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RESUMO

JUSTIFICATIVA: A epilepsia do lobo temporal é foco de grande interesse devido sua alta
prevaléncia e refratariedade ao tratamento medicamentoso. Embora o déficit cognitivo
decorrente da epilepsia seja multifatorial, o tratamento com farmacos antiepilépticos
(FAEs), importante para o controle das crises epilépticas, pode agravar as alteracdes
cognitivas e comportamentais.

OBJETIVO: Avaliar a influéncia da epilepsia e de farmacos antiepilépticos na memdria
espacial e na inducdo do fendmeno de potenciacdo de longa duracdo (LTP) na regido CAl
hipocampal, em ratos com epilepsia induzida pela pilocarpina.

METODOLOGIA: Os animais foram divididos em grupos conforme o tempo que
permaneceram em status epilepticus (SE): Pilocarpina A (15minutos) e Pilocarpina B
(90minutos). Previamente a aplicacdo da pilocarpina (250mg/kg i.p.), 0s animais receberam
metilescopolamina (1mg/kg i.p.) para minimizar os efeitos colinérgicos periféricos,
decorrido o tempo de SE, receberam diazepan (4mg/kg) para atenuar as manifestacfes
comportamentais. Apds 24horas da indugdo do SE, os animais que permaneceram 90
minutos em SE, iniciaram o tratamento cronico com FAEs (45 dias). Os FAEs escolhidos, a
carbamazepina (CBZ) e o fenobarbital (FNB), amplamente utilizados no tratamento clinico
das epilepsias, foram administrados em doses terapéutica e elevada (60 e 150mg/kg e 35 e
100mg/kg respectivamente). A memoria espacial foi avaliada no labirinto aquéatico de
Morris (LAM), seguindo o protocolo de 4 dias de treino (24 sessbes) com a plataforma fixa
e invisivel. Posteriormente, foi realizado o estudo eletrofisioldgico in vitro de LTP.
RESULTADOS: Verificamos a necessidade de um periodo longo de SE (90 minutos), para
ocorrer repercussdes na memdaria espacial, assim, encontramos diferenca significativa entre
0 grupo que permaneceu longo periodo em SE e o controle, durante todos os dias de
treinamento (p<0,05 em ANOVA). N&o houve diferenca no desempenho dos ratos normais
no LAM entre os grupos que receberam tratamento cronico com FAEs em dose terapéutica
(DEsp). Também ndo encontramos diferenga entre os ratos epilépticos que receberam
tratamento cronico com FAEs e aqueles que receberam solugdo salina, porém diferiram
significativamente do controle (p<0,05 em ANOVA). O tratamento crénico em doses

elevadas de FAEs nédo apresentou diferenca entre os ratos epilépticos tratados com salina,



no entanto, houve diferenca entre as diferentes doses de CBZ (p=0,034 em ANOVA). Com
relacdo aos dados eletrofisioldgicos, encontramos dificuldade na obtencéo de LTP em fatias
hipocampais de ratos submetidos a diferentes tempos de SE. O tratamento crénico com
FAEs (DEsp), interferiu de forma significativa na inducdo da LTP em fatias hipocampais de
ratos normais (y%=11,74 Qui-quadrado, p=0,01 em Teste t), e dificultou a obtencdo de LTP
em fatias hipocampais de ratos epilépticos. O tratamento cronico de ratos epilépticos com
FAEs em doses elevadas, impediu a inducdo de LTP, independente do farmaco.

CONCLUSOES: O déficit cognitivo esta diretamente relacionado com o tempo de duragio
do SE, sendo necessario 90 minutos para verificar repercussdes no labirinto aquatico de
Morris. O tratamento cronico com FAEs (CBZ ou FNB), em DEsy, ndo interfere no
aprendizado espacial de rato controle, nem de epiléptico, e em doses elevadas também néo
interfere no desempenho de ratos epilépticos. Com relacdo aos dados eletrofisioldgicos,
podemos inferir que a epilepsia induzida pelo modelo experimental da pilocarpina interfere
na inducdo da LTP, independente do tempo de SE, porém, quanto maior a duragdo, maior a
dificuldade na obtengéo de LTP. O tratamento cronico com CBZ ou FNB (DEsy), interfere
na indugdo da LTP, tanto em ratos controle, quanto em epilépticos, e em doses elevadas

impedi a obtencdo do fenémeno de LTP.



ABSTRACT

JUSTIFICATION: The study of temporal lobe epilepsy is of great interest since its
prevalence is high and not all patients can achieve acceptable seizure control. Even if the
cognitive deficit due to epilepsy is multifactorial, the use of antiepileptic drugs (AEDS),
important in controlling the seizures, can aggravate cognitive and behavioral alterations.
OBJETIVE: To evaluate how epilepsy and antiepileptic drugs influence spatial memory
and the induction of the long term potentiation (LTP) phenomenon, in the CAl
hippocampal region, in pilocarpine-treated epileptic rats.

METHODOLOGY: Animals were divided into groups according to the period of time in
which they remained in status epilepticus (SE): Pilocarpine A (15minutes) and Pilocarpine
B (90minutes). Previous to pilocarpine (250mg/kg i.p.), animals received
methylescopolamine (1mg/kg i.p.) in order to attenuate peripheral cholinergic effects.
Diazepan (4mg/kg) was administered 15 and 90 minutes after the SE onset to attenuate
behavior manifestations. Animals that remained 90 minutes in SE started the chronic
treatment with AEDs (45 days) 24 hours after SE induction. The drugs of choice were
carbamazepine (CBZ) and Phenobarbital (PB), administered in both therapeutic and
elevated doses (60mg/kg, 150mg/kg and 35mg/kg; 100mg/kg respectively). Learning and
spatial memory were evaluated in the Morris Water Maze (MWM), according to the
protocol of 4 training days (24 sessions). Later, the electrophysiological study of LTP was
performed in vitro.

RESULTS: We noted a long period of SE (90 minutes) is necessary for repercussions in
spatial memory to occur. We verified significant difference between the group that
remained in SE for a long period of time and the control group, in every day of training
(p<0,05 ANOVA). There was no significant difference in the performance of control rats
between the groups that received AEDs (EDsp). No significant difference was found
between pilocarpine-treated rats receiving AEDs and those which received saline, but there
was significant difference when compared to control animals (p<0,05 ANOVA). No
significant difference was found between chronic treatment epileptic and control animals,
but there was a difference between the two doses of CBZ (p=0,034 ANOVA). Concerning
electrophysiological recordings, it was difficult to obtain LTP in hippocampal slices from
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animals that underwent SE. Chronic treatment with AEDs (ED 50), significantly interfered
in LTP induction in hippocampal slices from normal rats (x*=11,74 , p=0,01 in t Test),
and makes it difficult to obtain LTP in slices from epileptic animals. LTP could not be
induced in slices from rats that underwent chronic treatment with AEDs in elevated doses.

CONCLUSIONS: Cognitive deficit is directly related to time of SE, 90 minutes of SE are
necessary in order to note repercussion in MWM. AEDs (CBZ ou FNB), in EDsp, do not
interfere in learning of control or epileptic rats, and in elevated dose does not interfere in
the performance of epileptic animals. Pilocarpine-induced epilepsy interferes in induction
of LTP, and the longer the time of SE the more difficult it is to obtain LTP. Chronic
treatment with CBZ or PB (EDsp) interferes in LTP induction, for both control and

pilocarpine-treated animals, and in elevated doses LTP cannot be obtained.
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1. INTRODUCAO

Apesar de inimeros estudos sobre os mecanismos fisiopatogénicos relacionados a
epilepsia, alguns fatores, ainda permanecem obscuros, dentre eles, as alteragdes cognitivas
decorrentes da propria patologia ou influenciadas pelos tratamentos com farmacos
antiepilépticos.

Assim, ha necessidade de estudos que possam analisar tanto as manifestacdes
comportamentais quanto os mecanismos celulares envolvidos nos circuitos epileptogénicos,

além das possiveis influéncias dos farmacos nos processos cognitivos.

1.1. EPILEPSIA

A epilepsia € um tipo de disfuncdo cerebral caracterizada clinicamente por
alteracGes subjetivas ou comportamentais subitas (crises epilépticas), decorrente de uma
atividade elétrica anormal, de inicio subito, que acomete uma ou varias areas do cértex
cerebral, com tendéncia a se repetir ao longo da vida (Guerreiro et al., 1993; Da Costa et
al., 1998; Meldrum et al., 1999).

A incidéncia de crises epilépticas € maior na infancia e na adolescéncia, quando
comparada com a que ocorre na vida adulta, sendo que a maioria das epilepsias inicia
durante as fases iniciais do desenvolvimento (Da Costa et al., 1998).

O termo Status Epilepticus (SE) é definido como “crises epilépticas suficientemente
prolongadas, ou repetidas em intervalos curtos, que resultam num estado epiléptico

continuo e duradouro” (Gastaut, 1973). Estima-se que entre 1 a 8% dos pacientes



epilépticos apresentaram em algum periodo da sua doenca, pelo menos um episodio de SE.
O SE esté associado com risco significativo de déficit cognitivo (Akman et al., 2003).

Estudos recentes na area de imagens tém demonstrado que as crises epilépticas
podem causar uma atrofia progressiva no hipocampo e cértex cerebral e conseqiiente
declinio cognitivo (Majak et al., 2004). Em modelos experimentais o déficit de meméria
aumenta progressivamente com a freqiiéncia de crises espontaneas recorrentes (Kotloski et
al., 2002).

Apesar dos inumeros trabalhos cientificos dedicados a elucidacdo dos fendmenos
envolvidos na epilepsia e dos importantes avancos na area da epileptologia obtidos nos
ultimos anos, aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo sofrem de epilepsia
refrataria aos atuais tratamentos medicamentosos (Rogawiski et al., 1990). Desta forma, é
essencial a compreensdo dos mecanismos envolvidos na epileptogénese para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que possibilitem melhor qualidade de

vida a estes pacientes.

1.1.1. EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é entre os tipos de epilepsia a mais comum,
sendo responsavel por aproximadamente 40% a 60% das epilepsias nos adultos. Devido sua
alta prevaléncia e refratariedade ao tratamento medicamentoso é uma das sindromes
neuroldgicas mais estudas (Elger et al., 2004; Hendriks et al, 2004). As crises manifestam-
se no lobo temporal, principalmente na amigdala, hipocampo e giro hipocampal.

Clinicamente a ELT manifesta-se por crises parciais simples com desconforto e

calor epigastrico ascendente associado a distirbios comportamentais como o medo.



Ocorrem igualmente crises parciais complexas, nas quais existe perda de consciéncia
associada a automatismos orofaciais e gestuais, podendo seguir generalizagdes secundarias
(Wieser, 2000). Estas manifestacdes clinicas sdo causadas pelo disparo intenso,
sincronizado e ritmico de populacBes neuronais no sistema nervoso central (Mcnamara,
1994).

Estudos com ressonancia magnética tém sido de grande relevancia, pois permitem a
associacao entre a severidade do dano estrutural no hipocampo, amigdala e cdrtex
entorrinal com a duracéo da epilepsia, freqiiéncia e tipo de crise (Pitkanen & Sutula, 2002).

Estima-se que a etiologia da ELT, em 60 a 65% dos casos, seja a Esclerose Mesial
Temporal, também conhecida como Esclerose Hipocampal (EH) (Guerreiro 1993). A
epilepsia com EH é geralmente acompanhada de déficit de memdria devido principalmente
ao comprometimento do hipocampo e estruturas adjacentes (Portuguez et al., 1998).

