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EFEITO DO STATUS EPILEPTICUS INDUZIDO POR PILOCARPINA SOBRE A
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A Na'/K' ~ ATPase ¢ essencial para manutencdo do potencial de repouso e
propagacgdo de potenciais de a¢do de células neuronais, uma anormalidade na atividade
dessa enzima pode implicar em hiperexcitabilidade neuronal e, subseqiiente,
desenvolvimento de epilepsia. Embora seja consenso a importancia dessa enzima para a
atividade neuronal, ainda muito pouco se conhece sobre seu papel na modulagdo das
atividades epileptiformes (AEs). O objetivo do presente estudo foi identificar os efeitos da
inducdo da epilepsia do lobo temporal, pela injecdo sistémica de pilocarpina, sobre a
funcionalidade da enzima Na' K" ATPase, durante as atividades epileptiformes
sustentadas por mecanismos ndo-sinapticos. Para tanto, fatias do hipocampo de ratos
Wistar controle e tratados com pilocarpina, para diferentes faixas etarias, foram
submetidas a indu¢dao de AEs ndo-sinapticas e registro do potencial elétrico extracelular.
A inducao de epilepsia do lobo temporal, por meio da pilocarpina, promove alteragdes
sobre o efeito da hipoxia, durante as atividades epileptiformes ndo-sinapticas, e modifica
também as caracteristicas do potencial elétrico extracelular, sugerindo que essas
modificac¢des, dependendo da faixa etaria, podem estar associadas a altera¢des estruturais
(dispersao das células granulares e brotamentos de fibras musgosas), e, fisiologicas
(reducdo da atividade e aumento na expressio da Na'K™ - ATPase, e, alteragdes na
expressdo dos cotransportadores KCC e NKCC). Esses achados enfatizam que estudos
envolvendo a pilocarpina devem levar em consideragdo os mecanismos nao-sinapticos, os

quais podem modular a atividade neuronal, mesmo na presenca das sinapses.
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The Na'/K™ ATPase is essential for the maintenance of the rest potential and
propagation of action potential of the neuronal cells. An abnormal activity of this enzyme
may result neuronal hyperexcitability and, subsequently, the development of epilepsy.
The importance of this enzyme to neuronal activity is a consensus, however, not too much
is known about its role in modulation of the epileptic activities. The main objective of the
present study was to identify the effects of induction of temporal lobo epilepsy, by
systemic injection of pirocarpine, on the functionality of the enzyme Na'/K~ ATPase,
during epileptic activities sustained by nonsynaptic mechanisms. Hippocampus slices
from Wistar rats were investigated in different ages, for two groups: not treated and
treated with pilocarpine. The slices were submitted to nonsynaptic induction of EAs and
the extracellular electrical potential was recorded. It was observed that the induction of
temporal lobo epilepsy by pilocarpine changes the effect of the hypoxia on the non-
synaptic epileptiform events and also modifies the basic characteristics of the
extracellular potential. The data analysis suggests that these modifications, depending on
the age group, can be associated to structural (granule cels dispersion and mossy fibers
sprouting) and physiological alterations (Na'/K™ ATPase activity reduction, with an
increase of the expression of this enzyme and also of the cotransporters KCC and NKCC).
These findings emphasize that studies involving pilocarpine model must consider the non-
synaptic mechanisms, which can modulate the neuronal activity, even in the presence of

the synapses.
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CAPITULO | — INTRODUCAO

As atividades epileptiformes (AEs) sdo caracterizadas por descargas espontaneas
e hiper-sincronizadas de populag¢des de neuronios. No inicio da década de 80, Jefferys et
al. e Taylor et al., enfatizaram a possibilidade de se induzir atividade epileptiforme
mesmo na auséncia das conexdes sindpticas. Desde entdo, varios trabalhos tém sido
direcionados para o estudo de atividades epileptiformes sustentadas apenas por
conexdes ndo-sindpticas. Além do interesse em entender de que forma as conexdes nao-
sinapticas contribuem para a origem, propagacdo e sustentacdo das crises epilépticas,
estudar atividades epileptiformes sustentadas apenas por essas conexdes reduz
consideravelmente o grau de complexidade envolvido pelas mais diferentes arquiteturas
e circuitarias das conexdes sindpticas. Essa redu¢do torna ainda viavel o estudo das
contribui¢des de mecanismos subcelulares durante as atividades epileptiformes, como,
por exemplo, os mecanismos de recuperagdo dos gradientes i0nicos transmembranicos.

Os gradientes i0nicos, principalmente dos ions Na" e K, sdo essenciais para as
atividades celulares. Em particular, células eletricamente excitdveis precisam desses
gradientes para a geracdo de potenciais de acdo. O mecanismo de transporte iOnico
responsavel pela manutencdo desses gradientes ¢ a enzima Na'/K~ ATPase, também
conhecida como bomba de Na'/K". Ela transporta Na™ ¢ K através da membrana, na
razdo 3:2, respectivamente, e contra seus respectivos gradientes de concentracao,
utilizando a energia da quebra de moléculas de ATP. Considerando que a Na'/K"
ATPase ¢ um importante fator na manutencdo do potencial da membrana e na
propagacdo do impulso neuronal, uma anormalidade na atividade dessa enzima pode
implicar em hiperexcitabilidade neuronal e, subseqiiente, desenvolvimento de epilepsia.

Diante deste contexto, o objetivo do presente estudo ¢ identificar o efeito do
status epilepticus induzido por pilocarpina sobre a manobra de hipdxia durante as
atividades epileptiformes ndo-sindpticas no giro dentado em ratos com diferentes
idades.

Para tornar mais clara a descricdo do trabalho desenvolvido, no capitulo II, ¢
feita uma revisdo da literatura, sobre conceitos e defini¢des das epilepsias, ressaltando a
importancia dos modelos animais, particularmente o modelo da pilocarpina. Também ¢
feita uma descricio sobre o funcionamento da Na" K' ATPase, assim como sua

importincia sobre a manutencao do potencial de repouso e propagacao dos impulsos na



célula neuronal. Ainda no capitulo II, sdo apresentados, de forma resumida, os
mecanismos de conexio neuronal nao sinapticos e o modelo do alto K.

No capitulo III, sdo descritos, em detalhes, os procedimentos experimentais para a
indugdo do status epilepticus, pela pilocarpina, bem como toda a técnica utilizada para
registro e analise do potencial elétrico extracelular das atividades epileptiformes nao-
sinapticas.

Os resultados experimentais sdo apresentados no capitulo IV. A discussdo desses
resultados ¢ feita no capitulo V, a partir dos dados encontrados na literatura.

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

continuacao do trabalho.



CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

II.1 Hipocampo

A formagdo hipocampal ¢ uma estrutura bem definida no lobo temporal, ¢
essencial para memoria a longo prazo e apresenta um papel central na epilepsia do lobo
temporal (ETL) (PIRTTILA, 2006). No modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina,
o desenvolvimento de crises espontaneas ¢ caracterizada por descargas paroxisticas
localizadas na formagdo hipocampal. A propagagdo dessa atividade paroxistica no
hipocampo ja foi bem demonstrada, caracterizando o hipocampo como uma importante
estrutura na organizagdo da atividade epiléptica (CAVALHEIRO et al., 1991). De
acordo com varios autores, o hipocampo ¢ considerado uma area epileptogénica devido
a sua habilidade de acumular K" no meio extracelular (GREEN, 1964; ZUCKERMANN
e GLASER, 1968; OGATA et al., 1976, COWAN e CAVALHEIRO, 1980; RUTECKI
etal., 1985).

Os aspectos anatdomicos do hipocampo sdo bastante conhecidos. Existe um alto

grau de similaridade entre o de humano e o de rato (figura II.1).

Figura 11.1 - Anatomia do hipocampo. A- Hipocampo humano ¢ C hipocampo de rato; Fotomiografia
digital ilustrando hipocampo com suas subregides e camadas, humano em B e de rato em
D; Abreviagdes: s.0, stratum oriens; s.p, stratum piramidales; s.r, stratum radiatum; s.lm,

stratum molecular-lacunoso; Sb, subiculum; m, camada molecular; h, hilus; g, camada

granular do giro dentado. Escala das barras: B- 1mm; D- 500 um (PIRTTILA, 2006).



Este possui distintas regides que sao interconectadas: o giro dentado (GD), corno
Ammon (CA), complexo subicular, e cortex entorrinal (AMARAL e WITTER, 1989). 0
giro dentado ¢ dividido em trés camadas: camada granular, camada molecular e hilus
(regido polimérfica do giro dentado) (PIRTTILA, 2006). Sendo, o giro dentado,
considerado uma regido critica na ELT (MARGERISON e CORSELLIS 1966).

A camada granular contém as principais células do giro dentado. Sendo
composta por um empacotamento compacto de corpos celulares de células granulares.
Estas células sdo neurdnios que apresentam corpos celulares em forma de grios,
axonios curtos e arborizacdo dendritica proxima ao corpo celular. O GD também ¢
usualmente dividido em trés sub-regides: laminas supra-piramidal, apice e lamina infra-

piramidal (figura I11.2) (AMARAL e WITTER, 1989).

CA1

lamina
supra-piramidal

apice ( (CGD i
—_—)

lamina infra-piramidal

Figura 11.2 - Desenho esquematico de um corte transversal do hipocampo mostrando as trés sub-regides
do giro dentado. A regido do apice, que corresponde ao ponto de transicdo entre as
laminas suprapiramidal, que é a regido mais proxima da regido CAl, e infrapiramidal

(modificado de MARTIN et al., 2002).

O giro dentado ¢ a regido que recebe a maior porcdo de aferéncias da via
perfurante, atingindo, principalmente, os dois ter¢os mais externos da camada
molecular. E considerado como a principal regido de entrada de informagdes no
hipocampo (SCHARFMAN et. al., 2002; AMARAL e WITTER, 1989).

A camada molecular possui dendritos apicais, interneurdnios dispersos e
terminais sinapticos da via perforante (PIRTTILA, 2006). A camada polimérfica inclui

diferentes tipos de células, como as células musgosas e interneuronios, sendo




caracterizada por um polimorfismo de células (PIRTTILA, 2006). O hipocampo
propriamente dito ¢ dividido em regides CA1l (Corno de Ammon 1), CA2 e CA3 (figura
I1.3). O corno Ammon consiste de uma estrutura curva ¢ estratificada, como
representado na figura I1.3, apresentando sete camadas: a molecular; lacunosa, stratum

radiatum, s.piramidal, s. alveus, s. oriens e a zona epitelial (AMARAL et al., 1991).

A)

Figura 11.3 — (A) Representagdo esquematica da fatia de hipocampo mostrando as trés regides basicas
(modificado de PAN e STRINGER, 1996). B) Desenho esquematico, modificado de
O’MARA et al. (2001), de uma segéo horizontal através da formagdo hipocampal indicando
varias regides (corno Ammon, complexo subicular e giro dentado) e camadas (ca, camada
alveus; co, camada oriens; cp, camada piramidal; sr, stratum radiatum; cml, camada
molecular - lacunosa; H, hilus; CG, camada granular; CM, camada molecular e camadas 1, II,
I, IV, V e VI presentes no cortex entorinal). O complexo subicular ¢ composto pelos
subiculos (S), pré-subiculo (PrS), para-subiculo (PaS). CE representa o cortex entorrinal e fi a

fimbria hipocampal.

Os avancos no conhecimento da citoarquitetura e fisiologia celular do
hipocampo foram facilitados pela utilizagdo da técnica de fatias cerebrais (““brain
slices™), que permitiram compreender, além das fun¢des normais do hipocampo, a
atuacdo de drogas e outras manobras experimentais durante experimentos envolvendo
epilepsia. Essa técnica € particularmente util para andlise da atividade eletrofisioldgica
hipocampal, devido a manutengdo do circuito neuronal intrinseco ao tecido, que
permanece intacto na fatia transversa (ZIGMOND et al., 1999). Segundo DA SILVA et
al., (2006), dentre as diferentes técnicas utilizadas em neurociéncia basica, a
eletrofisiologia In vitro destaca-se como uma das ferramentas mais poderosas na
compreensdo da atividade neuronal, tanto em relacdo a células individuais, quanto em

nivel das redes neuronais.



1.2 As Epilepsias

As epilepsias referem-se a um grupo diverso, etioldgica e clinicamente, de
transtornos neuroldgicos caracterizados por crises epilépticas recorrentes, as quais
resultam em uma atividade neuronal excessiva, anormal e hipersincronica (ENGEL,
2001). Trata-se de uma disfung¢do cerebral caracterizada clinicamente por alteragdes
subjetivas ou comportamentais stbitas (crises epilépticas), com tendéncia a se repetirem
por toda a vida do individuo. Estas crises refletem uma atividade nervosa anormal, de
inicio subito, acometendo uma ou mais regides cerebrais (NABBOUT e DULAC,
2008).

