extracdo do PEE experimental, como indicado

nas secoes I11.3.
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CAPITULO IV - RESULTADOS

IV.1 - Influéncia do estimulo na refratariedade

Para o estudo experimental, foram realizados sete experimentos, nos quais foram
aplicados 70 pulsos, para 42 dos quais foi possivel evocar um novo evento. Observou-se
que a possibilidade de se evocar um burst depende da intensidade e localizagao
temporal do estimulo. Se o estimulo for dado durante a recuperacdo do evento
espontaneo, correspondendo ao periodo que denominamos B-I, um estimulo de baixa
intensidade ¢ capaz de evitar a finalizacdo da AENS espontanea (figura IV.1). Uma vez
finalizado um evento, hd um periodo, BII, onde um novo burst nao pode ser evocado
nem mesmo por estimulos de alta intensidade (figura IV.1). Apds o fim desse periodo,
inicia-se BIII, onde um novo evento pode ser evocado e, quanto maior o intervalo entre
o estimulo e o final do evento anterior, menor a intensidade necessaria para evocar esse

novo burst, como mostrado na figura IV.1.

BI BII BIII

Figura IV.1 — Dependéncia da localizagdo temporal e da intensidade do estimulo. (A) Quando o estimulo
for aplicado antes do término do evento, um estimulo minimo ¢é capaz de prolongar o evento
espontaneo. (B) Periodo onde néo ¢é possivel evocar um novo evento. (C) Periodo onde um novo
evento pode ser evocado, ¢ quanto maior o intervalo entre o evento espontineo, menor a

intensidade necessaria para evocar um novo evento.

Na figura IV.2, mostra-se o comportamento do potencial intracelular de dois eventos

espontaneos obtidos experimentalmente € computacionalmente. As linhas horizontais
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nos dois graficos mostram o possivel limiar para disparo em burst, tracado para o
registro experimental e o limiar calculado para a simulagdo. Ap6s o fim do primeiro
evento epileptiforme, o potencial intracelular se encontra acima do limiar. O potencial
intracelular tende a se afastar do limiar, se hiperpolarizando até atingir um minimo.
Ap6s isso, o potencial tende a se aproximar do limiar até ultrapassa-lo, iniciando um
novo evento espontaneo. Essa comparacdo permite identificar os trés periodos
caracterizados na figura IV.1. Um estimulo de baixa intensidade consegue evocar um
novo burst, quando aplicado logo apos o cessar da salva de potencias de a¢do, quando o
potencial inracelular se encontra ainda bem préximo do limiar (BI). O periodo no qual
ndo se pode evocar um novo evento (BII) parece estar associado ao periodo em que o
potencial intracelular rapidamente se afasta negativamente do limiar. Num terceiro
momento, & medida que o potencial se despolariza gradativamente, um estimulo de

menor intensidade € requerido para que um novo evento se inicie (BIII).

A

20 mV‘

50 s

Figura I1V.2 — Potencial intracelular de dois eventos epileptiformes espontaneos. (A) Experimental. (B)
Computacional. As linhas horizontais nos dois graficos mostram o possivel limiar para disparo

de um novo evento.
IV.1.2 — Investigacdo da refratariedade

Para melhor investigar os trés periodos identificados, a excitabilidade do tecido foi
reduzida manipulando-se a concentracdo de potdssio extracelular até a supressdo das
atividades espontineas. Cessadas as atividades espontdneas, pulsos pareados, com

intervalos variados de tempo, foram aplicados. Aos primeiros eventos (resposta
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maxima) denominamos tipo “A”. Em correspondéncia, aos referentes a resposta do
segundo pulso pareado denominamos tipo “B”. Estas, portanto, dependentes do instante
de aplicacdo do segundo estimulo. Os periodos para evocar eventos do tipo B, da
mesma forma que observado no item anterior, podem também ser divididos em trés
tipos: BI, BII e BIII. A seguir sdo relatados os tipos de eventos evocados pelo segundo

estimulo dos pulsos pareados.