Os individuos portadores de EH tém historia clinica caracteristica, observando-se
presenca de crises convulsivas prolongadas na infancia, freqientemente associadas com
hipertermia. Os danos neuronais evidenciados no hipocampo parecem ser decorrentes de
uma liberacdo excessiva de glutamato no decorrer dos episodios comiciais, que produz um
excessivo influxo de célcio nos neurénios pos-sinapticos (Wieser, 2000; Costa et al., 2004).

Sendo assim, a principal caracteristica histopatologica da ELT € a EH, representada
por um padrdo seletivo de morte neuronal que ocorre no Giro Denteado (GD) e nos
subcampos 1 e 3 do Corno de Amon (CAl e CA3), acompanhada de gliose reativa,
observada tanto em animais como em humanos. Outra caracteristica patologica da EH
envolve o surgimento de terminais axonais aberrantes ricos em zinco, revelado por

autometalografia de Neo-Timm, no stratum moleculare interno do GD. Ha fortes



evidéncias de que fibras musgosas aberrantes possam gerar sinapses excitatdrias
recorrentes, capazes de deflagrar crises epilépticas e/ou alterar o funcionamento do GD, por
modificacbes morfoldgicas e bioquimicas (Covolam et al., 2000; Klitgaard et al., 2002;
Meldrum et al., 2002).

Estudos experimentais demonstram que as crises recorrentes, tanto duradouras como
esporédicas, podem causar morte neuronal, principalmente no hipocampo (Pitkanen &
Sutula, 2002). Com apenas uma crise 0 dano é pequeno, porém, com 0 aumento da
freqiiéncia das crises o dando neuronal aumenta significativamente, podendo contribuir
para um declinio cognitivo (Pitkanen & Sutula, 2002).

Alteraces na memdria sdo comumente encontradas em pacientes com ELT,
especialmente na memoria verbal (no aprendizado e na consolidacdo desta informagéo),
podendo apresentar déficit mais severo com a alta freqliéncia de crises (Hendriks et al.,
2004).

InUmeros estudos sugerem que crises breves podem alterar a morfologia dos
dendritos, sugerindo que este remodelamento sinaptico induzido pelas crises e a
plasticidade estrutural envolvem tanto os componentes pré como 0s pos-sinapticos do
circuito neural (Pitkanen et al., 2002).

A proliferacdo glial é proeminente na EH, tanto em humanos como em modelos
animais, podendo causar diversas alteragcdes na recaptacdo de neurotransmissores, no pH
extracelular e na regulacdo do potassio, com importantes consequéncias na suscetibilidade
as crises (Pitkanen & Sutula, 2002).

A severidade e a natureza das desordens cerebrais séo altamente dependentes da

idade em que ocorrem, o que pode relacionar-se com 0s mecanismos de plasticidade



neuronais, presentes em cada etapa do desenvolvimento cerebral e, conseqlientemente, com
alteragdes nos mecanismos da memoria e aprendizado (Mikaki et al., 1994).

Estudos recentes demonstraram a relacdo de desordens cerebrais em ratos imaturos e
suas consequiéncias no comportamento, na memdria e principalmente no desenvolvimento
cerebral (Holmes et al., 1998), além do aumento da suscetibilidade a subseqlientes
comprometimentos cerebrais (Schmid et al., 1999).

Embora o déficit cognitivo seja multifatorial, hd algumas caracteristicas clinicas da
epilepsia que estdo relacionadas diretamente com este comprometimento, como: o tipo de
epilepsia, a localizagdo do foco epileptogénico, a freqiiéncia das crises e efeitos adversos da
medicacdo (Hendriks et al., 2004; Elger et al., 2004).

Estudos em modelos experimentais de epilepsia com abordagens integradas a nivel
molecular, eletrofisiolégico e cognitivo sdo necessarios para a melhor compreensdo das
alteragdes estruturais e funcionais associadas a esta patologia.

Embora os efeitos adversos dos FAEs sejam menores, em relacdo aos da epilepsia,
ha interesse especial, por ser a principal modalidade terapéutica para o controle das crises.
O risco de dano cognitivo com o uso de FAEs aumenta com a politerapia e as altas
dosagens. Em geral, os efeitos cognitivos dos FAEs séo modestos, quando utilizados em
monoterapia e com o controle dos niveis séricos dentro de taxas terapéuticas (Loring et al.,
2001).

Porém, algumas vezes estes danos cognitivos podem ser clinicamente significativos.
Os efeitos cognitivos mais comuns sdo: lentificagdo psicomotora, redugdo da vigilancia,
alteracdo no humor e prejuizo da memoria (Loring et al.,, 2001; Drane et al., 2002;

Montamedi et al., 2004).



H& algumas evidéncias experimentais que FAEs podem apresentar um efeito
adicional neuroprotetor, além dos efeitos adversos na cognicdo (Pitkanen, 2002; Elger et
al., 2004).

O modelo da pilocarpina é amplamente utilizado para testar FAEs , tanto na fase
aguda, latente ou cronica (Leite et al., 2002). H& varios estudos durante a fase latente,
devido a possibilidade da influéncia dos farmacos nas alteracdes plasticas que podem
estacionar ou suprimir o desenvolvimento da epilepsia. Ja na fase crénica, o principal foco
de interesse é a supressao das crises espontaneas recorrentes (Leite et al., 2002).

Apesar da introducdo de novos FAEs para o tratamento do paciente epiléptico,
alguns farmacos “classicos”, permanecem amplamente utilizados, em especial, a
Carbamazepina, Fenitoina, Fenobarbital e Valproato (Cukiert, 2002).

Dos FAEs, o Fenobarbital, &cido5-etil-5fenilbarbiturico, foi introduzido em 1912 e
substituindo o brometo, o Unico FAE disponivel nesta época, por ser mais eficaz e menos
toxico. Entre suas principais caracteristicas estdo o baixo custo, a seguranca e a longa
experiéncia clinica, podendo ser utilizado com uma farmacocinética previsivel por via oral,
intravenosa ou intramuscular (Pellock, 2002). Apresenta grande espectro de indicacdes,
entre as quais, destacam-se crises neonatais, convulsbes febris, crises parciais com
generalizacdo secundéria, estado de mal epiléptico e uso durante a gestacdo (Yacubian,
2001).

O Fenobarbital atua aumentando a inibicdo mediada pelo &cido gama-aminobutirico
(GABA). Também aumenta o limiar e diminui as pds-descargas desencadeadas por
estimulo elétrico, por meio do prolongamento da abertura dos canais de cloreto,
aumentando dessa maneira as correntes pds-sinapticas de receptores medicados pelo cloreto

(Cukiert, 2002; Pellock, 2002).



A Carbamazepina foi sintetizada em conexdo com o antidepressivo imipramina e 0S
estudos iniciais como farmaco antiepiléptico comecaram no final da década de 50.

E provavel que a acdo antiepiléptica da Carbamazepina se relacione a sua
capacidade de bloquear a liberagdo de neurotransmissores por meio do bloqueio dos
potenciais de acdo e pos-sinapticamente por meio do bloqueio das descargas repetitivas de
alta frequéncia e possivelmente pelo bloqueio de correntes nos receptores NMDA
(Yacubian, 2001).

A Carbamazepina é indicada para tratamento de crises parciais, crises tonico-
clénicas generalizadas, mas é ineficaz para o tratamento de crises de auséncias.

Enquanto, FAEs tém o potencial de reduzir as crises, podem também agravar
alteragdes cognitivas e comportamentais. Portanto, para um adequado tratamento de
epilepsia, deve haver um equilibrio entre o controle das crises e 0 minimo de efeitos
cognitivos dos FAEs. Além disso, a utilizacdo de monoterapia, 0 acompanhamento dos
niveis séricos dos FAEs e a dosagem especifica para cada paciente, podem diminuir o risco
de alteragdes cognitivas e comportamentais.

Como os FAEs podem ser um fator que aumente os riscos a alteragfes cognitivas e
comportamentais, ha necessidade de estudos que correlacionem a acdo dos FAE
tradicionais, como fenobarbital e carbamazepina, com o aprendizado e memoria espacial,

assim como a potenciacgéo de longa duracéo.

1.2. MODELO EXPERIMENTAL

Os modelos experimentais de epilepsia tém contribuido de forma significativa para

o entendimento dos mecanismos basicos envolvidos na epileptogénese, bem como dos



processos dinamicos relacionados com a hiperexcitabilidade e refratariedade (Majak et al.,
2004).

Para o estudo da Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), um dos modelos que melhor
mimetiza as alteracGes funcionais e morfoldgicas desta patologia € o modelo da injecdo
sisttmica de Pilocarpina (Turski et al., 1989), um agonista colinérgico muscarinico,
derivado das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus microphyllus,
descrito primeiramente por Turski et al (1983).

Este modelo experimental apresenta trés fases: primeiro uma fase aguda,
imediatamente ap6s a injecdo, onde o animal fica em status epilepticus (permanece em
crise por no minimo 30 minutos); uma fase latente, apds aproximadamente 15 dias, em que
ndo h& presenca de crises e, uma fase cronica, quando haverd crises espontaneas
recorrentes, de origem limbica com ou sem generaliza¢gdes com uma freqliéncia constante
ao longo dos meses (Cavalheiro et al., 1991; Lemos et al., 1996; Priel et al., 1996; Leite et
al., 2002).

O desenvolvimento de crises estd diretamente relacionado com a duracéo do SE,
sendo necessario no minimo 1 hora de SE para que o animal possa desenvolver crises
espontaneas recorrentes. Assim, a severidade das alteraces neuropatoldgicas aumenta com
a maior duragdo do SE (Lemos et al., 1995).

Os eventos que ocorrem apds o SE ndo sdo restritos apenas ao periodo agudo,
podem ocorrer diversas alteracdes a longo prazo, incluindo principalmente reorganizacéo
sinaptica em regides especificas do hipocampo com importantes consequéncias no circuito
neural (Ben-Ari, 2001; Pitkanen et al., 2002). Além, da alteracdo sindptica também pode
ocorrer: aumento na mobilizacdo de glutamato, morte neuronal e gliose (Costa et al., 2004;

Ben-Ari Y, 2001). Recentes estudos sugerem que as alteragcfes na homeostase do



glutamato, principalmente na regido do hipocampo, possam ter um papel critico na inducéo
e manutencdo da epilepsia no modelo da pilocarpina (Costa et al., 2004).

H4 varias evidéncias que indicam a ocorréncia de uma reorganizagao sinaptica em
resposta a lesdo na formacdo hipocampal, tanto em modelos experimentais quanto em
pacientes com ELT (Lemos et al., 1995). Esta reorganizacdo ¢ amplamente estudada com o
método de Neo-Timm, para a verificacdo de sua influéncia sobre os mecanismos de
epileptogénese (Lemos et al., 1996).

O brotamento neuronal ou sprouting das fibras musgosas envolve a formacéo de
novos contatos sinapticos assimétricos entre os terminais das fibras musgosas e os dendritos
das células granulares e interneurdnios inibitérios na camada molecular (Isokawa et al.,
1993; Tauck et al., 1985).

Vérios autores destacam o papel das fibras musgosas com importante contribuigdo
para a hiperexcitabilidade e para as crises, tanto em modelos experimentais como em
pacientes com ELT (Babb et al., 1991; Lemos et al., 1995; Williams et al., 2002). Porém,
outros autores questionam a importancia das fibras musgosas na epileptogénese, pois
guando utilizada ciclohexamida, inibidor da sintese protéica, no modelo da pilocarpina, 0s
animais ndo apresentaram sprouting das fibras musgosas, no entanto, apresentaram crises

esponténeas recorrentes (Longo et al., 1997; Longo et al., 2002; Longo et al., 2003).