A epilepsia ¢ uma diversidade de desordens, que apresentam um aumento
anormal de predisposi¢cdo para crises. Esta diversidade se deve as numerosas bases
celulares e moleculares envolvidas, bem como as caracteristicas temporais e espaciais
da crise (FISHER et al., 2005). Tais crises podem ser de origem genética, com uma
predisposicdo do cérebro ao aparecimento dessas crises, ou podem ser adquiridas,
resultante de processos infecciosos, tumores, traumatismos decorrentes do parto ou
mesmo de uma queda (BLOOM E ENGEL, 1992).

As crises epilépticas, segundo a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) de
1989, sdo divididas fundamentalmente em: generalizadas e parciais. Na crise
generalizada ndo ha evidéncia do local de inicio, envolve simultaneamente os dois
hemisférios cerebrais. Na crise parcial hd evidéncias clinicas e eletroencefalograficas
que apontam o local de inicio, que se restringe a uma por¢ao de um hemisfério cerebral
apenas. Uma crise parcial pode se generalizar no decorrer da crise e, desta forma, ser
classificada como parcial secundariamente generalizada (LOSCHER, 1997). Sio
classificadas, também, como simples, quando ha a preservacdo da consciéncia, ou
complexas, quando ocorre a perda da consciéncia (MCNAMARA, 1994).

O status epilepticus ¢ definido como uma crise epiléptica prolongada, a qual
persiste por tempo suficiente ou repete-se com uma freqiiéncia tal que ndo permite a
recuperacdo da consciéncia entre os ataques (CHEN e WASTERLAIN, 2006). Alguns
estudos indicam que a incidéncia de status epilepticus ¢ altissima nos primeiros anos de
vida (HOLMES, 1997; HAUSER, 1992).

Atualmente, aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo sofrem de

epilepsia. Destes, 40% apresentam epilepsia do lobo temporal (ELT) (ANDRADE-



VALENCA et al., 2006). A ELT ¢ caracterizada pelo aparecimento de crises
espontineas originadas em estruturas limbicas, especialmente o hipocampo (ENGEL et
al., 2003). A importancia clinica da epilepsia do lobo temporal decorre ndo somente de
sua elevada prevaléncia, mas também por ser refratidria a maioria dos tratamentos
farmacologicos disponiveis atualmente, sendo que, nestes casos, a remogao cirurgica do
foco epiléptico torna-se a unica alternativa de tratamento (ENGEL,1993).

Dentre os agentes etiologicos, a esclerose hipocampal ¢ encontrada em 50-70%
dos pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal (ENGEL et al., 1997). Do ponto
de vista anatomopatoldgico, a esclerose hipocampal caracteriza-se por perda neuronal e
gliose reativa, especialmente das células das regides CA1 e da regido hilar, com relativa
preservacdo de regido CA2, subiculum e giro dentado (MCNAMARA, 1994).
Associado a perda neuronal, observa-se também a dispersdo das células granulares. Esta
¢ caracterizada pela perda da justaposicdo habitual das células granulares na camada
granular do giro dentado, produzindo aumento da sua espessura ¢ dos espagos
intercelulares (EL BAHH et al., 1999; HOUSER, 1990). Adicionalmente, observa-se
uma importante reorganizagdo axonal, caracterizada por brotamentos de sinapses
colaterais das células granulares (as fibras musgosas) na regido da camada molecular
interna do giro dentado (BABB et al., 1991; TAUCK e NADLER, 1985).

Apesar da relagdo entre esclerose hipocampal e a epilepsia do lobo temporal ja
estar bem estabelecida, o mecanismo exato pelo qual a esclerose hipocampal participa
da génese das crises epilépticas ainda ¢ tema de grande debate. Ja em 1954, havia a
proposta de que a esclerose hipocampal poderia estar associada a uma historia prévia de
injaria precipitante ocorrida em fases precoces do desenvolvimento cerebral (MEYER
et al., 1954). Dentre as injurias, destacam-se as crises epilépticas prolongadas (status
epilepticus) e as crises febris (MATHERN et al., 2002). Atualmente, sabe-se que cerca
de 80% dos pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal possuem historia de
crises febris e/fou status epilepticus, durante os primeiros anos de vida
(VANLANDINGHAM et al., 1998; MATHERN et al., 1995; FRENCH et al., 1993;
FALCONER, 1971).

A elevada incidéncia de status epilepticus durante os periodos iniciais do
desenvolvimento cerebral deve-se ao fato de o cérebro em desenvolvimento possuir
uma maior pré-disponibilidade a atividade epiléptica do que o cérebro maturo. Isto se
deve principalmente a um desbalanco entre os sistemas excitatdrios e inibitdrios, visto

que o acido gama-aminobutirico (GABA), o principal aminoacido inibitorio no cérebro



adulto, possui uma acdo excitatoria sobre o cérebro em desenvolvimento (HOLMES,
1997).

As crises epilépticas graves da infincia podem levar a seqiielas neuroldgicas
permanentes como crises recorrentes, disturbios psiquidtricos e anormalidades de
comportamento. Alguns autores sugerem que embora o cérebro imaturo tenha uma
maior susceptibilidade a crises epilépticas do que o cérebro maduro, este apresenta
maior resisténcia as lesoes celulares secundarias as crises (HOLMES, 1997; PRIEL et
al., 1996).

Existe um consideravel numero de evidéncias correlacionando a ocorréncia de
crises duradouras ou status epilepticus, durante o periodo de desenvolvimento, com
epilepsia na fase adulta (AICARDI e CHEVRIE, 1983). Entretanto, os processos
dependentes da idade, envolvidos com a epileptogénese, permanecem pouco
conhecidos.

Para um melhor entendimento do estudo das epilepsias se fez necessaria a busca
de modelos experimentais, os quais sdo ferramentas extremamente valiosas no estudo

da prevengdo, diagnostico e tratamento dessa doenca. (AVANZINI, 1995).

II.3 Modelo da pilocarpina

Grande parte do conhecimento acerca dos mecanismos basicos das epilepsias
advém de estudos em modelos animais. Dentre os modelos in Vivo existentes, o que
apresenta as principais caracteristicas da ELT ¢ o modelo da pilocarpina
(CAVALHEIRO, 1995). Este modelo foi inicialmente descrito por TURSKI et al.
(1983) e consiste na administragdo sistémica de altas doses de pilocarpina (300 — 380
mg/Kg), um alcaldéide extraido da planta Pilocarpus jaborandi ou Pilocarpus
microphyllus, que age como agonista de receptores colinégicos muscarinicos do tipo
MI1 no cérebro. A indugdo da crise se da pelo efeito agonista colinérgico, e sua
manutengdo se deve a mecanismos excitatorios do tipo glutamatérgicos
(MCDONOUGH e SHIH, 1997).

O seguimento temporal do modelo da pilocarpina permite dividi-lo em trés
fases: fase aguda, fase latente ou silenciosa e fase cronica. Na fase aguda os animais

apresentam hiperatividade, tremores e clonias de patas nos primeiros 5 minutos. Este



comportamento ¢ seguido pelo aumento na atividade motora, culminando em status
epilepticus 30-40 minutos ap6s a administragdo. Durante o status epilepticus, os animais
apresentam automatismos orofaciais repetidos, salivagdo, clonias de patas e perda de
equilibrio. Eletrograficamente, o status epilepticus foi caracterizado por uma intensa
atividade elétrica poliponta tanto cortical quanto hipocampal, a qual estende-se por
aproximadamente 6 horas (HIRSCH et al., 1992). Vinte e quatro horas apds a indugio
do insulto, observa-se uma intensa morte celular em diversas regides do sistema nervoso
central, como cortex, tdlamo ¢ hipocampo (SANKAR et al., 1997). Na formagao
hipocampal, o dano celular ¢ mais proeminente nas regides CAl e hilo, quando
comparadas as regides CA2 e CA3 (SANKAR et al., 1998).

A segunda fase, com duracdo em torno de 4 a 44 dias (média de 14,8 dias e
mediana de 10 dias), ¢ denominada de fase latente, sendo caracterizada, principalmente,
por uma normalizacdo comportamental. Nesta fase, os animais nio apresentam
nenhuma alteracdo comportamental evidente, bem como nao sdo encontradas alteragdes
nos padrdes eletroencefalograficos. No entanto, acredita-se que os eventos de
plasticidade sinaptica, observadas na fase cronica, ocorram durante a fase latente
(LEITE et al., 2002).

A fase cronica ¢ caracterizada, principalmente, pela ocorréncia de crises
convulsivas espontaneas de origem limbica, sendo que, aproximadamente, 80% dos
animais apresentam crises epilépticas espontaneas na idade adulta (LEITE et al., 2002).
Além disso, observa-se uma importante reorganizagdo axonal, caracterizada por
brotamentos das fibras musgosas, na regido da camada molecular interna do giro
dentado. Tais alteracdes sdo similares as encontradas em pacientes com esclerose
hipocampal, seguida de epilepsia do lobo temporal (BABB et al., 1991; TAUCK e
NADLER, 1985).

O modelo da pilocarpina tem contribuido para o avango do conhecimento da
ELT humana, pois possibilita que estudos longitudinais fornecam indicios sobre os
mecanismos envolvidos com o processo epileptogénico, apés uma unica inje¢do do
agente colinérgico. Algumas alteragdes, que ocorrem na epileptogénese em humanos
durante anos, podem ser reproduzidas no modelo em apenas dias (figura 11.4), sendo

esta uma grande vantagem da utilizagdo desse modelo (SILVA, 2009).
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Figura 11.4- Evolugdo cronoldgica na ELT humana e no modelo da pilocarpina, detalhando as alteragdes
estruturais no cérebro, particularmente no hipocampo, envolvidas na génese da Epilepsia

(KURUBA et al., 2009 modificado por SILVA, 2009).

Estudos ontogenéticos no modelo da PILO revelam que as conseqiiéncias da
pilocarpina s3o dependentes da idade (MOTTE et al., 1998; PRIEL et al., 1996).
PRIEL et al. (1996) mostraram que os ratos s6 se tornam epilépticos cronicos se
tratados a partir do 18° dia de vida. Antes desse periodo, embora apresentem estado de
mal epiléptico duradouro apds administragdo de pilocarpina, ndo desenvolvem lesdo e

nem apresentam crises espontaneas.
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1.4 Na'/K' - ATPase

Atualmente, existem muitas informagdes referentes a transportes de ions através
de membranas biologicas. E dificil imaginar que o progresso no entendimento desses
mecanismos de transporte idnico se deve, originalmente, a poucos pesquisadores que
tinham a habilidade de observar fendmenos simples relacionados com a distribui¢do
i0nica, questionar suas origens € propor experimentos que levassem a conclusao de que
deveria existir um mecanismo que transportasse ions ativamente contra seus respectivos
gradientes eletroquimicos. Esse mecanismo, chamado de bomba de Na'/K' por Dean
em 1941, foi evidenciado através de experimentos que mostravam que ions Na', dentro
de fibras musculares, eram trocados por soédios radioativos adicionados ao meio

extracelular. (SCHEINER-BOBIS, 2002).

Sabe-se que os gradientes idnicos transmembranicos, principalmente de Na' e
K", sdo essenciais para as atividades celulares. Sendo mais proeminente em células
eletricamente excitaveis, que repetitivamente ganham Na" e perdem K. De acordo com
BLANK (1995), embora a existéncia de um mecanismo de acumulag¢do idnica
preferencial nas células seja conhecido ha mais de um século, foi somente em 1957 que
SKOU identificou a Na'/K" ATPase como sendo a enzima responsavel pelo
bombeamento seletivo de ions através da membrana celular e, conseqiientemente, pelo

estabelecimento dos gradientes i0nicos.

Em células eletricamente excitaveis, a criacdo e a manutengao dos gradientes de
Na“ e K" através da membrana celular sio necessarios para a geragdo do potencial de
repouso e para a geragcdo e propagacdo de potenciais de acdo. Assim, ¢ evidente que a
bomba de Na'/K" é um mecanismo de significincia funcional priméria em células que
apresentam disparos de potenciais de agao durante longos periodos de tempo, tais como
as cé¢lulas cardiacas e células nervosas (GLITSCH, 2001). Estudos voltados a elucidar
mecanismos envolvidos com processos de excitabilidade neuronal mostraram alteragdes
na ATPase Na'/K' associadas com o processo epileptogénico (FERNANDES et al.,
1996; KINJO et al., 2007).

A Na'/K' ATPase é a enzima responsavel pelo transporte ativo de sodio e
potéssio através da membrana do neurdnio e da glia, atuando como um mecanismo de
retirada do potéssio do meio extracelular para manter o gradiente i6nico necessario para

a excitabilidade neuronal (GLYNN, 1993; GRISAR et al., 1992). Esta enzima promove
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a saida de trés fons Na' e a entrada de dois de K por molécula de ATP hidrolisada

(figura I1.5).

E®g)

Figura 11.5 - Representacio esquematica do ciclo reacional da Na'/K" ATPase. A Na'/K" ATPase se liga
ao ATP no estado conformacional E1 (etapa 1), isso leva a oclusio de 3 ions de Na' (etapa
2) e, em seguida, a liberacdo desse ion no meio extracelular (etapa 3). No estado
conformacional E2, o K se liga com uma alta afinidade (etapa 4), a desfosforilacio da
enzima leva a oclusdo de 2 fons de K' (etapa 5), os quais sdo liberados na face
citoplasmatica, que corresponde ao retorno da enzima ao estado E1 (etapa 6) (SCHEINER

BOBIS, 2002).