Eventos evocados durante o periodo B-I

O término do evento epileptiforme ¢ caracterizado pela recuperagdo da linha de
base, com concomitante finalizagdo dos PS’s. Durante a fase de recuperacdo da linha de
base, observou-se que um estimulo ¢ capaz de prolongar o burst anterior. Na parte
superior da figura IV.3, mostra-se, em detalhes, um burst obtido experimentalmente,
evocado durante a recuperacdo da linha de base. Na parte inferior da figura, ¢ possivel
observar as diferengas na amplitude e nimero dos PS's, evocados pelos primeiro e

segundo estimulos.

Figura IV.3 — Evento epileptiforme, evocado experimentalmente, durante a fase de recuperacdo (BI) de
um evento anterior. A parte superior mostra um evento evocado apds o fim da refratariedade do
tecido e em seguida um novo evento gerado durante a recuperago na linha de base do potencial
elétrico extracelular. Em destaque ao lado pode-se perceber os detalhes do evento evocado
durante o periodo B-I. Na parte inferior ¢ possivel observar a diferenga nas respostas evocadas

imediatamente apos os estimulos.

As simulagdes computacionais mostraram que com o término dos PS’s o efluxo de
Na' pela bomba supera seu influxo pelos canais i0nicos, caracterizando a ocorréncia do

segundo ponto critico definido por Almeida et. al. (2008). Apds ponto critico, indicado
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por uma linha tracejada vertical na figura IV .4, inicia-se o periodo B-I. Nesse periodo, a

positividade do potencial de Nernst de Cl" em relacdo ao potencial de membrana e a

reducdo na negatividade do potencial de Nernst do K*, bem como da bomba de Na/K
(figura IV.4 B e C), também em relacdo ao potencial de membrana, conferem uma
excitabilidade pds-evento favoravel a deflagracdo de um novo evento (figura IV.4 A),
caracterizada, no item IV.1.1 pela proximidade do limiar, logo apds o cessar das salvas

de potenciais de acao.
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Figura IV.4 — Evolucdo da excitabilidade durante o periodo B-I. (A) Potencial elétrico extracelular. (B)

Potencial transmembranico e reverso dos ions Na", K" e CI'. (C) Potencial reverso da bomba de

Na/K.
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Pos-descargas evocadas durante o periodo B-II

Durante o periodo B-II, um estimulo antidromico ¢ capaz de evocar uma pos-
descarga, porém, nao acompanhada de um evento tipico nao-sinaptico. O periodo B-II
se inicia quando h& uma recuperagao completa na linha de base. Na figura IV.5, mostra-
se com detalhes uma resposta experimentalmente tipica de BII. Na parte superior, pode-
se observar a pos-descarga em resposta ao estimulo, concomitante com a rapida

recuperagao na linha de base, sem a presenga de um burst ndo-sinaptico.

Figura IV.5 — Resposta experimental ao estimulo elétrico durante B-II . A parte superior mostra que
nesse periodo o tecido ndo € capaz de evocar uma resposta em burst. A parte inferior mostra em
detalhe que ¢ possivel registrar uma pos-descarga, sendo possivel perceber que os neurénios

estdo fora do seu PRA.

Os resultados computacionais mostram que no periodo B-II, ha uma redugdo na
positividade do potencial de Nernst de Cl" e um aumento na negatividade do potencial
de Nernst do K, em relag@o ao potencial de membrana. Ambas alteragdes sdo intensas o
suficiente para reduzir a excitabilidade e, portanto, para aumentar o limiar de disparo de
um burst, em detrimento da redu¢do da negatividade do potencial de Nernst da bomba
(figura IV.6 C). Isso confere uma diminuicao na excitabilidade pos B-I, que desfavorece

a deflagracdo de um novo evento (figura IV.6 A).
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Figura IV.6 — Resultados computacionais para o periodo B-II. (A) Potencial elétrico extracelular. (B)
Potencial transmembrénico e reverso dos ions Na“, K" e CI". (C) Potencial reverso da bomba de

Na/K.

