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INTRODUGAO:

EPILEPSIA

Disfungdes na atividade dos neurdnios e na plasticidade sinaptica estao
associadas a diversas patologias cerebrais. A epilepsia € uma neuropatologia
descrita ha milhares de anos. Era mal compreendida e considerada como
resultado da possessdao da mente humana por uma entidade divina. Apenas
em 1873, Hughlings Jackson formula a definicdo moderna da epilepsia como
"uma desordem episddica do sistema nervoso, ocasionada pela excessiva
descarga sincrdonica e mantida por um grupo de células nervosas" (Fustes e
Fustes, 1992).

A epilepsia € a denominacdo para uma série de disturbios cerebrais
humanas caracterizadas por crises periddicas e espontidneas que recorrem
mesmo na auséncia da doenca téxica metabdlica ou estado febril (Gastaut,
1973). Caracterizam-se por manifestagbes clinicas decorrentes do disparo
intenso, sincronizado e ritmico, de populagcdes neuronais no sistema nervoso
central (McNamara, 1994). Outra situagcdo importante € o status epilepticus
(SE), no qual o individuo apresenta “crises epilépticas suficientemente
prolongadas ou repetidas em intervalos curtos que resultam num estado
epiléptico continuo e duradouro”. Esse evento pode ser seguido de um periodo
silencioso que antecede a eclosao de crises espontaneas recorrentes (Gastaut
et al., 1975).

Estima-se que entre 1 e 8% dos pacientes epilépticos apresentaram, em

algum periodo da sua doenga, pelo menos um episddio de SE (Sander e Hart,
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1999). Fernandes e colaboradores (Fernandes, 1993) determinaram uma
prevaléncia de 16,5-20,3/1000 respectivamente para a epilepsia ativa e inativa
em Porto Alegre. Cerca de 10-20% dos pacientes tem suas crises
inadequadamente tratadas e aproximadamente 30% apresentam resisténcia a
terapia medicamentosa (Remy e Beck, 2006). Em geral estes estudos
demonstram que estes pacientes ndo respondem a 2-3 farmacos
antiepilépticas (FAEs) (Regesta e Tanganelli, 1999; Remy e Beck, 2006). Os
mecanismos celulares que levam a farmaco-resisténcia ainda sao
inconclusivos. Entre as epilepsias refratarias ao tratamento clinico as crises
parciais complexas com origem no lobo temporal sdo as mais frequentes
(Regesta e Tanganelli, 1999; Remy e Beck, 2006). O conhecimento que se
tem sobre os mecanismos envolventes da epilepsia, estdo baseados
principalmente em estudos tanto de pacientes (Remy e Beck, 2006) como em
modelos epilepsia do lobo temporal.

Uma das hipdteses que tentam explicar a farmaco-resisténcia foi
proposta por Kwan e Brodie em 2005 (revisado por Remy e Beck, 2006) onde
foi postulada a “hipétese do transportador”. Em condigdes normais, a FAE
penetra no parénquima e se ligam a moléculas transportadoras, localizadas
nas células endoteliais, que exercem suas funcdes nos seus respectivos alvos.
Nesta hipotese, a farmaco-resisténcia pode ser causada por modificacdes
dessas moléculas. Existem relatos na literatura de modificacbes de alguns
desses alvos como por exemplo: alteragcéo da expressao das subunidades alfa
dos canais de sddio voltagem dependentes e diminuicdo das subunidades o1

dos receptores GABAérgicos respectivamente de CA1 e giro denteado do
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tecido humano; aumento da expressao de canal do tipo T ativado por calcio e
diminuicao dendritica da corrente catidnica mista, |y em modelos experimentais

(Remy e Beck, 2006)

EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL (ELT)

De modo geral, a ELT se caracteriza por apresentar crises parciais simples,
complexas, recorrentes, e com generalizagdo secundaria (crises Tonico-
clénicas), pouco frequentes. Os principais sintomas podem estar associados a
lesdes do sistema limbico temporal, em especial do hipocampo, da amigdala e

parahipocampo (Blumcke et al., 1999; Avoli et al., 2002, 2005) .

HIPOCAMPO:
Anatomia:

Os principais componentes do sistema limbico sdo os cortices limbicos
associativos, a formagado hipocampal, o complexo amigdaléide, os nucleos
septais, o hipotalamo e o bulbo olfatério. O complexo amigdaldide e a formagéao
hipocampal estao localizados na regidao medial do lobo temporal, adjacentes ao
giro parahipocampal que é constituido pelo complexo subicular e os cértices
entorrinal e parahipocampal (O'Mara et al., 2001).

A formacgéao hipocampal (FH) foi assim denominada por sua semelhanca
com um cavalo marinho (hipocampo, em grego) quando observada no
assoalho do corno inferior dos ventriculos laterais do cérebro humano. A
formagao hipocampal é constituida pelo hipocampo (HIPO), giro denteado

(GD), complexo subicular e cortex entorrinal (CE) (revisado por Amaral e
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Witter, 1989; Knowles, 1992). O HIPO é denominado Cornus Ammonis, ou
Corno de Amon (CA), por sua forma lembrar a de um chifre de carneiro
presente na cabecga do Deus Egipcio Amon (Figura 1 e 2).

A lamina continua de neurdnios principais que origina o corno de Amon
e 0 giro denteado dobra-se sobre si mesma e separa-se ao longo do
desenvolvimento, obliterando a fissura hipocampal e formando duas estruturas
interdigitadas em forma de C, ambas constituindo um arqueocértex em trés
camadas ou strata denteado (Knowles, 1992; Affifi e Bergman, 1998)
Neurdnios sdo denominados principais quando recebem ou realizam sinapses
com neurbnios externos ao nucleo ou regido em que estdo situados.
Interneurdnio € a denominacdo de neurbnios que apenas possuem sinapses
locais, ndo necessariamente inibitérias (Shepherd e Koch, 1997; Turner et al.,
1998)

Os neur6dnios piramidais do CA e granulares no GD sao encontrados no
stratum piramidale (SP) e stratum granulosum (SG), respectivamente. Os
dendritos apicais dos neurbnios piramidais do CA constituem o stratum
radiatum (SR) e seus dendritos basais, o stratum oriens (SO) (figura 1a). Os
dendritos apicais dos neurdnios granulares do GD (NGD) constituem o stratum
moleculare (SM) e seus dendritos basais misturam-se em um estrato
polimérfico, com interneurdnios, denominado hilus. Outros strata do hipocampo
sdo o stratum lucidum (SL), formado pelos dendritos apicais proximais dos
neurénios piramidais de CA3, e o stratum lacunosum-moleculare (SLM),

formado pelos dendritos apicais distais dos neurdnios granulares do GD.
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Na regiao do CA, existe grande variedade de interneurbnios. Estes
incluem as células em cesto, localizadas préximas ao SP e fazem inibicao via
sinapse axo-somaticas, oriens/alveous inteneurdnios (O/A interneurdnios),
moleculare-lacunosum interneurdnios (L/M interneurdnios). E as células em
candelabro que inibem as células piramidais em segmento inicial do axdnio
(Knowles, 1992; Turner et al, 1998).

A citoarquitetura da FH e as conexdes entre as diversas regides sao
bastante similares ao longo da escala filogenética, entretanto existem variagdes
na posicao dos hipocampos entre as espécies. Em roedores, por exemplo, a
rotacdo hemisférica € parcial e o hipocampo é predominantemente dorsal.
Podendo ser dividido em duas regides distintas: inferior (com a regiao de CA1)
e superior (com CA3). Na espécie humana a rotagao hemisférica é completa, o
hipocampo encontra-se posicionado ventralmente e a relacdo CA1 e CA3 é

invertida quando comparada ao de rato (Figura 1).

—
1001

A B
FIGURA 1. A) Camadas da area de CA1 de rato- stratum lacunosum-moleculare (L-M), stratum
radiatum (R), stratum piramidale (P), stratum oriens (O). (adaptado, Althemus, et al 2005).
B) diferengas no posicionamento anatdmico dos hipocampos de ratos e tecido humano. As
pequenas setas indicam o sulco hipocampal. A seta grande indica a inversdo no
posicionamento do hipocampo com a rotagdo hemisférica. (adaptado de Duvemoy, 1988)




¢!

Organizagao espacial da Formagao Hipocampal

O estudo fisiolégico dessas conexdes levou ao delineamento, por
Anderson e colaboradores (Anderson et al., 1971), de uma via trisinaptica
organizada em lamelas discretas dispostas transversalmente ao eixo septo-
temporal do hipocampo. Esta via inicia nos neurbénios da camada Il do cértex
entorrinal que projetam seus axénios, que constituem a via perfurante, assim
denominada por perfurar a fissura hipocampal, até o SM do giro denteado,
onde formam a primeira sinapse da via sobre os dendritos apicais dos
neurdnios granulares. A segunda sinapse é formada no SL, entre os axonios,
sendo denominados fibras musgosas, dos neurbnios granulares do giro
denteado e os dendritos apicais dos neurbnios piramidais de CA3. A terceira
sinapse da via ocorre entre as proje¢cdes dos neurdnios piramidais de CAS3,
chamadas colaterais de Schaffer (FCS) e os dendritos apicais dos neurénios
piramidais de CA1.

A via de “saida” de informacdo do corno de Amon sao os axbénios dos
neurénios piramidais de CA1, que se projetam para o complexo subicular.
Anderson (Anderson et al., 1971; Amaral e Witter, 1989) sugeriu que “através
dessa organizagao lamelar, pequenas fatias do cortex hipocampal poderiam
operar como unidades funcionais independentes, embora conexdes septo-
temporais excitatérias e inibitérias possam modificar o comportamento de
disparo de lamelas vizinhas”.

Em uma revisdo dos dados anatébmicos e fisioldgicos realizada por
Amaral e Witter (Amaral e Witter, 1989), a proposi¢ao da organizagédo lamelar

do hipocampo foi fortemente contestada. A utilizagdo de tragcadores
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anterogrados (especialmente PHAL, uma leucoaglutinina do feijao) permitiu a
visualizacdo de uma grande divergéncia septo-temporal das conexdes da via
trisinaptica.

Na via perfurante observou-se que, de um ponto de partida no cortex
entorrinal, os feixes axonal e septal divergem temporalmente ao longo de
varios milimetros com maior intensidade no sentido septal. Além disso, a via
perfurante estimula diretamente os neurbnios piramidais de CA3, com
intensidade igual a encontrada nos dois tergos externos do SM do GD e, com
menor intensidade, o complexo subicular e os outros campos do CA (Henze et
al., 2000).

No giro denteado, os axdnios dos interneurdnios polimorficos do hilus
projetam-se para o tergo interno do SM, inervando-o. Essa é uma via
associativa do giro denteado e distribui-se apenas ao longo do eixo septo-
temporal, pois os axénios dos interneurénios inervam os neurdnios granulares
posicionados septal ou temporalmente, mas ndo os neurdnios granulares na
mesma lamela transversal que os estimulam através de colaterais das fibras
musgosas (Amaral e Witter, 1989).

As FCS também percorrem o eixo septo-temporal organizado em
diversos gradientes. Os neurdnios piramidais localizados proximos ao giro
denteado langam proje¢des superficiais no SR e para regides mais distantes
em CA1; ou seja, proximas ao complexo subicular. As FCSs possuem ainda,
muitos terminais sinapticos associativos sobre os dendritos dos proprios

neurdnios piramidais de CA3, o que, combinado com a existéncia de sinapses
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elétricas entre esses neurénios, torna o disparo regional de neurbnios de CA3
altamente sincronizado (Ishizuka et al., 1990).

Apenas as fibras musgosas (FMs) percorrendo o SL parecem realmente
obedecer a uma organizagao lamelar tranversal ao eixo septo-temporal da
formacao hipocampal (Shepherd e Koch, 1997). As FMs receberam esse
nome, assim como as fibras cerebelares, por assemelharem-se a musgo, ao
microscopio 6ptico, quando coradas pelo método Golgi. (Brown e Zador, 1997).

Mais uma importante via da formacdo hipocampal é a via témporo-
amoénica, constituida de contatos monossinapticos de proje¢cdes axonais de
neurdnios da camada |ll do cortex entorrinal para o complexo subicular e CA1
(Witter et al., 1988 Avoli et al, 2002). Essa via realiza apenas uma influéncia
modulatéria no ritmo de disparo dos neurbnios piramidais de CA1, pois
encontram-se, em condigdes fisioldégicas normais, sob controle inibitério de
interneurénios O/A de CA3 (Maccaferri e McBain, 1995; Avoli et al, 2002).

“Assim sendo, parece ser razoavel concluir que a formagao hipocampal
€ uma regiao cortical de organizagao tridimensional que realiza processamento
de informagdo em seus eixos transverso e longo” (Amaral e Witter, 1989) e
onde as propriedades da rede surgem da interagao entre neurdnios principais e

interneurdnios.
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FIGURA 2. A) Esquema da formagdo hipocampal e para-hipocampal (Stafstron, 2005). B)
Sumario das conexées intrinsicas da formagao hipocampal controle. 1) via perfurante; 2) fibras
musgosas, 3) fibra colateral de Schaffer. (O’Mara et al, 2001)

Abreviaturas: Il, Ill e IV) camadas externas do cortex entorrinal; V e VI camadas internas do
cortex entorrinal; GD) giro denteado; CA3 ) area de CA3 hipocampal; CA1 ) area de CA1
hipocampal; SUB) subiculum.

Na ELT frequentemente sdo observadas modificagbes histoldgicas como a
esclerose mesial temporal (EMT) (Faulkner e Brown, 1999); Blumcke et al,
1999; Avoli et al, 2002). Os primeiros estudos que relatam esta patologia datam
1825, quando Bouchet e Cazaunoivielle descreveram macroscopicamente a
atrofia hipocampal (revisado por Sanabria et al., 1997). Posteriormente Maynert
(1867) e Pfleger (1880) interpretaram esta condigdo como resultado de
disturbios metabdlicos provocados pela epilepsia. Somente em 1880,
descreveu-se detalhadamente o] processo de morte celular,
predominantemente em CA1 e a assimetria hipocampal (revisado por Sanabria
et al, 1997).

Uma caracteristica marcante da EMT é a perda seletiva dos neurdnios do

o nucleo lateral da amigdala, setor de Sommer (pré-subiculo), da camada Il do
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CE, no hilo dentado, CA3 e CA1 (Blumcke et al.1999; Avoli et al, 2002, 2005).
Em contrapartida as células do giro denteado (CGD), CA2 bem como
subiculum que sao pouco afetadas (Gloor, 1997 revisado por Avoli et al, 2005).
Ha a preservacgao das células GABAérgicas localizadas no stratun oriens (Babb
et al., 1989). Danos similares sdo observados no modelo do &cido cainico
(Ben-Ari, 1985) e pilocarpina, duas semanas apdés o estabelecimento da
condigao crbénica com as CER (Turski et al., 1983; Cavalheiro et al., 1991;
Cavalheiro et al., 1996).

Ap6és o SE induzidos pela estimulagdo elétrica mostraram que a
progressao das crises dependia da morte das células do hilo (Gorter et al.,
2001). Foi observado ainda que o crescimento dos dendritos basais das
células hilares apds SE, o que levou a hipétese de que esta condicdo poderia
favorecer a excitabilidade (Ribak et al., 2000).

O “sprouting” € uma das possiveis causas de excitabilidade na ELT
(Wuarin e Dudek, 1996, Lehmann et al., 2000; Koyama e |kegaya, 2004). As
células emitem colaterais estabelecendo novas conexdes sinaptica aberrantes
gerando um rearranjo sinaptico dos pacientes com ELT. Esta condi¢cao foi
inicialmente descrita no GD tanto em humanos quanto em animais epilépticos
(Avoli, 2002, Buckmaster et al., 2002). Além disso, as fibras musgosas do GD
emitem colaterais para o seu proprio campo dendritico, resultando num circuito
excitatério recorrente (Nadler et al., 1980 , Avoli, 2002; Buckmaster et al, 2002).
Foram encontrados resultados semelhantes em amostras de tecido epiléptico
humano oriundo da cirurgia (Zhang e Houser, 1999). Esta caracteristica ndo se

restringe ao GD, mas também para CA1 e outras areas extra hipocampais
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contribuido para a cronicidade das crises (Lehmann et al., 2000; Cavazos et al.,
2004)). Cavazos e colaboradores (2004) evidenciaram além do “sprouting”
dentro de CA1, mas também a emissao de colaterais até o subiculum.

A perda neuronal e a reorganizagao sinaptica geralmente coexistem,
entretanto o fendmeno pode ser isolado (isto € na auséncia da perda neuronal
hilar) (Mathern et al., 1997; Cohen et al., 2003). A esclerose hipocampal em
CA1 nao necessariamente promove a atividade ritmica no subiculum in vivo ou
in vitro. Além disso, a atividade gerada pelos circuitos excitatorios e inibitorios

ocorrem mesmo na auséncia da perda neuronal (Cohen 2003).

ALTERAGOES FISIOPATOLOGICAS NA ELT:

O termo epileptogénese pode ser aplicado para uma variedade de
modificagdes bioquimicas, anatdmicas, fisioldégicas progressivas que propiciam
o aparecimento de crises espontaneas recorrentes (Stables et al.,, 2002). Os
mecanismos celulares responsaveis pela epileptogénese permanecem
indeterminados. Uma descricdo das bases elétricas e celulares da epilepsia
deveria definir as circunstancias que dao origem a descarga elétrica inicial (ictal
e interictal), especificar o que constitui e a causa da transigao de interictal para
ictal, além de analisar os mecanismos sinapticos e nao sinapticos (Dudek,
2001) pelos quais as descargas elétricas se difundem e os mecanismos que
levam a interrupgdo dessa atividade. Neste processo podem estar envolvidos
diferentes mecanismos, porém ainda pouco se sabe e ndo existe consenso

quanto ao que se conhece.




¢’/

A localizagédo da area epileptrogénica da formagao hipocampal € motivo
de discussoes. Existe uma corrente que aponta para as areas CA3 e CE como
geradoras das atividades interictais e ictais respectivamente (Avoli et al, 2002).
Entretanto hoje se admite que o subiculum seria responsavel pela atividade
interictal na ELT humana (Cohen et al.,, 2002, 2003; Stafstrom, 2005; Avoli,
2005; de Lanerolle e Lee, 2005)e o CE, responsavel pela geragao de atividade
ictal (de Lanerolle e Lee, 2005).

Um dos poucos consensos existentes na hiperexcitabilidade na ELT foi
atribuida, pelo menos em parte, a quatro fatores: 1) aumento da excitagao e
propagacao da atividade de determinados grupos de neurénios que disparam
atividade em salva de potenciais de agado; 2) aumento da transmissao
glutamatérgica, particularmente via conexdes recorrentes 3) uma hipofungéo
das conexdes inibitérias mediadas pelo GABA (acido gama-amino butirico)
(Mody e Heinemann 1987; Traub et al, 1996; Buckmaster et al, 2002) e 4)
inibicao preservada porem com o excesso da atividade excitatéria ndo ha uma
inibicdo efetiva (Wittner et al., 2005). Esse desbalanco entre excitacdo e
inibicdo ja tinha sido postulado por Gowers (1880) como causa das descargas

anormais no cérebro (apud Treiman, 2001).

DIMINUICAO DA INIBICAO MEDIADA PELO GABANAELT
Ha muito tempo sugere-se a existéncia de uma hipofungdo dos sistemas
inibitorios nas epilepsias, fundamentalmente nos sistemas de neurotransmissao

mediados pelo GABA (Schwartzkroin, 1994, Bradford, 1995; Treiman, 2001;
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Avoli et al, 2002, 2005). Os receptores sdao o GABA A e o GABA g, 0 primeiro é
do tipo ionotrdpico responsavel por uma resposta inibitoria rapida e de curta
duracgédo, e o segundo é metabotropico apresentando uma resposta mais tardia
e duradoura (Barnard et al., 1998)

A diminuigdo do controle GABAérgico pode ser resultado de uma perda
de conexao dos interneurénios com os seus “inputs” excitatorios. Originalmente
esta idéia foi proposta por Sloviter (Sloviter, 1991, 1999), onde os
interneurdnios estariam dormentes. Conclusdes similares foram observadas em
modelos experimentais, onde o SE era auto-sustentado pela estimulacao
elétrica (Bekenstein e Lothman, 1993; Mangan e Lothman, 1996) e epilepsia
focal induzida pela toxina tetanica (Empson e Jefferys, 1993) e na area de CA1
apo6s o tratamento com acido cainico (Wiliams et al., 1993). Bear e
colaboradores (1996) sugeriram que os interneurdnios das camadas
superficiais do CE de ratos epilépticos, estariam dormentes. Posteriormente,
estes achados se estendiam para as camadas mais profundas (Fountain et al.,
1998).

Outras mudangas funcionais dos mecanismos inibitorios foram
observadas na ELT, como déficit na fungao de transporte do GABA (Williamson
et al., 1995) alteracédo da composi¢cdo das subunidades de GABAa (Fisher,
2004), reducédo da densidade desses receptores (Treiman, 2001) alteragdo da
afinidade desses receptores (Brooks-Kayal et al., 1998, Treiman, 2001)
alteracdo da funcdo do GABAa mediada pelo Zinco (Brooks-Kayal, 1998;

(Coulter, 2000; Dudek, 2001)
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Recentemente o conceito de defeito na inibigdo GABAérgica vem sendo
reformulado. Em algumas formas de epilepsia com crises de auséncia e em
alguns modelos de epilepsia 0 GABA e seus receptores exercem fungéo
excitatéria (Kohling, 2002) Estas observagdes levaram a postular uma nova
hipétese: “GABA excitatério”. Em condigbes fisioldgicas normais os
interneurdnios gabaérgicos sao ativados; através de sinapses excitatérias, a
liberarem GABA para inibir a atividade das células adjacentes. Em situagdes
patolégicas, como a epilepsia com crises de auséncia, o GABA exerce um
efeito excitatério nos neurdnios piramidais aberrantes. Os interneurénios neste

caso recrutam novos neurénios dentro da atividade sincrénica patologica.

@ GABA inibitério

Y

neuronios piramidais
despolarizando

interneurdnios inibindo

GABA excitatdrio

nterneurdnios atuando
na atividade patolégica

FIGURA 3: HIPOTESE DO GABA EXCITATORIO: GABA inibitério- em resposta a ativacao dos
neurdnios piramidais (neurdénios em laranja) o GABA ¢é liberado pelos interneurénios (circulo
azul) produzindo inibicdo das células adjacentes (azul). GABA excitatério- em resposta a
ativacdo dos neurdnios piramidais (laranja) o GABA ¢ liberado pelos interneurdnios (circulo
azul/laranja) provocando a inibigdo em alguns neurdnios (neurdénios em azul) e excitagdo dos
neurdnios patolégicos (neurdénios em vermelho). (adaptado de Kohling, 2002).
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AUMENTO DA EXCITAGAO MEDIADA PELO GLUTAMATO NA ELT

A hiperexcitabilidade na ELT foi atribuida, pelo menos em parte, a
funcdo aumentada de uma subpopulagdo de sinapses glutamatérgicas que
utilizam receptores NMDA (Mody e Heinemann, 1987; Bradforrd, 1995). A base
pode estar relacionada a uma alteracéo na fosforilagdo do receptor, no caso do
receptor NMDA (Kohr e Mody, 1994), gerando mudangas na expressao de
subunidades do receptor especifico para glutamato, observada em pacientes
com ELT (Babb et al., 1996; Blumcke et al., 1996) e em modelos experimentais
de epilepsia (Mathern et al, 1997).

Essas mudangas na composicdo das subunidades de receptores
glutamatérgicos poderiam ter consequéncias importantes nas propriedades
cinéticas assim como na permeabilidade aos ions calcio (Nakanishi, 1992),
Bradford, 1995;). Recentemente foi demonstrado que na ELT uma alteragao de
receptores tipo AMPA, e participagdo de circuitos polissinapticos na génese da
atividade epileptiforme (Kohling et al., 1998).

Trabalhos realizados por Choi e colaboradores, relacionaram a
excitoxicidade do glutamato com um influxo de Ca?* extracelular através da
membrana (Choi et al., 1987). A via de entrada do calcio, através de receptores
sensiveis a AMPA e Kainato (Ca-A/K), foi determinada com o uso de
antagonistas dos diferentes grupos de receptores ionotropicos de glutamato
(Gill e Lodge, 1997). A morte neuronal é seletiva, assim apenas alguns
receptores dos tipos AMPA e Cainato, canais permeaveis a cations como o

canal Ca-A/K, tornam-se mais sensiveis (Weiss e Sensi, 2000). Hollman e
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colaboradores (1991) descobriram que a auséncia da subunidade GIuR2
(também conhecida como GIuR-B) do receptor de glutamato do tipo AMPA é
responsavel pela mudanca na permeabilidade seletiva do canal ibnico. A
diminuicdo do mRNA para a subunidade GluR2, e também da quantidade da
proteina receptora, nos neurdnios piramidais de CA1 e CA3 apds uma injuria
como o status epilepticus foi demonstrada por Grooms e colaboradores
(Grooms et al., 2000) e Friedman e colaboradores (Friedman et al., 1994).