1.3. POTENCIACAO DE LONGA DURACAO

O estudo das bases neurofisiolégicas e neuroquimicas do aprendizado e da memdria

& um dos mais fascinantes temas em neurociéncias. Esta busca incessante estimula cada vez
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mais pesquisas para a melhor compreenséo de todos os mecanismos envolvidos no processo
de formac&o e armazenamento da memoria.

“Memoria € a aquisicdo, a formacdo, a conservagdo e a evocacao de informacdes”
(Izquierdo et al., 2002). As memdrias ndo sdo adquiridas imediatamente na sua forma final,
e durante os primeiros minutos ou horas sdo suscetiveis a interferéncia por outras
memorias, drogas ou tratamentos (lzquierdo et al., 2002). Os mecanismos que subjazem o0s
processos de memdria sdo objeto de estudo de pesquisadores ha muito tempo. Porém, os
mecanismos neurais envolvidos na aquisi¢do, armazenamento e evocacdo das memdorias,
ainda ndo estdo completamente elucidados.

Memoria e aprendizado resultam de alteragfes na representacdo neural, atraves de
eventos plasticos que modificam a comunicagdo entre os neurénios (Dudai et al., 1989).
Estes eventos plasticos podem incluir alteragdes na estrutura, na distribuicdo e nimero de
sinapses e também alteragcGes morfoldgicas (Rusakov et al., 1997; Woolf, 1998).

O hipocampo desempenha um papel fundamental na formagdo de memorias de
curto e longo prazo (lzquierdo et al., 1998a), e diferentes &reas corticais aferentes e
eferentes interagem com o hipocampo para regular a aquisi¢cdo e o0 armazenamento de nova
informacdo (Izquierdo et al., 1998b). Além disso, 0 hipocampo apresenta uma importante
interagcdo funcional com a amigdala basolateral na formacdo da memdria emocional
(McGaugh, 2002). Pouco se sabe, acerca do acoplamento funcional existente entre as areas
mencionadas e o hipocampo. A elucidacdo dessas interagdes teria 6bvio beneficio para o
entendimento e o tratamento de diversas doencas do SNC.

O hipocampo tem um papel crucial no desempenho em testes espaciais e tem sido
relacionado com a representacdo espacial (Nadel et al., 1999). Esta estrutura é

particularmente plastica, podendo apresentar alteracGes morfoldgicas como sinaptogénese e
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neurogénese no adulto (Ben-Arai et al., 1990; Derrick et al., 2000; Ramirez-Amaya et al.,
2001).

Em 1973, Timothy Bliss e Terje Lomo estimularam uma via nervosa especifica no
hipocampo de coelhos, e fizeram uma notavel descoberta. Um periodo breve de atividade
elétrica de alta freqliéncia (denominado tétano), aplicado a uma via hipocampal, produzia
um aumento na efetividade sinaptica, que durava por horas em um animal anestesiado e
podia, quando repetida, durar dias ou mesmo semanas em um animal alerta e livre para
mover-se. Esse tipo de facilitacdo é agora denominado facilitacdo de longa duracdo ou
potenciacdo de longa duracdo (LTP, do inglés Long Term Potentiation) (Bliss et al., 1973;

Squire et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Posicionamento dos eletrodos (registro e estimulo) para a inducao da
LTP (Adaptado de Zigmond et al., 2000).
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Quase uma década ap6s, Massao Ito e cols. (1982), estudando a plasticidade
sinaptica cerebelar, aplicaram breves estimulos elétricos nas fibras paralelas e nas fibras
trepadeiras, ambas aferéncias das células de Purkinje. Apds sucessivos estimulos
condicionantes, observaram que a subsequiente ativacdo exclusiva das fibras paralelas
resultava numa resposta pos-sinaptica menor na célula de Purkinje, fendbmeno este que
poderia durar pelo menos uma hora e ao qual denominaram depressdo de longa duracéo
(LTD - Long Term Depression).

Tais fendmenos envolvidos na eficiéncia da transmissdo sinaptica tém sido objetos
de intensa investigacdo nos ultimos anos, em funcdo de se acreditar que sejam as chaves
para o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares, através dos quais as
memorias sdo formadas e armazenadas (Bianchin et al., 1999; Teyler et al., 1984; Artola et
al., 1987; Ito et al., 1989; Kuba & Kumamoto, 1990; Bear et al., 1994; Medina et al., 1995).

Inimeros trabalhos eletrofisioldgicos, farmacoldgicos e comportamentais sugerem
que a LTP no hipocampo e talvez em outras regides do encefalo (amigdala e cortex
cerebral) possam contribuir para certas formas de aprendizado e memdria em mamiferos
(Baudry et al., 1992; Bliss et al., 1993; Izquierdo, 1993; Izquierdo et al., 1995).

A LTP apresenta diversas caracteristicas que a tornam uma candidata apropriada
para ser um importante mecanismo do armazenamento de longa duragédo (Medina et al,
1995). Primeiro, ocorre em cada uma das trés vias principais mediante as quais a
informacdo flui no hipocampo: a via perforante, a via das fibras musgosas e a vias das
colaterais de Schaffer. Segundo, € induzida rapidamente: uma Unica série de estimulos
elétricos de alta frequiéncia pode dobrar a efetividade de uma conexdo sinaptica. Terceiro,
uma vez induzida, é estavel por uma ou mais horas ou mesmo, por dias, dependendo do

namero de vezes que o tétano é repetido. (Squire et al., 2003).
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A LTP e talvez a LTD sédo excelentes modelos eletrofisioldgicos para o estudo de
mecanismos envolvidos com a memoria, facilitando a compreensdo dos mecanismos
celulares envolvidos. Os mecanismos moleculares da LTP na regido de CAl do hipocampo
sdo muito similares aqueles envolvidos no processamento de memdrias aversivas.
(Izquierdo et al., 2002; Bliss et al., 1993).

AlteracGes plasticas na morfologia € ou no nimero de espinhas dendriticas podem
também contribuir para alteracdes na eficacia sinaptica, podendo ser visualizado através da
microscopia eletronica. (Bliss et al., 1993; Marrone et al., 2002;).

O conceito de modulacdo do armazenamento de memdria tem sido
significativamente influenciado por diversos estudos, sendo refor¢ada a evidencia de que
dois fatores sdo criticos para os efeitos da emogdo na memdria, a ativagdo B-adrenérgica
(central e/ou perifericamente) e o complexo amigdaloide. Contudo, esta evidéncia também
sugere que interacdes complexas permitem que varios horménios e sistemas cerebrais
regulem o armazenamento de memoria de longa duracdo. (Cahill et al., 1996).

Estudos sugerem o envolvimento da amigdala na modulacdo do processo de
armazenamento de memoria de longa duracdo, porém nao esta envolvida na memdria de
trabalho e de curta duragédo. (Malenka et al., 1999).

A plasticidade neural parece ter uma importancia fundamental para o
estabelecimento de memorias permanentes. Porém, ainda ha necessidade de inimeros
estudos sobre os processos celulares e moleculares, que estdo envolvidos no

armazenamento, consolidacéo e evocagdo de memorias.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da epilepsia e de farmacos antiepilépticos sobre a memoria
espacial e a indugdo de potenciagdo de longa duragcdo (LTP) na regido CA1 hipocampal, em

ratos com epilepsia induzida pela pilocarpina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Verificar as possiveis repercussdes de diferentes tempos de status

epilepticus na tarefa comportamental do labirinto aquatico de Morris (LAM).

2.2.2. Analisar o efeito do tratamento cronico com FAEs em dose terapéutica

(DEsp), em ratos normais e epilépticos, sobre o desempenho na tarefa do LAM.

2.2.3. Analisar o efeito do tratamento cronico com elevadas doses de FAEs, em

ratos epilépticos sobre o desempenho na tarefa do LAM.

2.2.4. Avaliar os possiveis efeitos de diferentes tempos de status epilepticus

sobre os mecanismos de potenciacao de longa durag¢do (LTP).
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2.2.5.Avaliar a influéncia do tratamento cronico com FAEs (DEsp), em fatias

hipocampais de ratos normais e epilépticos sobre os mecanismos da LTP.

2.2.6. Avaliar o efeito do tratamento cronico com elevadas doses de FAEs, em

fatias hipocampais de ratos epilépticos sobre a indugao da LTP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 106 ratos wistar machos de 30 dias de idade, pesando
entre 90 e 120g. Os animais foram obtidos no Biotério do Instituto de Ciéncias Béasicas da
Satude (ICBS) da UFRGS e permaneceram até o momento de sua utiliza¢do alojados no
Biotério do Instituto de pesquisas Biomédicas da PUCRS, sob ciclo claro e escuro de 12

horas, com agua e comida ad libitum.

3.2.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos ao modelo da pilocarpina e permaneceram em
diferentes tempos de status epilepticus (SE), o grupo Pilocarpina A permaneceu 15 minutos
e o grupo Pilocarpina B, 90 minutos. Ap6s 24 horas, tanto os animais epilépticos que
permaneceram 90 minutos em SE quanto os normais receberam tratamento crdnico com
carbamazepina (CBZ) ou fenobarbital (FNB) durante 45 dias. O déficit cognitivo foi
avaliado no labirinto aquatico de Morris (LAM) entre o 34° e 39° dia ap6s a injecdo da
pilocarpina, e posteriormente, estes animais foram sacrificados para o registro

eletrofisiologico in vitro (Figura 2).
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Figura 2: Delineamento experimental. SE: Status Epilepticus, SS: Solu¢ao Salina, FAEs:
Farmacos Antiepilépticos, CBZ: Carbamazepina, FNB: Fenobarbital, LAM: Labirinto

Aquatico de Morris, LTP: Potenciacao de Longa Duragao.

3.3. MODELO EXPERIMENTAL

Foi utilizado o protocolo de inducdao de epilepsia pelo modelo experimental de

pilocarpina (PILO), um agonista muscarinico (Cavalheiro 1991).

Previamente a aplicacdo intraperitoneal (i.p.) de PILO na dose de 250mg/kg, os

animais receberam uma injecdo i.p. de metilescopolamina (antagonista colinérgico), na

dose de 1mg/kg, com o objetivo de minimizar os efeitos colinérgicos periféricos. Apds, os

animais foram colocados em caixas de acrilico transparentes, para a observagdo das

manifestagdes comportamentais produzidas pela droga. Poucos minutos apos a inje¢ao da

PILO, os animais apresentaram comportamentos estereotipados, como movimentos

mastigatdrios, hipocinesia, salivagdo e clonias. Estas observacdes foram acompanhadas por
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observadores experientes e classificadas de acordo com a Escala de Racine (Racine, 1972),
sendo aceito apenas animais que atingiram o grau 5 nesta escala (Figura 3).

A Escala de Racine foi determinada conforme as alteragcdes comportamentais que os
animais apresentaram logo ap6s a administracdo da PILO. Sendo considerado: Grau O:
imobilidade; Grau 1: automatismos faciais; Grau 2: mioclonias de cabeca e pescogo; Grau
3: clonias de patas anteriores; Grau 4: clonias de patas posteriores; Grau 5: elevagdo e

queda.

Figura 3: Demonstra¢do de animal em SE (grau de Racine 5)

Os animais foram divididos em 2 grupos conforme o tempo de SE: o grupo
Pilocarpina A permaneceu 15 minutos, e o Pilocarpina B, 90 minutos. Apds, receberam
injecdo i.p. de diazepan (4mg/kg), para minimizar as manifestagdes comportamentais.