Eventos evocados durante o periodo B-III

A partir do término do periodo B-II, quando o potencial intracelular se aproxima do
limiar, observa-se que um estimulo ¢ capaz de evocar um novo evento epileptiforme. Na
figura 1V.7, mostra-se que com o aumento da diferenga temporal entre o término do
primeiro evento e o instante de tempo da aplicagdo do segundo estimulo, favorece-se a
deflagragdo de wum segundo evento com caracteristicas aproximando-se

progressivamente da resposta ao primeiro estimulo.
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Figura IV.7 — Bursts evocados durante o periodo B-III. Nesse periodo o tecido ¢ capaz de evocar uma
resposta em burst. Quanto maior o intervalo temporal do segundo estimulo em relagdo ao final

do primeiro evento, a resposta evocada tem caracteristicas mais proximas da primeira.

De acordo com as simulagdes computacionais, o periodo B-III é marcado por uma
reducdo progressiva na inibi¢do provocada pela bomba de Na/K, que pode ser
observada pelo aumento do seu potencial reverso (figura IV.8 C). A linha vertical
tracejada na figura I'V.8 indica o inicio desse periodo, no qual os potenciais de Nernst de
K" e CI" se encontram mais negativos do que no periodo B-II, mostrando que a
excitabilidade desse periodo esta ligada a reducdo na atividade inibitéria da bomba de
Na/K. Durante esse periodo, um evento epileptiforme tipicamente nao-sinaptico pode

ser evocado (figura IV.8 A).
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Figura IV.8 — Evolucdo da excitabilidade durante o periodo B-III. (A) Potencial elétrico extracelular.
(B) Potencial transmembranico e reverso dos ions Na‘, K" e CI'. (C) Potencial reverso da bomba

de Na/K.
IV.1.2.1 — Excitabilidade e potassio extracelular

A fim de alterar a excitabilidade, experimentos foram realizados para diferentes
concentragdes de potassio. Foram feitos 7 experimentos com [K'], igual a 6,6 mM, 8
com [K'],a 6,0 mM e 8 experimentos para a [K'], igual a 5,8 mM. Para [K'], igual a 6,6
mM foram aplicados 75 pulsos pareados, para 6,0 mM foram aplicados 60 e para 5,8
mM foram aplicados 49. O tempo entre o fim dos PS’s do primeiro evento e a transi¢ao

entre os periodos foi calculado. Também foi calculada a soma da duragao de todos os
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trés periodos. Esses tempos para cada [K'], sdo mostrados na Tabela V.1, tanto para os
resultados experimentais quanto para os computacionais.

Os resultados experimentais mostram que a transi¢do de BI para BII ocorrendo
4.2740.83 s, 4+0.84 s ¢ 4.76+0.85 s apds o fim do PS, respectivamente, as [K'], iguais
as58,6,0e 6,6 mM. A transicdo de BII para BIII ocorre 110.8+7.14 s, 76.5+3.8 s ¢
53.8 £2.09 s, respectivamente, para as [K'], iguais a 5,8 , 6,0 ¢ 6,6 mM. O tempo entre
o fim do evento anterior e instante onde ¢ possivel evocar um novo burst com
caracteristicas semelhantes ao primeiro, mostra dependéncia a [K'], e pode ser
observado na figura IV.9. Esse tempo observado foi de 256.2+6.04, 193.6+11.7 ¢
113.1+2, respectivamente, as [K'], iguais a 5,8 , 6,0 ¢ 6,6 mM. Com um nivel de
significancia de 5%, ndo observa-se diferenca estatistica para a transicdo do periodo BI
para BIIL. Para a duracdo do periodo B-II, o intervalo de confianca permite identificar
diferengas estatisticamente significantes entre os pares de concentragdes 5,8/6,0 ,
5,8/6,6 e 6,0/6,6. O somatodrio da duragdo dos trés periodos, para cada [K'], mostra
diferencas estatisticas entre todos os grupos.

As simulagdes computacionais mostram que a transi¢cdo de BI para BII ocorre 1.2 s
apos o fim do PS para todas as [K'], simuladas. A transi¢cdo de BII para BIII ocorre
442 s, 24.3 s e 17.1 s, respectivamente para as [K'], iguais a 5,8 , 6,0 ¢ 6,6 mM. O
tempo entre o fim do evento anterior e o instante onde € possivel evocar um novo burst,
com caracteristicas semelhantes ao primeiro, foi calculado e mostra dependéncia a
[K'lo, que pode ser observada na figura IV.9. Esse tempo, em dependéncia das
concentragdes extracelulares de K*, é de 165.2s, 104.3s e 92.1s, respectivamente, para

[K'], igual a 5.8, 6,0 ¢ 6,6 mM.