Os canais Ca-A/K sao permeaveis também a zinco, e sob condi¢cdes de
grande liberagdo sinaptica desse ion, como ocorre na epilepsia € em
isquemias, o Zn?* pode translocar-se através da sinapse, acumulando-se no
neurdénio pos-sinaptico (Frederickson et al., 1989) O aumento da concentragéo
citoplasmatica de Zn®* e também de Ca®" leva a uma despolarizagdo
mitocondrial e a uma producdo intensa de espécies reativas de oxigénio que

causam a morte neuronal (Sensi et al., 1999)

ESTUDO EXPERIMENTAL

ESTUDO DA EPILEPSIA IN VIVO:

A utilizagcdo de tecido humano, para o esclarecimento dos mecanismos
basicos que envolvem a epileptogénese € extremamente dificil. Dentre os
varios problemas identificados existem questbes éticas, reprodutibilidade,
efeitos da propria medicagdo e aplicacdo de intervencbes experimentais
necessarias para a dissecagao dos varios processos celulares e sinapticos que

contribuem para a atividade epiléptica.
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Grande parte do conhecimento acerca dos mecanismos basicos das
epilepsias provém de estudos em modelos animais. Dentre os modelos in vivo
existentes, o que mais se aproxima da ELT é o modelo da pilocarpina. O
hidrocloreto de pilocarpina é retirado de extratos de folhas das arvores sul-
americanas Pilocarpus jaborandi e Pilocarpus microphyllus. A administragédo
sistémica de pilocarpina, em ratos, pode causar um estado comportamental
cronico que é similar a epilepsia do lobo temporal humana (Turski et al. 1983).

Este modelo experimental foi inicialmente descrito por Turski e
colaboradores (Turski et al., 1983). A injecdo sistémica de pilocarpina, um
agonista colinérgico do subtipo muscarinico, induz o status epilepticus em
ratos. Isso €& causado, provavelmente, pela ativacdo dos receptores
muscarinicos de acetilcolina, do subtipo m1, nos neurdnios da camada Il do
cortex entorrinal. A ativagao dos receptores m1 € ampliada por influxo de ions
de calcio. Essa propriedade introduz um mecanismo em que a ativagado do
receptor muscarinico causa uma despolarizacdo robusta da membrana e
disparo repetitivo dos neurdnios somente se acompanhada de atividade da
célula poés-sinaptica (Klink e Alonso, 1997). Como nas células de origem da via
perfurante, os neurdnios da camada Il do cértex entorrinal estdo em uma
posicado crucial para causar a hiperexcitacdo dos neurdnios da formacao
hipocampal. A hiperatividade dos neurénios hipocampais também pode ser
resultado da inibicdo dos interneurbnios hipocampais por neurdnios
GABAérgicos septo-hipocampais que sao sensiveis a agonistas muscarinicos

(Wu et al., 2000).
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Até o estabelecimento das crises espontaneas recorrentes, o animal
passa por 3 fases: fase aguda, fase silenciosa ou latente e fase cronica

(Cavalheiro et al., 1991). Estas fases serdao abordadas no item materiais e

métodos.
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ESTUDO DA EPILEPSIA IN VITRO:

Uma das técnicas amplamente utilizadas parta o estudo do tecido
epiléptico in vitro é técnica das fatias de cerebrais (ou do inglés, brain slices).
Esta técnica utiliza cortes de cérebro com espessuras que variam de 100 a 700
um, mantidos vivos em ambiente controlado, tanto fisico como quimicamente
(Alger et al., 1984; Lynch e O’Mara, 1997; Contreras, 2004).

As preparagdes foram desenvolvidas por Henri Mcllwain e colaboradores
na década de 50, com o intuito de estudar a bioquimica do SNC (Mclimwain e
Buddle, 1953). Os primeiros registros da atividade eletrica obtidas de fatias de
cérebro foram realizadas em preparagdes de cortex piriforme por Yamamoto e
Mcllwain (Yamamoto e Mcllwain, 1966). Hoje em dia esse procedimento se
expandiu para outras areas além da bioquimica, oferecendo inumeras
oportunidades de pesquisa para anatomistas, fisiologistas, farmacologistas,
biologistas moleculares e biofisicos no estudo dos mecanismos basicos das
epilepsias, especificamente no estudo da epilepsia do lobo temporal. A técnica
de fatias cerebrais esta intimamente relacionada com o estudo eletrofisioldgico,
apresenta inumeras vantagens como por exemplo, possibilidade de
visualizagdo do local onde serao realizados os registros. Outra facilidade é a
possibilidade de manipulacdo do meio externo, modificando sua concentragao
idbnica (Henderson, 1993). Através disto, é possivel ndo sé mimetizar condi¢des
morfo-fisiolégicas normais in vivo, além de patoldgicas (Schwartzkroin, 1994)
mas também a realizacdo de estudos mais refinados que demonstram a

abertura e fechamento dos canais ibnicos (“patch clamp”) (Neher et al., 1978).
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Em 1955, Ward e Thomas registraram extracelularmente a atividade dos
neurénios neocorticais humanos epilépticos que haviam sido cirurgicamente
removidos. Em 1976, Schwartzkroin e Prince relataram os primeiros registros
intracelulares in vitro de tecido humano epilépticos (Schwartzkroin e Prince,
1976). A metodologia de obtengao das fatias sera detalhadamente descrita nos

materiais e métodos do presente estudo.

ESTUDO DOS DISPAROS NEURONAIS

Sabe-se que nenhum neurdnio responde da mesma forma quando ativado
por pulsos de correntes despolarizantes ou hiperpolarizantes (Llinas, 1988).
Um dos parametros dindmicos que esta em estreita relagdo com o
processamento de informacao do cerebral € a propria atividade neuronal, que
nao se restringe apenas a interagdes excitatérios e inibitérios, mas também as
suas propriedades intrinsecas elétricas e a frequéncia de descarga s&o reflexos
da excitagao (Karpuk e Vorob'ev, 2004). Estas caracteristicas, sao o resultado
de um rico repertorio de canais idnicos diferentes daqueles que geram os
potenciais de agdo (Hammond, 2000) , da distribuicdo e densidade dos
mesmos ao longo da membrana dendro-somatica (Llinas, 1988; Contreras,
2004). Tanto as propriedades elétrofisioloégicas quanto o proprio potencial de
agao gerado podem determinar diferentes classes eletrofisioldgicas (Steriade,
2004). Segundo Connors e Gutnick (1990), os disparos dos neurdnios
neocorticais diferem drasticamente em resposta a despolarizagédo provocada

pela injecdo de pulsos de correntes supralimiares. A caracterizagédo
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eletrofisiolégica por meio de pulsos despolarizantes é de grande importancia na
determinacao das possiveis modificagdes que ocorrem em patologias como a
epilepsia. Ao mesmo tempo devemos tomar estas caracteristicas com cuidado,
pois nos animais como um todo e mesmo em fatias, o comportamento
bioelétrico de um neurdnio pode mudar com os estados funcionais como vigilia,

sono e ativacao de determinadas aferéncias.

CORRENTES IONICAS EM NEURONIOS HIPOCAMPAIS:

As correntes idnicas constituem a base para o entendimento do
funcionamento dos neurdnios hipocampais tanto isoladamente, quanto como
elementos de uma populag&o neuronal interligados por circuitos elétricos. Elas
também sdo essencias para a compreensao do funcionamento dos
neurotransmissores. Dessa forma, o maior (ou menor) nivel de atividade
elétrica de um neurdnio é resultante do somatério de todas as conduténcias
ibnicas de membrana que determinar&o por fim, os potenciais propagaveis da
célula.

Na hipdtese do transportador para a resitencia aos farmacos, como ja foi
abordado anteriormente, foi proposto modificacbes de moleculas alvo, onde
destacam-se alteracbes de determinados canais i6nicos. As tabelas 1 e 2
mostram respectivamente um resumo das caracteristicas das correntes idnicas

e um sumario dos alvos da FAEs.
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Tabela 1- Resumo das principais correntes hipocampais

CORRENTES DE SODIO (Iy.)

INaR

Corrente de sddio rapida (Inar) registrada em CA1, comporta-se como corrente convencional
do tipo voltagem dependente, com limiar de ativacdo de -50 a 60mV e um tempo de
ativagdo maximade 0,9 ms (Hammond, 2000). E sensivel a TTX. A Iy.r € descrita no soma
e terminagdes dendriticas. Fungéo basica é a genese e propagagao do potencial de agédo

INap

Corrente de sodio de longa duragdo (Insp). Sua inativagdo € lenta se comparada a Inar
responsavel pelo PA. Ela é ativada com potenciais cerca de 10mV mais positivos do que o
Potencial de membrana. Em células piramidais de CA1 e células neocorticais a génese das
descargas em salva endégenas sdo mediadas pelo Iyq,. Na presenga de TTX ou quando o
sodio é substituido pelo ion colina essa corrente de retificacdo desaparece (Hammond,
2000).

CORRENTES DE CALCIO (l¢,) :

ICaT

Ela € uma corrente de baixo limiar e é ativada e rapidamente desativada. Os mecanismos de
ativagdo e desativagédo sao tempo e voltagem dependentes sendo que essas propriedades
cinéticas participariam na génese de espiculas de calcio de baixo limiar. Em células
granulares em desenvolvimento a IT parece ativar atividade em salva e despolarizagao pos-
potenciais (Zhang et al., 1993).

ICaN,L,P

Sao correntes de alto limiar. A corrente tipo L, contribui para a corrente de célcio de longa
duracdo ao ser ativada por intensa despolarizagdo. As do tipo N sido ativadas a partir de
potenciais hiperpolarizados (similar ao Ic,7), mas precisa de uma despolarizagdo potente
para ser ativada (O'Dell e Alger, 1991) sdo encontradas na parte pré-sinaptica de células
piramidais e contribuem para a liberagcdo do neurotransmissor. A corrente tipo P diferencia
das tipo N e L em que é ativada a potenciais de membranas mais negativos e por apresentar
propriedades farmacoldgicas diferentes (Poncer et al., 1997). Essas correntes de Ca podem
participar na génese de descargas em salva (Hammond, 2000).

CORRENTES DE POTASSIO (lIx)

Ik(lkor)

Retificador tardio (“Delayer rectifier’): E encontrada em todo o Sistema Nervoso, é ativada em
potenciais de —40mV e lenta inativagdo. Acredita-se que contribua para a repolarizacédo dos
potenciais de agéo e de sua hiperpolarizagdo pés-potencial (Storm, 1987).

Ia

A corrente do tipo IA , € uma corrente transitéria com cinética de ativagdo suficientemente
rapida para participar na repolarizagao pds-potenciais de acao (Storn, 1987). Alem disso
regula a excitabilidade neuronal. (Segal et al., 1984).

)

Corrente transitéria de inativacao lenta do tipo D: Apresenta uma rapida ativagdo e uma lenta
inativacao foi descrito por Storm (1988) em células piramidais hipocampais. Um dos efeitos
do Ip € a demora no disparo do potencial de agdo (PA) induzida justamente apds a
despolarizacdo do potencial de membrana ao limiar. Um outro efeito seria um aumento da
repolarizagdo apés PA (Storn, 1987).
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Corrente de K muscarina-sensivel, com condutancia sublimiar e com cinética de nao
inativagdo. Esta corrente participa do na génese do pds-potencial hiperpolarizante rapido e
intermediario (FAHP, mAHP) e também contribui na acomodagéo neuronal apés descargas de
potenciais de acao durante longas despolarizacéo . Ela pode ser ser bloqueada por agentes
colinérgicos muscarinicos (ex.pilocarpina) (Hammond, 2000).

= Correntes de Cationicas Mistas

IH1

Essa familia de correntes tem nomes variados: Iy (“hiperpolarizagao”), lq,(“queer”) ou (“funny”)
(Pape, 1996). Elas carregam tanto Na® quanto K* em células hipocampais de CA1, a Iy
participa do controle do padrdo de disparo neuronal na resposta neuronal a estimulos
excitatérios assim como na fase de despolarizagdo que segue o AHP nao dependentes de Ca
Esta corrente também é conhecida como “camaleao” pois, dependendo da situagao ela pode
contribuir tanto na excitagdo quanto inibigao) (revisado por Chen et al., 2002; Poolos, 2004;
Inaba et al., 2006). Na epilepsia ela parece ajudar na excitabilidade (Poolos, 2004, Inaba et
al., 2006).

= Correntes ativadas por Ca”* intracelular

Nas células do hipocampo encontramos outro grupo de correntes ativadas por ca”
intracelular (Lancaster e Adams, 1986), a Ic . Esta, além de ser regulada pelo ca”
intracelular, € tempo dependente de voltagem. Ela é fortemente ativada pelo potencial de
acao simples e sua ativagédo contribui para a repolarizacdo e génese da hiperpolarizagéao
rapida (Hammond, 2000).

IAHP

Corrente semlhante a I, mas com cinética mais lenta e participando da génese do pds-
potencial hiperpolarizante lento (Madison e Nicoll, 1984). Ela pode ser modulada por diversos
neurotransmissores (ex.acetilcolina, dopamina e glutamato). A acdo dos mesmos pode alterar
a excitabilidade neuronal (Hamond, 2000). A Iaqp participa no processo de acomodacao
neuronal controlando a frequéncia de disparo (Madison e Nicoll, 1984).

Tabela 2- Sumario dos alvos dos farmacos- antiepilepticos

Canais voltagem-dependentes neurotransmissore
DAE Inar _Inap lca I Im Iy GABA GLU
PHT X X X X
CBz X X
OCBZ X X
LMT X X X X X
VPA X X X X
TOP X X X X X X
RET X
GAB X X X
PB X X
BDZ X X

Dados revisados por (Remy e Beck, 2006))

Abreviaturas: -lamotrigina (LMT), - retigabina (RET); gabapentina (GAB), - benzodiazepinico
(BDZ), fenobarbital (PB); carbamazepina (CBZ), topiramato (TOP), fenitoina (PHT) valproato

sodico (VPA), oxcarbamazepina (OCB2Z),
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PADROES DE DISPARO NEURONAL :

Como ja foi dito anteriormente, um dos parametros que esta em estreita
relagdo com o processamento de informacgao do cerebral é a prépria atividade
neuronal e a frequéncia de descarga € um reflexo da excitagdo (Karpuk et al,
2004). A partir das caracteristicas elétricas observadas no potencial de agéo
foram feitas diferentes classificagées do disparo neuronal.

Connors e colaboradores (1982) ao categorizarem os disparos neuronais
corticais avaliaram o comportamento da frequéncia dos intervalos dos
potenciais de acdo. Nestes estudos, foram observados que pulsos
despolarizantes provocavam uma atividade ténica com um decréscimo da
frequéncia dos intervalos dos potenciais de acdo e em outros, auséncia deste
comportamento. Desta forma os neurdnios corticais cerebrais foram
classificados como: RS (do inglés regular spiking) células que apresentavam
potenciais de agéo isolados e intervalo dos mesmos regular entre um potencial
de agao e outro e acomodacao dos disparos evidente, isto € onde se observou
uma frequéncia minima dos intervalos (figura 4).. FS (do inglés fast spiking)
células com potenciais de acao isolados como o RS, porém intervalo curtos e
acomodacgdo pequena ou ausente (figura 4). As células RS e FS foram
descritas originalmente por Mountcastle e colaboradores 1969 durante os
registros de campo em cortex de macaco (Mountcastle et al., 1969), revisado
por Connors e Gutnick, 1990, Contreras, 2004). E IB (do inglés ‘intrinsic
bursting”) células que apresentavam descargas em salva, trens de potenciais
da agdo que emergem de uma onda despolarizante lenta. Este padréo foi

descrito no registro intracelular em neurdnios neocorticais, originalmente por
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Connors e colaboradores, (Connors et al., 1982). O padrao ROB (do inglés
“repetitive oscillatory bursting”) apresenta descargas em salva repetidas ou
intercaladas com disparos simples, sendo descrito originalmente por Silva e
colaboradores (1991). A partir dos trabalhos de Connors e colaboradores
(Connors et al.,1982; Connors e Gutnick, 1990) e Agmon (Agmon e Connors,
1989) surgiram novos estudos e varias classificagdes alternativas. A tabela 3

mostra os principais trabalhos referentes aos disparos dos neurdnios.

A Regular-spiking C

Stimulus current
1 L
Fast-spiki
400 oo s
50 mV = 4
o g
- I— |5"1 nA . 800
50 ms E ]
5
B Fast-spiking = 200 1
&
Regular-spiki
e egular-spiking
‘ 50 mV 0

FIGURA 4: DIFERENCAS ENTRE RS E FS. — A) A estimulagdo com correntes supralimiares, no
neurdnio RS, provocam o aparecimento de um potencial de agdo com alta freqiiéncia seguido
por declinio; em B) nas mesmas condi¢des, os neurénios FS respondem com disparos de alta
frequéncia que se mantém durante a estimulacdo. C) Grafico mostrando a evolugdo da
freqUuéncia dos disparos em fungcédo do tempo. (linha continua) declinio da frequéncia nos

neurdnios RS. (linha pontilhada) manutencéo da frequéncia nos neurénios FS
(Connors e Gutnick, 1990).
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Tabela: 3 Classificagdo dos padrdes de disparo em neurdnios Neocorticais e

Autor

Animal

Caracteristicas

Connors et al,
(1982);
McCormick et al.,
(1985)

cobaia

RS: a maioria das células estudadas, trem de disparo
simples e evidente acomodacdo dos disparos, alta
freqliéncia dos disparos.

FS: intervalos dos disparos com curta duragdo, sem
acomodacao dos disparos e estes com alta freqliéncia.
IB: “clursters” de potenciais de agdo com 2-5 espiculas,
geravam atividade do tipo “tudo ou nada”, propriedades
similares a RS.

Agmon e
Connors
(1989)

Camundongo

RS: a maioria das células estudadas, trem de disparo
simples e evidente acomodagéao dos disparos.
IB: “clursters” de potenciais de agdo com 2-5 espiculas.

Chagnac-Amitai e
Connors, (1989)

Ratos
Spraque-
Dawley

RS: RS1-presenca de Despolarizagdo pos-potencia
(DAP) apdés 1°potencial de agéo (PA); RS2- auséncia de
DAP, RS3- presenga de DAP apés cada PA. IB e FS
igual a Connors et al (1982)

Foehring e Wyler,
(1990); Foehring
et al., (1991)

Tecido
Humano

RS: a maioria das células estudadas, trem de disparo
simples e evidente acomodacéo dos disparos.

IB: atividade dupla (1990, 1991) e LTS (do inglés low-threshold
spike) neurdnios com caracteristicas RS que apresentam baixo
limiar (1991)

Silva et al (1991);
Yang et al., (1996)

Camundongo

RS: trem de disparo simples e evidente acomodacgao dos
disparos, alta frequiiéncia dos disparos.

FS: intervalos dos disparos com curta duragdao, sem
acomodacao dos disparos e estes com alta frequiéncia.
IB: “clursters” de potenciais de agao com +3 espiculas,
geravam atividade do tipo “tudo ou nada”, propriedades
similares a RS (silva et al, 1991). Neurdénios com
atividade dupla (Yang et al, 1996).

ROB: similar a IB, descarga em salva seguido
novamente por uma atividade em salva ou disparos
simples. IM (Intermediaria): caracteristicas intermediarias
a RS e IB, inicialmente disparam potencial de agéo
isolado, estimulos maiores provocam o aparecimento de
descargas em salva.

Agmon e
Connors (1992)

Rato

RS: trem de disparo simples e evidente acomodagao dos
disparos, alta frequéncia dos disparos. RS1:
acomodacado rapida nos primeiros 50-100ms; RS2:
adaptagao mais moderada.

FS: (Ver Connors, 1982);

IB: “clursters” de potenciais de agdo com 2-5 espiculas,
geravam atividade do tipo “tudo ou nada”, propriedades
similares a RS.
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Chen et al.(1996a,
1996b)

Gato

RS e FS (ver Connors, 1982). DBS (“Doublet-or-bursting
firing”): geram descargas com no minimo duas espiculas.
A frequéncia dos disparos mostra um plat6 inicial de alta
freqiéncia seguido por queda abrupta.NS (“narrow-
spiking”) sdo semelhantes a FS, porém os disparos sao
de baixa freqiiéncia sem acomodacao.

Gottlieb e Keller
(1997)

Rato

RS1: intervalos dos potenciais de agdo regulares. Os
disparos mostram inicialmente alta-freqiéncia seguida
por queda sem haver acomodagéo dos disparos (40Hz);
RS2: intervalos dos potenciais de agéo irregulares. Os
disparos mostram inicialmente alta-freqUiéncia seguida
por acomodagao dos disparos.

Williams e
Stuart,(1999)

Ratos

RS de acordo com Connors et al, (1982)

IB subdividido em WB (do inglés weak bursting) e SB (do
inglés strong bursting); WB: um disparo em salva (2-3
espiculas) seguido pos varios disparos isolados; SB: um
disparo em salva (>3 espiculas) seguido ou por disparo
em salva ou varios disparos isolados.

Hefti e Smith(
2000)

Ratos long-

Evans hooded

RS1 potenciais de acdo isolados com taxa rapida de
acomodacio.RS2 potenciais de acao isolados com taxa
lenta de acomodagéo. IB descargas em salva seguido
por potenciais de agao isolados.

Beggs et al.,
(2000)

Ratos

RS (Connors et al, 1982 ; Connors e Gutnick, 1990)

LS (do inglés “late-spiking”): sdo caracterizadas pela
latencia no aparecimento dos potenciais de agao simples
em resposta a aplicagdo de pulsos de correntes
despolarizantes.

Degenetais et al.
(2002)

Rato

RS foi subdividido em: RSSA(do inglés “slow
adaptation”): com adaptacao lenta grupos | e Il; grupo |,
inicialmente alta-frequéncia seguida e por queda e
mantida em torno dos 30Hz até o final; grupo I,
inicialmente alta-frequéncia seguida e por queda até o
final; RSFA (do inglés “fast adaptation”): com adaptagao
rapida . IB foram classificados de acordo com Connors
et al,(1982). NIB (“non-inactivating bursting”): com
variagdo dos disparos conforme pulso de corrente
aplicada, podendo aparecer caracteristicas RS, ou
descargas irregulares ou IB.

Nowak et
(2003)

al.,

Gato

Estudo in vivo, RS-potenciis isolados com acomodacgéao
lenta dos potenciais de acdo. FS-sem acomodacao dos
potenciais de acao. IB- descargas em salva seguido ou
ndo por potenciais isolados; CH (do inglés chattering
cells”) descargas em salva repetidas com curto intervalo.

Tateno et al.,
(2004)

Rato

Tipo 1: similar ao RS de Connor et al, 1982
Tipo 2: similar ao FS de Connor et al, 1982

Cho et al.,(2004)

Rato

IB foram classificados de acordo com Connors et

al,(1982). RS, foi subdividido em: RSSA (“slow
adaptation”) com adaptacdo lenta e RSFA (“fast
adaptation”): com adaptagdo rapida IR (Irregular
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Spiking): apresentam disparos simples porém com
intervalos irregulares

Contreras, (2004) |Revisao RS, IB e FS (Connors et al,1982; Connors e Gutnick,
1990)

FRB (do ingles: “fast repetitive bursting”) caracteriza-se
por apresentar descargas em salva diferentes das IB e
ndo apresentam adaptacéo dos disparos. LTS (do inglés
“low threhould spikes”); padrdo complexo

A primeira classificacdo eletrofisioldogica detalhada dos neurdnios
piramidais de CA2-CA4 foi feita por Kandel e Spencer na década de 60 em
gatos. Os autores usaram a técnica de registro IC “in vivo”, onde os eletrodos
de estimulos e registro eram posicionados no hipocampo do animal mediante o
procedimento de craniotomia e canulagdo. Neste trabalho foram registrados
neurdnios das areas de CA2-CA4. Foram identificadas duas formas basicas de
disparo neuronal: 1) SS (do inglés “single spikes”) - potenciais de agao isolados
e 2) BS (do inglés “bursting spikes”) disparos repetitivos ou em salva (Kandel e
Spencer, 1961).