Foram recolocados em gaiolas e receberam cuidados especiais nos dois dias seguintes, com
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oferecimento de agua via oral e reposicdo de potassio pela alimentagdo acrescida de
banana.

Apbs 24 horas da injecdo de pilocarpina, os animais que permaneceram 90 minutos
em SE e os normais receberam tratamento cronico com FAEs (CBZ ou FNB) nos 45 dias
seguintes.

Decorrido esta fase aguda o animal passa por um periodo chamado periodo latente,
o qual dura de 10 a 15 dias em que o animal ndo apresenta crises recorrentes. Transcorrido
este periodo, inicia-se o periodo cronico, em que ocorre o aparecimento das crises
espontaneas recorrentes. Para os animais dos grupos controle, foi seguido o mesmo

protocolo, porém, receberam inje¢ao i.p. de solugdo salina (Figura 4).

PROTOCOLO PILOCARPINA

MS DZ CER
l Fase Aguda l Fase Silenciosa Fase Cronica
30min 0 15 ou 90min 10-15 dias
PILO (SS)

MS: Metilescopolamina (1mg/kg)  PILO: Pilocarpina (250mg/Kg)
DZ: Diazepan (4mg/kg) CER: Crise Espontanea Recorrente
SS: Solugéo Salina (grupo controle)

Figura 4: Protocolo da Pilocarpina
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3.4. TRATAMENTO CRONICO COM FARMACOS ANTIEPILEPTICOS

Decorrido 24 horas, apds a inje¢do de PILO (SE=90minutos) ou solugdo salina, os
animais iniciaram tratamento cronico com farmaco antiepiléptico (FAE) durante os 45 dias.
Os FAEs escolhidos, a carbamazepina (CBZ) e o fenobarbital (FNB), amplamente
utilizados no tratamento clinico das epilepsias, foram administrados intraperitonealmente
em doses terapéutica e¢ elevada (60 e 150mg/kg ¢ 35 e 100mg/kg respectivamente)
(Farghal-Hassan et al., 1976; Craig et al., 1971). Define-se como dose terapéutica ou eficaz
DEjs, a dose em que 50% da populagdo desenvolve o efeito esperado, sem apresentar os
efeitos adversos comuns ao farmaco (Levy et al., 1995).

A CBZ (Sigma) foi diluida em solucdo aquosa Tween 80 a 3% em solugdo salina na
concentragdo final de 30mg/ml, e o FNB (Cristalia: Fenocris®) em solug¢do salina na
concentracdo final de 20mg/ml. Para descartar qualquer possivel efeito proprio do solvente
da CBZ, um grupo adicional de controle recebeu Tween 80 (a 3% de solugdo salina),

seguindo o mesmo protocolo de tratamento cronico da CBZ (i.p., duas vezes ao dia).

3.5. TREINAMENTO NO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Os labirintos sao amplamente utilizados em estudos de aprendizagem em animais.
Dentre os diversos procedimentos desenvolvidos para avaliar o desempenho cognitivo de
animais, os testes de aprendizagem espacial t€ém se destacado, ajudando a compreender os

mecanismos envolvidos na neurobiologia da memoria.
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O Labirinto Aquatico de Morris ¢ um teste que oferece vantagens em relagdo a
outros, pois ndo € necessario privagdo ou recompensa com alimentos para a motivagdo dos
animais durante o procedimento de aprendizado espacial (Morris et al., 1982; Morris et al.,
1984).

Consiste de um tanque com 1,80m de didmetro e 0,60m de altura, preenchido com
25cm de 4gua a temperatura de 20°C (£1°C). A sala apresenta iluminagao indireta sobre o
tanque e pistas distais nas paredes. Quatro pontos no perimetro do tanque (norte, leste, sul e
oeste) dividiam o tanque em quatro quadrantes, e uma plataforma de acrilico transparente,
com altura de 24cm e diametro de 9cm, encontrava-se submersa aproximadamente 1cm na
agua, localizava-se sempre no centro do quadrante 3.

O treinamento dos animais no LAM iniciava-se no 34° dia apdés a injecao da
pilocarpina. Um dia antes do inicio do treinamento, os animais eram colocados no tanque
durante 60 segundos sem a presenca da plataforma, apenas para a habituacdo. O
treinamento consistia de 24 treinos (6 treinos de 60 seg/dia durante 4 dias).

A posicdo da plataforma permanecia a mesma, porém, o ponto de “largada” do
animal variava a cada treino. A laténcia desde a “largada” no tanque até que o animal
localize e suba na plataforma era registrada para posterior analise. No ultimo dia os animais
eram submetidos a uma prova, sendo colocados no tanque sem a plataforma durante 60
segundos, quando era avaliado o tempo dispendido no quadrante em que, antes, estava a

plataforma.
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3.6. ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

Entre o 40° e 45° dia apos a injecdo da PILO, os animais foram anestesiados com
Tiopental (40mg/kg i.p.), e decapitados para a abertura do cranio e retirada do encéfalo.
Posteriormente, o encéfalo foi colocado submerso em Liquido Cefalorraquidiano Artificial
(LCRa) do tipo dissec¢do, com oxigenagdo e¢ a uma temperatura de 4°C. O LCRa ¢
composto por: NaCl: 130mM; KCl: 3.5mM; NaH,PO4: 1.3mM; MgSOs: SmM; CaCl,:
0.2mM; NaHCOs: 24mM; D- Glicose: 10mM, com o pH de 7.4.

Foram realizados cortes axiais de 400um com auxilio de um vibratomo (Vibroslice
modelo 1752 M — Campden Instrumensts, EUA). As fatias permaneceram em descanso por
1 hora antes do registro eletrofisiologico, no LCRa do tipo normal, composto por: NaCl:
130mM; KCI: 3.5mM; NaH,PO4: 1.3mM; MgSO4: 2mM; CaCly: 2mM; NaHCO;: 27mM;
D- Glicose: 10mM, com o pH de 7.4. Posteriormente, foram levadas a cuba de registro
eletrofisiologico, sob oxigenacdo e temperatura controlada (34°C) (Salamoni et al., 2005)

(Figura 5).
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Figura 5: Protocolo de Fatiamento Cerebral

Para a realizagdo do estudo eletrofisiologico utilizou-se: cdmara de perfusdo e

registro, onde era posicionada a fatia; micromanipuladores do tipo manual e motorizado

MP285 (Sutter Instrument Company) para o adequado posicionamento dos eletrodos de

registro e de estimulo; um gerador de pulso programavel Master 8§ (A.M.P. Instruments

Itd., EUA); pré-amplificador diferencial (Headstage, Axon Instruments Inc., EUA);

condicionador de sinais CyberAmp 320 (Axon Instruments Inc., EUA); fixador de corrente

AxonClamp 2B (Axon Instruments Inc., EUA); conversor analdgico digital Digidata 1322A

(Axon Instruments); computador com o Software AxoScope9 para o registro do sinal

obtido; Software Clampfit 9 para a analise da resposta ¢ o Software Origin versdo 5.0

(Microcal Software, EUA) para a analise estatistica dos dados e constru¢do dos graficos

(Figura 6 ¢ 7).
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Para a adequada visualizag¢ao da fatia hipocampal e suas regides utilizou-se sobre a
cuba um microscopio de mesa (UM m 19 D.F. Vasconcellos). E com o objetivo de impedir
a ocorréncia de ruidos eletromagnéticos de 60Hz, foi realizado o isolamento com a gaiola
de Faraday, bem como, a utilizagdo de uma mesa com sistema antivibracional para evitar a

trepidagdo durante o registro.

Figura 6: Equipamentos para o registro eletrofisiologico: (1) mesa antivibracional, (2)
gaiola de Faraday, (3) camara de registro, (4) microscopio de mesa, (5) amplificador
Axoclamp 2B, (6) Master 8, (7) CyberAmp 320, (8) Digidata 1322 A



AXOCLAMP 2B

I

HEADSTAGE x 1.0

|:> CYBERAMP 320

MASTER 8

Estimulo Condicionante

CAMARA DE
REGISTRO

25

DIGIDATA 1322A

{

MICROCOMPUTADOR

{

AXOSCOPE 9

{

ORIGIN 5.0

Figura 7: Equipamentos utilizados para a obtengdo do registro eletrofisiologico dos PEPSC
e indugdo da LTP em ordem de utilizagdo. Sobre a fatia hipocampal (em azul), sdo dados
estimulos elétricos a partir de um gerador de pulso programavel (Master 8). O sinal obtido
pela micropipeta, na camara de registro, ¢ amplificado pelo pré-amplificador diferencial
Headstage, com ganho unitario, sendo a corrente fixada pelo Axoclamp 2B. Através do
CyberAmp 320, os sinais s3o condicionados para serem convertidos do sistema analdgico
para o sistema digital pelo Digidata 1322A A partir dai, estes sdo identificados pelo
microcomputador e apresentados € mensurados através do software Axoscope 9. Para a
construcdo dos graficos referentes ao tempo total de registro utilizamos o software Origin

5.0.
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Para a realizacdo do protocolo de indug¢do de LTP, o eletrodo de estimulo, um
microeletrodo bipolar de platina-iridio (didmetro interno de 75um e externo de 140um) foi
posicionado na colateral de Schaffer. A micropipeta de registro posicionada na regido do
stratum radiatum de CA1 do hipocampo foi confeccionada com a utilizagdo do estirador de
micropipetas MP-87 (Sutter Instruments Company), a partir de um capilar de boro-silicato
com didmetro externo de 1.5mm e interno de 1.12mm e posteriormente preenchida com

LCR normal (Figura 8 e 9). A resisténcia das micropipetas situa-se entre 0.1 e 10 MQ.

__(1;’:%-- A
A

Figura 8: Camara de registro e micromanipuladores: (1) camara de registro
eletrofisiologico, (2) micromanipuladores, (3) circuito microamplificador (headstage).
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Figura 9: Camara de registro eletrofisiologico: (1) eletrodo de estimulo, (2) eletrodo de
registro e (3) fatia hipocampal de rato.

Apo6s o adequado posicionamento dos microeletrodos, foi produzida uma curva de
amplitude de resposta pds-sinaptica evocada (mV), em funcao da intensidade de estimulo
(nA), a qual denominamos Curva I/O. De acordo com a resposta maxima obtida, foi
determinado o estimulo de base (50 a 60% da amplitude maxima). Apds o término do
registro, repetia-se a curva para verificar a viabilidade da resposta (Dalbem et al., 2005)

(Figura 10).
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Figura 10: Curva I/O representativa (pré e pos-estimulo de alta freqiiéncia)

O estimulo de base foi aplicado durante 20 minutos, com 0,2 mseg de duracao cada
pulso, a cada 20 seg. Ap6s este periodo foi aplicado o seguinte estimulo condicionante de
alta freqliéncia (HFS): 4 trens de estimulo com 1 seg de duracdo cada, 100 Hz de
freqiiéncia, em intervalos de 10 seg (Dalbem et al., 2005; Frison et al., 2005; Alvares et al.,
2005). Posteriormente, retornava-se ao protocolo de estimulo de base, o qual permanecia

por pelo menos 60 minutos (Figura 11).

PROTOCOLO DE INDUCAO DA LTP EM CA1

Registro do PEPS de campo  Estimulacdo Tetanica Registro do PESP de campo

20min IR ] 60min

100HZ

Figura 11: Protocolo utilizado para a indugdo da LTP
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Considerou-se LTP a situacdo em que a resposta aumentava 40% no 45° minuto
(comparada aos 10 minutos anteriores ao estimulo de alta freqiiéncia), e LTD, quando a
resposta decrescia 40%. Quando, ap6s o estimulo condicionante, a média percentual das
amplitudes dos PEPS medidos nos 45°minuto ndo apresentava variagao de 40%, a situagao
era denominada de Nao-indugao (NI).