Tabela IV.1 — Resultados experimentais € computacionais para os tempos de transi¢ao
do periodo BI para BII, BII para BIII e o somatorio dos trés periodos.

Medida Experimento (5.8 / 6.0/ 6.6) Simulagdo (5.8 /6.0 / 6.6)
Transicdo BI/BII (s) 4.27+0.83 / 4+0.84 / 4.76+0.85 1.2/1.2/1.2
Transicdo BII/BIII (s) 110.8+7.14 / 76.5+3.8 / 53.8 +2.09 442 /243/17.1
BI+BII+BIlI (s) 256.2+6.04 / 193.6+11.7 / 113.1+2 165.2/ 104.3/92.1

Figura IV.9 — Diagrama esquematico dos resultados experimentais e computacionais para os tempos de
transi¢do do periodo BI para BII, BII para BIIl e o somatério dos trés periodos. As barras
horizontais se relacionam as medidas mostradas na Tabela IV.1. O registro eletrofisiologico
imediatamente abaixo a barra horizontal corresponde a uma medida que se aproxima do valor

correspondente.
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Duragéo do periodo B-1 em fungdo da [K'],

Para as [K'], de 6,6 mM , 6,0 mM ¢ 5,8 mM, foram registrados experimentalmente
7, 8 e 8 eventos durante esse periodo, respectivamente. Como pode ser observado na
figura IV.9, ndo foi possivel encontrar diferenga estatistica significante na duragao desse
periodo para diferentes [K'],. Os resultados computacionais mostram que,
imediatamente apds o fim do evento, as curvas do potencial transmembranico tem uma
queda com inclina¢des proximas (figura IV.11 C), mostrando uma insensibilidade na
excitabilidade desse periodo com a variagdo da [K'],. Essa insensibilidade ¢ vista nos
potenciais de Nernst dos ions ¢ da bomba de Na/K (figura IV.11 B e C). A medida que
o potencial transmembranico se afasta do fim do evento, percebe-se uma mudanga na
excursdo dependente da [K'], De acordo com as simula¢des computacionais, o periodo
B-III ¢ marcado por uma redugdo progressiva na inibi¢do provocada pela bomba de Na/

K, que pode ser observada pelo aumento do seu potencial reverso (figura I[V.8 C).

Duragéo do periodo B-II em fungdo da [K'],

Foram registrados experimentalmente 10 eventos desse tipo quando a [K'], foi igual
a 6,6 mM , 15 eventos com [K'], a 6,0 mM e 17 eventos com [K'], a 5,8 mM. A
duragdo desse periodo tem uma intima ligagao com a [K'],. Na figura IV.9 mostra-se a
relagdo do periodo B-II com a [K'],. E possivel observar que com a diminui¢do na
excitabilidade hd um aumento na duracdo desse periodo. As simulagdes mostram que o
aumento na [K'], aumenta a excitagdo provocada pelo ion Cl" e diminui a inibigdo
provocada pelo ion K™ (figura IV.B). Com isso, nos casos em que a [K'], se encontra
elevada, o potencial transmembranico se encontra mais positivo (figura IV.11 C),

facilitando o aparecimento de eventos epileptiformes.

Relagdo do periodo B-III em fun¢édo da [K™],

Para as diferentes concentragcdes de K', 6,6 mM , 6,0 mM e 5,8 mM, foram
registrados experimentalmente, respectivamente, 58, 37 e 24 eventos durante esse

periodo.
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Como mostrado na figura IV.9, tanto para os resultados experimentais quanto para
os computacionais o inicio do periodo B-III tem uma forte dependéncia a [K'],. Como
discutido no item anterior, o inicio desse periodo ¢ facilitado pelo aumento nos efeitos
excitatorios provocados pelo aumento na [K'],. O seu fim também ¢ influenciado pela
[K']e, uma vez que seu aumento resulta em um maior influxo de Na® pelo
cotransportador NKCC e pelos canais (figura IV.11 D e E). Com isso a bomba de Na/K
aumenta sua atividade da bomba (figura IV.11 B), antecipando a recuperagao dos
potenciais de Nernst dos ions (figura IV.11 A).