No inicio dos anos 70 O’ Keefe e Dostrovski mostraram através de
técnicas EC in vivo a existéncia de um padrao caracteristico de descarga
neuronal em forma de salva de PA no hipocampo (O'Keefe e Dostrovsky,
1971). Este fenbmeno estava presente enquanto os animais, no caso ratos,
realizavam um teste comportamental especifico (Ranck, 1973) . O padrao de
disparos era extremamente complexo, formado por diversos PA. Fox e Ranck
denominaram estas ceélulas geradoras de descargas de células de espicula
complexa, sendo abundantes em CA1 do hipocampo (Fox e Ranck, 1981)

Alguns estudos demonstraram que algumas células piramidais de CA1
poderiam disparar em salva em resposta a injegdo de corrente no soma

(Schwartzkroin, 1975). Posteriormente verificaram que esta resposta era mais
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frequente nos neurbnios de CA3, os quais respondem em condicdées normais
geralmente em forma de salva com 2-7 espiculas. A diferenga observada nos
neurénios de ambas as areas reside no fato de que em CA1 a BS enddgena no
soma era pouco frequente in vivo (Feder e Ranck, 1973) e in vitro
(Schwartzkroin e Prince, 1978; Wong e Prince, 1978). Os autores mostraram
ainda que as células hipocampais de CA1 possuem um diferencial de disparo
de PA a nivel dendritico. O soma, por sua vez, gerava quase absolutamente
disparos repetitivos de PA, unicos e isolados. Ao ser estimulado diretamente,
as terminagbes dendriticas apresentavam predisposi¢ao para originar BS, que
poderiam ser registrados no soma. Os trabalhos de classificagao da formacgéao
hipocampal passaram a adotar a mesma nomenclatura adotada para o cortex
cerebral utilizada por Connors e colaboradores (1982).

Jensen e colaboradores (1994) caracterizaram eletrofisiologicamente os
neurdnios de CA1, em condicdes normais e em atividade epileptiforme
induzida, pelo aumento da concentracdo de potassio extracelular Neste
trabalho, foram possiveis detectar experimentalmente uma acentuada
predisposicdo para a origem da BS intrinseca somatica e este fendbmeno
estava associado ao aparecimento e manutengao da atividade epileptiforme. A
tabela 4 mostra um resumo dos achados de Jensen e colaboradores (1994) e

os estudos mais relevantes referentes aos padroes da formagéo hipocampal.
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TABELA: 4 Classificacdo dos padrdes de disparo em neurdnios da formagao

hopocampal e outras estuturas Limbicas

Autor

Animal

Caracteristicas

Kandel e Spencer,
1961

Gatos

Estudo in vivo, CA2-CA4. Heterogeneidade de
resposta. Potenciais isolados e Descargas em
salva.

Masukawa et al.,
(1982), Bilkey e
Schwartzkroin,(1990)*

Porco da india

Registros nas diferentes areas do CA1-CA4 e
CA3*. Heterogeneidade de resposta. SS (do
inglés “single spikes”). , BS (bursting spiking).

Jensen et al.,
(1994,1996)

Rato

Registros nas diferentes areas do CA1.

RS foram classificados de acordo com Connors
et al, (1982). IB: subclassificados em graus |, I
e lll. Grau |: a aplicagdo de corrente
despolarizante provoca aparecimento de uma
atividade BS seguida por disparos simples.

Grau II: a aplicagdo de corrente despolarizante
provoca aparecimento de uma atividade BS
isolado. Grau Ill: a aplicagdo de corrente
despolarizante. provoca aparecimento de uma
atividade BS repetida

Ali et al., (1998)

rato

Interneurénios de CA1 com caracteristicas:
RS, IB, FS (classificados de acordo com
Connors et al, 1982) e FS R-AHP (do inglés
“‘rounded spikes after hiperpolarization), a
hiperpolaruzacéo apresenta-se de longa duragéo
e de forma arredondada

Dietrich et al.,(1999)

Tecido Humano

Registros das células granulares do GD

Tipo 1: intervalos curtos entre um potencial e
outro, disparos de baixa freqliéncia e pouca
acomodacao, hiperpolarizagdo pds-potencial
predominantemente (AHP) monofasica com
fAHP. Padrdo comparavel aos interneurénios do
GD de ratos. Tipo 2: intervalos longos entre os
disparos, forte acomodacao dos disparos, AHP
evidente e geralmente bifasica

Staff et al.,(2000)

Ratos wistar

Subiculum e CA1: Subiculum: padréo RS; de
acordo com Connors et al,(1982): WB: um
disparo em salva (2-3 espiculas) seguido pos
varios disparos isolados. SB- um disparo em
salva (>3 espiculas) seguido ou por disparo em
salva ou varios disparos isolados CA1: padrao
de CA1 potencial de agao simples e intervalos
regulares

Dumont et al, 2002

Ratos , cobaias
e gatos

Nucleo central da amigdala, RS e FS(Connors et
al, 1982 ; Connors e Gutnick, 1990). LS (do
inglés “late-spiking”): sdo caracterizadas pela
latencia no aparecimento dos potenciais de agéo
simples em resposta a aplicacédo de pulsos de
correntes despolarizantes.LTB (do inglés Low-
threshold bursting) neurénios que ora disparam
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potenciais duplos, ora atividade em salva.

Wozny et al.,( 2003)

Tecido Humano

Subiculum: RS e IB de acordo com Connors et
al,(1982)

Altemus et al.,( 2005)

Macaco

Neurbnios de CA1 apresentando descargas
isoladas ou com atividade em salva.

Knopp et al.,(2005)

Rato

Subiculum: padrao RS; de acordo com Connors
et al,(1982) WB: um disparo em salva (2-3
espiculas) seguido pos varios disparos isolados
SB- um disparo em salva (>3 espiculas) seguido
ou por disparo em salva ou varios disparos
isolados

O conhecimento das caracteristicas elétricas do neurbnio, como

entidade, € de suma importancia para a compreensao do funcionamento dos

circuitos neuronais e consequentemente do sistema nervoso.
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OBJETIVOS:

GERAL.:
Identificar e comparar os padroes de disparos obtidos a partir da curva da
frequéncia instantadnea de CA1 em tecido hipocampal humano, ratos controles

e ratos com epilepsia induzida pela pilocarpina .

Especifico:

1. ldentificar os padrbes de disparo em CA1 de ratos controles, ratos
tratados com pilocarpina e tecido hipocampal humano.

2. Caracterizar os padroes de disparo de acordo com a acomodacao dos
mesmos, obtido através da curva da frequéncia instantanea.

3. Comparar as semelhancas e diferengas entre as propriedades
eletrofisiolégicas passivas e ativas dos padrbes de disparo comuns a
ratos e tecido humano.

4. Comparar as semelhancas e diferengas entre as propriedades
eletrofisiolégicas passivas e ativas dos padrées de disparo no tecido
humano.

5. Verificar a distribuicdo dos padrdes de disparo nos grupos estudados.




@3

MATERIAIS E METODOS:

ETICA:

Os protocolos experimentais para a utilizacdo de ratos e tecido humano
oriundos da cirurgia foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital S&o Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

GRUPOS DE ESTUDO:

Os grupos de estudo, utilizados aqui, foram distribuidos conforme a tabela

abaixo:

GRUPOS DE ESTUDO

RATOS = Controles
» Tratados com pilocarpina

TECIDO HIPOCAMPAL HUMANO

Animais Controles e Tratados com Pilocarpina :

Foram utilizados 80 ratos machos da linhagem Wistar, de 30-35 dias,
distribuidos em dois grupos (tabela1). Estes animais apresentavam ciclo claro-
escuro de 12 horas, agua e comida ad libitum, provenientes do biotério da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A linhagem utilizada n&o

apresentou nenhuma propensao genética a crises convulsivas espontaneas.
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No grupo dos ratos tratados com pilocarpina, foi utilizado o modelo de
epilepsia descrito por cavalheiro (1991) em 50 animais. O protocolo consiste na
administragao de metilescopolamina (ms) (1mg/kg) injetada
intraperitonealmente, trinta minutos antes da pilocarpina (380 mg/kg), que induz
0. Status epilepticus (se): o pré-tratamento com metilescopolamina, um
antagonista colinérgico que n&o ultrapassa a barreira hematoencefalica, serviu
como atenuador das manifestagdes periféricas da pilocarpina.

O animal é acometido do status epilepticus (se) logo apds a
administracdo da pilocarpina. Essa condigdo determina a fase aguda, que
perdura em média, doze horas até a regressao do quadro de prostragdo do
animal. As manifestagcbes comportamentais (MCS) do se podem ser
interrompidas com o uso de benzodiazepinicos ou barbituricos. O SE mimetiza
uma injuria precipitadora inicial, pois, apdés um periodo silencioso de quinze
dias, o animal é acometido por crises espontaneas recorrentes (CER) com
frequéncia de 2 a 5 vezes por semana. Esta é dita a fase crénica do modelo
que perdura por varios meses, presumivelmente por toda a vida do animal
(Cavalheiro et al., 1991) (figura 5). Mesmo ndo sendo observadas durante a
fase do periodo silencioso, embora ndo sejam observadas as mcs durante o
periodo silencioso a atividade eletroencefalografica pode ser verificada neste
periodo (Arida et al, 1999)

Com a administracdo da pilocarpina foram observadas modificagcdes
comportamentais das primeiras manifestacdbes da crise. Os animais
apresentaram acinesia, erecdo do pelo, automatismos orofaciais e de

extremidades;, tremores e clonias nas 4 patas, elevacido das patas dianteiras e
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queda, estes comportamentos limbicos foram medidos mediante a utilizagao da
escala de Racine (tabela 2) (Racine, 1972). Além disso, 0s animais
apresentaram salivagao, incontinéncia urinaria. Considerou-se, como critério de
SE, a persisténcia de crises continuas por no minimo trinta minutos (Cavalheiro
et al, 1991, Mello 1993). Noventa minutos apos a instalagdo do SE, injetou-se 4
mg/kg de diazepam (valium) intraperitonealmente para atenuar a crise (Mello
1993). Os animais ainda receberam uma dose de soro fisiolégico e nos dois
dias seguintes adicionou-se na dieta alimentar banana esmagada para a

reposicao do potassio.

Tabela 2: Parametros comportamentais medidos durante o status epilepticus;

ESCALA DE RACINE

Imobilidade

0

1- Automatismos Faciais

2- Mioclonias da cabecga e pescoco
3
4
5

Clonias de patas anteriores

Clonias de patas posteriores

Elevacéo e Queda

No caso dos ratos controles, os procedimentos utilizados foram
semelhantes aos realizados com os animais tratados, excetuando-se pela
aplicagao de solugao salina em substituicao da pilocarpina. Outra observacao
importante é o fato dos animais nao apresentarem crises espontineas

recorrentes (Figura 5).
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MS Dz CRE/SCER* Decapitagao
* Fase aguda v Fase Sclenciosa Fave (rénica
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FIGURA 5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO MODELO DA PILOCARPINA .E DO GRUPO
CONTROLE: MS- Metil Escopolamina, DZ- Diazepam, Pilo- Pilocarpina; CER-
Crises Espontaneas Recorrentes. No caso dos animais controles (*): SAL-

solucao salina, SCER- sem crises espontaneas recorrentes

Dos 50 ratos injetados apenas 3 morreram no decorrer do experimento e
6 ndo evoluiram para o SE sendo excluidos do presente estudo. Durante este
periodo, os animais permaneceram no alojamento de animais do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Decorridos 2 meses, periodo em que se verificou através de
observagbes comportamentais o surgimento de manifestagcdes de CER , os
animais foram mortos para o estudo eletrofisiologico através da técnica de

fatias de hipocampo.

TECIDO HIPOCAMPAL HUMANO:
Os fragmentos de tecido foram obtidos de pacientes com epilepsia
refrataria ao tratamento medicamentoso, cuja investigacdo, no Programa de

Cirurgia da Epilepsia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, demonstrou origem
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temporal das crises. Estes pacientes foram selecionados no Programa de
Cirurgia da Epilepsia para avaliagdo de candidatos a cirurgia, sendo todos

portadores de epilepsia com refratariedade ao tratamento medicamentoso.

A refratariedade é estabelecida pela comprovacao da persisténcia das
crises ou de efeitos colaterais intoleraveis apdés o uso de, no minimo, 3
antiepilépticos em dose maxima tolerada por pelo menos 2 anos de epilepsia,
exceto nas epilepsias catastréficas da infancia, quando é necessaria a
comprovacao da deterioracdo do desenvolvimento psicomotor independente da
duracao da epilepsia.

O processo de avaliagdo preé-cirurgica incluiu os procedimentos
padronizados no servigo de neurologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e que
estdo de acordo com as normas preconizadas pelo Ministério da Saude e
Comisséo de Cirurgia de Epilepsia da Liga Brasileira de Epilepsia (de Paola et
al, 2001). A indicagao cirurgica seguiu critérios como: a area de origem dos
estimulos epileptogénicos deve ser localizada e unilateral, e deve permitir a
ressec¢gdo sem causar danos neurolégicos importantes, as epilepsias do lobo
temporal sdo as que mais freqlientemente preenchem estes critérios. E
fundamental esta avaliacdo para determinar se a area afetada pode ser retirada
adequadamente. Para isto existe um protocolo minimo de avaliagdo que inclui
de acordo com a Comissdo de Cirurgia de Epilepsia da Liga Brasileira de
Epilepsia (de Paola et al, 2001): 1) EEG monitorizado por video por no minimo
24 horas com registro inequivoco de pelo menos 1 crise epiléptica habitual 2)

ressonancia magnética encefalica, 3) testes neuropsicologicos




93

OBTENQAO DAS FATIAS CEREBRAIS

Ratos Controles e Tratados com Pilocarpina

A figura 6 mostra um esquema das principais etapas deste
procedimento. Os animais foram pesados, anestesiados com Tiopental (40 mg
por Kg)e imediatamente decapitados com uma guilhotina. Ap6s a decapitagéo
foi feita a craniotomia para a remog¢ao do encéfalo. Este procedimento nao
ultrapassou 3 minutos para que o0 mesmo nao sofresse hipdxia/ isquemia.

Com auxilio de uma pinca, os ossos parietais foram afastados a partir da
sutura sagital e o encéfalo foi removido utilizando-se de uma espatula curva. O
encéfalo foi entdo imerso numa solugdo Ringer de dissecgdo mantida sob
temperaturas de 4°C, sob constante oxigenagao por aproximadamente 20
segundos para aumentar a consisténcia do tecido, tornando-o mais apto ao
corte.

As fatias de 400um, sentido coronal, foram obtidas a partir da montagem
de blocos com o cérebro e o fatiamento foi feito utilizando-se de vibratomo
(Campden Instruments, EUA- modelo Vibroslice 752M) conforme Tavares et al,
(2002) (Fig.7).

Uma vez que o presente estudo visa uma abordagem dos padrbes
eletrofisiolégicos de hipocampos de ratos com os de seres humanos tomou-se
o cuidado de deixa-los em condi¢cdes semelhantes. No caso do tecido humano
tém-se as perdas das aferéncias pela propria ressecgdo cirurgica.
Consequentemente os hipocampos de ratos foram isolados do restante da fatia

e imersas no Ringer normal em temperatura ambiente sob constante
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oxigenagao permanecendo por 1 hora descansando Decorrido este periodo o

material foi levado a cdmara de incubagao para os registros eletrofisiolégicos.

RATOS WISTAR @ REMOCAO & MONTAGEM DOS
(=90 D) 1 DO P BLOCOS
aeb &

I FATIAMENTO I

d-f # D

I DESCANSO I

a-b) anestesia — decapitagao
c) imersao em Ringer de disseccdo constantemente
oxigenado (5°C) REGISTRO

d-f) Cortes coronais—isolamento dos hipocampos —

imersdo em Ringer normal constantemente oxigenado
(5°C)
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FIGURA 7. OBTENCAO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS DE RATOS. ) encéfalo recém removido, visto
dorsalmente. b) Montagem da cuba de fatiamento:1-cuba; 2-suporte 3) Bloco com o encéfalo c)
Aspecto geral do vibratomo ja com a cuba posicionada. d) Detalhe do fatiamento e) Fatias
incubadas com Ringer Normal. f) Isolamento dos hipocampos sob microscépio estereoscopico.
g) e h) Fatia do hipocampo de rato controle e tratado com pilocarpina. As setas finas das

figuras g e h representam a area de CA1, as setas grossas, o giro denteado.
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Obtengao do Tecido Hipocampal Humano:
Antes do recebimento do tecido foram registrados os dados clinicos dos
pacientes. Estas informagdes foram digitadas em um banco de dados, incluem:

1. IDENTIFICAGAO (INICIAIS DO PACIENTE, NUMERO DO PRONTUARIO MEDICO, DATA
DA CIRURGIA)

IDADE/SEXO

TiPO DE CIRURGIA

TEMPO DE ISQUEMIA: TEMPO QUE LEVA A ABLACAO DO TECIDO

TEMPO DE EPILEPSIA

TIPO E FREQUENCIA DAS CRISES EPILEPTICAS

RESULTADOS DA RESSONANCIA MAGNETICA

FARMACOS ANTIEPILEPTICOS EM USO

HIPOCAMPO ESTUDADO:

= © © N o g bk~ 0D

0.NUMERO DE CELULAS ESTUDADAS

Foram adotados dois procedimentos cirurgicos para o tratamento da
ELT: amigdalo-hipocampectomia seletiva (AH) e a lobectomia temporal anterior
(LTA). A LTA foi realizada utilizando a técnica de Spencer. Para a AH foi
utilizada a abordagem transcortical transventricular expondo o hipocampo e
amigdala (figura 8a). Esta técnica foi empregada originalmente por Niemeyer
(Niemeyer, 1959) e modificada para a obteng¢ao de pecas viaveis para estudo in
vitro.

A amigdala e a cabeca do hipocampo foram aspirados e a retirada do
hipocampo foi em bloco (sentido poéstero—anterior) A vascularizagdo do
hipocampo foi preservada ao maximo com o intuito de viabilizar o estudo in
vitro. Durante a retirada do bloco hipocampal foi importante o sulco hipocampal

(Figura 8) e de uma pequena por¢do da eminéncia colateral foram
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preservados, pois fornecem um referencial anatdmico para a realizagao dos
cortes coronais, sendo imprescindiveis para a identificagdo do campo CA1 (Dr.
Ney Azambuja-neurocirurgédo-, conv pessoal).

Imediatamente apds a ablagao, no préprio bloco cirurgico, o hipocampo
foi seccionado em sentido coronal para a obtengdo de um fragmento para
exame anatomo patoldgico. A peca principal (figuras 8b e 9a ) foi inicialmente
imersa em Ringer de dissecgao continuamente oxigenado*.

Apos a identificacdo do sulco e eminéncia colateral (figura 9 a) o
hipocampo foi fixado, com metacrilato, num bloco para adaptacédo no vibratomo
(figura 9b-d), onde sera seccionado em fatias coronais com 500 um de
espessura (figura 9 d ). As fatias assim obtidas serdo imersas em solugéo de
Ringer normal resfriado e oxigenado e imediatamente transportados ao
laboratério com auxilio de um carrinho adaptado para os procedimentos (figura

9e).

1 AT

nd e e
D

FIGURA 8 - HIPOCAMPO ESQUERDO ANTES (A) E DEPOIS (B) DA RESSECGAO CIRURGICA. a) visdo
cirdrgica do lobo temporal: hipocampo (1); amigdala ;(2) e sulco colateral (3). b) Bloco
hipocampal esquerdo ,vista cranial : posterior (A); anterior (B), lateral (C), mesial (D),

Eminéncia colateral (1) Sulco colateral (2)
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Apo6s periodo de incubagao de aproximadamente 1 hora, as fatias foram
levadas, uma a uma, para a camara de registro. Nesta camara as fatias
perfundidas em solucdo de Ringer Normal continuamente oxigenado com
controle de pH mantido em 7,4 e aquecidas a uma temperatura de 34°C.
Examinadas com microscopio estereoscoépico identificaremos o campo CA1

onde serao colocados os eletrodos para registro intracelular (figura 9 f).
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FIGURA 9- SEQUENCIA DE PROCEDIMENTOS DA OBTENGAO DAS FATIAS ATE A IDENTIFICAGAO DA AREA
DE CA1. a) Bloco hipocampal esquedo , vista anterior,secgéo coronal, lateral (L), mesial (M),
Eminéncia colateral (1); Sulco colateral (2), Alveus (3). Parahipocampo (4) Subiculo (5), Area
de CA1 (6) e Giro denteado (7) b) procedimento de fatiamento no bloco cirurgico; ¢) fatiamento
em detalhe; d) Incubagcdo das fatias em Ringer Normal; e) Carrinho adaptado para o
procedimento no bloco cirurgico F) Fatia de hipocampo humano esquerdo - secg¢ao coronal
vista anterior: Eminéncia colateral (1), sulco colateral (2), Subiculm (3). CA1 (4) Lamina
medular (5); Giro dentado (6)
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MEIOS DE PESFUSAO:

A solugao salina de Ringer também é referida na literatura como liquido
cefalorraquidiano artificial (Henderson, 1984). Duas espécies de Ringer foram
utilizadas neste estudo: o Ringer normal, em temperatura ambiente, que era
empregado para o descanso das fatias no momento pré-registro, e o de
dissecgéo, a 4° C, utilizado no processo de obtengéo das fatias.

a) Ringer para dissecgao (em mM): NaCl- 124; KCI- 2; KH,PO4 - 1.25;

MgCl; -10; CaCl,- 0.2; NaHCO3- 26; D-Glicose- 10, em pH de 7.4

b) Ringer normal (em mM): NaCl- 124; KCI- 2; KH,PO4 - 1.25; 2 MgCl,,2

CaCl2 -2, NaHCO3- 26; D-Glicose- 10, em pH de 7 .4.
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REGISTROS ELETROFISIOLOGICOS

Equipamentos Utilizados (figura 10):

O equipamento de registro e estimulagdo € composto por: uma gaiola de
Faraday, para isolar o equipamento na interferéncia no sinal; cdmara de
interface para perfusdo e registro, um pré-amplificador diferencial headstage
(Axon Instruments), um gerador de pulso programavel Master 8 (A.M.P.l), um
condicionador de sinais CyberAmp 320 e um fixador de corrente AxoClamp 2B
(ambos da Axon Instruments), um microcomputador (PC) para monitoramento
e armazenamento dos registros, onde se utilizou como software para registro e
mensuragao das propriedades eletrofisiologicas e padrées de descarga o
AxoScope 1.1 (Axon Instruments) e para construgao dos graficos, o Origin 5.0
e (MicrocalTM Software, Inc.)

Os registros dos potenciais intracelulares foram realizados com
microeletrodos de vidro (micropipetas) construidos de tubos capilares de vidro
de boro silicato (WPI Inc) com didametro externo de 1,5 mm e interno de 0,86
mm. Estes foram distendidos com o auxilio de um estirador de pipetas (pippete
puller Sutter) preenchido com acetato de potassio 3 M (Avoli, 1989), mantendo-

se a resisténcia DC entre 70-180 MQ (Tavares et al, 2002).

Protocolo de registro Intracelular por clampeamento de Corrente :

Durante o registro IC, a micropipeta foi posicionada verticalmente a fatia

do hipocampo e com auxilio de um micromanipulador (WPI INC), buscou-se a
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penetracdo de uma célula-alvo da area de CA1, utilizando um processo de
descida da micropipeta de 4 em 4 um. Foram passados pulsos retangulares de
200 ms de corrente (-0,2 nA) aplicados em intervalos de 1 segundo através da
pipeta de registro. Com isto o sinal eletrofisiologico foi constantemente
monitorado tanto com o osciloscopio quanto com o monitor do PC, via
“software” Axo Scope 1.1.