Foi realizada a andlise das seguintes medidas referentes aos PEPS: amplitude do
EPSP ¢ o slope (inclinag@o da resposta obtida) pelo Software Clampfit 9.

Define-se como amplitude do PEPS a distancia vertical, em milivolts (mV),
existente entre a linha de base da resposta previamente ao estimulo e o pico mais negativo
apos o estimulo). Slope do PEPS foi definido como a inclinagdo maxima entre a linha de
base e o pico mais negativo da resposta (Figura 12) (Sarihi et al., 2002). Para a obten¢ao
dos slopes aplicou-se a seguinte formula: Y2-Y1/X2-X1.

Considerou-se Y2-Y1 como a variagao entre as amplitudes (inicial e final) de um
mesmo PEPS, em mV, e X2-X1, o curso de tempo em milissegundos (ms) entre o inicio € o
final da inclinagdo maxima do PEPS. Para que a medida do slope fosse o mais precisa

possivel também contou-se com o auxilio dos softwares Axoscope 9 e Clampfit 9.
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S5mV

Figura 12: Exemplo da aferi¢do da amplitude (em azul) ¢ do slope do PEPSC (em
vermelho). O resultado final da medida do slope ¢ dado pela aplicagdo da formula
acima descrita.Amplitude de SmV.

Para todos os registros deste estudo, a totalidade dos dados quantitativos referentes a
expressao da LTP apos o estimulo de alta freqiiéncia, foi representada nos graficos como
porcentagem do controle, sendo este determinado como média das respostas registradas
durante o periodo estavel (10 minutos), previamente ao estimulo (Figura 13). Define-se
como periodo estavel, quando a amplitude do PEPS permanece constante ao longo do

tempo.
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Figura 13: Demonstracdo de um periodo estavel (pré-estimulo de alta freqiiéncia) de um
registro eletrofisiologico. A seta indica o local de aplicacdo do estimulo de alta freqiiéncia e
a barra representa o periodo estavel (a amplitude do PEPSC permanece constante).
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4. ANALISE DOS DADOS

4.1. REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

O critério de inducdo da LTP era atingido quando a resposta aumentava, no minimo,
40%, no 45° minuto pds-estimulo em relacdo a média dos 10 minutos de base (pré-
estimulo). Considerando-se que a média pré-estimulo ¢ definida como o PEPS-controle
(100%), os valores foram expressos em percentagem. Assim, foi considerava-se LTP
quando o valor era maior que 140%, e LTD, quando o valor era inferior a 60% no 45°
minuto pos-estimulo.

Para a analise dos dados eletrofisiologicos foram utilizados os seguintes programas:
Axoscope 9, Clampfit 9, Origin 5.0 (Microcal Software, EUA) ¢ para a analise estatistica, o

Qui-quadrado e o Teste t, com p<0.05.

4.2. LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Para a analise do desempenho dos animais no LAM foi empregada a analise de

variancia (ANOVA) de duas vias ordenadas, seguida pelo teste de Bonferroni com p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. MEMORIA ESPACIAL

5.1.1. Efeito do tempo de SE sobre o desempenho na tarefa do LAM

Na tarefa do LAM duas varidveis foram estudas: a laténcia durante o treino e o
tempo que o animal permaneceu no quadrante-alvo no dia da prova. Para a analise do
desempenho dos animais foi empregada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias
ordenadas, seguida pelo teste de Bonferroni com p<0.05.

Com o treinamento dos animais no LAM ndo encontramos diferencga significativa
entre o grupo controle e o Pilocarpina A (SE=15minutos), em nenhum dos dias de
treinamento. Porém, quando comparamos controle e Pilocarpina B (SE=90minutos)
encontramos diferenca significativa entre o 2°, 3° e 4° dia de treinamento (respectivamente,
p<0,05, p<0,001, p<0,001, por ANOVA seguido de Bonferroni) (Figura 14).

Também encontramos diferenca significativa entre o desempenho dos animais dos
grupos Pilocarpina A e Pilocarpina B em todos os dias do treinamento (respectivamente,
p<0,05, p<0,001, p<0,01, p<0,001, por ANOVA seguido de Bonferroni).

Na anélise do tempo de permanéncia do animal no quadrante-alvo, encontramos
uma tendéncia entre o grupo controle e o Pilocarpina A (p=0,053), e diferenca significativa
entre os grupos controle e Pilocarpina B (p=0,001) e os grupos Pilocarpina A e Pilocarpina
B (p=0,001) (Figura 15).

Assim, verificamos que o tempo de SE influencia de maneira significativa o

desempenho no LAM nas duas variaveis analisadas.
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Figura 14: Médias das laténcias de chegada a plataforma nas sessdes de treino no LAM em
ratos submetidos a diferentes tempos de SE. Salina (n=5), Pilocarpina A (n=15) e
Pilocarpina B (n=4). (a) Diferenca significativa entre Pilocarpina B e controle (p<0,05,
p<0,001, p<0,001) e (b) Diferenca significativa entre Pilocarpina B e Pilocarpina A
(p<0,05, p<0,001, p<0,01, p<0,001) (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 15: Tempo de permanéncia no quadrante-alvo no LAM de ratos submetidos a
diferentes tempos de SE. Salina (n=5), Pilocarpina A (n=15) e Pilocarpina B (n=4). (a)
Diferenca significativa entre o Pilocarpina B e controle (p=0,001) e (b) Diferenca
significativa entre Pilocarpina B e Pilocarpina A (p=0,001).
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5.1.2. Efeito do Tratamento Croénico com FAE (DEsy) em ratos sobre o

desempenho na tarefa do LAM

Na anélise do desempenho dos animais foram analisadas duas varidveis: laténcia
durante o treino e tempo dispendido no quadrante-alvo, utilizando a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias ordenadas, seguida pelo teste de Bonferroni com p<0.05.

Com o treinamento no LAM de ratos normais tratados cronicamente com FAES
(DEsp), durante 45 dias, ndo encontramos diferenca significativa entre 0s grupos em
nenhum dos dias de treinamento (p>0,05 por ANOVA seguido de Bonferroni) (Figura 16).

Quanto a influéncia de FAEs no tempo de permanéncia dos animais no quadrante
alvo, encontramos diferenca significativa apenas entre o controle e o grupo SAT (p=0,019)
(Figura 17).

O tratamento crénico com CBZ ou FNB em DEsp ndo influencia o desempenho no
LAM, porém o grupo SAT (Tween 80 a 3% em solugdo salina) apresentou diminuicao
significativa no tempo dispendido no quadrante-alvo no dia da prova, quando comparado

com o grupo controle.
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Figura 16: Médias das laténcias de chegada a plataforma nas sessdes de treino no LAM de
ratos normais tratados cronicamente com FAEs (DEsp). Salina (n=5), CBZ (n=21), FNB
(n=20) e SAT (n=21) (ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 17: Tempo de permanéncia no quadrante-alvo no LAM de ratos normais tratados
cronicamente com FAE (DEsp). Salina (n=5), CBZ (n=21), FNB (n=20) e SAT (n=21). (a)
Diferenca significativa entre o controle e o grupo SAT (p=0,01).
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5.1.3. Efeito do Tratamento Crénico com FAEs (DEsy) em ratos epilépticos

sobre o desempenho no LAM

Utilizando a andalise de variancia (ANOVA) de duas vias ordenadas, seguida pelo
teste de Bonferroni com p<0.05, analisamos as seguintes varidveis: laténcia durante o treino
e 0 tempo que o animal permaneceu no quadrante-alvo no dia da prova.

Observamos que o desempenho no LAM de ratos epilépticos tratados cronicamente
com FAEs (DEsp) apresentou diferengas significativas quando comparamos com o controle.
Entre os grupos controle e Pilocarpina+CBZ houve diferenca no 3° e 4° dia
(respectivamente: p<0,01 e p<0,001), e entre o controle e Pilocarpina+FNB no dia 3° e 4°
dia de treinamento (p<0,01) (ANOVA seguido de Bonferroni) (Figura 18). Quando
comparamos o desempenho dos ratos epilépticos que receberam apenas solucdo salina
(Pilocarpina B, SE=90 minutos) com o dos ratos epilépticos que receberam tratamento
cronico com FAEs, ndo verificamos diferenca.

Na anélise do tempo de permanéncia no quadrante-alvo, houve diferenca
significativa com o0s grupos de ratos epilépticos, quanto comparamos com 0 controle
(p<0,001). N&o verificamos diferenca significativa entre os ratos epilépticos tratados com
FAEs e aqueles que receberam solucdo salina (Pilocarpina B, SE=90 minutos), porém,
encontramos uma tendéncia entre os grupos: Pilocarpina+CBZ e Pilocarpina+FNB
(p=0,057) (Figura 19).

Constatamos que o tratamento crénico com FAEs (CBZ ou FNB) ndo modifica o
desempenho dos animais no LAM durante o treino, porém, apresenta uma tendéncia no

tempo dispendido no quadrante-alvo no dia da prova entre os fa&rmacos.
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Figura 18: Médias das laténcias de chegada a plataforma nas sess@es de treino no LAM de
ratos epilépticos tratados cronicamente com FAE (DEs). Salina (n=5), Pilocarpina B (n=4),
Pilocarpina+CBZ (n=5) e Pilocarpina+FNB (n=4). (a) Diferenca significativa entre
Pilocarpina B e controle (p<0,05, p<0,001, p<0,001), (b) Diferenca significativa entre o
Pilocarpina+CBZ e controle (p<0,01 e p<0,001) e (c) Diferenca significativa entre o
Pilocarpina+FNB e controle (p<0,01) (em ANOVA seguido de Bonferroni).
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Figura 19: Tempo de permanéncia no quadrante-alvo no LAM de ratos epilépticos tratados
cronicamente com FAE (DEsp). Salina (n=5), Pilocarpina B (n=4), Pilocarpina+CBZ (n=5)
e Pilocarpina+FNB (n=4). (a) Diferenca significativa com relacdo ao grupo controle
(p=0,001).
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5.1.4. Efeito do Tratamento Cronico com elevadas doses de FAEs, em ratos

epilépticos sobre o desempenho no LAM

A laténcia durante o treino e o tempo dispendido no quadrante-alvo no dia da prova
foram estudados através do teste estatistico de anélise de variancia (ANOVA) de duas vias
ordenadas, seguida pelo teste de Bonferroni com p<0.05.

O desempenho dos ratos epilépticos tratados cronicamente com doses elevadas tanto
de CBZ quanto de FNB, foi significativamente diferente no 3° e 4° dia de treinamento,
quando comparados com o controle (respectivamente: p<0,01, p<0,001 e p<0,01 e p<0,01
em ANOVA seguido de Bonferroni). No entanto, ndo verificamos diferenca em relacdo aos
ratos epilépticos que receberam apenas solugdo salina (Pilocarpina B, SE=90 minutos)
(Figura 20).

Quando analisamos o tempo de permanéncia no quadrante-alvo, encontramos

diferenca significativa entre o controle e todos 0s grupos de ratos epilépticos (p<0,001).
N&o houve diferenca entre os ratos trados cronicamente com FAEs e aqueles que
receberam solucgdo salina (Pilocarpina B, SE=90 minutos), porém, encontramos diferenca
entre as diferentes doses de CBZ (p=0,034) (Figura 21 e 22).