Outra relagdo encontrada para esse periodo foi a de que o aumento no intervalo entre
os eventos evocados leva a um aumento na duragdo do segundo evento (figura IV.10).
Essa relagao foi encontrada para todas as [K'],, sendo que para concentragdes menores,
¢ necessario um intervalo entre eventos maior para que os dois eventos evocados
tenham duragdes bem proximas. Na figura [V.10 isso € observado por um deslocamento

para a direita, a medida que a concentragao de K' cai.
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Figura IV.10 — Relacdo entre o intervalo entre os bursts evocados pelo pulso pareado e a razdo da
duragdo do segundo evento pelo primeiro.(A) Resultados obtidos experimentalmente e em (B)
mostra-se os resultados da simulagdo. Em ambos ¢é possivel observar um aumento na duragdo do
segundo evento a medida que o mesmo ¢ evocado para intervalos entre estimulos maiores. Com
a variagdo da [K'],, observa-se um deslocamento dessas curvas. O intervalo entre eventos onde

ndo ha um ponto correspondente retrata o periodo B-II.
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Figura IV.11 — Dependéncia de pardmetros que definem a excitabilidade pela [K'],, em azul, vermelho e
preto estdo representadas respectivamente as concentragdes de 5.8, 6 € 6.6 mM de K. O instante
0 dos graficos correspondem ao final de cada primeiro evento evocado pelo pulso pareado para
as diferentes concentragdes de K'. (A) Potencial transmembrénico e reverso para os ions Na', K*
e CI. (B) Potencial reverso da bomba de Na/K. (C) Detalhe da evolugdo do potencial
transmembranico para as [K'],. (D) Fluxos de Na" pela bomba e pelos cotransportadores NKCC.

(E) Fluxo de Na' pelos canais i6nicos.

Population Spikes evocados pelo estimulo

A laténcia dos spikes evocados pelos primeiro e segundo estimulos foi comparada,
isso mostrou que com o aumento do intervalo entre estimulos os spikes evocados

tendem a ter uma mesma laténcia (Figura IV.12).

52



h-rvﬁwrm -

p AR

Resposta ao primeiro estimulo elétrico

10mv

Resposta ao segundo estimulo elétrico

Figura IV.12 — Comparagdo entre os spikes evocados pelos dois estimulos consecutivos em func¢do do
intervalos de tempo entre eles. Com o aumento do intervalo inter-estimulos as laténcias se
aproximam. As respostas foram superpostas em fungado artefato do estimulo. Em azul tem-se a

resposta ao primeiro estimulo e em vermelho a resposta ao segundo estimulo.

A diferenca da laténcia (Figura IV.13) para os quintos spikes evocados, normalizada
em relacdo a laténcia do quinto spike evocado pelo primeiro estimulo demonstra que
quanto mais distante os estimulos, mais proximas serdo as suas laténcias. Diminuindo a

[K"], foi possivel observar um deslocamento das curvas para a direita.
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Figura IV.13 — Relacdo da diferenca da laténcia dos spikes evocados pelo intervalo entre os eventos

evocados. E possivel observar uma aproximagdo das laténcias a medida que o estimulo é aplicado a um
intervalo de tempo maior. Com a variagdo da [K'],, para 5.8, observa-se um deslocamento da curva para a

direita.
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CAPITULO V - DISCUSSAO

O presente estudo, envolvendo manobras experimentais com fatias de hipocampo de
rato, demonstra que o intervalo inter-eventos de atividades epileptiformes nao-
sinapticas ¢ constituido de trés periodos, com caracteristicas distintas de predisposicao a
sustentagdo de pods-descargas. Esses periodos foram denominados B-I, B-1I e B-III
(Figura IV.5). A analise dos resultados experimentais a partir de simulagdes
computacionais permitiu investigar e sugerir mecanismos biofisicos envolvidos em cada

um deles.