Para introduzir o microeletrodo no interior da célula foram feitas
pequenas vibragbes no mesmo, a medida em que se descia com o micropipeta.
Estas vibragbes foram realizadas com auxilio de um circuito elétrico do
amplificador Axoclamp 2 B —(Axon instrument, INC) acoplado a micropipeta,
denominado “Buzz”. Ao penetrar na célula, observou-se uma descida brusca no
potencial elétrico (Vm) a valores do potencial de membrana (PM) da célula em
questao. A seguir passou-se um pulso hiperpolarizante, durante 5 min para que
houvesse a aderéncia da célula a micropipeta, minimizando a eventual perda
de liquidos/ions intracelulares. Durante os registros foram aplicados pulsos
hiperpolarizantes e  despolarizantes para avaliar os parametros

eletrofisiolégicos (ver pagina 45)




WP -285

Cyber Amp * Digidata

Axo Clamp* PC

HeadstageXO0.1 Axo Scope 1.1
Origin 5.0

C

FIGURA 10- EQUIPAMENTO DE REGISTRO INTRACELULAR. A) aspecto geral do equipamento-
microcomputador (1), equipamentos (de cima para baixo): master 8, Cyber Ump, Digidata e
AxoClamp,(2); gaiola de Faraday (3) B) camara de registro, no interior da gaiola de Faraday em
detalhes,. a cdmara de registro de interface (1); micropipeta (2); pré-amplificador (headstage
1x) (3) micromanipulador (4) C) Esquema da obtengcdo do registro intracelular.Uma
micropipeta (—) foi posicionada na camada CA1 de hipocampo de ratos e tecido hipocampal
humano. Ao “empalar” o neurbnio, o sinal é captdado, amplificado (*) e enviado a um
microcomputador (PC) para serem registrados e também analisados com auxilio dos softwares
AxoScope 1.1 e Origin 5.0.
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PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS MENSURADOS:

1. Potencial de membrana (PM): Ele foi determinado 5 minutos apds a
penetragcado da célula; no presente estudo consideramos o valor observado 10
minutos apos a penetracdo do neurdnio

2. Resisténcia de entrada (IR - inglés “input resistance”): Esse valor indica
basicamente a resisténcia da membrana plasmatica (MP). Aplicou-se ao
neurdnio pulsos de correntes hiperpolarizantes iniciadas em -0,7 até 0 nA e
com 200 ms de duracao (Figura 11).

3. Constante de Tempo (TC- do inglés “time constant’): E a variacdo de como
a variagao do Pm é diminuida pela capacitancia da MP. Apds injetar um pulso
retangular o tempo necessario para que seja atingido 63% da voltagem inicial
€ definida como a constante de tempo. Para este calculo utilizamos a média de
3 medidas da tm (Figura 11)..

4. Presenga da corrente de hiperpolarizacdo ativada por cation (SAG):
Aplicagédo de correntes hiperpolarizantes (-0,3—-0,7 nA) para a verificagdo de
presencga ou auséncia (Figura 11). .

5. Corrente injetada para o primeiro potencial de agao (ICAP):

6. Limiar do primeiro potencial de agcédo (LIM) foi.determinado no ponto a da
(Figura 11)

7. Amplitude primeiro potencial de agao (AMP) foi.determinado no ponto (a-b)
da (Figura 11).

8. Presencga e amplitude da hiperpolarizagao pos-potencial rapida (fFAHP- do
inglés “fast after hiperpolarization potential’): potencial de repolarizagao rapida

(c) (Figura 11).
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9. Presencga de despolarizagao pos-potencial (DAP) (Figura 11).
10. Presenga de hiperpolarizagdo pdés-potencial média (mAHP- do inglés

“mediun after hiperpolarization potential’). (Figura 11).

0 SAG
o com IH sem IH

0.3 nA
0.4 nA
0.5 nA
2.6 nA
— 0.7 nA

’

nA

a
S
Vm—f/—

C

C D
Figura 11: Parametros eletrofisiolégicos Mensurados: A) Representa o tempo dec
registro utilizado para o calcula da resisténcia de entrada (IR), em “(o) representa o
artefato de estimulagao e (¢) representa o tempo de registro usado para o calculo da IR.
Esse ponto encontrou-se na parte final do registro , onde aparentemente nao ha
correntes i6nicas ativadas e geralmente localizou-se apés 180 ms do inicio dos pulsos
hiperpolarizantes. Nos ms iniciais podem aparecer uma pequena onda SAG (do inglés
“transient hiperpolarizing” SAG), que é provocada pela ativagdo da l4. Em B) presenca
ou auséncia de ly. Em C) os valores da voltagem da membrana medido no A-b, em cada
um dos registros foram plotados contra o valor da corrente injetada. A fungao resultante
foi submetida a andlise de regressao linear para o calculo da IR. Em D caracteristicas

medidas do primeiro potencial de agdo (ver texto).
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Analise dos Padrdes de Disparo Neuronal:

Os padrdes de disparo em tecido cortical cerebral foram bem explorados
ao longo dos anos (tabela 3 da introdugc&o) e ainda n&o ha um consenso
quanto a melhor classificacdo dos mesmos. Embora exista discrepancia, os
trabalhos de Connors et al (1985, 1990) ainda s&o os mais utilizados. Estes
trabalhos ao lado de Silva et al (1991) e Yang et al. (1996) revelaram a
existéncia de 4 padrdes basicos: neurdnios com potenciais de agdo com
intervalos regulares (RS- do inglés regular spiking); intervalos curtos (FS- do
inglés fast spiking), descargas em salva isoladas (IB- do inglés intrinsic
bursting) e atividade em salva oscilatéria com (ROB- do inglés repetitive
oscilatory bursting), ja descrito detalhadamente na introdugdo e sumarizado na

tabela abaixo

Sumario das caracteristicas dos padrdes de disparo neuronal corticais

Autor Descrigdo
Connors et al, RS: a maioria das células estudadas, trem de disparo simples e
1982; McCormick evidente acomodagdo dos disparos, alta freqiiéncia dos
etal, 1985 .
disparos

FS: intervalos dos disparos com curta duragdo, sem acomodagao
dos disparos e estes com alta freqiiéncia.
IB: “clursters” de potenciais de agdo com 2-5 espiculas,
geravam atividade do tipo “tudo ou nada”,

Silva et al (1991); ROB: Similar a IB, descarga em salva seguido novamente por

Yang et al (1996) uma atividade em salva ou disparos simples
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Critérios para a classificagao dos Padroes de disparo:

Durante os registros, foram aplicados pulsos quadrados (200 ms)
despolarizantes crescentes (minimo 0,2 na) até que fossem obtidos 0 numero
maximo de potenciais de agao, sem prejuizo da amplitude dos mesmos (1,2
na). foi estabelecido que com 0.8nA, tinhamos um bom numero de potenciais e
uma amplitude satisfatéria. Em nosso estudo, utilizamos a nomenclatura a
partir dos trabalhos realizados em cortex de roedores por Connors et al (1982);
Silva et al (1991) e Yang et al (1996). Adotamos os seguintes critérios para

classificar os padrées de descarga neuronal:

1. Quanto a presenca ou auséncia de descargas em salva:

a. Na presenca de descargas em salva os neurdnios foram
agrupados como IB ou ROB.

Na presenca de descargas em salva isoladas, os
neurdnios foram agrupados como IB.
Na presenca de descargas em salva seguida por
potenciais de acao isolados ou mesmo em salva
estes neurdnios foram agrupados como ROB.

b. Na auséncia da atividade em salva os neurbnios foram

agrupados como RS ou FS.

2. FREQUENCIA INSTANTANEA E ACOMODAGAO DOS DISPAROS:

A frequéncia é uma das estratégias utilizadas no estudo de codificar os dos

potenciais de acgdo dentro do sistema neural, uma das suas variantes é a
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frequéncia instantédnea (FI). Esta pode ser definida como Fl=1/intervalo.dos
potenciais de agéo (lanzky et al, 2004).

Neste estudo, a frequéncia de acomodacéao (ou frequéncia instantdnea de
equilibrio) foi obtida a partir da média dos ultimos 3 intervalos, onde a
frequéncia intdntdnea atinge valores minimos. Além disso observamos o
comportamento temporal que leva a acomodacdo e para isto a curva de
frequéncia instantanea (FI) em fungdo do tempo (ms) foi necessaria. Para
avaliar este comportamento mensuramos o instante de tempo onde a
freqUéncia atinge os valores minimos, isto € a acaomodacéo) e a frequéncia de
acomodacido Para que um neurbnio apresente acomodagao dos potenciais a
frequéncia inicial foi > 80 Hz e o de acomodacédo <50Hz, conforme descrigao
abaixo.

A curva Fl foi possivel através da utilizacdo do software ORIGIN 5.0
(Microcal INC) aplicando a seguinte férmula:
FI= 1000/diff (col(pkx)).

Onde, 1000= fator de conversao; diff (col(pkx))= calculo dos intervalos..

TECNICA DE MARCAGAO INTRACELULAR COM BIOCITINA

A biocitina € um composto de baixo peso molecular derivado da biotina
(vitamina H), que permite a visualizagdo morfologica de neurdnios apos a sua
injecdo intracelular (Horikawa e Armstrong, 1988). Esse tipo de informacéo
morfolégica complementa o registro eletrofisioldgico intracelular com 0 mesmo

eletrodo com a biocitina.
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A biocitna (1%), foi adicionada a micropipeta de registro intracelular com
acetato de potassio (1M). durante o registro, foram aplicados pulsos quadrados
(200 ms) hiperpolarizantes e despolarizantes (-0,7 — 1na) durante 10 minutos.
as fatias foram fixadas em paraformaldeido 4% , por 1 hora e pds-fixadas com
o pos-fixador (tampéo fosfato e sacarose 30%) por mais 8 horas.

No caso do material humano, foram realizados dois procedimentos para
a obtencao de cortes de (200 um ) que posteriormente foram revelados:

1. Corte em criostato: as fatias hipocampais imersas em sacarose

30% foram congeladas, em isopentano liquido, e cortadas em criostato a

uma temperatura de -20° C. As fatias de 200 um eram entdo

transferidas para uma placa de cultura de 6 pogcos contendo tampao
fosfato (1M) para a realizagdo do procedimento de revelagdo descrito
posteriormente.

2. Corte em agarose: As fatias hipocampais, imersas em sacarose

30% foram colocadas em uma placa de petri contendo um gel de

agarose (4%). Esperou-se a solidificagdo da mesma e a seguir foram

cortados pequenos blocos de agarose + tecido. O material foi entdo

cortado no vibroslice (Figura 7)

Neste procedimento com o corte em agarose, obtivemos melhores
resultados. Os cortes obtidos foram colocados em tampéo fosfato, durante 30
minutos, lavados com uma solugdo de tampé&o fosfato (1M) e Triton X100,
durante 15 minutos. A seguir o material foi pré-incubado com uma solugéo

contendo complexo avidina-biotina peroxidase (ABC vector), durante 2 horas e
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30 minutos. Decorrido este periodo material foi lavado trés vezes com tampéo
fosfato e incubado com o cromoégeno 3-3' diaminobenzidina (DAB, 0,05%)
durante 15 minutos. A reacdo so foi concluida apés a adigao de perdxido de
hidrogénio (1%) em tampao fosfato (1M) durante 3 minutos. Foram realizadas
novas lavagens com tampao fosfato. Os cortes foram colocados em laminas
histolégicas, realizados os procedimentos de desidratacdo padrdo em
histologia. A localizagdo do neurdnio marcado foi realizada com microscopia
Optica. A imagem dos neurénios foram capturadas com uma camera fotografica
acoplada ao microscopio Nikon (Eclipse E600). As imagens foram digitalizadas
com o software IMAGE PRO-PLUS 4.1.

Além disso, utilizou-se uma camara clara Nikon para desenhar os

neurdnios marcados.

ANALISE ESTATISTICA

ANALISE QUANTITATIVA

Avaliagcao comparativa dos padroes de disparo tecido hipocampal
humano isolado

O teste estatistico utilizado foi a analise de variancia fatorial com um
fator (ANOVA 1 via) para detectar as diferengas entre as propriedades elétricas
dos padrdes de disparo do grupo (tecido humano). Os parametros analisados
foram: ICAP, IR, PM, TC, LIM, AMP, DUR. O fator em estudo foi Grupo com 1
nivel (tecido humano) e Padrdo com 8 niveis (1-1B; 2-fFROB; 3-sROB; 4-yROB;

5--FRS e 6-sRS, 7- RS e 8-FS).




@ |

Comparativa entre os grupos de estudo

A analise estatistica usada para detectar diferengcas entre as
propriedades elétricas dos padrées de disparo entre os grupos (ratos e tecido
humano) foi analise de varidncia com dois fatores (ANOVA 2 vias). Os
parametros analisados foram: potencial de membrana (PM); resisténcia de
entrada (IR), constante de tempo (TC); limiar do 1° potencial de acédo (LIM);
amplitude do 1° potencial de agcédo (AMP), duragdo do 1° potencial de agao
(DUR). Os fatores em estudo sdo Grupo com 3 niveis (1-Rato Controle; 2-Rato
Tratado e 3-Tecido Hipocampal Humano) e Padrao com 5 niveis (1-IB; 2-,ROB;

3-5ROB; 4-FRS e 5-5RS).

Ponderagao entre as variaveis:

Em algumas varidveis houve heterogeneidade de variancias, para
resolver o problema, os dados foram transformados através do método de
minimos quadrados ponderados, cuja variancia dos grupos de tratamentos

entrou na composi¢ao da ponderacao.

ANALISE QUALITATIVA:

Na analise das variaveis qualitativas foi aplicado teste de associacao
quanto a presenga (ou auséncia) de uma caracteristica em relagdo ao padrao
observados no tecido hipocampal humano. Os parédmetros avaliados foram: a
presenca da onda despolarizante ativada durante a aplicacdo de pulsos
hiperpolarizantes (SAG), hiperpolarizagdo pos-potencial rapida (FAHP),

hiperpolarizagdo pos-potencial média (WAHP) e despolarizagdo pds-potencial
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(DAP). O teste utilizado nesta analise foi o Qui-quadrado (x?) de Associagao,
especificamente o teste exato de Fisher unilateral com P<0.05. A associagao
entre a presencga (ou auséncia) da propriedade com o padrdo em questao foi
determinada a partir de combinagdes.
Nas analises, quantitativas e qualitativas, o nivel de significancia para as
analises quantitativas: p<0.05 (0:5%)

Softwares Estatisticos: SPSS, SAS e Prisma
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RESULTADOS

Um estudo sistematico das propriedades elétricas foi necessario para
identificar e caracterizar os diferentes padrdes de disparo neuronal em CA1 dos
diferentes grupos. Foram incluidos somente neurdnios que apresentavam
potenciais de membrana mais negativos do que —50mv potenciais de acgéo

com amplitudes superiores a 50 mV.

Dessa forma, os resultados desse estudo foram divididos em 3 partes:

PARTE | IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO D0S PADROES DE DISPARO
OBSERVADOS EM RATOS CONTROLES, RATOS TRATADOS E TECIDO
HIPOCAMPAL HUMANO: CARACTERISTICAS GERAIS E ACOMODACAO

NEURONAL

PARTE Il PROPRIEDADES ELETRICAS DOS PADROES DE DISPARO OBSERVADOS DO

TECIDO HIPOCAMPAL HUMANO:

PARTE Il ESTUDO COMPARATIVO DAS PROPRIEDADES ELETRICAS PASSIVAS ENTRE 0S

PADROES DE DISPARO COMUNS OBSERVADOS EM RATOS E TECIDO HUMANO.
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PARTE I: PADROES DE DISPARO OBSERVADOS EM RATOS CONTROLES, RATOS

TRATADOS CoM PILOCARPINA E TECIDO HIPOCAMPAL HUMANO

Os padrdes de disparo dos neurbénios de CA1 foram classificados em 4
categorias baseados nos padrbes de disparo observados nos neurbnios
corticais (Connors et al., 1990, Silva et al.1991, Yang et al, 1996): potenciais
de agdo com intervalos regulares- RS (do inglés “regular-spiking”); intervalos
curtos- FS (do inglés “fast-spiking”), potenciais de agdo em salva sem potencial
de acado isolado apds esta atividade— IB (do inglés “intrinsic bursting) e
oscilagdo entre potenciais de agcdo em salva e simples- ROB (do inglés
“repetitive oscillatory bursting”). A atividade em salva foi caracterizada pela
presengca de varios potenciais de agdao que emergem de um platd
despolarizante (Kandel e Spencer, 1961). As abreviaturas que utilizamos, no
presente estudo, foram as mesmas da terminologia em inglés.

Neste estudo ndo buscamos caracterizar a natureza destas atividades e
sim descrever as caracteristicas de disparo neuronal numa situagcdo mais
proxima da fisiolégica, onde a unica manipulagcdo com o neurbnio foi a

aplicacao de correntes sub e supralimiares.
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RATOS CONTROLES:
Em ratos controles foram registrados 93 neurdnios, sendo identificados 3

padrdes basicos de disparo: RS (n:65), IB(n: 7) e ROB (n:21) (Figura 12). As

propriedades elétricas foram apresentadas na tabela 1 .

| 20mv

|§i

200 ms

A B C
FIGURA 12. REGISTROS ELETROFISIOLOGICOS DOS  TRES PADROES BASICOS DE DISPARO
ENCONTRADOS EM CA1 DE RATOS CONTROLES Em A-C mostra os potenciais de agédo provocados
por diferentes correntes (incremento de 0.1 nA) A) neurbnio RS; B) neurbnio ROB e C)

neurdnio IB.
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Neurdnios RS:
CARACTERISTICAS GERAIS:

Os neurdnios RS representam 71% dos neurdnios de CA1 registrados
Esses dados sdo compativeis as descritas para as outras areas do cérebro ou
espécies (Masukawa et al, 1982 Jensen, 1996, Staff et al, 2000).

A figura 1 mostra um exemplo representativo de um neurénio RS de rato
controle, onde pode ser observado uma curva despolarizante que durante a
aplicagao de pulsos negativos (-07 até -0.4). Esta curva despolarizante foi
observada em 60% (n:39) dos neurbnios RS onde a ativagdo ocorre quando a
voltagem da membrana atinge a valores < -80 mV sendo comumente
denominada de onda, SAG (do inglés fransient hiperpolarizing sag) que faz
com que a célula fique com uma voltagem mais positiva.

Em nosso estudo os neurdnios RS foram identificados, através da
marcagao com biocitina, como neurdnios piramidais (figura 13A). Correntes
supralimiares provocaram o aparecimento de atividade sustentada de
potenciais de agao isolados com distinta acomodacédo dos disparos (figura
13B). Geralmente, ap6s cada potencial de agdo, foram observados uma
hiperpolarizagéo pos-potencial (AHP) em 57% (n:37). Estes, em alguns casos,
eram multifasicos, isto €, apresentavam uma AHP rapida (FAHP) e uma média
(mAHP) (figura 13B). Outra caracteristica observada foi a despolarizagdo pos-
potencial de acdo (DAP), de dificil detecgdo e em alguns casos era interposta
entre o FAHP e o wAHP (Figura 13B). A DAP foi observada em 44%(n:29)

apresentavam baixas amplitudes logo apds o FAHP.
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Em resposta a aplicagdo de pulsos hiperpolarizantes a voltagem da membrana

medida apds 180 ms de estimulo revelou uma variagdo média de —100 até -53 mV

(13C)

nA
0,8 nA
07 06 06 04 03 02 041 0|0
® 70
[ ]

* --80

0,6 nA L
. =90
. L 100

FIGURA 13. Exemplo de um neurdnio com padrao RS de CA1 rato controle. A) Identificagdo morfoldgica
do neurénio piramidal marcado pela biocitina. B-C).Caracteristicas elétricas do mesmo neurdnio. B)
Correntes supralimiares de crescentes provocam o aumento do numero de potenciais de agao. (*) Notar
presenca de:, fAHP (a); DAP e (b)mAHP. C) Curva IV mostrando a variagdo da voltagem, deste
neurdnio, em resposta a aplicagao de pulsos hiperpolarizantes.
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ESTUDO DA ACOMODAGAO NEURONAL EM CELULAS DE CA1: VARIANTES RS

O estudo da acomodacgao dos disparos foi obtida a partir das curvas das
frequéncias instantaneas, em resposta a aplicagdao de 0.8 nA, onde foi
verificado que o padrdo RS nao foi homogéneo.

Observamos que temporalmente a acomodacdo dos disparos
apresentou distribuicdo bimodal, isto € a acomodacédo pode ocorrer de forma
mais rapida ou lentamente. Este fator foi determinante para subclassificar os
neurénios RS dentro de dois subgrupos: acomodagao rapida — (.RS- do inglés
fast-RS) e acomodagéao lenta (sRS- do inglés slow-RS). A tabela 1 mostra o
sumario das propriedades elétricas e a analise estatistica comparando estes
valores serao apresentada posteriormente parte 3.

Os neurdnios RS (n:26) apresentam um intervalo inicial de alta
frequencia (140.14 Hz + 15.65) seguida por uma queda brusca, ocorrendo em
média antes dos 50 ms (21.28 + 14.49) iniciais de registro (Figura 14). A
acomodacido desses disparos apresentou uma frequéncia média de 30Hz
(30+6) Os neurdnios RS, quando despolarizados exibiram potenciais de agéo
iniciais simples ou atividade dupla. Esta atividade foi comum aos neurdnios
fRS, antes dos potenciais isolados subsequentes, apds aplicacdo de correntes
despolarizantes(z 0.5 nA)(Figura 4).

Os neurdnios sRS (n:39) apresentaram uma frequéncia inicial inferior a
100Hz (80 10 ), durante a aplicagdo dos mesmos 0.8 nA . A acomodacgao dos
disparos ocorreu gradualmente apds os 50 ms (55.71 £ 11.72), acomodacao foi

similar ao RS (3117).
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A freqiéncia de SAG foi ligeiramente superior nos (RS em relagdo ao
sRS durante a aplicagédo de correntes hiperpolarizantes, 61%(n:24) contra 57%
(n:15). Potenciais de acdo com atividade dupla foram comuns aos neurbnios
rFRS em resposta a pulsos despolarizantes elevados. Ja os neurdnios sRS
exibiram potenciais de acao isolados apds a aplicacdo de correntes
supralimiares A DAP era mais frequente nos neurdénios RS (n: 21) do que nos

SRS (n:8).

1809-—=— 0.8 nA 1807—=—0.8 nA
150 150
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07— \, T
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FIGURA 14: REGISTROS ELETROFISIOLOGICOS REPRESENTATIVOS DAS SUBCLASSES DO PADRAO RS E
SUAS RESPECTIVAS CURVAS DE ACOMODACAO MEDIANTE A APLICACAO DE 0,8 NA. A) A curva do
padrao (RS, caracteriza-se por apresentar potenciais com alta freqiiéncia seguido por
uma queda abrupta seguida pela acomodacgao dos disparos antes dos 50 ms iniciais. B)
No padrao sRS a freqiiéncia do primeiro intervalo é inferior ao RS, e a acomodacgéo é

alcangada gradualmente.
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Neurénios IB:
CARACTERISTICAS GERAIS:

Os neurdnios IB representam a classe menos numerosa dos neurbnios
de ratos controles estudados, cerca de 7% do total. A tabela 1 apresenta as
propriedades elétricas deste padrdo. A figura 12 mostra um exemplo
representativo de um neurdnio IB de rato controle, onde nao foi observado a
onda SAG durante a aplicagdo de pulsos negativos. A auséncia de SAG se
repetiu em todos os neurénios IB.

Em nosso estudo os neurbnios IB foram marcados com biocitina e
identificados como neurdnios piramidais (figura 15A). O numero minimo de
potenciais de agao foi a atividade dupla semelhante aos neurénios RS e o
maximo observado para a atividade inicial foi a tripla. Nos demais pulsos
aplicados houve adaptacdo dos disparos com no numero maximo de 5
espiculas observadas na atividade em salva (figura 15B)

O AHP estava presente nos neurdnios IB apds a atividade em doublet,
contudo nao foi possivel identificar o seu componente FAHP. A atividade dupla
€ o0 somatorio dos potenciais de acdo acrescido das suas DAPs (Kandel e
Spencer, 1961, Yang et al, 1996). Em nosso estudo, a DAP ndo mensuramos a
DAP apdés a atividade dupla.

A tabela 1 mostra o sumario das propriedades elétricas medidas e
posteriormente na parte 3 dos resultados estes parametros foram comparados.

Em resposta a aplicagdo de pulsos hiperpolarizantes, a voltagem variou
em média de —90 até 60 mV durante a aplicacdo de correntes hiperpolarizantes

(figura 15C).
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EsTuDO DA ACOMODAGAO NEURONAL NOS NEURONIOS IB DE CA1

Assim como nos neurdnios RS, os neurbnios IB apresentaram uma
acomodacéao dos disparos. Cada neurénio IB apresentou uma freqiiéncia inicial
de 85 (x13)de acomodagdo de 40Hz(x15) ocorrendo em torno dos 70ms
(70+13) (figura 15D) . O comportamento da curva da frequéncia instantanea em
funcdo do tempo foi semelhante a descrita para os neurdnios sRS, entretanto

os valores da frequéncia de acomodacgao foram mais elevados.
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FIGURA 15 Exemplo de um neurénio tipico padrao IB de CA1 rato controle. A)
Identificacdo morfolégica do neurénio piramidal marcado pela biocitina. B-
D).Caracteristicas elétricas do mesmo neurénio. B) A aplicacdo de correntes
supralimiares de crescentes provocam o aumento do nimero de potenciais de agao. (*)
Notar a presenca do AHP. C) Curva IV mostrando a variagcdo da voltagem em resposta a
aplicagédo de pulsos hiperpolarizantes. D) A acomodacgao é alcangada gradualmente.em

torno dos 100 ms
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Neurdénios ROB:
CARACTERISTICAS GERAIS:

Os neurbnios ROB foram caracterizados por apresentarem uma
atividade em salva seguida pela oscilagdo entre potenciais isolados ou nova
atividade em salva. Este padrao representa 22% do total. A figura 12 mostra
um exemplo representativo de um neurdénio ROB de rato controle, onde pode
ser observado a presenca de SAG, esta caracteristica esteve presente em 71%
(n:15) sendo uma caracteristica marcante nos neurénios ROB.