Devido a sua grande importadncia na manuten¢do do potencial de repouso e
propagacdo dos impulsos da célula neuronal, uma anormalidade na atividade dessa
enzima pode estar relacionada a hiperexcitabilidade neuronal (DONALDSON et al.,
1997) e, subseqiiente, desenvolvimento de epilepsia (MCNAMARA, 1994).

Uma das evidéncias que associa alteragdes na atividade da Na'/K™ ATPase com
o aparecimento de crises pode ser verificada por meio do uso de um inibidor especifico
da enzima, a ouabaina, que induz descargas focais quando aplicado localmente
(BALDY-MOULINIER et al., 1973). Além disso, o tratamento de fatias hipocampais
com ouabaina, causa um grande efluxo de ions K', bem como despolarizagio
(HAGLUND e SCHWARTZKROIN, 1990), atividade epiléptica e morte celular (LEES
e LEONG, 1994). Portanto, uma diminui¢do da atividade da bomba Na'/K" ATPase

7 r + . . . .
pode levar a um acumulo de ions K no meio extracelular e, conseqiientemente, induzir
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um aumento na atividade epiléptica. RUTECKI et al. (1985) demonstraram que a
elevacdo da concentragio de K extracelular de 5 para 10 mM causa um aumento de 5
vezes na atividade epiléptica em fatias hipocampais. Recentemente, SLAIS et al. (2008)
demonstraram que animais submetidos ao status epilepticus induzido por LiCl-
pilocarpina apresentam um aumento nas concentragdes extracelulares de K' (3,07 para
13,3 mM) 80 min apés a inducdo do insulto. Estes altos niveis de K" extracelular podem
estar relacionados a baixa atividade da Na'/K" ATPase observada por OLIVEIRA et al.
(2008), sendo, portanto, um fator determinante para a manutencdo da atividade
epiléptica excessiva e anormal, observada durante o status epilepticus induzido por LiCl
pilocarpina (HIRSCH et al., 1992).

Além disso, alteracoes na atividade desta enzima tém sido verificadas em
cérebros de pacientes epilépticos (GRISAR ¢ DELGADO-ESCUETA, 1986) e em
modelos experimentais de epilepsia (MORI et al., 1998). Uma redu¢do na atividade da
Na'/K" ATPase foi verificada no cérebro de ratos submetidos ao modelo de epilepsia
focal induzido por congelamento (GRISAR et al., 1983) e, também, no modelo de
epilepsia cronica induzida por acido cainico (ANDERSON et al., 1994). Alteragdao na
atividade da ATPase foi também observada no hipocampo de ratos tratados com
pilocarpina  (FERNANDES et al.,, 1996; KINJO et al., 2007). Ratos adultos
apresentaram uma reduc¢do na atividade da enzima, no hipocampo, durante os periodos
agudo e latente, ¢ um aumento durante a fase cronica. A redu¢do na atividade da
enzima, durante SE e 7 dias apo6s, pode refletir prejuizos causados pela crise,
englobando aspectos conformacionais ou metabolicos, enquanto o aumento na fase
cronica pode representar uma reacdo compensatéria contra a hiperexcitabilidade. Em
animais em desenvolvimento, ndo se observou alteragdo na atividade da enzima quando
estes eram submetidos a um episédio de SE no 9° dia de vida. No entanto, um aumento
na atividade da enzima foi observado no hipocampo, aos 7 e 30 dias apds terceiro
episodio de SE, induzido durante desenvolvimento (7-9 dias pos-natal), que, segundo os

autores, estaria refletindo um processo de hiperexcitabilidade (KINJO et al., 2007).
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[1.4.1 Efeito da hipéxia sobre a Na'K* ATPase

No tecido cortical, durante manobras experimentais de hipoxia, a atividade
epileptiforme € bastante estudada. O efeito direto da hipdxia € a redugdo da producao de
ATP, provocando, assim, uma reducdo da atividade da bomba de Na'/K". Durante essas
manobras, muitos neurdnios centrais tornam-se hiperpolarizados (HANSEN et al.,
1982). Se a oxigenacdo ndo ¢ restaurada, o potencial de membrana comeca a decrescer,
primeiro gradualmente e, depois, rapidamente, como descrito por AITKEN et al.
(1998). Durante essa rapida despolarizagdo, os neurénios perdem muito K
citoplasmatico, acumulando Na’, Ca®" e CI (HANSEN, 1985) intracelular. Como
verificado por CARVALHO (2003), corroborando os achados experimentais de XIONG
e STRINGER (2000) e as previsoes através de simulagdes computacionais por
RODRIGUES (2003), a reducdo do efluxo de sddio pela bomba de sodio-potéssio,
comparativamente ao influxo desse mesmo ion pelos diferentes mecanismos de
eletrodifusdo, pode prolongar um evento epileptiforme ndo-sinaptico. Esse
prolongamento ocorre em razao do retardo da ocorréncia do ponto critico que define o
término do evento. Como apontado por RODRIGUES (2003), figura I1.6, o retardo da
ocorréncia do ponto critico acarreta em um aumento na duragio do evento epileptiforme
ou, em alguns casos, em transi¢ao do estado de atividade epileptiforme para Depressao

Alastrante (DA).

Figura 1.6 —  Analise do efeito da bomba de sodio-potassio, bombeando Na' para o meio extracelular,
comparativamente ao influxo de Na', através dos canais ionicos, durante um burst. (A)
O influxo de Na' (curva tracejada) através dos canais é superior ao efluxo (curva
continua) resultante de bombeamento, através da bomba de sodio-potassio, durante os
disparos de potenciais de agdo (ver regisro intracelular em B), que caracterizam o burst.
Quando as posicdes dessas correntes se invertem, a partir do ponto critico (seta), ocorre

a repolarizagdo da célula neuronal, indicando término do burst (RODRIGUES, 2003).
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A administragdo do cianeto de so6dio provoca um efeito similar ao da hipoxia,
uma vez que os ions cianeto produzem uma forma de anoxia por inibi¢do dos processos
de respiracgdo celular, agindo sobre a atividade da citocromo-oxidase, reduzindo, assim,
a produgdo de ATP e, conseqiientemente, a atividade da bomba de Na"/K" (MARTINS-
FERREIRA, 1954).

A ouabaina, uma droga originalmente extraida do peixe baiact, atua no sentido
de inibir a atividade da Na” K" ATPase. XIONG e STRINGER (2000) mostraram que a
aplicacdo local de oubaina (5 mM), na camada molecular do giro dentado de fatias do
hipocampo, durante a ocorréncia de eventos epileptiformes, causa um decréscimo no
intervalo inter-evento e um aumento da duragdo de cada evento. Essas alteragdes podem
ser visualizadas por meio do potencial extracelular, na figura I1.7, medido na regido dos
corpos celulares granulares. Os autores observaram, ainda, a ocorréncia de um acumulo

de K’ no meio extracelular durante os bursts.

(A)
el

(B) »
|

10mV

30s

Figura 11.7 — Efeito da aplicac¢ao local de ouabaina (5 mM), na regido da camada molecular do giro
dentado de fatias do hipocampo de rato, durante a ocorréncia de eventos epileptiformes
sustentados por conexdes ndo-sinapticas. Os potenciais extracelulares de (A), medido
antes da aplicagdo da droga, e de (B), apds a aplicag@o, foram registrados na regido dos

corpos celulares de células granulares (adaptado de XIONG e STRINGER, 2000).

Com o objetivo de estudar o efeito bloqueador da ouabaina, RODRIGUES
(2003) realizou simulagdes, para diferentes niveis de atividade da bomba de Na'/K". Na
figura IL.8, sdo apresentados os dois potenciais extracelulares correspondentes as
simulagdes. Na simula¢do da parte B, a constante Pp1, que estéd associada a densidade de
enzimas da bomba, foi reduzida de 50 % em relagdo a simulacdo da parte A. Pode-se

observar que a redugdao do bombeamento pelas bombas de sddio-potassio causa uma
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diminuicdo do intervalo inter-evento e um aumento na duracdo de cada evento,

confirmando os achados experimentais reportado por XIONG e STRINGER (2000).

Y
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Figura 11.8 — Efeito da redug¢do da atividade da bomba de sodio-potassio durante a simulagdo das
atividades epileptiformes. A densidade de enzimas Na" K " ATP-ase foi reduzida em
50%, em (B), em relagdo a simulagdo de (A). H4 uma marcante reducdo no intervalo

inter-evento € um aumento na duragio dos eventos (RODRIGUES, 2003).

II.5 Mecanismos néao-sinapticos

No inicio do século XX, C. Sherrington introduziu o termo sinapse para
descrever os pontos de comunicagdo entre neurdnios. A partir dai, estabeleceu-se uma
polémica sobre o mecanismo bdsico da comunica¢do neuronal. Durante a década de 30,
J. C. Eccles et al. levantaram a hipotese de que as transmissdes através das sinapses
eram elétricas, enquanto H. H. Dale (juntamente com G. L. Brown, W. S. Feldberg, J.
H. Gaddum e M. Voght) acreditava que eram quimicas. Atualmente, sabe-se da
coexisténcia das duas formas de transmissdo, apesar da evidente supremacia das
conexdes sindpticas quimicas em cérebro de vertebrado. Como a quantidade de
substancias quimicas envolvidas nas transmissdes através de sinapses, chamadas
neurotransmissores, ¢ muito grande e a maioria dos neurotransmissores tem mais de um

tipo de receptor, torna-se enorme a diversidade de tipos de comunica¢do quimica.
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Durante o inicio das crises epilépticas, as transmissdes sinapticas quimicas sao
predominantemente importantes. O efeito sinaptico, durante as atividades epileptiformes
in vitro, ¢ normalmente aumentado com a geragdo de potenciais de ag@o repetitivos, os
quais conduzem a um aumento da liberagdo de neurotransmissores em muitos terminais
sinapticos (GUTNICK e PRINCE, 1972). Contudo, interagdes nao sinapticas tém
também importante participagcdo na geragdo e sustentacdo das crises, principalmente por
estarem associadas a processos de sincronizagdo. Os efeitos ndo sindpticos sdo mais
pronunciados durante intensa atividade neuronal, onde ha aumento na [K']o e
concomitante queda de Ca>". Essas condi¢es deprimem as transmissdes sindpticas e
forgam o efeito de interagdes entre conjuntos de células neuronais.

As discussdes sobre as intera¢des ndo sinapticas ganharam grande importancia a
partir de 1982, quando dois trabalhos, publicados no intervalo de duas semanas
(TAYLOR e DUDEK, 1982; JEFFERYS e HAAS, 1982), deram énfase ao fato de que é
possivel a indugdo de atividades epileptiformes, durante o bloqueio das atividades
sinapticas.

De fato, os mecanismos ndo-sindpticos, apesar de menos versateis e menos
especificos que as sindpses quimicas, t€ém grandes conseqiiéncias funcionais. A
transmissdo nao-sinaptica do impulso nervoso ocorre por meio da transferéncia de
corrente idnica de uma célula para outra, através de canais (jun¢des) que permitem que
os ions do citoplasma de uma célula passem para o citoplasma de outra. Dentre esses
mecanismos, quatro deles sdo predominantemente importantes e, por isso, merecem
maior destaque: o acoplamento eletrotonico mediado por gap-junctions, o efeito de
campo elétrico, o efeito efaptico e, por ultimo, as flutuagdes idnicas. Todos esses
processos tém significante contribui¢do sobre atividades epileptiformes, principalmente
por estarem relacionados a sincroniza¢do neuronal ¢ a modulagdo da excitabilidade.

O acoplamento eletrotonico entre neurdnios ou grupos de neuronios, pode ser
mediado por pequenas estruturas que interligam os meios intracelulares, conhecidas
como jungdes eletrotonicas ou gap-junctions (MACVICAR e DUDEK, 1982,
JEFFERYS, 1995, CARLEN et al., 2000). Essas estruturas sdo formadas por
macromoléculas de proteinas, conexinas, que formam canais de aproximadamente 1,5
nm de didmetro, que permitem a comunicagdo direta entre os meios citoplasmaticos de
duas células adjacentes. Dessa forma, quando ocorrem potenciais de agdo em uma
célula, correntes fluem rapidamente através das gap-junctions e despolarizam a célula

vizinha JEFFERYS, 1995).
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Os efeitos de campo elétrico ocorrem quando correntes elétricas produzidas por
atividades neuronais mudam a excitabilidade de outros neurdnios vizinhos ndo
conectados. Ou seja, a corrente gerada por um neurdnio ¢ conduzida, através do meio
extracelular, e atinge outros neurdnios causando despolarizacdes em suas membranas
(JEFFERYS, 1995). Esse efeito ¢ facilmente identificado em experimentos de indugao
de atividades epileptiformes, pois, nesse caso, as correntes extracelulares, devidas aos
potenciais de a¢do, sdo maiores por causa do sincronismo (TAYLOR e DUDEK 1984).