Periodo B-1

Os experimentos mostram que no periodo B-I, que se d4 ao longo da recuperagao da
linha de base do potencial registrado no espago extracelular, a resposta a estimulos
apresenta caracteristicas diferentes daquelas do restante do intervalo inter-eventos. Um
estimulo, ainda que de intensidade inferior a minima necessaria para deflagracdo de
eventos com o tecido no estado de repouso, tem capacidade de induzir pos-descargas de
curta duracdo (Figura IV.1 A).

Segundo Almeida et al. (2008), o inicio e o término dos eventos epileptiforme nao-
sinapticos sdo caracterizados por pontos criticos: (i) inicio: o influxo de Na" por canais
ionicos supera seu efluxo pela bomba de Na/K; (ii) fim: o efluxo de Na® pela bomba
torna-se maior do que o seu influxo por canais idnicos. Para que ocorra o primeiro
ponto critico, o nivel de excitabilidade deve ser elevado aproximando o potencial
transmembranico do limiar de disparo de potenciais de agdo. De acordo com as
simulacdes de Almeida et al. (2008), esse aumento de excitabilidade ocorre porque o
alto nivel de K" extracelular reduz o seu potencial de Nernst ¢ acumula Cl" no meio
intracelular. Ambas as alteragdes causam a despolarizacdo de membranas neuronais. No
caso do segundo ponto critico, durante o evento epileptiforme, o acimulo de K"
extracelular e, principalmente, de Na" intracelular ativa a bomba de Na/K
progressivamente. O aumento da atividade da bomba de Na/K ¢ acompanhado de um
aumento do seu efeito eletrogénico, que consiste de uma carga positiva sendo
transportada do sentido intra - extracelular, a cada ciclo de bombeamento de uma

unidade de Na/K-ATPase. O efeito eletrogénico for¢a uma redu¢dao do potencial
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transmembranico, que, por sua vez, reduz a permeabilidade dos canais de Na’
dependentes de voltagem. Em sintese, o efeito eletrogénico atua como uma
retroalimentacao negativa, a favor da repolarizagao neuronal. Analisando o periodo B-I
por meio de simulagdes com o modelo de Almeida et al. (2008), observa-se que a
atividade da bomba de Na/K ¢ elevada, apresentando um potencial de equilibrio muito
negativo. Apesar dessa forte inibicdo e do fato de que as membranas neuronais sdo
progressivamente repolarizadas, durante esse periodo, o potencial de membrana ainda
permanece com valores relativamente proximos do limiar de disparo de potenciais de
acdo. Isso ocorre porque os gradientes i6nicos de K™ e CI, ions com permeabilidades
mais elevadas durante o periodo inter-eventos, ainda ndo foram restabelecidos,
resultando em potenciais de equilibrio mais positivos para esses ions (Figura 1V.12).
Portanto, estimulacdes menos intensas durante B-I, comparadas com B-II, sdo capazes
de provocar o primeiro ponto critico, causando a abertura dos canais de Na', e deflagrar
um novo evento epileptiforme.

A duragao do periodo B-I mostra-se insensivel as alteragdes provocadas no nivel
de K" extracelular, como mostram os resultados experimentais. De acordo com as
simulacdes computacionais, o periodo B-I termina com a repolarizagdo celular. O
restabelecimento do potencial de Nernst de K para valores mais negativos contribui
para essa repolariza¢ao. Durante B-I, apos o término do evento, o potencial de Nernst
do K" ¢ restabelecido pelo aumento da [K']; e, principalmente, pela reducao da [K'],, as
quais foram alteradas durante o evento. Segundo as simulagdes, a duragdo do periodo B-
I depende do nivel de alteragdo dos gradientes de concentragao de K™ durante o evento,

¢ ndo da [K'], da solugdo de perfusdo extracelular.

Periodo B-II

A principal caracteristica desse periodo ¢ a refratariedade absoluta a deflagracdo de
pos-descargas tipicas de um evento epileptiforme, mediante a estimulagdo antidromica.
Embora as respostas possam ser ainda consideradas pos-descargas, sendo que PS's
ocorrem para além da duracdo do estimulo, as pos-descargas nao tipificam um evento
epileptiforme ndo-sinaptico, com DC e a superposicao de PS's. A identificagao de B-II
concorda com os achados de Xiong et al. (2000), que, embora ndo tenham alertado para

as caracteristicas que distinguem B-I de B-II, descreveram um periodo, ao longo de
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cerca de 20 s apos um evento espontaneo, onde os eventos evocados foram descritos
apenas como bursts curtos.