A figura 16 mostra um neurénio piramidal do padrdo ROB marcado pela
biocitina e algumas das suas caracteristicas elétricas. Durante a aplicagao de
pulsos supralimiares os potenciais de acdo sao mostrados a adaptacao dos
potenciais de agdo, com uma atividade dupla inicial e seus componentes (figura
16B). Este tipo de atividade esteve presente em 60% dos neurdnios ROB. O
FAHP (n:17) e uma DAP(n:11) foram freqluentes nos neurbnios ROB
representando respectivamente 85 e 52%. Nos neurbnios ROB foram
observados ainda um wAHP de longa duragao e elevada amplitude (parametro
nao mensurado). A tabela 1 mostra o sumario das propriedades elétricas
medidas e a comparacao destes parametros sera abortado posteriormente na
parte 3.

A voltagem da membrana variou, em média, entre —100 até -60 mV durante a
aplicacdo de pulsos hiperpolarizantes (Figura 16). No grafico da relagdo entre
voltagem da figura 16C de dois neurénios ROB, um com a SAG presente (ativa) e o
outro com a SAG ausente (inativa). Este comportamento tamém pode ser observado

nos neurdnios RS.
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FIGURA 16. NEURONIO ROB DE CA1 RATO CONTROLE. A) Identificagdo morfolégica do neurdnio piramidal
marcado pela biocitina. B-C).Caracteristicas elétricas do mesmo neurdnio. B) A aplicagdo de correntes
supralimiares de crescentes provocam o aumento do numero de potenciais de agao, inicialmente com
uma atividade dupla com a presenca de fAHP (a); DAP e (b) wAHP.que podem persistir durante a
estimulagdo (*). C) Curva IV mostrando a variagdo da voltagem em resposta a aplicagdo de pulsos

hiperpolarizantes de dois neurdnios SAG inativa (ou ausente) (0) e SAG ativada (ou presente) (®).

EsTtubo bA ACOMODAGAO NEURONAL EM CELULAS DE CA1: VARIANTES ROB
O comportamento de acomodacgao dos potenciais de agdo dos neurbnios
ROB também apresentou heterogeneidade e conseqlentemente também foi

categorizado em: ROB de acomodacao rapida (FROB- fast ROB), acomodacgao
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lenta (sROB- slow ROB) e sem acomodacao (wROB-without accommodation).
As propriedades elétricas desses neurbnios foram sumarizadas na tabela 1.

Os neurbnios FROB apresentaram uma frequéncia inicial mais elevada
que os neurdnios RS deste grupo de animais. Os valores medidos foram em
média 230 Hz + 25.39. Imediatamente houve uma queda drastica da frequéncia
em 50 ms (50+5) estabelecendo a acomodagao dos disparos em 36 Hz +3
(Figura 17).

A frequéncia inicial dos neurdnios sROB também foi elevada (157 Hzt 6.41),
contudo inferior ao FROB. O comportamento de acomodacgao foi gradual, como nos
neurbnios sRS, ocorrendo em torno dos 60 ms (Figura 17). A frequéncia de
acomodagao dos neurdnios sROB foi também similar ao neurénio FROB (~38Hz). Os
neurdnios FROB diferem ainda das sROB por apresentar potenciais isolados ou em
dupla, ap6s a atividade em salva. Nas células sROB a atividade em salva é seguida
somente por descargas isoladas.

Encontramos apenas um exemplar onde ndo houve a acomodacao dos
disparos neuronais, no qual designamos como wROB. A freqiéncia instantanea
foi mantida em torno dos 90Hz (Figura 17). Correntes supralimiares elevadas
provocam o aparecimento de uma nova atividade em salva nos wROB . Estes
fatores foram determinantes na diferenciacdo deste padrdo aos demais

subtipos.
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FIGURA 17. Registros eletrofisiolégicos dos subtipos do padrao ROB e comportamento de
acomodacgdo mediante a aplicagao de 0,8 nA. A) A curva do padrdao rROB, caracteriza-se
por apresentar potenciais com alta freqiiéncia seguida por uma queda abrupta e
acomodagdo em torno dos 50 ms iniciais. B) No padrao sROB a freqiiéncia do primeiro
intervalo é de alta freqiiéncia seguida pela acomodac¢éao gradual ocorrendo apés os 60
ms. C) A curva do padrdao wROB, caracteriza-se pela inabilidade de acomodag¢do dos

disparos




TABELA 1. Resumo das propriedades elétricas neuronais de CA1 de ratos controles.

PROPRIEDADES RS sRS IB fROB sROB wROB
PM (mV) -64.7319.04(n:39) -73.6314.48(n:26) -66 +5.64(n:7)  -65.15+8.16 (n:7) -69.46(+3.08)(n:13)  -70.04
IR (mQ) 38.47 +6.27(n:39) 41.68+5.56(26) 31.5+7.33(n:7)  43.51+7.55(n:7) 44.09 +5.60 (n:13) 48
TC (ms) 10.3043.72(n:39) 13.02+0.85(n:39) 11.43+3.8(n:7) 11.3+1.34 (n;7) 9.49+13.57(n:13) 10.35
ICAP (nA) 0.26 £0.19(n:39) 0.2620.10(n:26) 0.2+0.1(n:7) 0.17+0.09(n:7) 0.2440.16(n:13) 0.1
LIM(mV) -62.53 +5.60 (n:39) -61.6 +6.2(n:26) -55.9+1.39(n:7)  53.8149.75(n:7)  -55.36+12.85(n:13) -66
AMP (mV) 86.5 +6.80(n:39) 83.3 £9.06(n:26) 82.1£3.46(n:7) 85.5+4.18(n:7) 82.23+7.17 (n:13) 78
DUR (ms) 3.4 £0.95(n:20) 3.7+2.25(n:13) 214+£0.69 (n:7)  1.28+1.11(n:7) 1.25+1.21(n:13) 2

Os valores representam as médias e desvios padroes medidos para as propriedades. Abreviaturas: -potencial de membrana (PM);

68

resisténcia de entrada (IR), constante de tempo (TC); limiar do 1° potencial de ag&o (LIM); amplitude do 1° potencial de agdo (AMP), duracdo do

do 1° potencial de agéo (DUR)
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RATOS TRATADOS COM PILOCAPINA:

Dos 50 ratos injetados com a pilocarpina apenas 3 evoluiram ao 6bito no
decorrer do experimento. Os animais que nédo desenvolveram o SE foram
excluidos (n:4), cerca de 80% dos sobreviventes manifestaram o CER ao longo
dos 2 meses subseqlientes. Foram obtidos registros eletrofisiolégicos de 33
animais (n:42). A partir deste estudo descritivo dos padrées de disparo, em
animais tratados chamaremos a atencdo para os pontos em comum e
diferengas observadas com o grupo anterior.

Assim como nos neurbnios de ratos controles, os neurbnios registrados,
deste grupo, foram agrupados em trés classes: RS (n:23); IB (n:10) e ROB
(n:12). Na figura 18, sdo mostrados registros eletrofisiolégicos representativos

das trés classes. As propriedades elétricas estdo sumarizadas na tabela 2.
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FIGURA 18. Registros dos 3 padrdes basicos encontrados em CA1 de ratos tratados com
pilocarpina Em A-C mostra os potenciais de agdo provocados por diferentes correntes

(incremento de 0.1 nA) A) neurdnio RS; B) neurdnio IB e C) neurénio ROB.
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Neurdénios RS
CARACTERISTICAS GERAIS DOS NEURONIOS RS

Os neurdnios RS representaram a maioria dos neurénios registrados em CA1
de ratos tratados com pilocarpina. Entretanto, quando compararmos com o0s animais
controles a populagao RS encontra-se reduzida 72% contra 52%.

Assim como nos neurdnios RS hipocampais de animais controles nos animais
tratados com pilocarpina n&o dispararam nenhuma atividade em salva e mantiveram
um intervalo regular entre um potencial de acdo bem como acomodacdo dos
potenciais de agdo. A figura 18A representa um neurénio RS de um animal tratado
com pilocarpina onde pode se observar a auséncia de SAG. Embora a SAG né&o seja
observada na totalidade dos neurdnios RS controles (60%), a porcentagem de SAG
nos neurdnios RS de animais tratados encontra-se reduzida, 47% (n:11).

Na figura 19, € mostrado um exemplo de um neurénio piramidal RS tipico de
um animal tratado com pilocarpina e algumas caracteristicas elétricas. A aplicagcdo de
pulsos despolarizantes provocou o aparecimento de potenciais de agao isolados com
distinta adaptagao dos disparos. Ao contrario dos neurénios RS de animais controles,
pequenas pontas despolarizantes entre os potenciais de acido foram frequentes nos
neurénios RS dos animais tratados, indicando hiperexcitabilidade (Figura 8B). O AHP,
dos animais tratados, representou 78% (n:18) dos neurénios RS contra 57% dos
animais controles..

A DAP, quando presentes, eram geralmente de facil detecgéo, ao contrario das
células RS de animais controles. Houve um ligeiro aumento do numero de
observagdes da DAP nos neurbnios RS de animais tratados em relagao aos controles,
48% (n:11) contra 44%.

A voltagem da membrana oscilou em média entre —100 até —58 em resposta a
estimulos hiperpolarizantes. Este comportamento foi similar aos observados nos

neurdénios RS do grupo controle.
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FIGURA 19. Neurdnio com padrdo RS de CA1 rato tratado com pilocarpina. A) Identificagédo
morfolégica do neurbnio piramidal marcado pela biocitina. B-C) Caracteristicas elétricas do
mesmo neurdnio. B) Correntes supralimiares de crescentes provocam o aumento do numero de
potenciais de acdo. (*) Notar presenca de: FAHP; DAP, as pontas de setas indicas as espiculas
despolarizantes. C) Curva IV mostrando a variagdo da voltagem em resposta a aplicagdo de

pulsos hiperpolarizantes.

EsTUDO DA ACOMODAGCAO NEURONAL NOS NEURONIOS EM CA1: VARIANTES RS
Assim como nos neurbnios RS controles, de uma forma geral os
neurdnios RS dos animais tratados apresentaram acomodacido dos disparos,
contudo a freqiéncia de acomodagao estava aumentada (~45 Hz). Os
neurbnios RS tratados apresentaram um comportamento temporal de
acomodacao similar ao observado no grupo controle, o que nos permitiu adotar

0S mesmos critérios para propor uma subclassificagdo: acomodacao lenta
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(sRS) (n:16) e acomodacgao rapida (gRS) (n: 7).

Os neurdnios RS apresentaram uma frequéncia inicial de 120+ 21,4 que
cai abruptamente ocorrendo nos primeiros 40 ms de estimulagao do disparo A
frequéncia de acomodagao mensurada foi de 37(£8). A frequéncia inicial nos
neurénios sRS é inferior aos RS, 89Hz + 10.72) apds aplicagédo de 0.8 nA e a
acomodacao ocorre lentamente apés 60 ms de estimulagdo do disparo. A
frequéncia de acomodagao mensurada foi foi superior ao observado no subtipo
FRS, de 45(x6). (Figura 20).

A SAG esteve presente em 50%(n:8) no padrao sRS enquanto que nos
neurénios RS foi observado um percentual de 43% (n:3) durante a aplicagcéo
de correntes hiperpolarizantes. Ao compararmos com grupo anterior
observamos uma inversdo na relagdo de frequéncia da propriedade com o
padrao isto &, o padrao RS apresenta-se mais elevado do que no padrao sRS,
61% contra 57%. Além disso, observamos uma reducédo no percentual dos
subgrupos dos animais tratados em relagdo aos mesmos padrbes dos animais
controles. A atividade dupla também foi freqiiente nos RS assim como ja
havia sido observada no grupo sem epilepsia.

A presenca do FAHP nos neurbnios sRS de animais tratados com
pilocarpina foi mais frequente do que nos neurénios RS, 81%(n:13) contra
72% (n:5). Além disso, em relagdo a presenca desta propriedade, observamos
também uma inversao na relacdo de frequéncia da propriedade com o padrao
comparando com o padrao de disparo neuronal RS dos animais controles.

Em 57% dos neurdnios (RS apresentaram a DAP, nos neurbnios sRS,
43%. Ao comparamos estes percentuais com os padrdes equivalentes

encontrados no grupo controle, observamos que a relagcdo RS > sRS se
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manteve, contudo houve um aumento de DAP nas subpopulacdes de células

RS do grupo epiléptico.
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FIGURA 20: Registros eletrofisiologicos representativos
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das subclasses RS e suas

respectivas curvas de freqiiéncias instantdneas mediante a aplicagdo de 0,8 nA. A) A

curva do padrao (RS, caracteriza-se por apresentar potenciais com alta freqiiéncia

seguido por uma queda abrupta e acomodacio dos disparos antes dos 50 ms iniciais. B)

No padrdao sRS a freqiiéncia do primeiro intervalo é inferior ao (RS, e a acomodacao é

alcan¢ada gradualmente.
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Neurdnios IB
CARACTERISTICAS GERAIS:

Os neurbnios IB representam a classe menos numerosa sSos neurdnios
hipocampais de ratos tratados com pilocarpina (22%), assim como ja havia sido
previamente observado no grupo controle e em outros animais sem epile| 73
(Jensen et al, 1994). Contudo a porcentagem destas células encontrou-se
elevada.

A figura 21 mostra um neurbnio piramidal marcado com biocitina e
algumas propriedades elétricas do mesmo. A aplicagdo de pulsos supralimiares
provocaram o aparecimento de um potencial de acéo isolado, onde pode se
observar um FAHP e DAP evidente. O potencial de acao isolado foi observado
apenas em dois neurdnios IB, nos demais neurdnios IB, a atividade em dupla
foi a mais comum. Em ratos controles ndo observamos potenciais de acgao
isolados. Na relagao corrente e voltagem pode se observar uma variagéo de —
90 e —60 mV. Durante a aplicagao dos pulsos hiperpolarizantes a SAG nao foi
observada, assim como ja havia sido relatado para o grupo de ratos controles.

Em nenhum momento durante a estimulagdo foram identificados
potenciais de acao isolados ou mesmo uma repeticdo da atividade em salva
apods a atividade inicial. A tabela 2 mostra o sumario das propriedades elétricas

mensuradas, o estudo comparativo destas propriedades sera abordado na

parte 3.
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FIGURA 21 Neurodnio IB de CA1 rato tratado com pilocarpina. A) Identificagdo morfologica
do neurdnio piramidal marcado pela biocitina. B-C).Caracteristicas elétricas do mesmo
neurdnio. B) Correntes supralimiares de crescentes provocam o aumento do numero de
potenciais de acdo. (*) Notar presenca de fAHP (a) e DAP(b). C) Curva IV mostrando a

variagao da voltagem em resposta a aplicagao de pulsos hiperpolarizantes.

EsTuDO DA ACOMODAGCAO NEURONAL NOS NEURONIOS IB CA1

Ao contrario dos neurdnios IB de animais controles, identificamos diferengas
no comportamento de acomodacdo dos potenciais através da frequéncia
instantanea. Encontramos neurdnios IB que apresentaram acomodacdo e os
que nao apresentaram acomodacao, sendo por isso identificados como: IB com
acomodacéo presente (alB) (do inglés accommodation) e ausente (wIB) (do

inglés without accommodation) (Figura 22).
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O subtipo AlB representou 70% (n:7) dos neurdnios IB observados. A
frequéncia de acomodacéao foi de 37 (x14) Hz ocorrendo apds os 80 ms de
registro. A frequéncia inicial foi calculada em valores inferiores a 100Hz (90 Hz
* 6.93) apos a aplicagao de 0.8nA (Figura.22), este comportamento foi similar
aos padrdes sRS (grupos controles e tratados) e IB do grupo controle.

O segundo subtipo, wIB (n:3), caracterizou-se pela auséncia de
acomodacio e pela presenca de potencial de agao isolado identificado no
ICAP. Nestes potenciais isolados verificou-se a presenca de AHP multifasico,
Pulsos supralimiares elevados provocaram o aparecimento da atividade em
salva seguido pela repolarizagdo da membrana, a valores proximos do
repouso. A interrupcado da atividade em salva ocorreu antes dos 170 ms e a
frequéncia instantdnea nao revelou acomodacdo dos mesmos, sendo mantida

a valores superiores a 100 Hz.
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FIGURA 22 Registros eletrofisiologicos representativos e comportamento de acomodacéao
dos potenciais de agao das subclasses do padrado IB mediante a aplicagao de 0,8 nA. A)
A curva do padrao ,IB, caracteriza-se por apresentar acomodag¢ido B) No padrdao yIB

caracteriza-se pela auséncia de acomodagao.

Neurdnios ROB
CARACTERISTICAS GERAIS:

Esta classe representa 27% (n:12) dos neurdnios hipocampais de CA1 de
ratos tratados com pilocarpina. Houve um aumento do numero de neurdnios
com disparo ROB registrados, quando comparados com o grupo controle.

A figura 23 mostra um neurdnio piramidal ROB marcado com biocitina,
os neurbnios com este padrido diferiram dos demais por apresentarem uma
bifurcagdo axbnica. A aplicacdo de pulsos supralimiares provocou uma
atividade dupla inicial. Correntes elevadas provocaram o aparecimento da

atividade em salva acompanhada pelos componentes FAHP, DAP e yAHP
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(Figura 23). O: FAHP e o DAP foram observados respectivamente em 12 e 11

neuronios . 77

A relacdo entre corrente aplicada e potencial de membrana medido
evidencio uma variagao da voltagem entre —90 e —60 quando aplico pulsos
hiperpolarizantes (Figura 23). Nas células ROB, diferentemente dos neurénios
RS, as correntes sublimiares provocaram o aparecimento de uma
despolarizacao transitéria, semelhante a SAG s6 que em sentido oposto (n:12).
Assim como nas células RS e ao contrario das células IB, a SAG estava

presente na maioria das células (n:10).
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FIGURA 23. Neurbnio ROB de CA1 rato tratado com pilocarpina. A) Identificagdo morfolégica do
neurdnio piramidal marcado pela biocitina. B-C).Caracteristicas elétricas do mesmo neurénio. B) A
aplicagao de correntes supralimiares de crescentes provocam o aumento do numero de potenciais de
agao, inicialmente com uma atividade dupla. Notar: presenca (*) de fAHP; DAP e mAHP.que podem
persistir durante a estimulagédo (*). C) Curva IV mostrando a variagdo da voltagem em resposta a

aplicagcao de pulsos hiperpolarizantes .

Al
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EsTubpo bA ACOMODACAO NEURONAL EM CA1: VARIANTES ROB

Os padrées ROB de ratos tratados com pilocarpina foram agrupados de
acordo com o tempo que leva até a acomodacdo, podendo ocorrer
rapidamente(gROB) (n: 5). ou lentamente (sSROB) (n:7).

Os neurbnios FROB apresentam uma frequencia instantanea elevada
(230 Hz £ 25.39) e uma acomodagéao ocorrendo em torno dos 50 ms. Os
neurdnios ROB apresentam uma freqliéncia de acomodacgao ~40Hz. No padrao
sROB apresentaram uma frequéncia instantanea inicial inferior ao FROB
(140Hzt 27,12) com a mesma intensidade de corrente (0.8 nA). A acomodacgao
(=38Hz) ocorreu em torno dos 65 ms iniciais apos estimulagao supralimiar
(0.8nA) (Figura 24). Estes valores foram similares aos observados nos animais
controles.

Além do comportamento de acomodacao diferirem entre fROB e sROB
foi verificado diferengas quanto as presencas de SAG, FAHP e DAP. A SAG
esteve presente em 100% (n:7) no padrao sROB enquanto que nos FROB foi
observado um percentual de 60% (n:3) durante a aplicagdo de correntes
hiperpolarizantes. A presenca do fAHP nos neurbnios (ROB de animais
tratados com pilocarpina foi mais frequente do que nos neurbnios sROB,
85%(n:6) contra 66% (n:5). Nos neurbnios FROB controles, a presenca de
rAHP foi mais frequente. A DAP foi observada em 60% dos neurdnios FROB e
71% dos sROB. Ao compararmos com o ROB do grupo controle observamos

as relacoes de frequéncia da propriedade com o padrao foram as mesmas.
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FIGURA 24. Registros eletrofisiologicos representativos e comportamento de acomodacgao
dos potenciais de agao das subclasses do padrao ROB mediante a aplicagao de 0,8 nA.
A) A curva do padrao ROB, caracteriza-se por apresentar potenciais com alta freqiiéncia
seguido por uma queda abrupta e acomodagdo dos disparos em torno dos 50 ms
iniciais. B) No padrdao sROB a freqiiéncia do primeiro intervalo é de alta freqiiéncia e a

acomodacgao ocorre apos os 60 ms.




TABELA 2. Sumario das propriedades elétricas medidas nos neurdnios de CA1 de ratos tratados com pilocarpina

Propried RS sRS IB fROB sROB
ades
PM (mV) -70.3 £0.7 (n:7) -69.9+ 4.6 (n:16) --67.614.5 (n:10) -66.0+4.63 (n:5) -69.41£3.98 (n:5)
IR (mQ) 35.5+9.34 (n:17)  43.18 + 15.7 (n:16) 38.5+5.3 (n:10) 49.41+£10.50 (n:5) 35.97+7.92 (n:7)
TC (ms) 12.441.2 (n:7) 11.3+£0.9 (n:16) 10.2£2.7(n:10) 12.61£1.50 (n:5) 11.691£1.4 (n:7)
ICAP (nA) 0.4+0.26 (n:7) 0,03+0.4 (n:16) 0.11+0.18(n:10) 0.20+0.11 (n:5) 0.27+0.21 (n:7)
LIM (mV) | -56+7.6 (n:7) -58.4 +8.05 (n:16)  -55.66+9.03 (n:10) -49.8+5.16 (n:5) -51.47+9.13 (n:7)
AMP 89.84.5 (n:7) 88.6+ 4.8 (n:16) 84.5+3.06(n:10) 89.01 (n:5) 86.0+0.98 (n:7)
(mV))
DUR (ms) | 2,28 £1.9 (n:7) 3.5£1.90 (n:16) 2.14 + 0.69 1.6+1.14(n:5) 1.5£1.39(n:7)
(n:10)

Os valores representam as médias e desvios padrdes medidos para as propriedades. Abreviaturas: potencial de
membrana (PM); resisténcia de entrada (IR), constante de tempo (TC); limiar do 1° potencial de agao (LIM); amplitude do 1°

potencial de agcado (AMP), duragéo do 1° potencial de agéao (DU

80
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®
TECIDO HIPOCAMPAL HUMANO:

No tecido humano, foram estudados 265 neurdnios hipocampais de CA1
de 52 pacientes com epilepsia refrataria ao tratamento medicamentoso. Os
dados clinicos desses pacientes estdo sumarizados na tabela 3. O estudo in
vitro destes hipocampos foram realizados no periodo de 1 até 48 horas apos a
ablacao do tecido no bloco cirurgico.

O protocolo usado para identificar os padrbes de disparo foi o mesmo
aplicado nos grupos anteriores, isto €, estimulagao dos neurdnios de CA1 com
correntes supralimiares.

A figura 25 mostra os registros eletrofisiolégicos das quatro principais
classes de disparo observadas nos neurénios hipocampais humanos. RS (do
inglés: regular-spiking) (n:219) , FS do (inglés: fast-spiking) (n:4); 1B (do ingles:
intrinsic-bursting) (n: 13)e ROB (repetitive-oscilatory-bursting) (n:29).