O tratamento cronico com doses elevadas de FAE (CBZ ou FNB) ndo modificou o
desempenho dos animais no LAM, durante o treino, quando comparado com doses
terapéuticas. Porém, houve diferenca significativa no tempo dispendido no quadrante-alvo

no dia da prova com as diferentes doses de CBZ.
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Figura 20: Médias das laténcias de chegada a plataforma nas sessdes de treino no LAM de
ratos epilépticos tratados cronicamente com doses elevadas de FAE. Salina (n=5),
Pilocarpina B (n=4), Pilocarpina+CBZ Il (n=3) e Pilocarpina+FNB Il (n=8). (a) Diferenca
significativa com relacéo ao controle (p<0,01 em ANOVA seguido de Bonferroni).

LABIRINTO AQUATICO
30
25 - T
< 20 | O Salina
% 15 @ Pilocarpina B
(L|I_J a a a OPilocarpina+CBZ I
i 10 T T [ Pilocarpina+FNB I
5 i
0
GRUPOS

Figura 21: Tempo de permanéncia no quadrante-alvo no LAM de ratos epilépticos tratados
cronicamente com doses elevadas de FAE. Salina (n=5), Pilocarpina B (n=4),
Pilocarpina+CBZ 1l (n=3) e Pilocarpina+FNB 11 (n=8). (a) Diferenca significativa com
relacdo ao grupo controle (p=0,001).
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Figura 22: Tempo de permanéncia no quadrante-alvo no LAM de ratos epilépticos tratados
cronicamente com diferentes doses de CBZ. Salina (n=5), Pilocarpina+CBZ | (n=5) e
Pilocarpina+CBZ 1l (n=3), (a) Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
(p<0,05) e (b) Diferenca significativa entre as diferentes doses de CBZ (p=0,034).

5.1.5. Médias das laténcias nos treinos no LAM de todos o0s grupos

experimentais

Embora ja tenhamos apresentado, de maneira grafica, as médias das laténcias nos
treinos no LAM, achamos oportuno resumir os dados na tabela sinoptica abaixo, onde estdo
listados todos 0s grupos experimentais com as correspondentes médias + erros padréo,
resultante da analise multivariada.

Quando agrupamos as médias das laténcias no LAM de todos 0s grupos durante o

treinamento, obtivemos o seguinte resultado, expresso na tabela I:
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Tabela I: Comparacdo entre as médias das laténcias no LAM durante os dias de treinamento
nos diferentes grupos.

Grupos Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Salina 47,6645,58 30,74+1,97  12,00£0,61  11,16+0,20
Pilocarpina A 42,7742,01°  24,90+4,24° 2751+3,54°  13,93+144°
Pilocarpina B 60,00+0,20 50,89+3,81%  49,77+0,60°  41,00+2,65%
CBZ 42354336  31,07+3,88  20,56+4,49  14,39+0,75
FNB 40,94+4,11  2546+4,82  21,07+3,00  15,69+0,52
SAT 46,67+2,39  24,90+2,70  24,30+3,06  19,98+1,42
Pilocarpina+tCBZ ~ 47,73+259  39,79+149  34,49+388°  39,20+0,48°
PilocarpinatFNB ~ 48,83+0,81  41,79+9,01  33,83+544°  32,83+4,55"
Pilocarpina+CBZ Il  47,73+0,30 39,76+3,96 34,51+1,27° 39,20+0,17°
Pilocarpina+FNB Il  48,83+0,47  41,49+291  33,83+0,43"  32,83+0,92'

Os valores correspondem a média da laténcia (seg) * erro padrdo. Salina (n=5), Pilocarpina A (n=15),
Pilocarpina B (n=4), CBZ (n=21), FNB (n=20) e SAT (n=21), Pilocarpina+CBZ (n=5) e Pilocarpina+FNB
(n=4), Pilocarpina+CBZ Il (n=3) e Pilocarpina+FNB Il (n=8). ANOVA seguida de Bonferroni, com p<0.05.
Sendo que: (a): Diferenca significativa entre Pilocarpina B e controle (p<0,05, p<0,001, p<0,001), (b):
Pilocarpina A e Pilocarpina B (p<0,05, p<0,001, p<0,01, p<0,001), (c): Pilocarpina+CBZ e controle (p<0,01 e
p<0,001), (d): Pilocarpina+FNB e controle (p<0,01), (e): Pilocarpina+CBZ Il e controle (p<0,01, p<0,001),
(9): Pilocarpina+FNB 1l e controle (p<0,01 e p<0,01).
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5.2. ESTUDO ELETROFISIOLOGICO

5.2.1. Inducdo de LTP em fatias hipocampais de ratos epilépticos: efeito do

tempo de SE

Os dados foram expressos em percentual de fatias em que foi possivel induzir LTP,
e entre parénteses a média percentual da amplitude do PEPS em relagdo ao controle (100%)
+ erro padrdo, e o nimero de fatias (n). Na analise estatistica foi empregado o Teste t, para
comparar as amplitudes dos PEPS no 45° minuto.

Encontramos diferenca significativa na inducdo da LTP entre os ratos epilépticos e
0 grupo controle. Houve inducdo de LTP em 70% de fatias hipocampais do grupo controle
(160,044 0,09 e n=10) e ndo-inducdo (NI) em 30% das fatias (97,32+0,15 e n=3). No grupo
Pilocarpina A (n=10 fatias) houve 80% de NI (109,88+0,22) e 20% de LTD (51,34+0,06), e
no grupo Pilocarpina B houve apenas NI (103,34+0,07 e n=6 fatias) (Figura 23, 24 e 25).

A estimulacdo de alta frequéncia de fatias hipocampais de ratos epilépticos,
submetidos a diferentes tempos de SE, produziu dificuldade na obtencdo de LTP, no
entanto houve LTD em duas fatias hipocampais de ratos epilépticos do grupo Pilocarpina A

(SE=15 minutos).
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Figura 23: Demonstracdo da ocorréncia de LTP em fatias hipocampais de ratos normais,
com a aplicacdo do estimulo de alta freqliéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a
média percentual das amplitudes dos PEPS (em 3 minutos * erro padrdo). Ndo induzido
(NI, n=3 fatias) e LTP (n=7 fatias).
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Figura 24:. Distribuicdo dos fendbmenos de plasticidade sinaptica, determinados pela
aplicacdo do estimulo de alta freqliéncia (seta), registrados em fatias hipocampais de ratos
do grupo Pilocarpina A (SE=15 minutos). Cada ponto no grafico representa a média
percentual das amplitudes dos PEPS (em 3 minutos + erro padréo). NI (n=8 fatias) e LTD
(n=2 fatias).
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Figura 25: Demonstracao da dificuldade de inducdo de LTP em fatias hipocampais de ratos
do grupo Pilocarpina B (SE=90 minutos), com aplicacdo de estimulo de alta frequéncia
(seta). Cada ponto no gréafico representa a média percentual das amplitudes dos PEPS (em 3
minutos + erro padrdo). NI (n=6 fatias).
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5.2.2. Inducdo de LTP em fatias hipocampais de ratos normais tratados

cronicamente com FAEs (DEso)

Nossos resultados foram expressos em percentual de fatias em que foi possivel
induzir LTP, e entre parénteses a média percentual da amplitude do PEPS em relacdo ao
controle (100%) + erro padrdo, e o numero de fatias (n). Na analise estatistica foi
empregados o Teste t e 0 Qui-quadrado, para comparar as amplitudes dos PEPS no 45°
minuto pos-estimulo.

Quando aplicamos o estimulo de alta frequéncia em fatias hipocampais de ratos
normais tratados cronicamente com FAEs em DEsg, obtivemos dificuldade na inducdo da
LTP, considerando a média das amplitudes dos PEPS.

Assim, observamos que FAEs habitualmente utilizados no tratamento das epilepsias
(CBZ e FNB), em DEsy, interferem de forma significativa na indugéo da LTP (Qui-
quadrado y® =11,74, Teste t p=0,01). No grupo CBZ ocorreu indugdo de LTP em apenas
10% das fatias (n=20 fatias), no FNB ocorreu inducdo em 26,6% (n=15 fatias) e no grupo
SAT em 16,6% (n=13 fatias) (Figura 26, 27 e 28).

Nos grupos analisados observamos a ocorréncia de trés desfechos diferentes, NI,
LTD e LTP, distribuidos da seguinte forma: grupo CBZ (NI:112, 72+0,17 e n= 17, LTD:
59,23+0,43 e n=1 e LTP:160,32+0,38 e n=2); grupo FNB (NI:105,70+0,10 e n=11 e LTP:
182,93+0,09 e n= 4,); e grupo SAT (NI: 111,70+0,1 e n=6, LTD: 48,09+0,19 e n=2, LTP:

183,89+0,08 e n=5).
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Porém, considerando-se a média das amplitudes dos PEPS no 45° minuto pds-
estimulo de alta frequiéncia entre fatias hipocampais de ratos normais tratados com CBZ ou
FNB, ndo encontramos diferenca significativa.

Assim, constatamos que o tratamento cronico de ratos normais com CBZ ou FNB

em doses terapéuticas interfere na inducdo da LTP, e facilita a facilita a ocorréncia de LTD.
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Figura 26: Distribuicdo dos fendémenos de plasticidade sindptica, determinados pela
aplicacdo do estimulo de alta frequéncia (seta), registrados em fatias hipocampais de ratos
normais tratados cronicamente com CBZ (60mg/kg). Cada ponto no grafico representa a
média percentual das amplitudes dos PEPS (em 3 minutos  erro padrdo). NI (n=17 fatias),
LTD (n=1 fatia) e LTP (n=2 fatias).
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Figura 27: Demonstracao da dificuldade de inducdo da LTP em fatias hipocampais de ratos
normais tratados cronicamente com FNB (35mg/kg), com aplicacdo do estimulo de alta
freqliéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos
PEPS (em 3 minutos * erro padrdo). NI (n=11 fatias) e LTP (n=4 fatias).
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Figura 28: Distribuicdo dos fendbmenos de plasticidade sinaptica, determinados pela
aplicacdo do estimulo de alta freqliéncia (seta), registrados em fatias hipocampais de ratos
normais tratados cronicamente com SAT. Cada ponto no grafico representa a média
percentual das amplitudes dos PEPS (em 3 minutos + erro padrdo). NI (n=8 fatias), LTD
(n=2 fatias) e LTP (n=5 fatias).
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5.2.3. Inducdo da LTP em fatias hipocampais de ratos epilépticos tratados

cronicamente com FAEs (DEso)

Os resultados foram apresentados da seguinte maneira: percentual de fatias em que
foi possivel induzir LTP, e entre parénteses a média percentual da amplitude do PEPS em
relacdo ao controle (100%) + erro padrdo, e o numero de fatias (n). Para comparar as
amplitudes dos PEPS no 45° minuto utilizamos o Teste t.

O grupo Pilocarpina+CBZ apresentou 80% de NI (94,06+0,10 e n=4 fatias) e 20%
de inducdes de LTP (205,17+0,07 e n=1 fatia), j& o grupo Pilocarpina+FNB apresentou
apenas NI (104,67+0,17 e n=7 fatias) (Figura 29 e 30).

N&o encontramos diferenca significativa na amplitude do PEPS no 45° minuto pos-
tetanico entre ratos epilépticos tratados com CBZ ou FNB (Teste t, p>0,05).