As simulagdes computacionais sugerem que o restabelecimento progressivo dos
gradientes de concentragdo de K" ¢ Cl" faz com que o potencial transmembranico, para
cada unidade funcional, fique cada vez mais negativo, resultando numa redugdo da
excitabilidade neuronal e, consequentemente, no inicio do periodo B-II. Durante esse
periodo, o potencial transmembranico atinge valores mais negativos, resultando na
necessidade de estimulagdes mais intensas para deflagracdo de eventos epileptiformes.
Como a intensidade da estimulacdo ndo pode ser aumentada intensamente para as
manobras experimentais (pois, causaria lesoes no tecido), esse € um periodo refratario a
eventos epileptiformes. Konnerth et al. (1986) e Jensen e Yaari (1997) atribuem a
bomba de Na/K a responsabilidade pela refratariedade. Refor¢ando essa hipdtese, nas
simulagdes, durante o periodo B-II, a bomba ¢ o principal mecanismo que controla o
nivel de excitabilidade neuronal. Pois, apesar do fato de que os potenciais de Nernst de
K" e CI' ficam mais negativos continuamente, a excitabilidade neuronal comega a
aumentar novamente, como sugere o aumento do potencial transmembranico. Portanto,
esse aumento de excitabilidade ¢ devido a redugdo da inibigcao provocada pela bomba de
Na/K, cujo potencial de equilibrio fica mais positivo progressivamente (Figura IV.13).
O término do peridio B-II (transi¢do B-II/B-III) ocorre quando a excitabilidade, elevada
pela reducdo da atividade da bomba, ¢ suficiente para que estimulacdes deflagrem
eventos epileptiformes.

Alteragdes na concentragdo extracelular de K™ mostram ter um efeito significativo
sobre a ocorréncia da transicao B-1I/B-III. Para as trés concentragdes estudadas, embora
envolvendo uma pequena alteragdo, indo de 6.6 mM a 5.8mM, o ponto de ocorréncia de
B-II/B-III se deslocou em mais de 60%. Diferentemente a duragdo de B-I/B-II, a
ocorréncia de B-II/B-III ¢ delimitada pela ocorréncia do primeiro ponto critico das
respostas a estimulos. As simulagdes apresentadas, bem como a literatura
(KONNERTH et. al.,1986), mostram que o nivel de potédssio extracelular tem grande
influéncia sobre a excitabilidade neuronal. De acordo com as simulagdes, se o K*
extracelular ¢ reduzido, as correntes inibitorias tém efeito mais proeminente,
dificultando a ocorréncia do primeiro ponto critico, que caracteriza a deflagracao do

evento epileptiforme ndo-sinaptico.
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Periodo B-IIT

Ao longo de B-III, para maiores intervalos inter-estimulos, observa-se uma
tendéncia a pos-descargas que reproduzem a resposta ao primeiro evento, sendo
preservadas as amplitudes dos PS's e da componente DC. Na medida em que o intervalo
inter-estimulos aumenta, aumenta a dura¢ao do evento, tendendo a duracao do primeiro
evento. Essas observacdes estdo de acordo com os resultados de Xiong et al. (2000).
Esses autores descreveram que quando o estimulo € aplicado no meio do intervalo inter-
eventos, o evento deflagrado tem duracdo mais curta que os eventos espontaneos. Ja
eventos deflagrados imediatamente antes de eventos espontdneos apresentam longa
duracdo, semelhantemente aos espontaneos. O estudo realizado por Xiong et al. (2000)
associa medidas do pH intracelular. Os registros mostram que somente quando o pH
intracelular atinge os niveis de repouso, mais altos, os eventos passam a ter duracio
tipica de um evento espontaneo. Por outro lado, sem descrever alteragdes de pH, as
simulagdes indicam que ¢ possivel explicar as alteragdes da duracdo dos eventos
baseando somente em alteracdes dos gradientes idnicos (portanto, dos potenciais de
Nernst) e da atividade da bomba de Na/K. Segundo as simulag¢des, quanto mais préximo
de um evento espontaneo, mais proximos dos valores de repouso estardo os potenciais
de Nernst dos ions e menor a atividade da bomba. Portanto, quanto mais proximo de um
evento espontaneo for induzido um outro evento, por estimulacdo, maiores serdo os
actmulos de K" extracelular e CI intracelular ¢ o influxo de Na' por canais dependentes
de voltagem, ambos intensificando a despoloriza¢dao celular. Nesse caso, a bomba de
Na/K gasta mais tempo para repolarizar a membrana celular e superar o influxo de Na*
por canais. Portanto, o segundo ponto critico (fim do evento) leva mais tempo para
ocorrer ¢ a duracdo do evento ¢ maior, quando a estimulagdo ¢ feita mais perto (antes)
do evento espontaneo.