Na PARTE Il, dos resultados serdo mostrados a analise quantitativa e
qualitativa dos parametros elétricos mensurados no tecido humano. E na PARTE
Il serdo apresentados os resultados da comparacado dos parametros elétricos

com os ratos.
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®
TABELA 7: Principais Dados Clinicos dos Hipocampos com registro

Pac /S INICIO FREQ TC EEG ¢ LOCAL RMF CIRURGIA FAE Cél

34 f 11a/23a var/ 1xm cpc D DIR AH Amig-hipo CBZ,CLB 3sRS
MS 25 f 10a 1xm cpc D DIR EH Amig-hipo CBZ,CLB 3 sRS, 1sROB
MLF 46 f 46 Sl cpc D DIR EH Amig-hipo VPA 3 sRS, 1¢RS, 1IB
JON 43 m 18/25a 2-3xm cpc TE ESQ AH Amig-hipoc PB, CBZ, VPA, LMG,CLB 1sRS, 1:ROB
IMF 46 F 6a/40 a 1-3xm cper D DIR AH Amig-hipo CBZ,CLB 1sRS
JOS 26 m 9m 10xm cpc D DIR EH spencerc PB, VPA 2 3RS, 1RS, 1FS
SRG 34 f 1a/33a 4xd cpc BT DIR EH spencer B 11B
EFB 25 f 3a 8xd cpc TE ESQ AL Amig-hipo PB,TOPI 13RS, 1£RS, 1:ROB
GCSF 23 F Sl Sl Sl Sl DIR Sl spencer Sl 25RS, 1¢RS
CAJ 30 f 3a 4xm cpc TD DIR AH Amig-hipo CBZ, DFH,FB 1sRS
HPN 11 3 3xm cpc D DIR AH Amig-hipo CBZ,DFM,DFH 2 sRS, 1RS,2 sROB, 1 ROB
JFL 25 m 12 10xm cctcg TE ESQ S Amig-hipo PB, OCBZ 1sRS, 1¢RS, 11B
ALG 29 m 3a Sl cpc e csg TE DIR AH Spencer PB,CBZ,CLB 5 sRS, 1¢RS, 1sROB, 1IB
RG 49 m Sl Sl Sl Sl ESQ Sl Amig-hipo Sl 1sRS
DAM 24 m 12 S cpc D DIR Sl Amig-hipo PHT, PB,CLB 2sRS
DDF 18 f 3a Sl Sl TE ESQ AH Amig-hipo Sl 3RS, 1¢RS
LRJ 36 f 1a incont cps, cpc TE DIR AH Spencer CBZ,CLB 3sRS 2(RS
SON 30 f 2a  2-4xd,1xs Sl D DIR AH Amig-hipo CBZ, VPACLB 4 RS
GFH 34 f 12 4-5xsem  cps, cpc,cpsg TE  EsQ AH Amig-hipo CZP, PHT, PB, CLB, TRIE 14RS, 1FS
MJC 21 f 8a Sl cps TE  EsQ EH Amig-hipo CBZ, FNB,DFH 5 sRS, 4(RS, 1 sROB
CPS 24 m 12 estresse cps e cpc TE  EsQ AH Amig-hipo PB, CBZ,, VPA, CLB, TOP 3 <R, 1 (ROB
ODP 43 m im 1xs cpc ¢/ gen D DIR AH Amig-hipo CBZ, PHT, VPA 25RS, 1¢RS
CHV 37 f 7a 2xsem cps, cpc TE  EsQ AH Amig-hipo FNB, PHT, VPA,CB 25RS, 1:RS
TLS 2 m 1d 6-7xd CPG TE ESQ DISP HEMISF VPA 3sRS, 6(RS, 3 RS, 1 sROB
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MHS 40 f 2a Sl CPC TD DIR AH Amig-hipo VPA CBZ CLB 25RS,1(RS, IB
JFF 36 m 1a11m 3-4xm CPC TE esq AH Amig-hipo CBZ, PB, VPA 15RS, 1¢(RS
LRS 32 m 12a 3-4xm cpc TD DIR AH Amig-hipo CBZ, CLZ, VPA 3RS, 15RS, 1 FS
VLQA |31 f Sl sl CPC TD DIR Sl Amig-hipo 44RS, 1,RS
EDS 42 f 14a 2xd CPC TE ESQ Sl Amig-hipo PB, CBZ, AMT 3RS, 1¢RS, IB
MMT 43 f Sl Sl Sl Sl ESQ  sI Amig-hipo 2¢RS, 2:ROB, 1sROB, 2yROB, 5IB
CVU 37 m s sl CPC sl ESQ Sl Amig-hipo CBZ  10:RS, 1(RS, 1,RS 1.ROB 2IB
LOL 39 f 7a CPC D DIR Sl Amig-hipo PB, VPA, DVPA 25RS, 1:RS
JVS 4 m Sl Sl CPG DIR Sl HEMIS 2¢RS, 4:RS,2,RS
GVN 23 m 10a 1xm CPC TE ESQ  sI Amig-hipo MALIAZIN, OCBZ 3RS, 1:RS, 1sROB, 1:ROB
AMB 38 f Sl Sl Sl Sl ESQ sl Amig-hipo 8RS, 1:RS
CAS 36 m inf 2xm CPS e CPC TE ESQ ahe  Amig-hipoc CLB 15RS
MID 32 m Sl Sl Sl Sl ESQ sl Amig-hipoc 3RS, 1.RS,1FS
AGS 18 m Sl sl Sl Sl ESQ  sI Amig-hipoc 15RS
MDP 14 m 3m sem CPC D DIR spencer OCBZ, PB; CBZ 6sRS, 2(RS, 1 ROB
GIP 28 m inf 2xsem Sl TE ESQ AH  Amig-hipoc OXC, VPA 1¢RS, 1sROB
MILA |31 m 1a_ 2xm(parc), sl TE ESQ AH  Amig-hipoc CLB, CBZ 3sRS, 1¢RS
RLC 30 m 1ad4m 2-3xd (4xa) CPC TE ESQ SI  Amig-hipc CBZ, PHT 15RS, 1¢(RS
RSR 38 m  cf3m;9a  2-3xsem Sl Sl ESQ sl Amig-hipoc VPA, PB,CLB 5sRS,3¢RS, 1sROB, wROB
POL 8m f 15d CPG S DIR AH HEMISF  GAR, VPA, CLB, TOPI 4sRS, 7RS, 7,.RS
EDN 34 m 2a 3xs CAT TD DIR S Amig-hipoc 2sRS, 1.RS, yROB
LCA 38 m ESQ Sl Amig-hipoc 1sRS, 1:RS,2sROB
RAO 30 m inf CPC TE ESQ AHe Amig-hipoc CBZ, PB 15RS

11mcfe CPC TE Amig-hipoc
VAM 39 m 16a ESQ CBZ, VPA, LMT 3RS
CWR 27 f c/ 1a 1xm TE ESQ BILAT Amig-hipoc VPA, ZG,CBZ, FNB 5sRS
SSP 34  f muito jovem Bxm CPC D DIR AH  Amig-hipoc PB, CBZ, VPA 8sRS, 1¢RS
CASL 43 m TE ESQ Amig-hipoc 10sRS, 1eRS
BNS 15 f 12 8m ESQ AH OXC,DIV 1sRS 1:RS
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ABREVIATURAS:
Identificagdo: Paciente (PAC) ;Idade/Sexo (1I/S) Inicio:inicio das crises (INICIO);
Tipo de epilepsia (TC): crises parciais complexas (CPC), generalizadas(CPG) atonicas (CAT).
Tempo de epilepsia: (TE);
Registro de campo: EEG interictal/ictal (EEGI/IC): temporal direita (TD); Temporal esquerda (TE), bitemporal (BT)
Localizagdo: Hemisfério Direito (DIR), esquerdo (ESQ)
Cirurgia: amigdalo-hipocampectomia (Amig-hipoc); hemisferectomia (HEMISF)
Farmacos antiepilépticas (FAE): amitriptilina, (amt)fenobarbital (PB); carbamazepina (CBZ), Clobazan (CLB), topiramato (TOP), fenitoina (PHT) valproato
sédico (VPA), Trinuride (TRIE) divalproato sédico (DVPA), gardenal (GAL), oxcarbamazepina (OCBZ),
Fregléncia das crises (FREQ)
Ressonancia Magnética (RMF) atrofia hipocampal (AH), esclerose hipocampal (EH)
Drogas antiepilépticas (DAE):
Numero e padrées de disparo estudado (Cel)
Sem informacgao (SI)
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FIGURA 25. Registros Eletrofisiolégicos dos 4 padrdes béasicos encontrados em CA1 do tecido
hipocampal humano. Em A-D mostra os potenciais de agdo provocados por diferentes
correntes (incremento de 0.1 nA) A) neurénio RS; B) neurbnio FS; C) neurdnio IB e D)

neurénio ROB.

NEURONIOS RS:
CARACTERISTICAS GERAIS:

Assim como nos outros grupos, os neurdnios. RS do tecido hipocampal
humano em nenhum momento despolarizaram em salva. A figura 26
representa um exemplo de um neurdnio RS, com morfologia piramidal. Em
resposta a aplicacdo de pulsos supralimiares crescentes sao observadas a
adaptacao dos disparos. A FAHP foi freqliente em 95% (n:205) dos neurdnios
RS. A DAP foi observada em 43% (n:93).

Pulsos hiperpolarizantes provocaram uma variagdo de voltagem da
membrana plasmatica de -100 até -53 mV (figura 15). Quando o potencial de
membrana era inferior a —80 mV, a SAG esteve presente em 47% (n:103), dos

neurénios RS registrados. Houve redu¢cdo do numero de neurbnios RS que
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exibiam uma SAG evidente, quando comparados com 0s animais sem epilepsia
e similares aos animais tratados com pilocarpina. Ao observarmos a onda SAG
observamos que a inclinagcao ocorria de forma gradual (n:82), chegando a

estabilizacao final em torno dos 180 ms ou abrupta onde a estabilizacio ocorria
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antes dos 120 ms (Figura 26).

B
\

FIGURA 26 Exemplo de um neurénio RS humano. A) Identificagdo morfoldégica do neurénio piramidal
marcado pela biocitina, desenho em cémara clara, A:200X. B-C).Caracteristicas elétricas do mesmo
neurénio. B) A aplicagdo de correntes supralimiares de crescentes provocam o aumento do numero de
potenciais de agéo. (*) Notar presencga de FAHP (a) e auséncia de DAP e yAHP. C) Curva IV mostrando
a variagdo da voltagem em resposta a aplicagdo de pulsos hiperpolarizantes. D) Pulsos
hiperpolarizantes podem promover a ativagdo da corrente IH (0) duas formas: gradual (superior) ou

abrupta (abaixo). OBS:A-D (superior) representam os dados do mesmo neurdnio.

Aw
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EsTuDO DA ACOMODAGAO NEURONAL NOS NEURONIOS RS EM CA1 HUMANO

A diversidade do comportamento de acomodacgcao dos neurbnios RS foi
maior do que nos grupos anteriores. Além da divergéncia temporal de
acomodacido, observamos que nos neurbnios humanos uma pequena
populacdo de neurbnios apresentou um periodo de laténcia para dispararem
seus potenciais de agédo. Dessa forma, o padrdao RS foi subcategorizado como:
RS acomodacéo rapida (gRS) (n: 58), acomodacao lenta (sRS) (n:144) e RS
de acomodagao lenta porém com laténcia para os disparos (LRS) (n: 17).
(Figura 27). A tabela 10 mostra as propriedades elétricas dos subtipos de
padroes RS humanos. Na parte 2 dos resultados serdo apresentados o
resultado do estudo comparativo das propriedades.

Os neurdnios RS apresentaram uma frequiéncia inicial superior aos demais
subtipos de neurdnios RS (116 Hzt 13). Esta cai abruptamente estabelecendo
a acomodacgao dos disparos (=z38Hz) que ocorre nos primeiros 40 ms de
estimulacéo.

No padrédo sRS, a frequéncia inicial dos potenciais de acédo (<90Hz) foi
ligeiramente inferior a observada no FRS na maioria dos neurénios sRS(n:140).
Em 4 neurdnios entretanto, a frequéncia instantanea inicial atingiu a 100 Hz
apds aplicacdo de 0.8 nA. A acomodacao dos disparos ocorria de forma
gradual em um tempo posterior a 60 ms. As frequéncias de acomodacgao foram
similares ao RS (40+8)Hz. Entre os potenciais de agao observou-se pequenas
espiculas despolarizantes, similares as encontradas no padrao RS dos ratos
tratados com pilocarpina.

No subtipo | RS, a frequéncia instantanea inicial (84Hz) e o comportamento
temporal de acomodagédo dos potenciais de agdo foram similares ao grupo

sRS, Contudo a frequéncia de acomodacgao (37 Hz) foi inferior ao sRS, além
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disso verificamos a existéncia de laténcia para a geragéao do primeiro potencial
de acdo. Correntes supralimiares (=0.3nA) provocaram o aparecimento de1-3
potenciais de acgdo isolados apos 50 ms (50-100 ms), esta laténcia é mantida

durante os pulsos subsequentes.
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FIGURA 27: Registros eletrofisiolégicos representativos das subclasses do padrao RS e
suas respectivas curvas de acomodagao mediante a aplicacdo de 0,8 nA. A) A curva do
padrao RS, caracteriza-se por apresentar potenciais com alta freqiiéncia seguido por
uma queda abrupta e acomodacio dos disparos antes dos 50 ms iniciais. B) No padrao
sRS a frequiéncia do primeiro intervalo é inferior ao RS, e a acomodagao é alcangada
gradualmente B) No padrao RS, existe uma laténcia para a geracdao do primeiro

potencial de agdao, o comportamento de acomodacao é similar ao sRS.



RESULTADOS 90

VARIAGCOES MORFOLOGICAS IDENTIFICADAS PELA MARCAGAO COM BIOCITINA:

A figura 28 mostram exemplos ilustrativos de dois neurdnios piramidais
RS registrados de CA1 Humano. Observe que em A, o neurdnio RS apresenta-
se com rica arborizagcédo dendritica. O registro deste neurdnio foi obtido de um
paciente POL (Tabela 3) que nao apresentava atrofia hipocampal e foi
submetido a hemisferectomia. Em B) neurdnio RS com pouca arborizagéo
dendritica Os registros deste neurénio foi obtido do paciente RSR (Tabela 3)

que apresentou atrofia hipocampal submetido a amigdalo-hipocampectomia.
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50 um

A == B

FIGURA 28: Neurénios RS marcados com biocitina. A) Desenho em cdmara clara de um neurénio RS de um hipocampo sem atrofia hipocampal
(20X), em A’ fotomicrografia do mesmo neurénio A:200X. B) Desenho em camara clara de um neurénio RS de um hipocampo com atrofia

hipocampal (20X), em B’ fotomicrografia do mesmo neurénio A:100X.
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Neurédnios FS:
CARACTERISTICAS GERAIS:

O padrao FS representou uma pequena parcela das células registradas
cerca de 2% (n:4). Em nosso estudo ndo obtivemos registros estaveis por mais
de 5 minutos, o que impossibilitou a marcacgao intracelular desses neurbénios
com biocitina. Pulsos hiperpolarizantes provocaram uma variagao de voltagem
da membrana plasmatica de —120 até -75 mV, valores mais negativos do que
os demais padroes. A SAG nao foi observada em nenhum dos neurénios FS.

Os potenciais de acado foram caracterizados pelos intervalos curtos
(McCornick, 1985). As amplitudes dos potenciais de agao foram irregulares
Apresentaram um AHP proeminente e yAHP ausente. A DAP, também nao foi

observada (Figuras 25 e 29).

ESTUDO DA ACOMODAGCAO NEURONAL
A caracteristica marcante revelada pela frequéncia instantanea foi a
auséncia de acomodacido dos disparos sendo mantida acima dos 100Hz

(Figura 29)
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FIGURA 29 Caracteristicas elétricas do padrédo FS humano. A) A aplicagdo de correntes supralimiares

crescentes provoca o aumento do numero de potenciais de agdo. (*) Notar a irregularidade das

amplitudes dos potenciais B) Curva IV mostrando a variagdo da voltagem em resposta a aplicagao de

pulsos hiperpolarizantes,C) A curva de freqiiéncia instantdnea mostra a inabilidade de acomodagéo dos

disparos
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NEURONIOS IB:
CARACTERISTICAS GERAIS:

Os neurbnios IB representam 5% (n:13) dos neurbnios de CA1
estudados. As propriedades elétricas foram sumarizadas respectivamente na
tabela 8.

Nas figuras 25 e 30, mostram exemplos de um neurénio IB registrado no
tecido humano, onde podem ser observado que a aplicagdo de pulsos
supralimiares crescentes provocou uma atividade inicial dupla. Esta atividade
foi observada na maioria dos neurdnios IB (n:10), Em 3 neurbnios IB a
corrente aplicada geradora do primeiro potencial de agdo provocou o
aparecimento de um potencial de acgao isolado. O fAHP e DAP estavam
presentes apos a atividade isolada.

As correntes hiperpolarizantes evidenciaram variacdo da voltagem da
membrana —95 a —-56 (Figura 30). Da mesma forma em que haviamos visto nos
grupos anteriores nao observamos a presengca da SAG. O estudo de
associacao entre as frequéncias de SAG, FAHP e DAP do padrao IB com os
demais padrdes do tecido humano serao relatadas no capitulo 2.

Nas demais correntes despolarizantes nao foram identificados potenciais

de acéao isolados apds a atividade em salva
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FIGURA 30 Caracteristicas elétricas do padrdo IB humano. A) A aplicagdo de correntes supralimiares
crescentes provoca o aumento do numero de potenciais de agao. B) Curva IV mostrando a variagédo da

voltagem em resposta a aplicagao de pulsos hiperpolarizantes

ESTUDO DA ACOMODACAO NEURONAL VARIANTES DOS NEURONIOS IB EM CA1
HUMANO

Em 61% dos neurbnios IB (n: 8) apresentaram acomodagédo dos
potenciais de acdo 43 (£15)Hz ocorrendo apos os 80 ms de registro, estes
neurdnios foram classificados como “IB” com acomodacdo presente (alB)
(Figura 31). A frequéncia instantanea inicial (90 Hz £ 10) foi similar aos sRS
humano e sRS e IB de ratos apds a aplicagao de 0.8nA

Assim como nos ratos tratados com pilocarpina, registramos um
segundo tipo de neurdnios IB, onde ndo foi observada acomodagdo dos

potenciais — wIB em 39% (n:5). A frequéncia foi mantida a valores superiores a
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100 Hz antes da interrupcdo brusca. Dentro do padrao wIB foi identificado
primeiro potencial de acdo isolado. Além disso, a atividade em salva era

interrompida antes dos 150ms (Figura.31)
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FIGURA31: Registros eletrofisiolégicos representativos e comportamento de acomodacao dos
potenciais de acdo das subclasses do padrdo IB mediante a aplicacdo de 0,8 nA. A) A curva

do padrado ,IB, caracteriza-se por apresentar acomodag¢do B) No padrao ,IB caracteriza-se

Neuronios ROB:
CARACTERISTICAS GERAIS:

Esta classe representa 11% (n:29) dos neurdnios hipocampais humanos. A figura 32
mostra o aspecto morfolégico de um neurdnio ROB e algumas caracteristicas eletrofisioldgicas
do disparo. A aplicagao de correntes supralimiares provocaram o aparecimento de atividade

dupla em 69% (n:20). Em média, a variagdo de voltagem da membrana foi de —100 até -58 mV
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A SAG estava presente em 69% das células registradas (n:20). Além disso,
assim como nos neurbnios RS, verificamos que a inclinagdo da SAG podia ser
gradual (fig:33AC) (n:14), chegando a estabilizagao final em torno dos 180 ms

ou abrupta onde a estabilizagdo ocorria antes dos 120 ms (fig:33BD) (n:6)
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FIGURA 32. Neurdnio ROB de CA1 humano. A) Identificagdo morfoldgica do neurdnio piramidal marcado
pela biocitina - desenho em camara clara, A:200X. B-C).Caracteristicas elétricas do mesmo neurdnio.
B) A aplicagédo de correntes supralimiares crescentes provoca o aumento do numero de potenciais de
acao, inicialmente com uma atividade em doublet com a presenga de (AHP (a); DAP e (b)yAHP.(c) que
podem persistir durante a estimulagéo (*). C) Curva IV mostrando variagdo da voltagem em resposta a
aplicagcao de pulsos hiperpolarizantes.
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ESTUDO DA ACOMODAGAO NEURONAL VARIANTES DOS NEURONIOS ROB EM CA1
HUMANO

Para a subcategorizacdo deste padrdo, foram aplicados os mesmos
critérios usados para o grupo de ratos, onde a presenga de acomodacgao € o
seu comportamento temporal foram determinantes. Dessa forma foram
identificados: ROB com acomodagao rapida (FROB); acomodacéo lenta (sROB)
ou ainda acomodacéao ausente (wROB) (figura 33)

Os neurénios FROB representam 42% dos neurbnios ROB. Apresentam
atividade dupla no ICAP. A SAG invertida também estava presente na maioria
dos neurbnios registrados com este padrao (Figura33a1). A atividade em salva
composta por no maximo 3 espiculas, sem DAP apds a atividade em salva
durante a aplicagao de pulsos elevados supralimiares elevados (Figura 33a1.3).
A freqUéncia inicial era superior a 200 Hz (220+ 20) seguida por uma queda
abrupta chegando a acomodacgéo dos disparos (= 40Hz) ocorrendo em torno
dos 50 ms (50+13) (Figura33a4).

Os neurbnios sROB representam 45% do padrao ROB. Eles foram
caracterizados pela presenca de potenciais de acao isolados em resposta ao
ICAP. Assim como no grupo eROB, a SAG e a SAG invertida também estavam
presentes nos neurdnios sROB registrados (Figura26g4). A atividade em salva
era composta por no maximo 3 espiculas seguida pelas FAHP, DAP e o yAHP
independente da corrente aplicada. (Figura33gs.3). A frequéncia de disparo
inicial era elevada porem inferior ao FROB (<170Hz) seguida por queda gradual
chegando a acomodacdo dos disparos (= 40Hz) ocorrendo apds 80

ms(Figura33g,).
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Um pequeno grupo de neurdnios ROB difere dos demais pela inabilidade
de acomodacgao dos disparos, os wROB representam 13% do padrdao ROB. A
primeira atividade provocada pelo ICAP é composta por uma atividade em
salva com no minimo 3 disparos, sendo que entre eles e apds a salva o FAHP
encontra-se com amplitudes elevadas. Apds a atividade em salva, o DAP e o
mAHP também foram observados independente da corrente aplicada. (Figura
33cp1-3). A atividade em salva pode ser seguida ou por potenciais de acéo
isolados, com caracteristicas distintas dos demais ROB, ou por nova atividade
em salva (n:4). A analise da frequéncia instantdnea, ndo evidenciou
acomodacdo dos disparos, pois a frequéncia foi mantida acima dos 90Hz
(Figura33cps4). Embora tenha se verificado a presenca de um exemplar wROB

em ratos controles.
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FIGURA 33. Registros eletrofisiolégicos representativos dos subtipos dos neurbénios ROB
registrados de tecido humano. Em A-D mostra os diferentes subtipos deste padréo
respondendo a aplicagdo de correntes hiperpolarizantes e despolarizantes (1-3) e as
respectivas curvas das freqiéncias instantaneas (CFl). Em A) -mostra o padrdo ROB- Notar a
atividade dupla com auséncia de FAHP, DAP e mAHP (1-3) e a CFl mostra a rapida
acomodacéao dos potenciais de acgao (4). Em B) padrédo sROB mostra a CFl com acomodagao
lenta dos potenciais de agdo (4). Em C-D) padrdo wROB com duas CFls mostrando a auséncia
de acomodacédo dos potenciais de agéo (4). Notar que a aplicagdo de correntes elevadas pode
provocar, apds a atividade em salva inicial, o aparecimento. de potenciais isolados (C) ou uma
nova atividade em salva (D). Notar: em B-D a presenca de rFAHP, DAP e mAHP. Em Ae C a
SAG inclinagéo abrupta (antes dos 100 ms) Em B-D C a SAG ¢ inclinagcao gradual (posterior a
100 ms)



TABELA 4. Propriedades elétricas medidas das trés classes principais de neurbnios de CA1 do tecido Hipocampal Humano.