As interagdes efapticas, consistem em um tipo especifico de comunicacio
elétrica, que ocorre entre neurdnios vizinhos muito proximos. O fato de tanto o efeito
efaptico, como o efeito de campo elétrico, ser mediado por correntes elétricas fluindo
através do espaco extracelular (JEFFERYS, 1995) faz com que a fronteira entre esses
dois tipos de interagdo nao fique bem definida (DUDEK et al., 1986). A diferenca
marcante entre as duas formas de comunicagdo € que o termo interagdo efaptica ¢ usado
restritamente para interagdes de campo elétrico presentes em somente dois ou poucos
neurdnios muito proximos, em nervos € axoOnios desmielinizados justapostos
(JEFFERYS, 1995).

As flutuacdes i0nicas caracterizam-se pelo movimento dos ions ao longo do meio
extracelular. Podem contribuir para a comunicagdo neuronal, uma vez que o
funcionamento normal do cérebro depende do equilibrio extracelular de diversos tipos
de ions, como potassio, calcio, sodio, cloreto e magnésio (LUX et al., 1986).

Tanto por meio de simulagdo (ALMEIDA et al., 2008; RODRIGUES, 2003),
quanto por realizagdes de experimentos (XIONG e STRINGER, 2000), observa-se que
a variagdo da concentracdo extracelular de K' causa grande alteragdio na excitabilidade
neuronal. O aumento da concentracio extracelular de K" gera a despolarizacio das
membranas celulares neuronais. Uma diminui¢do no espaco extracelular aumenta as
interacdes nao-sinapticas por flutuagdes nas concentragdes i0nicas extracelulares, e, em
razao do aumento da resisténcia extracelular, reforcam, diretamente, os efeitos de

campo elétrico (DUDEK et al., 1993; TRAUB et al., 1985).
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I1.6 Modelo do alto K*

Os experimentos de inducdo de atividades epileptiformes (AEs) em fatias de
hipocampo de ratos, nos quais os fons de Ca*" sdo suprimidos na solugio nutriente,
mostram a importancia das comunica¢des neuronais nao-sinapticas sobre as crises
epilépticas (JEFFERYS, 1995; XIONG E STRINGER, 2000; DUDEK et al., 1993).
Trabalhos ainda sugerem que redugdes de calcio ndo sdo essenciais para contribui¢do
dos mecanismos nao-sinapticos no desenvolvimento de atividade epiléptica (COSTA,
2009; BIKSON et al., 2002; JENSEN ¢ YAARI, 1997). Segundo ALMEIDA et al,
(2008), com essas evidéncias, a contribui¢do das conexdes nao-sindpticas podem ter
uma maior relevancia do que se suspeitava.

Inicialmente, as atividades epileptiformes sustentadas por conexdes ndo-
sinapticas foram estudadas apenas na regido CAl (KONNERTH, 1984; TAYLOR e
DUDEK, 1982; JEFFERYS e HAAS, 1982), uma vez que nesta regido as atividades
podiam ser induzidas mais facilmente. Depois, SNOW e DUDEK (1984) mostraram
que também ¢é possivel induzi-las nas regides CA2, CA3 e giro dentado. Os eventos
epileptiformes na regido do giro dentado apresentam atividades neuronais sincronas
com maiores duracdes e amplitudes, sob condi¢cdes experimentais de alta concentragao
extracelular de K' e baixa concentracio de Ca’" (figura I1.9) (XIONG ¢ STRINGER,
2000; CARVALHO,2003; PAN E STRINGER, 1996)
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Figura 11.9 - Registro de eventos epileptiformes nao-sinapticos (salva de espiculas formadas por
potenciais de ag@o sincronos, denominadas population spikes, apés um deslocamento
negativo da linha de base) caracteristicos das regides do hipocampo, apoés perfusdo com
solugdo sem Ca’" e com alta [K']. Na regiio CAl, eventos epileptiformes, os bursts
apresentam PS’s com grandes amplitudes, na regido CA3, os PS’s ocorrem de forma mais
estavel e com menor intervalo de tempo entre os eventos. E no GD, ha atividade neuronal
intensa, com descargas em salva prolongadas e com variagdo negativa da linha de base

seguido de PS’s de grandes amplitudes (DUDEK et al., 1993).
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A AE:s tipicas da supressao de conexdes sindpticas caracterizam-se por uma

salva de espiculas, formadas pelo disparo simultineo de potenciais de agdo,
denominadas de populagdes de espiculas (do inglés population spike), superpostas a um

deslocamento negativo da linha de base. Esses eventos sdo chamados de descargas em

salva (DS), caracterizadas por salvas de potenciais de acao (figura I1.10) (JEFFERYS e
HAAS, 1982; DUDEK et al., 1993).
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Figura 11.10 — Descargas em salva (DS) caracteristicas da regido do giro dentado. Em A- Descarga em

salva (burst), durante as atividades epileptiformes induzidas através do protocolo

experimental alto-K" (8 mM) e zero-Ca”" adicionado. Em B, exemplo de uma seqiiéncia

de descarga em salva (modificado de VIVAS, 2005).
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

llI.1 Animais experimentais

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, com idades de 10, 21 e 60 dias de vida, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sao Jodo Del Rei (UFSJ). Os animais foram mantidos em
biotério local, sob condigdes ambientais controladas: temperatura ambiente 21+£2°C,
ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a agua e ra¢do. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as orienta¢des do Colégio Brasileiro para

Experimentacdo Animal (COBEA).

[11.2 Modelo de epilepsia induzida por pilocarpina

Para a indu¢do do modelo de epilepsia, foi administrado cloridrato de
pilocarpina (PILO), um agonista colinérgico muscarinico, na dose de 360 mg/Kg
(Merck, USA), via intraperitoneal (ip), apés 20 minutos do pré-tratametno com 1mg/kg
de nitrato de metil-escopolamina por via subcutanea (sc) (Sigma). A administracdo da
metil-escopolamina tinha por finalidade atenuar os efeitos periféricos provocados pela
injecdo de pilocarpina (PRIEL et al., 1996).

Apos a aplicagdo da PILO os animais apresentaram crises limbicas as quais
evoluiram para Status Epilepticus (SE), sendo essa denominada fase aguda do modelo.
Ao final desse periodo, inicia-se a fase latente, com duracdo média de 4 a 44 dias,
caracterizada pela auséncia de sinais comportamentais e eletrograficos de atividade
epiléptica e que termina com o aparecimento da primeira crise espontanea (que recorre
durante toda a vida do animal), a qual marca o inicio do periodo cronico do modelo. Na
figura III.1 esta representado o delineamento experimental do modelo da pilocarpina

utilizado neste trabalho.
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4 44 dias dias seguintes

Fase Aguda Fase Latente Fase Cronica

Tempo

Figura I11.1 - Delineamento experimental do modelo da Pilocarpina. MS — metil escopolamina, SE —
Status Epilépticos, induzido pela injecdo de Pilocarpina, CER — crises espontineas
recorrentes. Ao longo da fase latente, 7 dias apos o SE, as fatias de hipocampo foram

preparadas para eletrofisiologia.

Os animais pertencentes ao grupo controle também receberam pré-tratamento
com metil-escopolamina (1mg/kg); no entanto, receberam solugdo salina 0,9%, ao invés
de pilocarpina.

O registro do potencial elétrico (PE) extracelular, durante indugdo experimental
de epilepsia sustentada por conexdes ndo-sindpticas, foi realizado sete dias apos a
aplicacao da solucdo salina 0,9% (Grupo controle) e da PILO (Grupo tratado). Os

parametros do PE dos dois grupos foram quantificados para comparacao dos resultados.

1.3 Procedimentos experimentais para registro do potencial
elétrico

[11.3.1 - Isolamento do hipocampo e obtencédo das fatias

Para o isolamento do hipocampo os animais foram decapitados, apds anestesia
em plano profundo, utilizando a nebuliza¢do com éter (WEISSINGER et al., 2000). Em
seguida, a calota craniana foi exposta fazendo um corte longitudinal no escalpo (figura
II1.2 A), sendo, depois, cortada mediana e lateralmente (figura II1.2 B). Posteriormente,
as partes superiores da calota craniana foram removidas (figura II1.2 C). Uma vez
exposto, o encéfalo foi imediatamente banhado com solu¢ao de composi¢ao semelhante
ao fluido céfalo-raquidiano (Ringer Normal, composicao descrita na Tabela III.1)
utilizando-se um conta-gotas. Introduzindo uma espatula, inicialmente, sob o cerebelo e,

posteriormente, sob a parte frontal do cérebro, este foi desconectado da medula (figura
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III.2 D). J& completamente desconectado, o encéfalo foi cuidadosamente removido e

imerso em solugdo de Ringer Normal resfriada de 0 a 2 °C (figura 1.2 E).

Figura 111.2 - Procedimento realizado para a retirada do encéfalo da cavidade craniana. A) abertura do
escalpo; B) corte mediano e lateral na calota craniana; C) remocgao das partes superiores
da calota craniana; D) retirada do encéfalo da cavidade craniana; E) remogdo do mesmo

para uma solu¢@o nutriente semicongelada. (Modificado de PEREIRA, 2005).

Para o isolamento dos hipocampos, o encéfalo foi transferido para uma placa de
Petri, coberta com papel filtro. Sob banho constante de toda a estrutura com solugdo de
Ringer Normal gelada, o cerebelo (Figura I11.3 , partes A, B e C) e, depois, os dois
hemisférios cerebrais (Figura I11.3 , partes D e E) foram separados com o auxilio de um
bisturi. Enquanto um dos hemisférios era dissecado, o outro era mantido imerso em
solucdo de Ringer Normal gelada. O procedimento de dissecag@o de cada hemisfério foi
iniciado com um corte para separar o cortex frontal, seguido do posicionamento do
hemisfério sobre a face de corte. A seguir, utilizando-se duas micro-espatulas, o talamo
foi removido (Figura III.3, parte F), permitindo assim a visualizagdo da estrutura
hipocampal. Introduzindo cuidadosamente as micro-espatulas por baixo e pelas laterais,
o hipocampo foi desligado do restante do cortex (Figura IIL.3, partes G, H e I). O

mesmo procedimento foi realizado com o outro hemisfério.
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Figura 111.3 — Isolamento do hipocampo do restante do encéfalo de rato. As fotos A, B, C, D e E

demonstram os cortes realizados para facilitar a dissecagdo. Em F, G, H, sdo mostrados
detalhes da separagdo do talamo, com ajuda de micro-espatulas. Em I, estd a imagem

do hipocampo, apos ser isolado do restante do cortex (CARVALHO, 2003).

Apo6s devidamente isolado, o hipocampo, com a face alveolar disposta para
cima, foi levado ao fatiador do tipo chopper, para obtengdo de fatias de 400 pm de
espessura. Célculos de difusao do oxigénio sobre o tecido sugerem que fatias com essa
espessura podem ser mantidas oxigenadas, quando sob perfusdo continua
(NICHOLSON ¢ HOUNSGAARD, 1983). Com auxilio de um pincel de cerdas finas,
cada hipocampo foi posicionado no chopper, de modo a estabelecer um angulo de 70°
em relacdo ao eixo da fimbria. Esse angulo de corte foi utilizado visando preservar
conexdes intrinsecas do hipocampo (fibras musgosas, colateral de Schaffer e axonios da
regido CAl), as quais encontram-se dispostas transversalmente, com um angulo de 70°,
em relacdo ao eixo longitudinal do hipocampo (TEYLER, 1980; LOPES DA SILVA et
al., 1990). Na figura II1.4, sdo apresentadas ilustragdes do hipocampo e as conexdes

intrinsecas das lamelas.

24



B)

Figura 111.4 - Representagdo esquematica do hipocampo com o respectivo adngulo de corte e suas
conexdes intrinsecas. Em (A), tem-se a representacdo esquematica do hipocampo, onde
se identifica o angulo de 70° em relacdo ao eixo da fimbria para o fatiamento, de modo a
preservar as conexdes intrinsecas, como observado na ampliagio da lamela

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

E importante que a ldmina do fatiador esteja bem ajustada, de forma que seu
corte alcance metade da espessura do filtro de papel, permitindo um corte completo das
fatias. ApoOs cada corte, as fatias retiradas do terco médio do hipocampo foram
colocadas em uma camara de perfusdo (Figura II1.5), contendo solugdo de Ringer
Normal oxigenada e a temperatura de aproximadamente 31,5 °C.

Apo6s cerca de 50 minutos de perfusdo, as fatias foram transferidas para a
camara de interface (Figura III.6), onde foram posicionadas sobre uma membrana de
Millipore, para registro das atividades epileptiformes. As fatias foram inicialmente
perfundidas com solu¢do de Ringer Normal por cerca de 50 minutos. Posteriormente, a
solugdo foi trocada pela solugdo de inducdo contendo alto K' e zero Ca** (composicao
descrita na Tabela III.1). O pH foi mantido em 7.4, por meio da saturagdo com

carbogénio (95% O2 e 5% COz) sob borbulhamento constante.

Utilizando esses procedimentos, foi possivel observar AEs por meio de eletrodos

(fabricados a partir de tubos capilares), conectados a um amplificador.
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Tabela 111.1 — Composigdo das solugdes de perfusdo e de inducdo (valores em mM).