A estimulacéo de alta frequéncia de fatias hipocampais de ratos epilépticos tratados
cronicamente com FAEs (CBZ ou FNB), em DEsy, causou dificuldades na inducdo da LTP.
Porém, quando comparamos com o grupo Pilocarpina B (SE=90 minutos), o qual
apresentou apenas NI, verificamos que o tratamento cronico com CBZ permitiu a
ocorréncia de LTP em uma fatia hipocampal. J&, o tratamento crénico com FNB apresenta

apenas NI, semelhante ao grupo Pilocarpina B.
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Figura 29: Demonstracao da dificuldade de inducdo da LTP em fatias hipocampais de ratos
epilépticos tratados cronicamente com CBZ (60mg/kg), com aplicagdo de estimulo de alta
freqliéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos

PEPS (em 3 minutos * erro padrdo). NI (n=4 fatias) e LTP (n=1 fatia).
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Figura 30: Demonstracdo da ndo inducdo de LTP em fatias hipocampais de ratos
epilépticos tratados cronicamente com FNB (35mg/kg), com aplicacdo do estimulo de alta
frequéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos
PEPS (em 3 minutos % erro padréo). NI (n=7 fatias).
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5.2.4. Inducdo da LTP em fatias hipocampais de ratos epilépticos tratados

cronicamente com FAEs em doses elevadas

Os dados foram expressos em percentual de fatias em que foi possivel induzir LTP,
e entre parénteses a média percentual da amplitude do PEPS em relacdo ao controle (100%)
+ erro padrdo, e o nimero de fatias (n). Para comparar as amplitudes dos PEPS no 45°
minuto pos-estimulo utilizamos o Teste t.

A estimulacdo de alta freqiiéncia em fatias hipocampais de ratos epilépticos
submetidos ao tratamento com doses elevadas de FAEs, produziu dificuldade na obtencao
de LTP em todas as fatias. Foram encontrados os seguintes desfechos nos grupos: grupo
Pilocarpina+CBZ Il (NI: 78,015+0,15 e n=5 e LTD: 52,94+0,36 e n=1) e o
Pilocarpina+FNB Il (NI: 113,96+0,21 e n=3) (Figura 31 e 32).

Analisando as amplitudes dos PEPS no 45° minuto pos-tetanico, observamos que
ndo hé& diferenca significativa entre os grupos (Teste t, p>0,05).

O tratamento cronico de ratos epilépticos com CBZ ou FNB em elevadas doses
interfere na obtengdo da LTP. E quando comparamos com o grupo Pilocarpina B (SE=90
minutos), verificamos que o tratamento com CBZ permite a ocorréncia do fenbmeno de

LTD em uma fatia hipocampal, e 0 FNB apresenta apenas NI.
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Figura 31: Demonstracdo da dificuldade de inducdo de LTP em fatias hipocampais de ratos
epilépticos tratados cronicamente com CBZ (150mg/kg), com aplicagédo do estimulo de alta
frequéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos
PEPS (em 3 minutos % erro padréo). NI (n=5 fatias) e LTD (n=1 fatia).
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Figura 32: Demonstracdo da ndo inducdo de LTP em fatias hipocampais de ratos
epilépticos tratados cronicamente com FNB (100mg/kg), com aplicacdo do estimulo de alta
freqiéncia (seta). Cada ponto no grafico representa a média percentual das amplitudes dos
PEPS (em 3 minutos % erro padréo). NI (n=3 fatias).
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5.2.5. Média das variacbes de amplitude percentual dos PEPS de todos os
grupos experimentais

Embora j& apresentamos de maneira grafica as médias das laténcias nos treinos no
LAM, achamos oportuno resumir os dados na tabela abaixo, onde estdo listados todos 0s
grupos experimentais com a corresponde média * erro padréo e o valor de p resultante da
analise multivariada, onde a notacdo literal e maiuscula corresponde as comparagoes
realizadas. Quando agrupamos a média das amplitudes percentuais do PEPS no 45° minuto
pos-estimulo de alta frequéncia, dos grupos e com os 3 desfechos possiveis, obtivemos o
seguinte resultado (Tabela I1):

Tabela Il: Comparacdo entre as médias das amplitudes do PEPS no 45° minuto pds-
estimulo de alta freqtiéncia, nos diferentes grupos.

Grupos NI LTD LTP
Salina 97,3240,15 (n=3) - 160,04+0,09 (n=7)
Pilocarpina A 109,88+00,22 (n=8) 51,34+0,06 (n=2) -

Pilocarpina B  103,34+0,07 (n=6) - -

CBZ 112,7240,17 (n=17)  59,23+0,43 (n=1)  160,32+0,38 (n=2)
FNB 105,70+0,10 (n=11) - 182,93+0,09 (n=4)
SAT 111,70+0,1(n=8) 48,09+0,19 (n=2)  183,89+0,08 (n=5)
Pilocarpina+CBZ 94,06+0,10 (n=4) - 205,17+0,07 (n=1)

Pilocarpina+tFNB  104,67+0,17 (n=7) - -
Pilocarpina+CBZ Il  78,01+0,15 (n=5) 52,94+0,36 (n=1) -

Pilocarpina+FNB Il 113,96+0,21 (n=3) - -

Amplitude normalizada (%) no 45° minuto pds-estimulo tetanico + erro padrdo e entreparénteses o n de fatias
utilizadas.
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5.2.6. Analise do Slope

A andlise do slope ou inclinacdo do PEPSC foi realizada apenas nas fatias em que
foi obtida a inducdo de LTP. Analisando as alteragfes percentuais no slope do PEPSC no
45° minuto ap6s a estimulacdo tetanica, em relacdo ao slope basal (10 minutos pré-
estimulo), observamos diferenca significativa entre os grupos: Salina versus Drogas

(p=0,0157) e Salina versus Salina+FNB (p=0,027) (Tabela I1I).

Tabela I11: Alteracédo percentual no Slope do PEPSC nos diferentes grupos

Grupos Alteracéo percentual no slope do PEPSC
Salina 112,01+31,94

CBz 147,96+15,24

FNB 270,34+84,70 ¢

SAT 145,53+80,59

Pilocarpina+CBZ 144,08

Amplitude normalizada (%). Foi realizada a analise do slope apenas nas fatias em que houve inducédo da LTP.
NUmero de fatias que apresentaram LTP por grupo: Salina (n=7), CBZ (n=2), FNB (n=4), SAT (n=5),
Pilocarpina A (n=1) e Pilocarpina+CBZ (n=1). A comparagdo do slope, via Teste t, foi realizada no 45° pds-
estimulo de alta freqiiéncia. (a) Diferenca significativa entre controle e tratamento cronico com FNB.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da epilepsia e de farmacos
antiepilépticos sobre a memdria espacial e a inducdo de potenciacdo de longa duracéo
(LTP) na regido CA1 hipocampal, em ratos com epilepsia induzida pela pilocarpina.

Em nosso estudo encontramos diferenca significativa nos desempenhos dos animais
no labirinto aquético de Morris (LAM) em diferentes tempos de status epilepticus (SE).
Quando comparamos o grupo Pilocarpina A (SE=15 minutos) com o controle, nédo
encontramos diferenca durante o treino, porém houve uma tendéncia durante a prova. O
desempenho dos animais do grupo Pilocarpina B (SE=90 minutos) foi significativamente
diferente do controle no 2°, 3° e 4° dia de treino, e também na prova (Figuras 14 e 15).

Também encontramos diferenca significativa entre o desempenho dos animais dos
grupos Pilocarpina A e Pilocarpina B em todos os dias do treinamento, e no tempo
dispendido no quadrante alvo no dia da prova (Figura 15).

A atividade epiléptica é responsadvel no hipocampo pela morte celular e brotamento
das fibras musgosas. Em animais em desenvolvimento interfere com a neurogénese e com a
atividade sinéptica. Assim, tem sido relatada a diminuicdo na neurotransmissdo excitatoria
com reducdo na densidade das espinhas dendriticas e reducéo na expressao dos receptores
NMDA (Lynch et al., 2000; Zhang et al., 2004).

Estudos experimentais de Pitkanen et al (2002) demonstram que crises recorrentes,
tanto duradouras quanto esporadicas, podem causar morte neuronal principalmente na
regido hipocampal, porém o dano é menor quando ocorre apenas uma crise, e pode

aumentar com a maior frequéncia das crises, contribuindo para o declinio cognitivo. Assim,
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podemos inferir que quanto maior o tempo em SE, maior a possibilidade de
desenvolvimento de crises espontaneas recorrentes e conseqtientemente dano neuronal.

N&o encontramos estudos na literatura que avaliassem as repercussdes de tempos
diferentes de SE na memdria espacial. Porém, podemos comparar nossos resultados ao
estudo de Wu et al (2001) em que buscou-se investigar os efeitos cognitivos e morfoldgicos
a longo prazo em animais epilépticos imaturos no modelo experimental de Epilepsia do
Lobo Temporal (ELT) através da injecdo sistémica de litio-pilocarpina. Neste estudo
observou-se tanto déficit na memoria espacial quanto de trabalho, sendo que os animais
haviam permanecido em SE, por um longo periodo, de varias horas.

Também no modelo de litio-pilocarpina, Julien et al. (2005) demonstrou que ratos
adultos que permaneceram 2 horas em SE apresentaram déficits no LAM e no labirinto de
oito bracos, decorrente de perda neuronal predominante em hipocampo, cértex entorrinal e
amigdala.

Animais em desenvolvimento submetidos ao modelo litio-pilocarpina apresentam
determinada lesdo no nicleo médio lateral do tdlamo, estrutura critica na relagdo do
prosencéfalo basal e o cortex pré-frontal determinando importantes alteragdes de memdria
(Kubota et al., 2001).

O tratamento crénico com farmacos antiepilépticos (FAES) na dose terapéutica
(DEsp), ndo promoveu diferenga significativa no desempenho dos animais no LAM,
guando comparamos 0S ratos normais que receberam carbamazepina (CBZ) ou
fenobarbital (FNB) com o controle. Porém, na andlise do tempo de permanéncia no
quadrante-alvo, encontramos diferenca significativa entre o grupo controle e o SAT (tween

80 a 3% de solucéo salina) (Figuras 16 e 17).
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Habitualmente na epilepsia refrataria ao tratamento medicamentoso, a conduta
adequada quando falha um farmaco antiepiléptico no controle das crises é de buscar a dose
maxima tolerada (Da Costa et al., 1998). Assim, procurando mimetizar esta situacdo
estabelecemos um protocolo de uma segunda dose de FAEs (CBZ e FNB), com 0 objetivo
de verificar se esta abordagem terapéutica recomendada pela probabilidade de aumentar o
nimero de individuos controlados, pudesse ter efeito deletério na sua performance no
LAM.

Nossos resultados estdo de acordo com Bernardi et al (2004), que demonstraram que
a CBZ ndo compromete e nem melhora o aprendizado de animais normais nos diferentes
testes de memoria. Sudha et al (1995) também verificou que o tratamento crénico com CBZ
em doses entre 5 e 80mg/kg, ndo alterou o aprendizado e a memdria de animais normais no
labirinto em T e na esquiva passiva.

Estudos com FNB demonstraram que 0s ratos normais submetidos a tratamento
crénico apresentaram desempenho em testes comportamentais semelhantes ao controle
(Mikati et al., 1994; McBride et al., 1985).

Com o treinamento dos animais no LAM ndo encontramos diferenga entre 0s grupos
epilépticos tratados com salina e os epilépticos tratados cronicamente com FAEs (CBZ e
FNB) em DEsy, demonstrando que, nesta dose, o tratamento cronico com estes farmacos
ndo influenciou a memdaria espacial (Figuras 18 e 19).