Propriedades (RS RS sRS FS IB +rROB sROB wROB
PM (mV) -68.51+5.96 -72.64+6.99 -67.38+5.13 -78.25+2.36 -63.88+4.34 -71.09+4.48 -69.88+8.40 -75+£10.2
(n:58) (n:17) (n144) (4) (n:13) (n:11) (n:13) (n4)
IR (mW) 37.15+7.71 28.5146.19 34.99+13.02 52.42 +2.18 35.27+8.83 29.39+19.08 34.32+3.82 44.75+11.87
(n:56) (n:17) (n:140) (4) (n:13) (n:11) (n:13) (n:4)
TC (ms) 11.70+1.44 11.93+£1.05 11.20+1.21 14.75+1.25 13.45+2.02 11.69+1.84 11.88+1.69 13.83+0.28
(n:50) (n:17) (n:131) (n:4) (n:13) (n:11) (n:13) (n:4)
ICAP (nA) 0.20+0.14 0.14+0.25 0.20+0.20 0.22 +0.05 0.21 £012 0.23+0.13 0.21+0.10 0.13+0.11
(n:57) (n17) (n:142) (n:4) (n;13) (n:11) (n:13) (n:4)
LIM(mV) -52.28+8.43 -49.52+8.29 -46.29+23.6 -63.50+3.69 -52.46+6.52 -53.03+6.08 -52.28+8.43 -63.7£15.34
(n:57) (n:17) (n:142) (n:4) (n:13) (n:11) (n:13) (n:4)
AMP (mV) 83.62+4.25 86.17+3.73 84.91+5.24 83.62+4.25 82.1+10.41 84.09+5.20 82.53+7.74 83.25+12.4
(n:57) (n;17) (n:142) (n:4) (n:13) (n:11) (n:13) (n:4)
DUR (ms) 3.6£0.99 3.53+0.99 3.5%1 2.75+1 2.30+0.99) 2.4+0.99 2.90+0.98 2.5+1
(n:53) (n:17) (n:138) (n:4) (n:13) (n:11) (n:13) (n:4)
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Abreviaturas: -potencial de membrana (PM); resisténcia de entrada (IR), constante de tempo (TC); limiar do 1° potencial de ag&o (LIM); amplitude do

1° potencial de agcédo (AMP), duragéo do do 1° potencial de agdo (DUR)
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SUMARIO DAS CARACTERISTICAS OBSERVADAS NOS PADROES DE DISPARO DOS

GRUPOS: RATOS CONTROLES, RATOS TRATADOS E TECIDO HUMANO.

DISTRIBUICAO DOS PADROES DE DISPARO BASICOS NA AREA DE CA1 HIPOCAMPAL

A Figura 34 mostra indicativos da distribuicdo dos padrdes basicos
encontrados nos trés grupos de estudo. O padrdo RS foi predominante nos
grupos estudados. Dos 93 neurbnios registrados no grupo de ratos controles,
70% (n:65) apresentaram caracteristicas RS. No grupo de ratos tratados, dos
45 neurdnios estudados, 51% (n:23) apresentavam esta caracteristica. No
tecido humano verificamos que, dos 265 neurbnios estudados, 219
apresentaram caracteristicas RS, representando 80% dos neurbnios

estudados.

11%
22% #15% 27% 52% 59 TN B2%
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FIGURA 34. Distribuicdo (em porcentagem) das principais classes de disparo neuronal encontrado

em ratos controles (A); ratos tratados com pilocarpina (B) e tecido hipocampal humano (C). Notar:

redugcdo de neurbnios com disparo RS e o aumento dos neurdnios com atividade em salva nos

ratos tratados com pilocarpina. Porcentagem elevada dos neurbnios RS

no tecido humano.

Abreviaturas: RS- Regular Spiking*; FS- Fast Spiking*; IB-Intrinsic Bursting*; ROB-Repetitive

Oscillatory Bursting.
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Nesta primeira parte dos resultados buscamos fazer uma descricdo dos
padrdes observados nos trés grupos de estudo. Na tabela 5 estdo sumarizadas

os principais achados encontrados na primeira parte deste estudo.






TABELA 5- Sumario dos principais achados encontrados em ratos controles, ratos tratados com pilocarpina e tecido hipocampal Humano.

PADROES 0% | PAisolado*| PA em salva % SAG % de FAHP | % de DAP | Fr. Inic (Hz)* | Acomod (ms)* Fr Acomod (Hz)*
RS: 71 + - 60 57 44
FRS 60 61 64 54 140 £15,65 21,28+14,49 30+ 6
@ sRS 40 57 46 31 80 £10 55,7+11,7 31+ 7
s LRS - - - - - - - - -
5 FS . - : : : : - : .
8 1B AlB 7 - + - - NM 85+13 70+ 10 35+12
» wiB - - - - - - - -
% ROB 22 + + 71,42 85 52.38
14 rROB 33 57,14 100 71,42 230+25,39 50+ 5 36+3
sROB 62 69,2 100 76,9 157 +6,41 65+8 38
wROB 4 - + 100** 100 100% 90 - -
RS: 52 - - 47 78 50
FRS 30,43 43 72 57 120421,44 34112 3718
g sRS 69,57 50 81 43 89+10 60+11,4 4516
O « LRS - - - - - - - - -
9z [Fs : : : : : : : : -
= n<‘ 1B 21 + + - 20 20
g0 AlB 70 - 7846,93 ~80 37111
=9 wiB 30 2 ** - 100
2a [roB 27 ¥ ¥ 83 75 67
é rROB 41 60 85 60 200+40,12 45+3 39+10
sROB 59 100 66 71 140427,2 6510 42+7,2
wROB - - - - - - - - -
RS: 82 + - 47 95 43
o FRS 27 26 98 75 116+13 ~40 38+5
< sRS 66 52 92 36 90+11 ~70 41+5,1
=5 LRS 7 76 100 41 8418,9 ~160 373,56
Sz FS 2 + - - 100 120+10 - -
°os [ 5 + + - 23 23,07
T :3: AlB 61 0 0 90+11 607 40+9
Q wiB 39 60 60 ~100
o ROB 11 + + 69 77% 65
o rROB 42 72 75 66 22020 50+13 38
sROB 45 78 84 61 150423 10020 40
wROB 13 50 75 75 120




Abreviaturas:

Percentual de observacgées (0%)

Presenca de potenciais de agao isolados (PA isolado)
Presenca de atividade em salva (PA em Salva)
Ausente (-), Presente (+), ndo mensurado (Nm)
Percentual de FAHP (% AHP)

Percentual de (% DAP)

Frequéncia instantanea inicial (Fr. Inic)*

Tempo de acomodagéo (Acomod)*

Frequéncia de acomodagéo (Fr Acomo

106
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PARTE II: PROPRIEDADES ELETRICAS NOS PADROES DE DISPARO OBSERVADOS

Do Tecibo HIPOCAMPAL HUMANO:

O estudo das propriedades elétricas entre os padroes de disparo do
tecido humano sera apresentado em dois momentos. Primeiramente, serdo
comparadas as meédias das propriedades eletrofisioldgicas dos padrdes de
disparo encontrados no tecido humano através de uma analise quantitativa.
Posteriormente serdo apresentados os resultados da analise qualitativa
realizada através de testes de associacéo.

Nas duas anadlises, foram considerados como diferencgas
estatisticamente significativas qualquer valor de P<0.05 (a=5%).

Os resultados deste estudo foram organizados de acordo com a

propriedade elétrica mensurada.
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ANALISE DAS VARIAVEIS QUANTITATIVAS

A analise estatistica usada para detectar diferengcas entre as
propriedades elétricas dos padrbes de disparo do grupo (tecido humano) foi a
Analise de Variancia Fatorial com um fator. Os pardmetros analisados foram:
potencial de membrana (PM); resisténcia de entrada (IR); constante de tempo
(TC); corrente injetada para o primeiro potencial de agao (ICAP), Limiar para o
primeiro potencial de acado (LIM), amplitude (AMP) e duragdo (DUR) do
primeiro potencial de agao. O fator em estudo foi Grupo com 1 nivel (tecido

humano) e Padrao com 8 niveis.

POTENCIAL DE MEMBRANA (PM):

As médias dessa propriedade precisaram ser ponderadas pelo método de
minimos quadrados, onde o valor da variancia foi usado para a composi¢cao
dos pesos. Através da analise de variancia da propriedade PM (Tabela 6) péde
ser observado a existéncia de diferenca significativa entre as médias dos
padrées (P<0.01) em relacéo a propriedade.

Através do teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer, observamos
que existem diferengas significativas entre a médias do PM dos neurénios com
padrédo 1B, ao nivel de significancia de 5% com (RS (P=0.01), .RS (P=0.03), FS
(P<0.01), FROB (P<0.01), sROB (P=0.02) e wROB (P<0.01). O padréo IB foi
mais eletropositivo que os demais padrées. Em um outro extremo as células FS
foram as mais eletronegativas. Os neurbnios que apresentam o padrédo FS
diferem com nivel de significancia de 5% com os padrées RS (P<0.07),

L RS(P<0.01), IB(P<0.01); FROB(P<0.01), sROB(P<0.01)(Tabela 7).
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RESISTENCIA DE ENTRADA (IR)

A tabela 6 mostra a analise de variancia da IR, onde foi verificada diferenca
significativa entre as médias dos padrdes (P=0.002) em relacéo a propriedade.
A resisténcia do padrao FS encontrava-se mais elevada’ diferindo
estatisticamente, com nivel de significancia de 5%, dos padrdes sRS; RS e
rROB calculada pelo teste de comparagbes multiplas de Tukey-Kramer O
padrdo | RS apresentou resisténcia de entrada inferior aos demais (tabela 7),

entretanto este valor ndo foi estatisticamente significativo.

CONSTANTE DE TEMPO (TC)

As médias dessa propriedade foram ponderadas pelo método de minimos
quadrados, onde o valor da variancia foi usado para a composicao dos pesos.
A tabela 6 mostra a analise de variancia da TC, onde foi verificada diferenca
significativa entre as médias da propriedade entre os padrdes (P<0.01) em
relagao a propriedade.

A TC dos neurbnios com o padrdo FS encontrou-se mais elevada que os
demais padrodes, diferindo estatisticamente, com nivel de significancia de 5%,
dos padrdes RS (P=0,02); sRS (P<0,001); sROB (P=0,02) e rFROB(P=0,02)
(tabela 12). Ja o padrao sRS apresentou uma TC inferior, diferindo dos padroes

FS, IB e wROB (tabela 7).com os mesmos 5% de significancia

CORRENTE INJETADA PARA O PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (ICAP)
Através da analise de variancia, verificamos que nédo houve diferenca

significativa entre as médias do fator padrao (p=0,09) (Tabela 6)



11‘

LIMIAR DO PRIMEIRO POTENCIAL DE ACAO (LIM):
Verificamos que ndo houve diferenga significativa entre as médias da

propriedade em relagao ao padrao (p=0,09) na analise de variancia (tabela 6).

DURAGAO DO PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (DUR)

As médias da DUR foram ponderadas pelo método de minimos quadrados
e o valor da variancia foi usado para a composicdo dos pesos. A tabela 6
mostra a analise de variancia, sendo verificada diferencga significativa entre as
médias da propriedade em relagédo aos padrdes (P<0.01).

O subtipo RS diferiu estatisticamente, com nivel de significancia de 5%,

dos padrées IB, FROB e wROB.

AMPLITUDE DO PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (AMP)

As médias do AMP precisaram de ponderacdo pelo método de minimos
quadrados, cujo o valor da variancia foi usada para a composi¢ao dos pesos.

A tabela 22 mostra a analise de variancia da propriedade AMP e através
dessa analise péde ser observado que existe diferenca significativa entre as
médias da propriedade em relagédo aos padrdes (P=0.049).

Utilizando o teste de comparagbes multiplas de Tukey-Kramer né&o foi
possivel determinar o padrdo que difere dos demais. Desta forma foi aplicado
um segundo teste, o teste DMS. A tabela 12, mostra que as amplitudes do
padrao sRS s&o similares aos padrdes RS e FS porém diferem
estatisticamente demais padrboes. Os padrbes sRS e IB representam os dois

extremos, o primeiro caracteriza a AMP mais elevada e o segundo, inferior.
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TABELA 6- andlise de varidncia das propriedades eletrofisiolégicas mensuradas no
tecido hipocampal humano

Propriedades

Variagao PM* IR TC* ICAP LIM* AMP* DUR
GL Padrao 7 7 7 7 7 7 7
erro 256 248 240 251 254 255 253
Total corrigido 263 255 247 258 261 262 260
F calculado 14.43 3.20 28.83 0.36 1,74 2,05 13,74
Pr>F 0.0001 0.002 | 0.0001 0,9 0,09 | 0,049 |0,0001

GL = graus de liberdade. *Calculado a partir das médias ponderadas

TABELA 7- Comparagbes Multiplas das propriedades mensuradas no tecido

hipocampal humano

Parametros|  pm IR TC DUR AMP N
Padrées

¢RS -68.51bc | 37.15ab | 11.7 cd 3.6a 83.6 b 58
sRS 67ab | 3499 b 11.2d 35ab | 86.1a 144
RS -72bcdef | 2851b | 11.69abcd | 3.53ab | 84.9ab 17
FS -7825f | 5242a 1475a | 2.7abc | 83.75a,b 4
1B -63.88a | 3527ab | 1345abc | 2.3c 80.84 b 13
rROB -71.08 bede | 29.39 b 11.69 cd 24c | 84.09ab | 11
sROB -69.88bcd | 34.32ab | 11.88cd | 2.9abc | 82.53b 13
wROB 75bcdf | 44.75ab | 13.83ab 2.5¢ 83.20b 4

Letras minusculas a direita das médias comparam linhas dentro da mesma coluna

ANALISE DAS VARIAVEIS QUALITATIVAS

Na analise das variaveis qualitativas foi aplicado teste de associagcédo quanto
a presenca e auséncia em relagdo ao padrao. Os parametros avaliados foram:
onda despolarizante ativada durante a aplicagdo de pulsos hiperpolarizantes

(SAG), hiperpolarizagdo pods-potencial rapida (FAHP), hiperpolarizagédo pos-
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potencial média (wWAHP) e despolarizagdo pds-potencial (DAP). A tabela 8
representa numero de observacbes do parametro. O teste utilizado nesta

analise foi o Qui-quadrado (x%) de Associagédo, exato de Fisher unilateral com

P<0.05. Os resultados foram determinados a partir das seguintes

combinagdes:

Entre Grupos Dentro dos subtipos

e ROB X IB e sRS X RS e rROB X sROB
e RS X IB ¢ sRS XeRS e rROB X wROB
e ROB XRS e RS X RS e sROB XwROB

« RS XFS

TABELA 8: Presenca dos parametros qualitativos nos 4 padrdes basicos registrados
em CA1 humano

Caracteristicas
Padrao IH DAP AHP mAHP
RS 103 (219) 93 (216) 205(216) 68(214)
FS 0 (4) 0(4) 4(4) 0(4)
IB 0(13) 3(13) 3(13) 7(13)
ROB 20 (29) 19(29) 22(29) 16(29)
Total 123 (265) 107 231 91

Numero de observagdes, entre parénteses representam o numero total de neurdnios

ENTRE 0Ss PADROES IB X ROB

e PRESENCA DE SAG:

A SAG esteve ausente nos neurbnios IB e presente na maioria dos

neurdnios ROB estudados. A tabela 9 mostra a frequéncia desta caracteristica

e os residuos ajustados, através destes foi verificado que a sua presenca esta
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associada ao padrao ROB e auséncia de SAG esta associada ao padrao IB Os
valores positivos em negrito mostram a associagdo. O teste xz de Fisher

apresentou P<0.001, confirmando associacao entre padrdo e propriedade

e PRESENCA DE FAHP
Verificamos que a presenca de FAHP esta associada ao padrao ROB e sua
auséncia esta associada ao padrdo IB (tabela 9) O teste x* exato de Fisher

revelou um P=0.023.

e PRESENCA DE DAP
A presenca de DAP esta associada ao padrao ROB e sua auséncia esta
associada ao padrdo IB (tabela 9) O teste x? exato de Fisher revelou um

P=0.01.

e PRESENCA DE yAHP
A propriedade yAHP esteve presente em 15 neurdnios com o padrdo ROB
e 7 neurdnios com padrdo IB. O teste x> Exato de Fisher, ndo revelou

associagao entre o padrao e a presencga desta caracteristica (P=0.53).
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TABELA 9- Ajustes Residuais da presenca dos parametros qualitativos entre os

padrdes IB X ROB registrados no tecido hipocampal humano

SAG IB ROB TOTAL

Auséncia Observado 13 8 21
Esperado 6.7 14.3 21
Ajuste residual 4.3 -4.3

Presenca Observado 0 21 21
Esperado 6.3 13.7 21
Ajuste residual -4.3 4.3

Total Contado 13 29 42
Esperado 13 29 42

fAHP

Auséncia Observado 10 6 16
Esperado 5.2 10.8 16
Ajuste residual 2.3 -2.3

Presencga Observado 3 22 25
Esperado 6.8 19.2 25
Ajuste residual -2.3 2.3

Total Contado 13 29 42
Esperado 13 29 42

DAP

Auséncia Observado 10 10 20
Esperado 4.7 15.3 20
Ajuste residual 3.6 -3.6

Presenca Observado 3 19 22
Esperado 8.3 13.7 22
Ajuste residual -3.6 3.6

Total Contado 13 29 42
Esperado 13 29 42

P (calculado pelo Teste exato de Fisher) para a presenca de SAG <0.001;

presenca de FAHP =0.023; presenca de DAP =0.01. Os valores em negrito representam
associacgao caracteristica-padrao

ENTRE 0s PADROES RS X IB

e PRESENCA DE SAG:

A presenca de SAG esta associada ao padrao ROB e a auséncia esta

associada ao padréao IB (tabela 10). (Teste exato de Fisher P<0.001)
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e PRESENCA DE ‘AHP:
A presenca de FAHP esta associada ao padrao ROB, enquanto que sua

auséncia esta associada ao padrdo IB (tabela 10). (teste x? de Fisher, P<0.001.

e PRESENCA DE DAP:
Verificamos que a presenca de DAP esta associada ao padrdo RS e
auséncia associada ao IB observada através dos residuos ajustados (tabela

16). ( teste x2 de Fisher, P=0.01).

e PRESENCA DE zAHP
Assim como no estudo comparativo entre ROB x IB, verificamos a
inexisténcia de associacido entre RSX IB, onde a propriedade esteve presente
em 68 neurdnios com padrao de disparo RS e 7 neurénios IB. (teste exato de

Fisher, P=0.08)
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TABELA 10- Ajustes Residuais da Presenga dos parametros qualitativos entre os

padrdes RS X IB registrados no tecido hipocampal humano

SAG RS IB TOTAL

Auséncia Observado 116 13 129
Esperado 119.2 7.2 127
Ajuste residual -3.3 3.3

Presenca Observado 103 0 103
Esperado 97.2 5.8 103
Ajuste residual 3.3 -3.3

Total Contado 219 13 232
Esperado 219 13 232

FAHP

Auséncia Observado 11 10 21
Esperado 15 6 21
Ajuste residual -4.6 4.6

Presenga Observado 205 3 208
Esperado 200.9 7.8 208
Ajuste residual 4.6 -4.6

Total Contado 216 13 229
Esperado 216 13 229

DAP

Auséncia Observado 123 10 133
Esperado 127.1 5.9 133
Ajuste residual -2.4 2.4

Presenca Observado 93 3 96
Esperado 88,2 7.8 96
Ajuste residual 24 -2.4

Total Contado 216 13 229
Esperado 216 13 229

P (calculado pelo Teste Exato de Fisher): Para a presenca de SAG-P<0.07; para a presenca de

fAHP- P =0.001 ; presenca de DAP- P =0.01.
Os valores em negrito representam associagao caracteristica-padrao
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ENTRE 0s PADROES RS X ROB

e PRESENCA DE SAG:
Neste estudo de associacdo verificamos que a presenga de SAG esta
associada ao padrao ROB e a auséncia esta associada ao padrao RS (tabela

11). (teste x° exato de Fisher, P=0.01).

e PRESENCA DE AHP:
De posse destes dados verificamos que a presenca esta associada ao
padrdao RS e sua auséncia esta associada ao padrao ROB (tabela 11). (teste

x* exato de Fisher P=0.007

e PRESENCA DE DAP:
Verificamos que a auséncia de DAP esta associada ao padrdo RS enquanto
que sua presenca esta associada ao ROB (Tabela 11). (teste x* exato de

Fisher P<0.001).

e PRESENGCA DE yAHP
Através destes ajustes foi observado que existe associacdo quanto a
auséncia de yAHP estar associada ao padrao RS e sua presenga, com o

padrdo de disparo ROB (Tabela 11). (teste x? exato de Fisher P=0.007).
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TABELA 11-

padrdes RS X ROB registrados no tecido hipocampal humano

SAG RS ROB TOTAL
Auséncia Observado 116 9 125
Esperado 104 13 125
Ajuste residual 24 -2.4
Presenca Observado 103 20 123
Esperado 108.9 14.1 123
Ajuste residual -2.4 2.4
Total Contado 219 29 248
Esperado 219 29 248
fAHP
Auséncia Observado 11 6 17
Esperado 15 2 17
Ajuste residual -3.2 3.3
Presenga Observado 205 23 228
Esperado 200.9 26 228
Ajuste residual 3.2 -3.2
Total Contado 216 29 245
Esperado 216 29 245
DAP
Auséncia Observado 123 9 132
Esperado 116.3 15.7 132
Ajuste residual 2.7 -2.7
Presenca Observado 93 20 113
Esperado 100 13 113
Ajuste residual -2.7 2.7
Total Contado 216 29 245
Esperado 216 29 245
mAHP
Auséncia Observado 147 12 159
Esperado 140.6 184 159
Ajuste residual 2.7 -2.7
Presencga Observado 88 17 87
Esperado 83.9 9.6 87
Ajuste residual -2.7 2.7
Total Contado 214 29 243
Esperado 214 29 243

Ajustes Residuais da Presenca dos parametros qualitativos entre os

P (calculado pelo Teste Exato de Fisher) para a presenca de SAG=0.014; para a presenga de

FAHP=0.004, para a presenga de DAP <0.001, para a presenga de MAHP=0.007.
Os valores em negrito representam associagao caracteristica-padrao
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PADROES RS X FS
e PRESENCA DE SAG:
A SAG esteve ausente em todos os neurbnios FS registrados e presente
em 103 neurdnios RS. Comparando a presenca de SAG entre RS X FS, nao foi

observada associagao. (teste % exato de Fisher P=0.08).

e PRESENGA DE FAHP:
A rAHP esteve presente em todos os neurbnios FS registrados e em 205
neurdnios RS. A comparacdo entre a presenca da propriedade e os padrdes

nao revelou associagao (teste ¥* exato de Fisher P=0.81 ).

e PRESENGA DE DAP:
A DAP esteve ausente nos neurdnios com padrao FS registrados e
presentes em 93 neurdnios RS. A comparacado entre os padrdes nao revelou

associagao. O (teste x* exato de Fisher P=0,1 27)

e PRESENGA DE yAHP
A wAHP esteve ausente nos neurdnios FS registrados e presentes em 68
neurdnios com padrdao RS. A comparacdo entre os padrdes nao revelou
associagao, as observacbes estdo na tabela 37. (teste xz exato de Fisher

P=0,27)
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ENTRE SuUBTIPOS DE RS: sRS X RS
e _PRESENCA DE SAG:
A SAG estava presente em 13 neurbnios com padrao RS, nos neurdnios
sRS foram 75. Verificamos que a presenca de SAG esta associada ao padrao
LRS, enquanto que sua auséncia esta associada ao padrdo sRS (tabela 12).

(teste x* exato de Fisher P=0.049) .

e PRESENCA DE FAHP:
Entre sRS X |RS nao foi observada associacao entre presenca/auséncia do
rAHP e padrao. A propriedade FAHP esteve presente em 132 neurdnios sRS e

17 neurbnios | RS. (teste x? exato de Fisher P=0.31).

e PRESENGA DE DAP:
Nao foi observada associacdo entre presencga/auséncia e padrao entre os

subtipos sRS e |RS. (teste y? exato de Fisher P=0,056 )

e PRESENCA DE MAHP
Nao foi observada associagao entre presencga/auséncia em relagao sRS X
LRS. A propriedade yAHP esteve presente em 38 neurdnios sRS e 7 neurbnios

LRS. (teste x? exato de Fisher P=0,16) .
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TABELA 12- Ajustes residuais da presenga dos parametros qualitativos entre os
padroes sRS X RS

SAG sRS RS TOTAL

Auséncia Observado 68 4 72
Esperado 64.4 7,7 72
Ajuste residual 1.9 -1.9

Presenca Observado 75 13 88
Esperado 78.7 9.4 88
Ajuste residual -1.9 1.9

Total Contado 144 17 160
Esperado 144 17 160

P(calculado pelo Teste Exato de Fisher) para a presenga de SAG=0.049 Os valores em negrito
representam associagao caracteristica-padrao

ENTRE SUBTIPOS DE RS: sRS X RS
e PRESENCA DE SAG:
A SAG esteve presente em 75 neurdnios sRS registrados e em 42. (RS A
presenca de SAG esta associada ao padrao sRS, enquanto que sua auséncia

esta associada ao padrdo RS (Tabela 13). (teste % exato de Fisher P=0.01).

e PRESENCA DE FAHP:
Comparando a presenca de fAHP:entre sRS X (RS néao foi verificado
associacao. A propriedade foi observada em 132 neurbnios sRS e 56 neurbnios

rRS (Tabela 13) (teste % exato de Fisher P=0.12) .

e PRESENGA DE DAP:
A presencga de DAP esta associada ao padrao (RS enquanto que sua auséncia

esta associada ao sRS (Tabela 19). (teste % exato de Fisher P<0.007).
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e PRESENCA DE yAHP

Entre sRS X RS, observamos associacédo, onde a presenca esta associada

ao RS e a auséncia esta associada ao padrio sRS (Tabela 13). (teste % exato

de Fisher; P<0,0010).