Substancia Solucéo de perfuséo (Normal) Solucéo de indugéo
NaCl 127,0 127,0
KCI 2,0 7,0
MgSO,* 1,5 1,5
NaHCO; 26,0 26,0
KH,PO, 11 1,1
Glicose 10,0 10,0
CaCly* 2,0 0,0

* sais adicionados apds ajuste do pH em 7,4

[11.3.2 Equipamentos utilizados para inducéo das atividades epileptiformes

I11. 3.2.1 - Camara de perfusao

Uma camara de perfusdo foi utilizada para manter em descanso as fatias,
preservando-as de lesdes de excitoxicidade, comuns apds o procedimento de corte. A
camara ¢ constituida de conexdes e tubos em PVC, que sdo estruturados em forma de U
(Figura II1.5). O ramo de maior didmetro consiste de um compartimento subdividido
por uma rede de nylon, sobre a qual as fatias descansam. Todo o sistema foi preenchido
com solu¢do de Ringer Normal continuamente oxigenada, com fluxo estabelecido pelo
borbulhamento, que permite uma perfusao suave e adequada. O pH da solucao foi
mantido constante, em torno de 7,4, devido a saturacdo promovida pelo borbulhamento
com carbogénio (95% O2¢e 5% CO2). As fatias foram mantidas submersas nessa camara
por no minimo 50 minutos, sendo a temperatura controlada em 31,5° C. Apds esse
periodo, as fatias estavam aptas ao protocolo de inducdo de atividade epileptiforme na

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

rede de nylon. (PEREIRA, 2005).

111.3.2.2 — Camara de interface

ApoOs a permanéncia na camara de perfusdo, as fatias eram transferidas para a
camara de interface, onde ocorre inducdo das atividades epileptiformes, bem como os
registros do sinal elétrico. Existe uma ampla variedade de camaras de interface. A
camara utilizada neste trabalho ¢ uma variante daquelas utilizadas em diversos trabalhos
que visam o estudo de fatias in vitro (HATTON et al, 1980; PAN e STRINGER, 1996;
SHWARTSKRON, 1975). llustrada pela figura II1.6, a cdmara consiste de dois modulos
acoplaveis: a cuba (figura II1.7) e o banho-maria conectados a uma mesa estatica. O
banho-maria é composto de quatro resistores ceramicos de 5 Q, 20 W de dissipacao,
ligados em paralelo, encerrados em invélucros de vidro, e dois borbulhadores que
dispersam carbogénio no interior do recipiente. Os resistores, submetidos a tensoes
continuas, até¢ 12 V, permitem o aquecimento controlado da agua do banho-maria. As
tensdes sdo controladas via software, desenvolvido em plataforma LABVIEW 6.1
(NATIONAL INSTRUMENTS), especialmente para esse tipo de controle. O

equipamento ¢ capaz de manter temperaturas constantes em torno de 32°C, com
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precisao de um décimo de grau. A dgua contida no banho-maria aquece as paredes do
tubo em torno do cilindro central, no interior do recipiente. Esse mesmo tubo conduz as
solugdes para cuba, permitindo a perfusdo das fatias com a solu¢do sob temperatura
devidamente controlada. Tubos de silicone conduzem o oxigénio ao interior do banho-
maria. Os borbulhadores dispersam o carbogénio dentro da 4gua, tornando-o aquecido e
umidificado para, em seguir, ser direcionado sobre a face superior das fatias mantidas

na cuba.

Figura 111.6 — Diagrama esquematico da cadmara de interface (banho-maria e cuba). Em 1, tem-se a
representagdo do tubo de silicone que conduz o carbogénio para o interior da cAmara.
Em 2 , um dos dois borbulhadores de oxigénio existentes na cdmara. Em 3, estd
representado uma das quatro resisténcias envolvidas em invoélucros de vidro. Em 4,
tem-se o tubo de silicone que conduz a solucdo até as fatias. Em 5, esta representada a
cuba, que pode ser vista em maiores detalhes na figura II.7. Em 6, a membrana de
Millipore, sobre a qual as fatias sdo depositadas. Em 7, tem-se o tubo para succ¢do da
solu¢do. Em 8, o fio terra da solugdo. Finalmente, em 9, o disco de acrilico com um

orificio ao centro, e, em 10, o disco que recobre a cuba (Modificado de VIVAS, 2005).
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A cuba ¢ composta por dois cilindros e uma base em acrilico, acoplada
superiormente ao banho-maria (figura II1.7). O cilindro central, onde se encontra a
membrana de Millipore (0.4 uM Millicell culture plate inserts; Milleppori, Bedford,
MA, USA), para deposicdo das fatias, possui um volume bem reduzido, de
aproximadamente 0.34 ml, o que permite que toda a solugdo em contato com as fatias
seja constantemente renovada. A base em acrilico apresenta pequenos orificios para que
o carbogénio, depois de atravessar o banho-maria, possa, j& umidificado, atingir as
fatias. Uma tampa, em forma de disco, encobre o ambiente em torno das fatias,
permitindo uma melhor oxigenagdo e contribuindo para homogeneizar a temperatura no
interior da cuba. A tampa contém um orificio central, que permite a inser¢ao do eletrodo

de registro do sinal elétrico, bem como a exaustdo do carbogénio.

Figura I11.7 — Representagdo esquematica da cuba utilizada para indugédo 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 representagcdo dos orificios na base da cuba, que
permitem que o carbogénio, depois de umidificado ¢ aquecido, atinja as fatias. Em 4, esta
representado o canal por onde a solucdo chega as fatias, e em 5, o tubo por onde ocorre a
suc¢do da solucdao. Em 6, tem-se a representagdo do fio terra da solugao, e, finalmente, em
7, tem-se a representag¢do do termometro que controla a temperatura da solucdo que chega

as fatias. (Modificado de VIVAS, 2005).
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lll.4 - Sistemas de medicao, aquisicao e visualizacéo

Para aquisi¢@o dos sinais do potencial elétrico extracelular (PE), foi utilizado um
eletrodo formado por filamentos de prata e micropipeta de vidro (modelo THINWALL,
TWI150F-3 — WPI). A pipeta foi estirada em um puxador de pipetas (modelo DMZ
UNIVERSAL PULLER — ZEITZ-INSTRUMENTS) e preenchida com solug¢ao de NaCl
1,0M, produzindo uma impedancia de 5 a 10 MQ, suficiente para proporcionar um
baixo nivel de ruido. Os filamentos de prata foram cloretados para evitar o efeito de
bateria provocado pela acumulag¢do de cargas na interface metal-liquido. A cloretagem
foi feita mergulhando-se dois filamentos de prata em solucdo de HCl 1,0 M. Em
seguida, utilizando-se uma fonte de corrente continua, foi aplicada uma tensdo de até
1,0 V entre os filamentos durante 15 minutos, aproximadamente. O filamento ligado ao
terminal positivo atrai os ions Cl, formando uma capa escura sobre a superficie,
enquanto o outro terminal atrai os ions H'.

Apds cloretado, o eletrodo foi conectado a uma headstage (modelo Al 402 x 50,
ULTRALOW NOISE AMPLIFIER — AXON INSTRUMENTS), interligada a um
amplificador (modelo CYBERAMP 380 — AXON INSTRUMENTS), para a aquisi¢ao
do sinal. O programa SAE (Sistema Auxiliar de Experimentos), desenvolvido no
LANEC (SILVA, 2000), foi utilizado para controle do amplificador, digitalizagdo,
exibi¢do em tempo real e armazenamento de arquivos. A amostragem do sinal foi feita
utilizando a taxa de 10.000 amostras por segundo e o sinal foi amplificado 500 vezes.
Um filtro foi utilizado para redu¢do do ruido de fundo.

O programa MATLAB 7.0 (MATHWORKY) foi utilizado como saida grafica. O
computador empregado na aquisicao e processamento dos sinais foi um Pentium III de 1
GHz e 512 MB de RAM.

Para visualizacdo das fatias, foi utilizado um microscopio estereoscopico
(modelo PZMTII-L — WPI), que possui varias oculares e um par de objetivas,
permitindo uma ampliagdo de até 225. A distancia focal e o campo de visdo maximo sdo
de 314 mm e diametro 110 mm, respectivamente. A montagem do microscopio foi feita
sobre uma mesa XY, independente da camara de interface, permitindo ajustar o campo
visual, sem mover a camara. Dessa forma, o microscopio varre toda a extensdo da
membrana onde se encontram as fatias, permitindo uma melhor visualizacdo de suas

camadas, sem o inconveniente de deslocar o eletrodo, apds mudanga do campo visual.
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Uma luz gerada na parte inferior do microscépio, abaixo da camara de interface,
alcanca as fatias, permitindo uma melhor visualizagdo das camadas. O posicionamento
do eletrodo sobre o tecido foi realizado com o auxilio de um micro-manipulador
mecanico (modelo KITE-L — WPI), possibilitando a inser¢ao do eletrodo na regido de
interesse da fatia (no caso, o giro dentado), com o minimo de les3o.

Para minimizar as vibragdes mecanicas durante os experimentos, utiliza-se uma
mesa anti-vibracdo, que consiste de um tampo de pedra suspenso por camaras de ar,
onde sdo dispostos os equipamentos. As camaras de ar permitem ajustar o nivel de
trabalho da mesa. No intuito de isolar os equipamentos de possiveis interferéncias
eletromagnéticas, a mesa foi envolvida por uma gaiola de Faraday. Na Figura II1.8, um

desenho esquematico representa os equipamentos utilizados para aquisicdo dos sinais

do PE.

amplificador

headstage microscépio

mesa fixa

computador

mesa Xy

Figura 111.8 - Diagrama esquematico do setup experimental utilizado para o registro do PE. O PE foi
registrado a partir do posicionamento do eletrodo de registro no GD. O eletrodo ¢
conectado a uma headstage por meio de um holder. A headstage ¢ interligada a um
amplificador bioldgico. Os sinais sdo armazenados em um computador. As fatias sdo

iluminadas pela luz gerada na base do microscépio (Modificado de PEREIRA, 2005).
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l11.5 - Manobras de hipoxia

Apos o inicio das atividades epileptiformes ndo sinapticas, foram realizadas
manobras de hipdxia, que interferem na atividade da bomba de Na/K. A manobra de
hipoxia consiste da supressdo ou reducdo da oxigenacdo do tecido. O efeito direto da
hipdoxia é, portanto, a reducdo da produg¢do de ATP, provocando, assim, redugdo na
atividade (ou eficiéncia) da bomba de Na/K. Se a oxigenagdo for restabelecida sem
danos irreversiveis a atividade neuronal, a repolarizacdo volta ao seu nivel normal e as

funcdes celulares sdo recuperadas (SOMIJEN, 2001).

Manobras de hipoxia foram realizadas, durante o evento e no intervalo entre os
eventos epileptiformes ndo sinapticos, as quais consistiram do bloqueio da perfusdo do
tecido com carbogénio.

A fim de verificar, de forma controlada, o efeito da hipoxia sobre as atividades
epileptiformes, a manobra de hipoxia durante o evento consistiu do bloqueio da
perfusdo do tecido com carbogénio, exatamente no momento em que a linha de base do
sinal extracelular iniciava sua excursdo descendente e esse bloqueio foi mantido até que
o sinal iniciasse sua excursao ascendente (Figura I11.9 A). J4 a manobra de hipdxia no
intervalo entre eventos iniciava-se apos a finalizagdo de um evento e era cessada no

momento em que se iniciava o préximo evento (Figura I11.9 B).
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Figura 111.9 — Representagdo da manobra de hipoxia. Em A, estd representada a manobra de hipoxia
durante um evento epileptiforme ndo-sinaptico e, em B, a manobra de hipoxia no

intervalo entre dois eventos epileptiformes ndo-sinapticos.

Com isso, o que se pretendia era medir o efeito da reducdo da atividade da
bomba de Na/K, submetendo o tecido a um minimo de interferéncia sobre sua

homeostase. A nao interferéncia sobre o equilibrio homeostasico do tecido foi garantida
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pela confirmacao da recuperacao das dinadmicas morfologicas e temporais tais quais as

dos eventos imediatamente anteriores a manobra de hipdxia.

l11.6 - Andlise quantitativa dos parametros do potencial elétrico

Para andlise quantitativa do PE extracelular, foram observados os seguintes
parametros: amplitude da componente DC (DC), amplitude média dos PS’s (PS),
amplitude maxima dos PS’s (Amax), duracdo dos eventos (DE), intervalo entre eventos
(IE) e laténcia (LT).

A andlise dos parametros foi realizada utilizando-se uma amostra correspondente
a 6 bursts em cada experimento. Em relagdo as manobras de hipdxia foram também
analisadas 6 manobras durante o evento e 6 no intervalo entre os eventos para cada
experimento.

O parametro laténcia (LT) foi calculado subtraindo-se o tempo de inicio das AEs
pelo tempo de inicio de perfusdo das fatias com solugdo contendo zero célcio e alto
potéssio (Solugdo de inducao).