Nossos resultados estédo consistentes com achados em humanos:

- Modadori e Classen (1984 e 1989) avaliaram o efeito da CBZ sobre a alteragdo da
memoria provocada por eletrochoque, e observaram uma diminuicdo significativa dos
efeitos amnésicos, porém este € um modelo agudo e ndo crénico, como o da pilocarpina

empregado por nos.
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- Estudo publicado por Engelberts (2002), mostrou que pacientes com epilepsia
parcial cronica controlada mediante tratamento com CBZ ndo apresentavam déficits
importantes na memaria e demais fungbes cognitivas analisadas.

- Riva e Devoti (1999) analisaram a performance cognitiva de 6 criangas durante o
uso e um ano apoés a descontinuacdo da CBZ, verificando que, em nenhuma das situacoes,
0 uso de CBZ afetou as fungdes intelectuais, a memoria ou a atencéo.

No modelo experimental do &cido cainico (intra-hipocampal) o tratamento crénico
com FNB promoveu prejuizo na memoria espacial e no controle das crises recorrentes, bem
como ndo modificou as lesdes histoldgicas, presentes nas areas CA2, CA3 e giro denteado
do hipocampo (Bolafios et al., 1998). Porém, este pré-tratamento previne o prejuizo na
aquisicdo da memoria induzido pelo acido cainico (Brown-Croyts et al., 2000). Isto
também coincide com achados como o de Mikati et al (1994), que demonstrou que o
tratamento cronico com FNB durante o desenvolvimento ndo diminui 0 nimero de crises
espontaneas, e pode mesmo exacerbar o dano cognitivo no modelo do acido cainico.

Consistente com isso, ndo encontramos diferenca no desempenho no LAM dos
animais com epilepsia e ndo tratados quando comparados com aqueles tratados
cronicamente com FAEs em doses elevadas; entretanto houve diferenca significativa
guando comparadas as diferentes doses de CBZ, com prejuizo do aprendizado e memoria
nas altas doses (Figuras 20e 21).

O grupo de animais que permaneceu em SE prolongado (90 minutos) inicialmente
era composto por 75 animais (5 grupos de 15), mas apresentou alta mortalidade (68%), o
que estd de acordo com a literatura, mas foi maior do que esperdvamos ( +30-40%). Este
resultado pode estar relacionado com a época do ano que foi realizado, pois tivemos

temperaturas mais elevadas do que o esperado. Provavelmente a temperatura elevada,
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presente no periodo entre a injecdo e a interrupcdo do SE, possa ter agravado o estado
neuroldgico e influenciado esta alta mortalidade (Shorvon et al., 1994; Lemos et al., 1996;
Priel et al., 1996).

Com relacdo aos dados dos registros eletrofisioldgicos verificamos a ocorréncia de
LTP em 70% do grupo controle, este dado estd de acordo com a literatura (Frison et al
2005). J4, em fatias hipocampais de ratos epilépticos constatamos a total auséncia deste
fendmeno, independente do tempo de SE. No entanto, o grupo Pilocarpina A, que
permaneceu menor tempo em SE, apresentou LTD em duas fatias hipocampais (Figuras 23,
24 e 25).

O protocolo utilizado (estimulo de alta freqliéncia) é proprio para indugéo de LTP,
entretanto apenas em 2 fatias hipocampais de ratos epilépticos (Pilocarpina A, SE=15
minutos), observamos a inducdo de LTD. Isto provavelmente se relaciona com a morte
seletiva de agrupamentos neuronais e/ou dowregulation de receptores glutamatérgicos,
hipotese que ndo aprofundamos neste trabalho.

Outra importante questdo referente ao nivel de despolarizagdo do neurénio pos-
sinéptico, com o conseqiiente maior ou menor aumento na [Ca?*]; parece ser de crucial
importdncia na “direcionalidade” do fenémeno pléstico (depressdo ou potenciacédo)
(Nishiyama et al., 2000)

Steele e Mauk (1999) demonstraram, no hipocampo, que a hiperatividade de
receptores GABAA amplia a faixa de frequéncias capazes de induzir LTD, ao passo que sob
bloqueio de tais receptores pela picrotoxina, LTDs s6 foram obtidas com frequiéncias de

estimulacdo extremamente baixas (0,25-0,5 Hz).
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Trabalho realizado em nosso laboratério (Dalbem et al., 2005) observou efeito
similar no estriado de animais com distonia induzida por acido 3-nitropropionico, sendo
encontrados tanto LTP quanto LTD apds estimulo de alta frequéncia.

Nossos resultados também estdo de acordo com estudo de Frison et al (2005), que
demonstrou que em 70 a 80% dos ratos-controle foi possivel induzir LTP (no caso,
medindo a variacdo de amplitude percentual no 30° minuto pos-estimulo tetanico), em
comparacdo com 30 a 40% dos animais epilépticos (SE=90 minutos). A chance de
ocorréncia de inducdo de LTP em ratos-controle foi de 4 a 10 vezes maior do que a
encontrada em animais epilépticos.

O modelo de ELT induzido pela pilocarpina interfere de maneira negativa na
inducdo da LTP. Podemos inferir que as células sofrem modificacBes desfavoraveis que
dificultam a inducdo de LTP nos ratos epilépticos, devido a um prejuizo na integridade
hipocampal decorrente do modelo experimental. A &rea lesionada neste modelo seria
justamente aquela essencial para a manutencdo da integridade do tecido para posterior
inducdo da LTP (Frison et al., 2005).

Estudos eletrofisiol6gicos, em hipocampo de roedores epilépticos, demonstraram
que a atividade repetida de crises tem importante efeito deletério na LTP (Reide et al.,
1997), modificando os mecanismos basicos utilizados para sua geragdo e expressdo
(Palizvan et al., 2005).

Quanto a acdo dos FAEs nos mecanismos relacionados com a plasticidade sinaptica,
encontramos dificuldades na obtencdo de LTP em fatias hipocampais de ratos normais
tratados cronicamente (DEsp), tanto com CBZ quanto FNB; foi, porém, possivel induzir
LTD em uma fatia hipocampal do grupo CBZ e em duas do grupo SAT (Figuras 26, 27 e

28).
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Convergindo com nossos achados, Kubota et al (1994) demonstrou o blogueio da
inducdo da LTP em coelhos tratados cronicamente com CBZ, sugerindo uma possivel acdo
inibitéria da CBZ nos receptores NMDA. Este bloqueio pode resultar do blogueio dos
receptores NMDA na membrana pos-sinaptica de células granulares e do giro denteado
(Lampe et al., 1990; Kubota et al., 1994), e também do bloqueio de canais de sodio e
potéassio (Macdonald et al., 1989 Rogawski et al., 2004). Porém, Kubota et al. (1992)
verificou facilitagdo do fendmeno de LTP em coelhos submetidos ao efeito agudo da CBZ.

Em concentragdes terapéuticas, o0 FNB aumenta a probabilidade de abertura dos
canais gabaérgicos, podendo atuar também em canais de sodio e calcio, contribuindo para
sua atividade terapéutica. O efeito do FNB em receptores GABAA € provavelmente o mais
importante na atividade epileptiforme (Rogawski et al., 2004).

Consistente com nossos resultados, Lee et al (1996) demonstram que a perfusdo
com FNB blogueia a LTP mediada por NMDA, efeito pode ocorrer diretamente ou
indiretamente no sistema gabaérgico.

Em nosso estudo encontramos dificuldade na obtengdo de LTP em fatias
hipocampais de ratos epilépticos tratados cronicamente com FAEs (DEsp), independente do
farmaco. O tratamento com CBZ possibilitou a indugdo em apenas uma fatia hipocampal, e
0 FNB impediu totalmente a ocorréncia de LTP (Figuras 29 e 30).

N&o houve diferenca significativa na amplitude dos potenciais excitatorios pos-
sinapticos (PEPS) pos-estimulo tetanico, entre os ratos epilépticos tratados cronicamente
com CBZ ou FNB (DEsp), sugerindo que estes farmacos, nas doses utilizadas, nédo
alteraram os mecanismos de geracao dos PEPS.

O estudo de nosso laboratério (Janish, 2003) demonstrou uma tendéncia a uma

maior facilidade na obtencdo de LTP em fatias hipocampais de ratos epilépticos sob o
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efeito agudo de CBZ, mediante perfusdo. A importancia da acdo exercida pela CBZ, em
concentragOes terapéuticas, em correntes de potassio pode representar um mecanismo
critico para o controle da excitabilidade neorcortical e da geracdo de atividade
epileptiforme (Zona et a., 1990).

O tratamento crénico com elevadas doses de FAEs, impediu totalmente a indugéo
de LTP, tanto com CBZ quanto FNB. Porém, em uma fatia hipocampal do grupo de ratos
epilépticos tratados com CBZ, ocorreu o fenémeno de LTD (Figuras 31 e 32).

Com os resultados deste trabalho podemos inferir que o déficit cognitivo esta
diretamente relacionado com o tempo de duracdo do SE, sendo necessario 90 minutos para
verificar repercussdes no LAM. O tratamento cronico com FAEs (CBZ ou FNB), em DEsy,
ndo interfere no aprendizado espacial de ratos controle, nem epilépticos, e em doses
elevadas também n&o interfere no desempenho de ratos epilépticos.

Com relacdo aos dados eletrofisiologicos, podemos concluir que a epilepsia
induzida pelo modelo experimental da pilocarpina interfere na inducdo da LTP,
independente do tempo de SE. O tratamento cronico com CBZ ou FNB (DEs) interfere na
inducdo da LTP, tanto em ratos controle, quanto em epilépticos, e em doses elevadas

impede a inducdo da LTP.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho investigamos as repercussdes do modelo experimental de ELT
induzido pela pilocarpina diante de diferentes tratamentos cronicos com FAEs, tanto
sobre o desempenho no labirinto aquatico de Morris, quanto sobre a indugdo de

potenciacdo de longa duracgdo em fatias de hipocampo.

Nosso estudo possibilitou as seguintes conclusoes:

1. O déficit cognitivo esta diretamente relacionado com o tempo de duracdo do
status epilepticus, sendo necessario 90 minutos para detectar repercussdes no
labirinto aquatico de Morris.

2. O tratamento cronico com FAEs (CBZ ou FNB), em dose terapéutica (DEs),
ndo interfere no aprendizado espacial de ratos controle, nem de epilépticos.

3. O tratamento croénico com doses elevadas de FAEs (CBZ ou FNB) néo
interfere no aprendizado espacial de ratos epilépticos.

4. A epilepsia induzida pelo modelo experimental da pilocarpina interfere na
inducdo da LTP, proporcionalmente ao tempo de status epilepticus, quanto
maior a duracdo, maior a dificuldade na obtencéo de LTP.

5. O tratamento cronico com FAEs (CBZ ou FNB) em DEsy, interfere na inducéo
da LTP em fatias hipocampais tanto de ratos controle, quanto de epilépticos.

6. O tratamento crénico com doses elevadas de FAEs (CBZ ou FNB) interfere
nos mecanismos do fendmeno de LTP em fatias hipocampais de ratos

epilépticos.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Constitui-se em um projeto futuro o aprofundamento de nossos achados sobre
a epilepsia, LTP e FAEs, mantendo esta mesma linha de pesquisa. Planejamos avaliar
a estrutura do hipocampo, tanto na quantificagdo do brotamento axonal (sprouting),

quanto na mensuracgéo da perda neuronal decorrente deste modelo experimental.

Quanto aos FAEs, pretendemos realizar estudo in vitro com a perfus@o destes
farmacos para compararmos com o0s dados de tratamento cronico. Também
planejamos avaliar o efeito agudo do tratamento com FAEs utilizando outros testes

comportamentais.
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