Nos experimentos, o aumento da concentragdo de K™ na solug¢do de perfusdo causou
a reducdo da durag¢do do periodo B-III. Explicando esse comportamento por meio das
simulagdes, o aumento da [K'], extracelular resulta num maior influxo de Na', por
canais i0nicos (devido a despolarizacao celular) e por meio do NKCC, acumulando
mais esse ion no meio intracelular. Consequentemente, ha uma ativagdo maior da
bomba de Na/K durante o intervalo inter-eventos, resultando numa recupera¢do mais

rapida dos gradientes i0nicos.
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CAPITULO VI - CONCLUSAO

Os resultados desse estudo fornecem evidéncias de que os mecanismos nao-
sinapticos devem atuar de forma modulatoria sobre a excitabilidade neuronal, atuando
como génese dos trés periodos, BI, BII e BIII, observados.

Cada um desses periodos deve modular as atividades epileptiformes observadas,
quando de suas indug¢des na presenca das conexodes sinapticas. Estudos preliminares
foram desenvolvidos, em funcdo dos resultados obtidos na presente disserta¢do, e
permitiram identificar que, no caso de AE induzidas em CA1 (figura VI.1), em que
PEPS, advindos de CA3, estimulam essa regido, pode-se perceber a existéncia de trés
respostas distintas, que podem ser identificadas com os diferentes estados de
estimulacao, identificados como BI, BII ¢ BIII. No caso de BI, a excitabilidade favorece
a susceptibilidade a ocorréncia de eventos, sendo responsavel pela sustentagdo de
eventos poés-ictais (figura VI.1 I). Para BII, caracterizado por uma reducdo da
excitabilidade, os eventos espontaneos sdo suprimidos, caracterizando a depressao
interictal (figura VI.1 II). E, finalmente, para BIII, quando a excitabilidade ¢

recuperada, e surgem os eventos pré-ictais (figura VI.1 III).

2mV

50 s

58



Figura VI.1 — Potencial elétrico extracelular experimental de uma AE induzida na regido CAl. E
possivel observar atividades pos-ictais (I), seguidas por uma depressao interictal (II) e logo apos
atividades pré-ictais (III).

Quando estimulo antidromicos, aplicados numa freqiiéncia de 2 Hz, durante indugao
de AENS em CA1 (figura VI.2), as respostas ao estimulo seguem comportamento
semelhante aos observados na figura VI.1. Proximo ao final do evento, as respostas se
assemelham a eventos pos-ictais, que sdo seguidas por uma depressdo nas respostas ao
estimulo, € bem proximo a um evento ictal, o resultado dos estimulos sdo respostas pré-
ictais. Os resultados sugerem a seguinte associacao:

BI < atividades pos-ictais; BII <> depressdo interictal e BIIl < atividades pré-

ictais.

2mv|

10 s

Figura VI.2 — Potencial elétrico extracelular uma AENS induzida na regido CAl. No periodo interictal
sdo aplicados estimulos antidrémicos. E possivel observar que as respostas aos estimulos variam
ao longo do periodo interictal. Em (I) as respostas sdo semelhantes a atividades pos-ictais, em
(II) essas respostas se assemelham a depressdo interictal e em (III) observa-se respostas tipo

atividades pré-ictais .
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