A quantificagdo dos pardmetros do PE extracelular foi realizada utilizando-se
programas desenvolvidos no Laboratorio de Neurociéncia Experimental e
Computacional (LANEC), em plataforma MATLAB, para leitura e analise dos arquivos

contendo potenciais elétricos.

[11.6.1- Analise quantitativa da amplitude da componente DC

A Transformada Discreta de Fourier (DFT) foi utilizada como ferramenta e
aplicada ao sinal do potencial elétrico extracelular, para separar a componente DC dos
PS’s, cujas componentes juntas formam os bursts epileptiformes.

A partir do célculo da DFT do sinal elétrico, foi possivel cortar a freqiiéncia
baixa, abaixo de 10 Hz, que corresponde a componente DC do sinal cujas componentes
apresentam freqiiéncia alta, correspondente aos PS’s, conforme exemplo ilustrado na
Figura. II1.10. Posteriormente, fazendo a Transformada Inversa de Fourier, foi obtido o

sinal contendo apenas a componente DC, sem os PS's.
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A amplitude da componente DC foi considerada como a variagdo maxima do
sinal em relag@o a linha de base, considerando a linha de base correspondente a média

de um trecho do PE antes do evento.

A) burst 1)) frequéncia x amplitude ) Componente DC

0.07|
0.06
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Figura 111.10 - Procedimento para obtengéo da componente DC. A) Sinal completo de um burst contendo
a componente DC e os PS’s. B) Sinal elétrico apds aplicacdo da Transformada de
Fourrier, indicando o espectro de freqiiéncia. A freqiiéncia do sinal foi cortada abaixo de
10 Hz. C) Sinal elétrico da componente DC livre dos PS’s. A componente DC ¢ a

variagdo maxima do sinal em relacdo a linha de base (linha pontilhada).

[11.6.2 - Analise quantitativa da amplitude dos Populations Spikes

A amplitude dos PS’s, a qual corresponde a alta freqiiéncia dos bursts, também
foi encontrada utilizando-se o célculo da Transformada Discreta de Fourier (DFT) do
sinal elétrico, que corta freqiiéncias inferiores a 10 Hz, correspondente a componente
DC, restando um sinal cujas componentes em freqiiéncia correspondem aos eventos
PS’s. Para determinar a amplitude média dos PS’s, o programa de analise do PE calcula
a integral do mddulo desse sinal e o valor encontrado ¢ dividido pela duragdo do evento,
correspondendo ao pardmetro (em mV), indicado nas andlises como parametro PS. Ja o
parametro Amax (mV) foi determinado pelo programa por meio da marcagdo das maiores
amplitudes alcangadas pelos PS’s em cada burst. Na Figura III.11, tem-se a ilustragdo

dos procedimentos para obtengao dos PS’s.
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Figura I11.11 - Representagdo do procedimento adotado para obteng¢do da amplitude dos PS's. Em (A),
observa-se o sinal completo, em (B) o sinal da componente DC, que sera subtraido do

sinal completo e, em (C), o resultado da subtraggo, que ¢é o sinal referente aos PS's.

[11.6.3 - Analise quantitativa da duracédo do evento

A partir da linha de base e do sinal da componente DC, o parametro DE foi

calculado. Para isso, foram adotados os instantes tfinal € tinicial, que €stdo representados na

figura I11.12.

—
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Ampl. (mV)
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50 60 70
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t

inicial final

Figura 111.12 - Exemplo da técnica utilizada para o calculo do pardmetro DE. Considerando t ’
1micial

quando o sinal atinge uma varia¢do de 20% em relagdo a linha de base, ¢ tf ; quando o
mna

sinal retorna a 20% em relago a linha de base, o parametro DE foi calculado subtraindo-

se o instante t  pelo instante t ~ de cada evento.
final inicial

Para esse calculo, o instante ti,ci, foi considerado quando o sinal atinge uma
variagdo de 20% da amplitude maxima, em relacdo a linha de base, e, o instante tfipal,
quando o sinal retorna a 20% da amplitude méxima em relacdo a linha de base. O

parametro DE foi calculado subtraindo-se o instante t il pelo instante t il de cada

evento.
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[11.6.4- Analise quantitativa do intervalo entre eventos

O calculo do parametro IE foi realizado utilizando-se os mesmos parametros de

identificacdo do instante t i © do instante te dos eventos. Dessa forma, o IE foi

ial

considerado como sendo o intervalo de tempo entre o instante tf | até o instante t ;
ma micia

Na figura III.13, ilustra-se esse procedimento.

20 %- 20 %o -

Intervalo entre eventos

tinicial L final Linicial t final

Figura I11.13 - Representagdo do procedimento adotado para obtengdo do IE. Considerando t ;
1miciajl

quando o sinal atinge uma variagdo de 20% em relagdo a linha de base, e tf ; quando este
mnal

sinal retorna a 20% em relagdo a linha de base, o pardmetro IE foi calculado como o

intervalo de tempo entre o instante tf 1 de um evento e o instante t " do evento
1mal 1micial

subseqiiente.
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CAPITULO IV — RESULTADOS

IV. 1 Inducéo de epilepsia do lobo temporal pela pilocarpina

Os resultados experimentais apresentados neste trabalho se referem a trés faixas
etarias: P-10 (ratos com 10 dias de vida); P-21 (ratos com 21 dias de vida) e P-60 (ratos
com 60 dias de vida). Para cada faixa etdria os animais foram divididos em grupo
controle e grupo tratado.

Na Tabela IV.1 sdo apresentados os resultados da inducdo ELP, pela injegdo de
PILO, em animais pertencentes ao grupo tratado, que, como se observa, reproduziu
dados semelhantes aos relatados na literatura, indicando que nossos resultados estdo

dentro dos padroes.

Tabela IV.1 - Resultados da indugao ELP pela injegdo de PILO.

Faixa N° total Animais em Mortalidade SE
Etéaria de SE , sobreviventes
(dias)  Animais SE Pos-SE
10 10 10 (100%0) 1 (10%) 0 (0%) 9 (90%)
21 27 27 (100%) 15 (55,5%) 3(11,1%) 9 (33,3%)
60 45 20 (44,4%) 11 (55%0) 3 (15%) 6 (30%0)
Total 82 57 (69,5%) 27 (47,5%) 6 (10,5%0) 24 (42%)

O processo de inducdo ELP pela injecdo de pilocarpina proporcionou um alto
indice de SE (69,5%) e uma taxa elevada de mortalidade (58%), como pode ser
observado pelo levantamento total apresentado na Tabela IV.1.

Apods o término do SE os animais experimentais apresentaram-se debilitados,
necessitando de cuidados especiais (hidratacdo e alimentagdo) até completa recuperagao

do quadro, restabelecido cerca de cinco dias ap6s o insulto.
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IV. 2 Atividade epileptiforme ndo-sinaptica

As atividades epileptiformes induzidas foram registradas de 18 experimentos
referentes ao grupo tratado (P-10; P-21 e P-60), sendo 6 experimentos para cada grupo
etario, e, 18 experimentos para o grupo controle (P-10; P-21 e P-60), também com 6
experimentos para cada grupo etario.

Para cada experimento, foi realizado o registro do potencial elétrico extracelular
por meio de um eletrodo posicionado na camada granular do giro dentado. Esse registro
foi realizado sete dias apos o tratamento com pilocarpina (Grupo Tratado), ou sete dias
apos a inje¢do de solugdo salina (Grupo Controle). Para induzir as AE’s nao-sindpticas,
foi utilizado o protocolo experimental de perfusdo das fatias hipocampais, no qual a
solucao continha alto-K*(8 mM) e zero-Ca* adicionado.

Utilizando-se o método t-student, com nivel de significancia igual a 5% (o
=0,05), foram comparados os valores médios dos parametros do PE, obtidos de
experimentos realizados com animais do grupo controle (P-10; P-21 e P-60) e
experimentos realizados com animais do grupo tratado (P-10; P-21 e P-60).

Na figura IV.1 sdo apresentados os valores médios do pardmetro LT (minutos),
com seus respectivos desvios padrdo, para cada faixa etaria. Foi considerado sempre o
grupo controle primeiro (barras em preto) e depois o grupo tratado (barras em cinza). Os
valores encontrados foram: 49,51 + 5,61 € 46,66 + 5,42; 60,83 £ 14,62 ¢ 55+ 7,95; 78 £+
4,89 e 51,66 = 5,57, respectivamente para os grupos P-10, P-21 e P-60.

*
mm Grupo Controle

80r

= Grupo Tratado

Laténcia (min)
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P-10 P-21 P-60

Figura 1V.1 — Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro
LT, referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente. Barras em preto, grupo

controle e barras em cinza, grupo tratado.
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Foi encontrada diferenca significativa entre as médias comparadas somente para
a faixa etaria P-60. Pelo grafico de barras foi possivel observar uma redugdo do

parametro LT do grupo tratado quando comparado ao grupo controle (p= 0,007).

IV. 2.1 Hipoxia

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes na atividade da bomba de Na/K
dos animais do grupo tratado (animais que receberam pilocarpina), manobras de hipoxia
no periodo ictal (pardmetro DE) e no periodo interictal (pardmetro IE) foram realizadas
durante os experimentos. A manobra de hipoxia consiste da supressdo ou reducdo da
oxigenagdo do tecido. O efeito direto da hipoxia €, portanto, a redu¢do da produgdo de
ATP, provocando, assim, a diminui¢ao na atividade (ou eficiéncia) da bomba de Na/K.
Se a oxigenagdo for restabelecida sem danos irreversiveis a atividade neuronal, a
repolarizacdo volta ao seu nivel normal e as fungdes celulares sdo novamente

recuperadas (SOMIJEN, 2001).

IVV.2.1.1 - Efeito da hipdxia sobre o periodo ictal

As manobras de hipoxia, realizadas durante o evento, consistiram do bloqueio da
perfusdo do tecido com carbogénio exatamente no momento em que a linha de base do
sinal extracelular iniciava sua excursdo descendente. Esse bloqueio foi mantido até que
o sinal iniciasse sua excursao ascendente.

Na figura IV.2, estdo representados exemplos de manobras de hipoxia
realizadas durante o evento. As manobras de hipdxia durante o evento analisadas neste
trabalho ficaram restritas ao exemplo A, onde ¢é possivel observar um retorno ingrime da
linha de base apos a hipdxia. Foi possivel observar, também, que no decorrer do tempo
de experimentagdo, aproximadamente 3 horas apos o inicio das AEs nao-sindpticas,
quando uma manobra de hipdxia durante um evento era realizada (exemplo B), ndo
ocorria 0 mesmo retorno ingrime da linha de base como o que foi observado em A,
sugerindo nao estar acontecendo uma preservagdo do estado metabodlico do tecido. Por

1SS0, essas manobras foram excluidas das analises.
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Figura IV.2 — Exemplos de registro do potencial extracelular (A e B). Primeiro sob condi¢des normais,
sob bloqueio do fornecimento de carbogénio durante o evento (hipdxia) e novamente sob

condigdes normais logo apds o bloqueio de carbogénio.

Com isso, o que se pretendia era medir o efeito da reducdo da atividade da
bomba de Na/K, submetendo o tecido a um minimo de interferéncia sobre sua
homeostase. A ndo interferéncia sobre o equilibrio homeostasico do tecido foi garantida
pela confirmagdo da recuperagdo das dinamicas morfologicas e temporais, tais quais as
dos eventos imediatamente anteriores @ manobra de hipdxia.

Os valores médios e os desvios padriao encontrados para o parametro DE
(valores normalizados), referente ao grupo controle e grupo tratado foram iguais a 1,42
+0,03¢ 1,36 £0,01; 1,51 £0,1 ¢ 1,68 £0,1; 1,46 = 0,04 ¢ 1,32 + 0,04, respectivamente
para as faixas etarias P-10, P-21 e P-60 (figura IV.3).
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Figura 1V.3 — Gréfico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro
DE, referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente. Barras em preto,

grupo controle e barras em cinza, grupo tratado.

Pelo gréafico apresentado na figura IV.3 € possivel observar que durante a
manobra de hipdxia, ocorreu um aumento no pardmetro DE, quando esse era comparado
com o evento imediatamente anterior ao da hipdxia, e, que esse aumento ocorreu para
as 3 faixas etarias estudadas, porém, para as faixas etarias P-10 e P-21 nao foram
observadas diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo tratado.

Entre as médias comparadas foram encontradas diferengas significativas
somente para a faixa etaria P-60 (p= 0,02). Na figura IV .4 estio representados trechos
tipicos de manobras de hipdxia (no periodo ictal) realizadas em animais da faixa etéaria
P-60, pelo tragado do potencial elétrico extracelular € possivel observar que o aumento

na DE, durante a hip6xia, foi maior em animais do grupo controle.
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Figura IV.4 — Exemplos tipicos do registro do potencial extracelular de animais do grupo etario P-60.
Em A, grupo controle e em B, grupo tratado. Primeiro burst sob condigdes normais,
segundo sob bloqueio do fornecimento de carbogénio durante o evento (hipdxia) e

novamente sob condi¢des normais logo apos o bloqueio de carbogénio (terceiro burst).

IV.2.1.2 - Efeito da hipdxia sobre o periodo interictal

As manobras de hipdxia, realizadas no intervalo entre eventos, consistiram do
bloqueio da perfusdo do tecido com carbogénio no momento em que terminava um
evento, sendo que esse bloqueio era mantido até que se iniciasse o proximo evento. Na
figura IV.5 estd representado um exemplo tipico de manobra de hipdxia no intervalo
entre os eventos. Para garantir a homogeneidade das manobras estudadas, foram
consideradas somente as que apresentaram bursts subsequentes a manobra de hipdxia
com morfologia tais quais as dos eventos imediatamente anteriores a manobra de

hipoxia.
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Figura IV.5 — Exemplo tipico do registro do potencial elétrico extracelular, representando a hipdxia no

intervalo entre eventos (periodo interictal).

No grafico da figura IV.6 estdo apresentados os valores médios com os
respectivos desvios padrao, encontrados para o parametro IE (valores normalizados) em
cada faixa etaria. Esses valores, referente ao grupo controle e grupo tratado, foram
iguais a 0,84 + 0,01 ¢ 0,82 £ 0,02; 0,71 = 0,01 ¢ 0,70 + 0,02; 0,50 = 0,03 ¢ 0,70 + 0,02,

respectivamente para os grupos P-10, P-21 e P-60.

mm Grupo Controle
mm Grupo Tratado

Intervalo entre Eventos (norm)

P-10 P-21 P-60

Figura IV.6 — Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para o pardmetro
IE, referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente. Barras em preto, grupo

controle e barras em cinza, grupo tratado.

Para as trés faixas etarias estudas, ocorreu uma redu¢ao do parametro IE durante
a manobra de hipoxia. Os grupos P-10 e P21 nao apresentaram diferencas significativas

entre o grupo controle e o grupo tratado. A andlise mostrou, também, que a diferenca
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entre os valores médios do parametro IE durante as manobras de hipdxia, sdo
estatisticamente significantes para a faixa etaria P-60, ou seja, a redu¢do do intervalo
entre os eventos para o grupo controle foi maior que a redugdo apresentada pelo grupo
tratado (p<0,05). Na figura IV.7 estdo representados trechos tipicos de manobras de
hipdxia (no periodo interictal) realizadas em animais da faixa etaria P-60, pelo tragado

do potencial elétrico extracelular € possivel observar essa diferenca.

A) Controle HIPOXIA
E— IE = 63,585 1° interictal
33,42 s-2° interictal(HIPOXIA)
61,745-3° interictal
Valor normalizado= 0,52
B) Tratado

HIPOXIA
IE = 2511 8- 1° interictal

18,30 5-2° interictal HIPOXIA)
37,415-3° interictal

Valor normalizado= 0,72

(5.1

[—]
=

50
tempo (s)

Amplitude (mV)

Figura IV.7 — Exemplos tipicos do registro do potencial extracelular de animais do grupo etario P-60.
Em A, grupo controle e em B, grupo tratado. Primeiro IE sob condi¢des normais, segundo
sob bloqueio do fornecimento de carbogénio durante o evento (hipoxia) € novamente sob

condi¢des normais logo ap6s o bloqueio de carbogénio (terceiro IE).
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IV. 2.2 Parametros do potencial elétrico das atividades epileptiformes nao-
sinapticas

Para identificar as possiveis alteragdes na morfologia do potencial elétrico
extracelular entre grupo controle e grupo tratado, os valores médios da amplitude da
componente DC (DC), amplitude média dos PS’s (PS), amplitude méxima dos PS’s
(Amax), duragdo dos eventos (DE) e intervalo entre eventos (IE), foram medidos.

Para obter esses valores, foram analisados 6 bursts de cada experimento,
correspondentes a um periodo de aproximadamente 10 minutos apds o inicio das AEs
nao-sinapticas e antes do inicio das manobras de hipdxia. Esse critério foi adotado
devido ao fato de ocorrer mudancas nos eventos epileptiformes ao longo do
experimento e apds as manobras de hipdxia.

As amplitudes médias e desvios padrao da componente DC (mV), figura IV.8,
encontradas para o grupo controle e grupo tratado de cada faixa etaria, foram 2,70 + 0,1
e4,11 £0,35; 6,11 £0,4¢ 5,35+0,2; 6,63 0,6 e 7,06 + 0,7, respectivamente para os
grupos P-10, P-21 e P-60. Para as faixas etarias P-21 e P-60 ndo foram encontradas
diferengas significativas entre o grupo controle e o grupo tratado. Ja para a faixa etaria
P-10, um aumento significativo da componente DC (p= 0.0006) foi observado para

animais pertencentes ao grupo tratado.

10, '™=Grupo Controle
mm Grupo Tratado

N O N O WO

Componente DC (mV)
() =

P-10 P-21 P-60

Figura 1V.8 — Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados para componente
DC (mV), referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente. Barras em preto,

grupo controle e barras em cinza, grupo tratado.
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Os valores médios e desvios padrao encontrados para o parametro PS’s (mV),
grupo controle e grupo tratado, foram iguais a 0,02 + 0,001 e 0,04 + 0,002; 0,38 = 0,04
e 0,37 = 0,05; 0,40 £ 0,05 e 0,54 + 0,06, respectivamente para os grupos P-10, P-21 e P-
60 (figura IV.9).

0.8 mm Grupo Controle
= Grupo Tratado

Populations Spike (mV)
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P-10 P-21 P-60

Figura IV.9 — Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados amplitude média
dos PS’s (mV), referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente. Barras em

preto, grupo controle e barras em cinza, grupo tratado.

Foi encontrada diferenca significativa entre as médias comparadas somente para
a faixa etaria P-10. Pelo grafico de barras, foi possivel observar um aumento dos PS’s
em animais pertencentes ao grupo tratado, quando estes eram comparados ao grupo
controle (p<0,05). As faixas etarias P-21 e P-60 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas.

No gréafico da figura IV.10 estdo apresentados os valores médios com os
respectivos desvios padrdo, encontrados para a Ap.x dos PS’s (mV) em cada faixa
etaria. Esses valores, referente ao grupo controle e grupo tratado, foram iguais a 0,45 +
0,08 e 1,31 +£0,1; 7,62 +£ 0,5 ¢ 11,10 + 0,4; 4,80 + 0,6 ¢ 9,73 £ 1,23, respectivamente
para os grupos P-10, P-21 e P-60.

As trés faixas etdrias estudadas apresentaram diferencas significativas entre
grupo controle e grupo tratado, sendo possivel observar um aumento da Amax dos PS’s
para o grupo tratado quando este era comparado com o grupo controle, apresentando um
p= 6,68 x 10 (faixa etaria P-10), p= 2,72 x 10~ (faixa etaria P-21) e p= 0.0009 (faixa
etaria P-60).
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Figura V.10 — Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados amplitude
maxima dos PS’s (mV), referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente.

Barras em preto, grupo controle e barras em cinza, grupo tratado.

No grafico da figura IV.11 estdo apresentados os valores médios e os desvios
padrdo encontrados para a duragdo dos eventos (segundos), em cada faixa etaria. Esses
valores, referente ao grupo controle e grupo tratado, foram iguais a 29,95 £ 1,16 ¢ 29,66
+0,92; 43,74 + 1,69 € 39,59 + 1,57; 27,47 + 1,95 ¢ 20,67 £ 1,77, respectivamente para
os grupos P-10, P-21 e P-60.

mm Grupo Controle
mm Grupo Tratado
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(=]
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10

P-10 P-21 P-60

Figura 1V.11- Grafico representativo dos valores médios e desvios padrdo encontrados durag¢do do
evento (segundos), referente as faixas etarias P-10; P-21 e P-60, respectivamente. Barras

em preto, grupo controle e barras em cinza, grupo tratado.
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Somente para a faixa etaria P-60 foram encontradas diferencas significativas
entre as medias comparadas. Pelo grafico de barras foi possivel observar uma redugdo
da duragdo dos eventos de animais do grupo tratado, quando comparados ao grupo
controle (p=0,01). Ja para as faixas etarias P-10 e P-21 ndo foram encontradas
diferencgas significativas.

As amplitudes médias e desvios padrao do intervalo entre eventos (segundos),
figura IV.12, encontradas para cada faixa etaria, grupo controle e grupo tratado, foram
36,69 + 2,12 e 38,12 + 3,40; 57,09 + 2,72 ¢ 59,26 + 4,36; 109,08 £ 9,32 ¢ 46,41 £ 2,35,
respectivamente para os grupos P-10, P-21 e P-60.

Para as faixas etarias P-21 e P-60 nao foram encontradas diferengas
significativas entre o grupo controle e o grupo tratado. Foi encontrada diferenca
significativa para a faixa etaria P-60 (p<0,05), indicando uma redu¢ao do intervalo entre

eventos (IE) para animais do grupo tratado.

120¢

== Grupo Controle

== Grupo Tratado

100f

-]
=]

Intervalo entre Eventos (s)
- (=]
o (=]

[
[=]

P-10 P-21 P-60

Figura IV.12 — Grafico representativo dos valores médios e desvios padrio encontrados para o intervalo
entre eventos (segundos), referente as faixas etarias  P-10; P-21 e P-60,

respectivamente. Barras em preto, grupo controle e barras em cinza, grupo tratado.

Diante dos dados apresentados, foi possivel observar alteragdes morfoldgicas no
tragcado do PE, entre grupo tratado e grupo controle, para as diferentes faixas etérias
estudas.

Para a faixa etaria P-10, foi possivel perceber que o PE de animais do grupo
tratado, quando comparado ao PE de animais do grupo controle, apresentou um

aumento significativo dos parametros DC, PS’s e Ajax dos PS.
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Na figura IV.13 sdo apresentados trechos tipicos de experimentos da faixa etéaria
P10, assim denominados por apresentarem parametros cujos valores se aproximam mais

dos valores médios de cada grupo.
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[ L W T T o

B)
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Figura IV.13 - Trechos tipicos do PE extracelular referente a faixa etaria P-10. Em A, grupo controle e,

em B, grupo tratado.

J& para a faixa etaria P-21, foi possivel perceber que o PE de animais do grupo
tratado, quando comparado ao PE de animais do grupo controle, apresentou um
aumento estatisticamente significativo somente para parametro A, dos PS.

Trechos tipicos de experimentos da faixa etaria P21 sdo apresentados na figura
IV.14, assim foram denominados por apresentarem parametros cujos valores se

aproximam mais dos valores médios de cada grupo.
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Figura 1V.14 - Trechos tipicos do PE extracelular referente a faixa etaria P-21. Em A, grupo controle e,

em B, grupo tratado.
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Para a faixa etaria P-60, foi possivel perceber que o PE de animais do grupo
tratado, quando comparado ao PE de animais do grupo controle, apresentou um
aumento significativo para o parametro An.x dos PS e uma redugdo estatisticamente
significativa para os parametros DE e IE.

Na figura V.15, sdo apresentados trechos tipicos de experimentos da faixa etéria
P60, assim denominados por apresentarem parametros cujos valores se aproximam mais

dos valores médios de cada grupo.

A)

E)

Amplitude (mV)
= [

=
[,
=

[ tempo (s)

Figura V.15 - Trechos tipicos do PE extracelular referente a faixa etaria P-60. Em A, grupo controle e,

em B, grupo tratado.

50



CAPITULO V — DISCUSSAO

O objetivo principal do presente trabalho foi identificar o efeito do status
epilepticus, induzido por pilocarpina, sobre a manobra de hipoxia durante as atividades
epileptiformes sustentadas por conexdes do tipo ndo-sindptico em ratos com diferentes
idades. Foram realizados experimentos de induc¢do de atividades epileptiformes nao-
sinapticas, no GD de fatias de hipocampo de rato, por meio da perfusdo com solugdo
contendo zero célcio adicionado e alto potéssio, para as trés faixas etarias estudadas (P-
10; P21 e P-60).

A pilocarpina altera o efeito da hipdxia de duas maneiras: (i) reduz o aumento da
duracdo do evento e (ii) diminui a reducdo do intervalo entre eventos, ambos
provocados pelo bloqueio da oxigenagdo sobre o tecido. A pilocarpina também causa
alteracdes de parametros do potencial elétrico extracelular que caracterizam as

atividades epileptiformes nado-sinapticas.

V. 1 Atividade epileptiforme n&o-sinéptica

No que se refere ao parametro laténcia (LT), referentes aos grupos controle (P-
10; P-21 e P-60), foi observado que a laténcia para inicio das AEs ¢ aumentada em
funcdo da idade. Esses resultados corroboram os achados de RESENDE (2006) que
demonstrou que animais mais jovens apresentam uma maior suscetibilidade as
descargas epileptiformes, indicada pelos valores mais reduzidos do parametro laténcia.
Segundo ALMEIDA et al. (2008), o tempo para inicio das AEs ndo-sinapicas ¢
modulado pelo actimulo de CI intracelular, o qual ¢ sustentado pelo equilibrio
dinamico estabelecido pelos cotransportadores KCC (responsavel pelo efluxo do CI') e
NKCC (responsavel pelo influxo do CI'), que fazem com que o potencial de Nernst do
CI' supere o potencial de membrana. Esse aumento na concentracao intracelular de CI’
resulta em uma reducdo do potencial de Nernst desse ion, o nivel de excitabilidade
neuronal aumenta e, por conseguinte, reduz a laténcia. Segundo LOMBROSO (2007), a
alta concentragcao de cloreto intracelular, em neurdnios corticais neonatais, se deve a
reduzida expressao do co-transportador KCC e a grande prevaléncia do co-transportador
NKCC. Isso confirma nossos dados de uma menor laténcia encontrada para animais

mais jovens.
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Na literatura, observa-se que o aumento da idade estd associado com uma
reducdo da fragdo volume extracelular (o0 = VOlexira/VOliecido), €m tecidos corticais de
ratos (LEHMENKUHLER et al. 1993). Uma inspecio desse mecanismo, previsto pelo
modelo de ALMEIDA et al. (2008), indica que aumento da extrusdo de CI', com a
reducdo do volume extra, se deve também ao aumento da eficiéncia da bomba de
Na'/K', em func¢do da reducdo desse volume. Assim, se de forma mais eficiente a
bomba consegue controlar os niveis de potdssio extracelular, entdo, mais eficientemente
serdo restabelecidos os gradientes de concentracdo intracelular desse ion, favorecendo o
aumento da concentracdo de KCI e, portanto, da saida desse composto para o meio
extracelular, em funcao de seu gradiente de concentragao.

Nossos dados também mostraram que nas faixas etarias P-10 e P-21 a
administragdo sistémica de pilocarpina ndo causou alteragcdes no parametro laténcia, ja
para faixa etaria P-60, a PILO associou-se uma redu¢do significativa desse parametro.
Essa reducio parece estar relacionada com uma redugdo na atividade da Na'/K' -
ATPase, durante a fase latente do modelo da pilocarpina, encontrada por FERNANDES
et al. (1996). LI et al. (2008) observaram uma redugdo na expressao de KCC e um
aumento de NKCC em animais submetidos ao SE por pilocarpina. Essas alteracdes na
expressdo desses cotransportadores também influenciam diretamente na redugdo do
parametro laténcia, observado em nosso trabalho. Acreditamos, que para as faixas
etarias P-10 e P-21, a ndo alteracdo no parametro laténcia, entre grupo controle e grupo
tratado, pode estar relacionada a maior resisténcia do cérebro imaturo a lesdes celulares
secundarias as crises (HOLMES, 1997; PRIEL et al., 1996), uma vez que alteragdes na
expressdo dos cotransportadores de Cl” podem estar associadas a indugdo de lesdo no

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

V.1.1 Hip6xia

Recentemente, ALMEIDA et al. (2008), por meio de simulagdes
computacionais, demonstraram que a duracdo do evento epileptiforme nao-sinaptico ¢
modulada pela relagdo entre as correntes de influxo e efluxo de Na', respectivamente,
pelos canais 16nicos e pela bomba de Na/K. De acordo com esse modelo tedrico, a
duracdo do evento consiste do intervalo de tempo estabelecido entre o 1° ponto critico,

. . + .
definido pelo momento em que o influxo de Na pelos canais supera seu efluxo pela
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bomba de Na/K, e o 2° ponto critico, definido pelo momento no qual o efluxo de Na"
pela bomba supera seu influxo pelos canais. O intervalo entre os eventos ¢ definido pelo
intervalo de tempo entre o 2° ponto critico de um evento e o 1° ponto critico do evento
subseqiiente.

Durante as manobras de hipoxia, pode se observar aumento e redugdo
estatisticamente significativos, respectivamente, para os parametros duracdo do evento
(periodo ictal) e intervalo entre eventos (periodo interictal) para o grupo controle e
grupo tratado das trés faixas etarias estudadas. VIVAS (2005), por meio de simulagdes
computacionais, observou que, durante manobras de hipoxia, devido a redugdo de
adenosina trifosfato (ATP), a bomba de Na/K tem sua atividade reduzida, causando
aumento na duracao do evento e redugdo no intervalo entre eventos. Consubstanciando
essa evidéncia, XIONG e STRINGER (2000) demonstraram que a aplicagdo local de
oubaina (5 mM), na camada molecular do giro dentado de fatias do hipocampo, durante
a ocorréncia de eventos epileptiformes, causa um decréscimo no intervalo entre eventos
e um aumento da dura¢ao do evento.

Seria pertinente questionar o efeito da hipoxia sobre outros canais dependentes
de ATP. No entanto, investigacdes acerca de outros canais sensiveis a adenosina
trifosfato, como é o caso de alguns canais de K™ (Karp), revelam um papel
neuroprotetor mediante a hiperpolarizag¢do celular, decorrente de sua abertura, quando a
concentragdo intracelular de ATP ¢ reduzida, por exemplo, durante a hipdxia
(MATSUMOTO et al., 2002). Portanto, a hipoxia, atuando sobre esses canais de K',
levaria a uma redugdo da duragdo do evento (periodo ictal) € um aumento no intervalo
entre eventos (periodo interictal).

Em relagdo a faixa etaria P-10 e P-21, quando a comparagao ¢ feita entre grupo
controle e grupo tratado, ndo foram observadas alteracdes significativas referentes as
manobras de hipoxia. KINJO et al. (2007) demonstraram que um tnico episodio de SE,
induzido pela pilocarpina, em ratos jovens, ndo ¢ suficiente para causar alteragdes na
atividade da Na'/K" - ATPase e que episodios consecutivos de SE podem induzir a um
aumento significativo na atividade dessa enzima, 7 dias ap6s o SE.

Ja para a faixa etaria P-60, alteracdes significativas foram observadas durante as
manobras de hipoxia. Em relag@o ao efeito da hipoxia sobre o periodo ictal, foi possivel
observar que o aumento na DE, durante a hipdxia, foi maior em animais do grupo
controle. Ja para o efeito da hipoxia sobre o periodo interictal, observou-se que a

reduc¢do no IE, durante a hipoxia, foi maior no grupo controle. FERNANDES et al.
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(1996) relataram uma redugdo da atividade da Na'/K™ - ATPase, no hipocampo de ratos
adultos, durante a fase latente do modelo da pilocarpina. Esses dados, somados aos
dados obtidos nesse trabalho, sugerem um possivel aumento na expressdo dessa enzima
de ratos adultos tratados com pilocarpina. KANG et al. (2003) observaram um aumento
na expressdo da Na'/K' - ATPase no hipocampo de gerbils, 12 horas apos a ocorréncia
de uma crise. Esse aumento na expressdo da Na'/K™ - ATPase pode justificar as
alteracdes observadas na hipdxia, durante o periodo ictal e o periodo interictal.

Por outro lado, ha que se considerar, ainda, a possibilidade de aumento da
afinidade da Na'/K" - ATPase ao ATP para o grupo P-60 tratado. Se o status
epilepticus implica em um aumento da afinidade ao ATP (redugdo da Kdarp), implicara
em uma menor alteragdo da corrente para uma mesma variacdo de ATP, causada pela
hipoxia. Uma vez que a dependéncia da corrente da bomba em fungdo da concentracdo

de ATP ¢ dada pela relagao de Michaelis-Mentel:

[ATP]
Ibombaa )
[ATP]+ Kd ,p

onde Kdarp € uma constante de dissociagdao. Nessa relacao, podemos observar que uma
reducdo da Kdarp pode diminuir a alteragdo da corrente da bomba em fun¢do de uma

mesma redugdo da concentragao de ATP (RODRIGUES et al., 2009).

V.1.2 Parametros do potencial elétrico das atividades epileptiformes néo-

sinapticas

A interpretacdo das modificacdes dos grafo-elementos em termos das possiveis
alteragdes causadas pela pilocarpina para as trés faixas etarias estudadas foi realizada a
partir de informacdes da literatura.

As alteragdes das atividades epileptiformes nao-sinapticas em funcao da faixa
etaria, observadas no grupo controle, confirmam o comportamento observado por
RESENDE (2006) e DAMAZIO (2007), que relataram as influéncias das alteragdes
morfologicas, ocorridas durante a fase de desenvolvimento do animal sobre eventos

epileptiformes registrados no espago extracelular.
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Proposicdes teoricas sobre a génese do DC apontam para uma origem
eletroquimica desse potencial (ALMEIDA et al., 2004). Simulagdes computacionais
mostram que a provavel origem do DC sdo variagdes locais nas concentragdes idnicas
extracelulares. Essas alteragdes seriam responsaveis pela formag¢do de potenciais de
Nernst ao longo do espago extracelular e a flutuagdes id6nicas (JEFFERYS, 1995), um
importante mecanismo de acoplamento lento das atividades neuronais. Alteragdes na
componente DC foram observadas somente para a faixa etaria P-10. Nesta faixa,
observou-se um aumento do DC para ratos tratados. Sugere-se que este aumento esteja
relacionado alteragdes na excitabilidade do tecido, o que por sua vez pode resultar num
aumento do recrutamento neuronal e, conseqlientemente, em maiores flutuacdes idnicas
extracelulares. Para as faixas etarias P-21 ¢ P-60, ndo foram observadas alteragdes da
componente DC, entre os grupos controle e grupo tratado. Nestas faixas etarias, a
pilocarpina deve causar também um aumento da excitabilidade do tecido, o que leva a
um aumento do recrutamento neuronal e, conseqiientemente, aumento do DC. Porém,
outro efeito da PILO ¢ a dispersdo das células granulares que ¢ caracterizada pela perda
da justaposicdo habitual das células granulares na camada granular do giro dentado,
produzindo um aumento da sua espessura e dos espagos intercelulares (KURUBA et al.,
2009; EL BAHH et al., 1999; HOUSER, 1990). Isso leva a uma redugdo da componente
DC. Os efeitos do aumento do recrutamento neuronal e da dispersdo celular devem-se
anular, fazendo com que a PILO nao tenha efeito sobre a componente DC nas faixas
etarias P-21 e P-60.

Os PS’s, associados a mecanismos acopladores rapidos, tais como efeito de
campo e conexdes eletrotonicas (TAYLOR e DUDEK, 1982), sdo variagdes rapidas do
potencial extracelular, com a morfologia espiculada de um potencial de agdo invertido,
oriundos da somagdo de campos elétricos gerados por disparos sincronos de potencias
de agdo por células neuronais do entorno do sitio de medi¢ao. Confirmando nossas
suposi¢des sobre um aumento no recrutamento neuronal devido ao aumento na
excitabilidade, observa-se um aumento da amplitude maxima dos populations spikes
(Amax PS) dos trés grupos tratados (P10; P-21 ¢ P-60).

Para os parametros DE e IE, referentes as faixas etarias P-10 e P-21, nao foram
observadas alteracdes significativas entre grupo controle e tratado, isso pode estar
relacionado ao fato de que, em animais mais jovens, um Unico episédio de SE ndo ¢
suficiente para causar alteragdes na atividade da Na'/K" - ATPase (KINJO et al., 2007).

No caso da faixa etaria P-60, os parametros DE e IE apresentaram diferencas
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significativas entre grupo controle e tratado. No que se refere a reducao da duragdo do
evento de animais do grupo tratado, pode-se dizer que um aumento na expressdo da
Na'/K" - ATPase levaria a essa redugdo, pois, um maior numero de bombas poderiam
produzir um fluxo maior de Na', adiantando o 2° ponto critico, que caracteriza o fim do
evento. Adicionalmente, redugdes na expressdao do KCC, como observadas por Ll et al.
(2008), podem causar uma redu¢do da duracdo do evento, como indicam as simulac¢des
computacionais de ALMEIDA et al. (2008). Essas simulagdes computacionais também
indicam que uma redu¢@o na expressao de KCC e uma maior expressdo do NKCC

levam a um menor intervalo entre eventos, como observado em P-60.
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CAPITULO VI - CONCLUSAO

A inducdo de epilepsia do lobo temporal por meio da pilocarpina promove
alteracdes sobre o efeito da hipdxia durante as atividades epileptiformes ndo-sinapticas
e modifica também as caracteristicas do potencial elétrico extracelular, sugerindo que
essas modificagdes, dependendo da faixa etdria, podem estar associadas a alteragdes
estruturais (dispersao das células granulares e brotamentos de fibras musgosas), e,
fisiologicas (redugdo da atividade e aumento na expressio da Na' /K" - ATPase, e,
alteracdes na expressao dos cotransportadores KCC e NKCC). Esses achados enfatizam
que estudos envolvendo a pilocarpina devem levar em considera¢do os mecanismos
nao-sinapticos, os quais podem modular a atividade neuronal, mesmo na presencga das

sinapses.

Propostas para continuacéo do trabalho

- Investigagio da expressdo da enzima Na'/K' ATPase no giro dentado do

hipocampo de ratos sete dias apos a indugdo do SE.

- Investigacdo do efeito do SE induzido pela pilocarpina, sobre a afinidade da

Na'/K" ATPase a adenosina trifosfato (ATP).

- Investigagao da expressao dos cotransportadores de cloreto, KCC e NKCC, em

diferentes faixas etarias, durante a fase latente do modelo da pilocarpina.
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