Tabela 13 - Ajustes Residuais da Presenga dos Parametros Qualitativos entre os

padrdes de disparo sRS X (RS registrados no tecido hipocampal humano

SAG sRS RS TOTAL
Auséncia Observado 68 42 110
Esperado 78.7 314 110
Ajuste residual -3,4 3,4
Presenca Observado 75 15 90
Esperado 64.4 25.7 90
Ajuste residual 3,4 -3,4
Total Contado 143 57 200
Esperado 143 57 200
DAP
Auséncia Observado 92 14 106
Esperado 73 33 106
Ajuste residual 6.3 -6,3
Presenca Observado 50 43 93
Esperado 69 24 93
Ajuste residual -6,3 6.3
Total Contado 142 57 199
Esperado 142 57 199
nAHP
Auséncia Observado 118 18 136
Esperado 96.6 394 136
Ajuste residual 7.3 -7,3
Presenca Observado 22 39 61
Esperado 43,4 17,6 61
Ajuste residual -7,3 7.3
Total Contado 140 57 197
Esperado 140 57 197

. P (calculado pelo Teste exato de Fisher) para a presenca de SAG- P=0,01

. Presenca de DAP: P <0,001. Presenga de MAHP :P <0,001
Os valores em negrito mostram onde ocorre a associagao
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ENTRE SuBTIPOS DE RS: (RS X RS

e PRESENCA DE SAG:
A SAG foi observada em 15 neurénios com padrao (RS e em 13 |RS. A
presenca de SAG esta associada ao padrao RS enquanto que sua auséncia
de SAG esta associada ao padrdo (RS (tabela 14). (teste x* exato de Fisher

P<0.001).

e PRESENCA DE FAHP:
Entre FRS X RS nao foi verificada associagao entre a presenca/auséncia
de FAHP e padrao. A propriedade foi observada em 56 neurdnios com padrao

FRS e 17 RS (tabela 14). (teste x? exato de Fisher P=0.77).

e PRESENCA DE DAP:

A auséncia de DAP esta associada ao padrdao RS enquanto que sua

presenca ao padrdo (RS (Tabela 14). (teste y° exato de Fisher, P<0.01).

e PRESENCA DE yAHP

A auséncia de yAHP esta associada ao padrao RS enquanto que sua

presenca ao padrdo (RS (Tabela 14) (teste x? exato de Fisher, P=0.01).
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TABELA 14 - Ajustes Residuais da Presenca dos

padrdes de disparo FRS X RS,

Parametros Qualitativos entre os

SAG sRS LRS TOTAL
Auséncia Observado 42 4 46
Esperado 354 10,6 46
Ajuste residual 3,7 -3,7
Presencga Observado 15 13 28
Esperado 21,6 6,4 28
Ajuste residual -3,7 3,7
Total Contado 57 17 74
Esperado 57 17 74
DAP
Auséncia Observado 14 10 24
Esperado 18.5 55 24
Ajuste residual -2,6 2,6
Presenca Observado 43 7 50
Esperado 38,5 11,5 50
Ajuste residual 2,6 -2,6
Total Contado 57 17 74
Esperado 57 17 74
_nAHP
Auséncia Observado 18 11 29
Esperado 22,3 6,7 29
Ajuste residual -2,5 2,5
Presenca Observado 39 6 29
Esperado 22,3 6,7 29
Ajuste residual 2,5 -2,5
Total Contado 57 17 74
Esperado 57 17 74

P (calculado pelo Teste exato de Fisher) para a presenca de SAG <0,001. Presenca de DAP:

P <0,001. Presencga de ,AHP: P =0,01.0s valores em negrito mostram a associagao

ENTRE SuBTIPOS DE ROB

e PRESENCA DE SAG:

A SAG, esteve presente em 8 neurbnios com padrao FROB, 10 neurbnios

sROB E 2 neurénios, wROB. Nao foi observada associagdo. O teste exato de

Fisher ndo evidenciou significancia entre: FROB X sROB (P=0.59); FROB X

wROB (P=0.40) e sROB X\wROB (P=0.40)
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e PRESENCA DE FAHP:
A FAHP esteve presente em 9 neurdnios com padrao rFROB, 11 neurdnios
sROB e 3 neurbnios, wROB. Nao foi observada associacdo. O teste exato de
Fisher ndo evidenciou significancia entre: FROB X sROB (P=0.63); fROB X

wROB (P=0.72) e sROB X\ROB (P=0.33)

e PRESENCA DE DAP:
A DAP esteve presente em 9 neurdnios com padrdo FROB, 11 neurbnios
sROB e 3 neurbnios, wROB. Nao foi observada associacédo. O teste exato de
Fisher ndo evidenciou significancia entre: FROB X sROB (P=0.67); fROB X

wROB (P=0.72) e sROB XwROB (P=0.55)

® PRESENCA DE yAHP
A wAHP esteve presente em 8 neurbnios com padrdo (ROB, 6 neurbnios
sROB e 2 neurbnios, wWROB. Nao foi observada associacido. O teste exato de
Fisher ndo evidenciou significancia entre: FROB X sROB (P=0.18); fROB X

wROB (P=0.40) e sROB X\ROB (P=0.66)
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PARTE Ill - ESTUDO COMPARATIVO DAS PROPRIEDADES ELETRICAS DOS PADROES

DE DisPARO COMUNS OBSERVADOS EM RATOS E TECIDO HUMANO.

Neste estudo serdo apresentados os resultados da analise comparativa
entre as propriedades eletrofisioldgicas passivas daqueles neurbnios com
padrées de disparo comuns ao observado nos hipocampos de ratos (controles
e tratados com pilocarpina) e no tecido hipocampal humano.

Dessa forma foram excluimos os dados referentes aos padrdes: FS, RS
do tecido hipocampal humano; wROB de animais controles e tecido humano,
pois estes padrdes ndo foram encontrados nos trés grupos. As propriedades
mensuradas dos subtipos de células AlB e wIB, dos grupos de ratos epilépticos
e tecido humano, foram similares e dessa forma permaneceram agrupadas
dentro do padrao IB.

Neste estudo, foi aplicado o teste de a analise de variancia fatorial com
dois fatores (ANOVA Two-way). Os parametros analisados foram: potencial de
membrana (PM), resisténcia de entrada (IR), constante de tempo (TC), corrente
injetada para o primeiro potencial de acado (ICAP), Limiar de disparo (LIM),
amplitude (AMP) e duragédo do primeiro potencial de agdo (DUR). Os fatores
em estudo sdo Grupo com 3 niveis (1-Rato Controle; 2-Rato Tratado e 3-
Humanos) e Padrdo com 5 niveis (1-IB; 2-fFROB; 3-sROB; 4-RSF e 5-RSS).
Além disso, foram considerados valores estatisticamente significativos P<0.05.
Através desta analise verificaremos se as meédias diferem: Padrdo entre e
dentro dos grupos de estudo.

Os resultados deste estudo serdo apresentados de acordo com a

propriedade elétrica mensurada
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POTENCIAL DE MEMBRANA (PM):

As médias dessa propriedade foram ponderadas pelo método de minimos
quadrados, cujo valor usado para a composi¢gao dos pesos foi a variancia. A
tabela 15 mostra a analise de varidncia da propriedade PM, através dessa
analise pode ser observado que existe diferenga significativa entre as médias
de interagao grupo e padrao (p<0.01) em relagdo ao potencial de membrana.

As diferencas foram detectadas através do teste de comparacdes multiplas
de Tukey-Kramer, onde podemos observar a existéncia de diferenga
significativa entre a média do PM do Grupo Rato controle e a média do PM
Grupo humano dentro do padrao sRS (P<0.01)

Dentro do padrdo ¢RS, entre os grupos ratos controles e tratados com
pilocarpina, encontramos diferengas com P=0.01 (Tabela 16-letras maiusculas).

Analisando as médias dos padrdes dentro de cada grupo verificamos
diferencas significativas com nivel de significancia de 5%.

e Ratos Controles: O padrédo sRS de ratos controles difere significativamente
com P<0.01 do padrao RS, contudo nido foram observados diferengas entre os
demais padrdes (Tabela 16-letras minusculas).

e Ratos Tratados com Pilocarpina: Nao foram identificadas diferencas
estatisticas dentro do grupo (Tabela 16-letras minusculas).

e Tecido Hipocampal Humano: O padrao IB difere significativamente com
P<0.01 do padrdao (ROB, contudo nido foram observados diferencas entre os

demais padrdes (Tabela 16-letras minusculas).
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RESISTENCIA DE ENTRADA (IR)

A tabela 15 mostra a analise de variancia da propriedade IR, na qual, foi
observada interagdo grupo e padrdao (p=0.015) em relacdo a propriedade
mensurada.As diferencas foram detectadas através do teste de comparacdes
multiplas de Tukey-Kramer, onde podemos observar que existe diferenca
significativa entre as médias do IR do Grupo Rato tratado com pilocarpina e
Grupo Humano dentro do padrdao fROB ao nivel de significancia de 5%
(P<0.01). Nao foram observadas diferengas com relagao ao grupo controle e
nem aos demais padrdes. (Tabela 16-letras maiusculas).

Analisando as médias da propriedade dentro dos padrbes em cada
grupo nao verificamos diferencgas significativas com nivel de significancia de

5%.

CONSTANTE DE TEMPO (TC)

As médias dessa propriedade foram ponderadas pelo método de minimos
quadrados, cujo o valor da variancia foi usada para a composigao dos pesos.
A tabela 15 mostra a analise de variancia da propriedade TC, através dessa
analise pode ser observado que existe diferenga significativa entre as médias
de interagdo grupo e padrao (p<0.01) em relagédo a propriedade.

Através do teste de comparagbes multiplas de Tukey-Kramer, pdde se
observar diferenga significativa entre a média do TC do Grupo Rato controle
em relacdo ao tratado e ao tecido Humano dentro do padrao sRS com P<0.01,
mas entre os demais padrées ndo houve diferengas significativas (Tabela 16-

letras maiusculas).



=9

Dentro dos grupos ao analisarmos as médias dos padrdes verificamos
diferencas significativas com nivel de significancia de 5%.

o Ratos Controles: O padrdo sRS de ratos controles difere
significativamente com P<0.01 do padr&o RS e sROB, contudo ndo foram
observados diferengas entre os demais padrées (Tabela 16-letras
minusculas).

o Ratos Tratados com Pilocarpina: Nao foram identificadas
diferencas dentro do grupo (Tabela 16-letras minusculas).

o Tecido  Hipocampal Humano: O padrdo IB  difere
significativamente com P<0.01 do padrdao sRS, contudo ndo foram
observados diferengas entre os demais padrées (Tabela 16-letras

minusculas).

CORRENTE INJETADA PARA O PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (ICAP)

As médias do ICAP foram ponderadas pelo método de minimos quadrados,
cujo valor da variancia foi usada para a composi¢cdo dos pesos. Através da
analise de variancia desta propriedade nao foi observada diferencga significativa
entre as médias do fator grupo (P=0.61); fator padrao (P=0.09) e interagao

grupo*Padrao (p=0.09) em relagéo ao ICAP.

LIMIAR DO PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (LIM):

As médias do LIM precisaram ser ponderadas pelo método de minimos
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quadrados, e a variancia foi utilizada para a composi¢gdo dos pesos. A
tabela 15 mostra a analise de variancia desta propriedade e através dessa
analise observou-se a existéncia de diferenca significativa entre as médias de
interacédo grupo*Padrao (p<0.01).

As diferencas foram detectadas através do Teste de Comparagdes Multiplas
de Tukey-Kramer, onde podemos observar que existe diferenga significativa
entre a média do LIM do Grupo dos Ratos e a média do PM Grupo Humano
dentro do padrdo sRS ao nivel de significancia de 5% (P<0.01) (Tabela 16-
letras maiusculas).

Analisando as médias dos padrdes dentro de cada grupo nao

verificamos diferengas significativas (tabela 16- letras minusculas).

AMPLITUDE DO PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (AMP)

As médias do AMP foram ponderadas pelo método de minimos quadrados,
cujo valor da variancia foi usada para a composi¢cdo dos pesos. Através da
analise de variancia desta propriedade nao foram observadas diferencas
significativas entre as médias do fator grupo (P=0.61); fator padrédo (P=0.09) e

interagédo grupo*Padrao (p=0.09) em relagdo ao AMP.

DURAGAO DO PRIMEIRO POTENCIAL DE AGAO (DUR):
As médias dessa propriedade foram ponderadas pelo método de minimos
quadrados, utilizando o valor da variancia para a composicdo dos pesos. A

tabela 15 mostra a analise de variancia na qual, pbéde ser observado diferenca
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significativa entre as médias de interagdo Grupo*Padrao (p<0.01) em relagdo a
propriedade.
Nao observamos diferenca significativa entre as médias do LIM entre os
grupos. (Tabela 16 letras maiusculas).
Dentro de cada grupo verificamos diferengcas significativas com nivel de
significancia de 5%.

o Ratos Controles: A média do padrao RS de ratos controles difere
significativamente com P<0.05 do padréao IB e fFROB, contudo n&o diferem
de sRS e sROB. A média do padrao IB difere ainda do significativamente
com P<0.05 do padrao sRS (Tabela 16 -letras minusculas).

o Ratos Tratados com Pilocarpina: A média do padrdo RS deste
grupo difere significativamente com P<0.05 do padrao IB e FROB, contudo
nao diferem de sRS e sROB. A média do padrédo IB difere ainda do
significativamente com P<0.05 do padrdao sRS (Tabela 16 -letras
minusculas).

. Tecido Hipocampal Humano: A média do padrdo RS no tecido
humano difere significativamente com P<0.05 do padrdo IB e fROB,
contudo nao diferem de sRS e sROB. A média do padrao IB difere ainda
do significativamente com P<0.05 do padrdo sRS (Tabela 16 -letras

minusculas).
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TABELA 15- Analise de Variancia das propriedades mensuradas

Causas de Graus de Soma de Quadrado F Calculado Pr>F
Variagdo/Parametro [Liberdade Quadrados Médio
PM
Grupo 2 0.73 0.36 0.37 0.690
Padrao 4 23.52 5.88 5.88 0.001
Grupo*Padrao 8 45.24 5.65 5.66 <0.001
Erro 361 360.00 6.92
Total Corrigido 375 457.00 0.99
IR
Grupo 2 1696.06 848.03 7.45 0.001
Padrao 4 700.32 175.08 1.54 0.191
Grupo*Padrao 8 2211.23 276.40 2.43 0.015
Erro 353 40200.48 113.88
Total Corrigido 367 44816.53
TC
Grupo 2 2.69 1.34 1.34 0.260
Padrao 4 5.44 1.36 1.36 0.240
Grupo*Padrao 8 60.04 7.50 7.50 <0.0001
Erro 346 346.03 1.00
Total Corrigido 360 458.06
LIM
Grupo 2 18.27 9.13 9.14 <0.001
Padrao 4 6.72 1.68 1.68 0.153
Grupo*Padrao 8 31.75 3.96 3.97 <0.001
Erro 359 358 0.99
Total Corrigido 373 484.87
DUR
Grupo 2 70.68 35.34 35.33 0.2
Padrao 4 5.92 1.48 1.48 <0.001
Grupo*Padrao 8 19.49 243 243 0.01
Erro 357 357.04 1.00
Total Corrig_;ido 371 620.73

As médias do PM, TC, LIM foram

ponderadas
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TABELA 16 - Comparagdes Multiplas entre e intra grupos de estudo;

Grupos de Estudo
Propriedade Padrao Rato controle Rato tratado Tecido Humano
PM sRS B-73.63 b AB -69.97 a A -67.38 ab
RS A -64.73 a B -70.27 a AB -68.51 ab
IB A -66.04 ab A -67.6 a A -63.88 a
sROB A -69.46 ab A -69.41 a A -69.88 ab
rROB A -65.15ab A -66 a A -71.09 b
IR sRS A 41.69 a A 43.18 a A 35.00 a
RS A 38.48 a A 35.74 a A 3715 a
IB A 31.58 a A 38.54 a A 35.28 a
sROB A 44.09 a A 3597 a A 3432 a
fROB AB 43.52 a A 4941 a B 29.39 a
TC sRS A 13.02 a B 11.35 a B 1120 b
RS A 1030 b A 1244 a A 11.70 ab
IB A 1262 ab A 10.20 a A 1145 a
sROB A 949 b A 11.69 a A 11.88 ab
fROB A 11.31 ab A 12.71 a A 11.69 ab
LIM RS B -61.6 a B-58.06 a A-46.29 a
RS A -62.53 a A -56.08 a A -52.28 a
IB A -55.98 a A -55.60 a A -52.46 a
sROB A -55.36 a A -51.47 a A -55.26 a
fROB A -53.81 a A -49.80 a A -53.03 a
DUR RS A 3.34 ab A 3.50 ab A 3.52ab
RS A3.53 a A 3.58a A 3.6a
IB A22c A 23c A 2.3c
sROB A 2.78 abc A 2.93 abc A 2.9 abc
fROB A 2.42bc A 2.45¢c A2.4c

Letras minusculas a direita das médias comparam linhas dentro da mesma coluna
Letras maiusculas a esquerda das médias comparam colunas dentro da mesma linha
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DiscussAO

A marcacgao celular com biocitina teve como obijetivo identificar a morfologia
das células registradas dos trés grupos (ratos e tecido humano).
Historicamente, os neurdnios foram classificados de acordo com a sua
morfologia (tamanho, forma, arborizagao dentritica), propriedades bioquimicas
(neurotransmissores e proteinas associadas), porém critérios fisioldgicos
também estdo sendo utilizados para mostrar a correlacdo entre eles e desta
forma compreender a formacdo dos circuitos neuronais uma vez que a
membrana plasmatica ndo se comporta de maneira igual (Connors e Gutnick,
1990).

Alem disso, os neurdnios, por sua vez, diferem quanto ao tipo e distribuicao
de canais ibnicos do soma e dendritos (Connors e Gutnick, 1990; Contreras,
2004). Essas diferengas se manifestam nas diferentes formas dos potenciais
de agao e proporcionam a formagdo de padrdes de disparo (Connors e
Gutnick, 1990), dessa forma constituem as bases para a classificagdo
neuronal.

O presente estudo procurou inicialmente identificar e caracterizar os
padrées de disparo das fatias de hipocampo nos grupos de estudo (ratos
controles, ratos tratados com pilocarpina e tecido hipocampal humano) de
acordo com o comportamento de acomodacdo dos potenciais de agao
observados na curva da frequéncia instantanea. A partir desses achados
comparamos os parametros eletrofisiolégicos dos padrdes de disparo comuns

a ratos e tecido humano e diferencas dentro dos grupos.
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PADROES DE DISPARO OBSERVADOS NOS GRUPOS DE ESTUDO:

Estudos realizados em CA1 de ratos utilizando a técnica de patch clamp
demonstraram a existéncia de apenas um padréo identificado como padréo de
CA1 (Staff et al., 2000). Outros estudos revelaram a ampla heterogeneidade de
resposta nos neurénios de CA1(Masukawa, 1982; Jensen et al., 1994), assim
como em nossos estudos. Ndo esta claro o porqué dessa discrepancia, uma
das hipoteses seria a utilizagdo de diferentes tipos de eletrodos durante os
registros de “patch clamp” e os de “current clamp” influenciariam os disparos
neuronais (Staff et al., 2000).

Através dos registros intracelulares de CA1 dos grupos estudados foi
possivel caracterizar os disparos neuronais em condicdes proximas das
fisioloégicas. A mimetizagcdo do ambiente aconteceu através da perfusdo com o
Ringer normal e com isso foram evidenciados quatro padrdes de disparo
distintos, cuja nomenclatura adotada foi a mesma usada para a classificagao
de neurbnios neocorticais de diferentes espécies (McCormick et al., 1985
Connors e Gutnick, 1990; Silva et al., 1991; Yang et al., 1996), sendo: regular
spiking (RS), intrinsic bursting (IB), repetitive oscilatory bursting (ROB) e fast
spiking (FS). No presente estudo, os trés primeiros padrdoes foram observados
em ratos e tecido humano e o quarto padréo, FS, somente no tecido humano.

Nos neurbnios hipocampais humanos foram aplicados critérios semelhantes
para caracterizar os disparos de neuronios cortex de outras espécies (Connors
e Gutnick, 1990). Estudos iniciais em neocdértex humano apontavam para a
existéncia apenas do padrdo RS (Avoli e Olivier, 1989) entretanto estudos

preliminares de Stroubridge e colaboradores (1987) indicaram a presencga de
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neurbnios que disparavam em salva (Strowbridge et al., 1987). Outros relatos
identificaram os padrées de disparo RS e IB cortical humano (Foehring e Wyler,
1990) contudo o padréo IB, era diferente da descricdo em roedores (Connors e
Gutnick, 1990) e de nossas observagdes conforme veremos posteriormente.

A partir de agora discutiremos 0s principais achados encontrados nos

quatro padrées em estudo.

Neurdénios com potencias de agcao com intervalos regulares (do inglés
Regular Spiking - RS):

Em todos os grupos estudados, os neurénios RS constituiram a classe
de disparo predominante. Estes dados foram compativeis com os relatos
observados entre os neurdnios neocorticais (Connors e Gutnick, 1990; Silva et
al., 1991; Chen et al., 1996; Cho, 2004 e Contreras, 2004) e de CA1 (Sanabria
et al., 2001) de diferentes espécies. Entre os neurbnios RS do tecido
hipocampal humano também verificamos compatibilidade com os escassos
relatos existentes no tecido cortical humano (Foehring e Wiler, 1990, Foehring
et al, 1991) e a outras espécies (revisado por Contreras, 2004).

Ao compararmos o numero de observacdes dos neurbnios RS entre
ratos (controles e tratados com pilocarpina), verificamos um menor numero
observado de neurbnios com padrao RS nos animais tratados com pilocarpina
em relacao aos controles. A pilocarpina per se ndo parece ser responsavel pela
diminuicdo do numero de observagdes do padrdo RS. Animais que receberam
pilocarpina, mas nao desenvolveram status epilepticus (SE) apresentaram as
mesmas taxas de neurbnios RS, classificadas nesse estudo como n&o-bursters

(NB) quando comparadas com os controles (Sanabria et al., 2001).
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Curiosamente, ao contrario dos animais tratados com pilocarpina, nas
fatias de hipocampo humano a percentagem de neurbnios RS superou a taxa
observada nos animais controles. Entretanto a correlacdo entre a distribuigao
dos padrdes entre ratos e tecido humano, precisa ser interpretada com cautela,
pois no tecido humano existem outros fatores que interferem na condicdo do
tecido obtido na cirurgia. Entre as manifestagdes que possam interferir na
expressdo de um padrao de disparo inclui-se os aspectos clinicos (tempo de
epilepsia, idade do paciente, sexo, frequéncia das crises, drogas
administradas, presenga e grau de atrofia e esclerose hipocampal;
vascularizagdo do hipocampo, etc), condigcbes em que as fatias foram obtidas
(tempo de isquemia, manipulagéo do hipocampo). Comparando a ocorréncia de
neurdnios RS de CA1 humanos com os padrdes similares de CA1 em macacos
verificamos que neste, a populacdo de neurdnios com potenciais de acgao
isolados € oito vezes menor nos macacos (Altemus et al., 2005). Um estudo
comparativo dos padrdes eletrofisiolégicos nos neurdnios do nucleo central da
amigdala, em gatos, ratos e cobaias, determinou distribuigao distinta para cada
espécie estudada (Dumont et al, 2002).

Talvez o fator filogenético coligado a consequente complexidade do
sistema nervoso humano e as proprias condigbes patologicas da epilepsia
determine estas diferengas. Associando a esses fatores inerentes a
complexidade do cérebro humano e as caracteristicas da epilepsia,
salientamos que o modelo da pilocarpina em roedores possivelmente mimetiza
somente parte da epilepsia temporal humana. Esta questdo foi abordada
recentemente por Kohling e Avoli, (2006) da necessidade de rever a questéo

do modelo experimental e tecido humano.
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Existe escassez de estudos em tecido humano e nos poucos relatos
existentes o padrao de disparo predominante foi o RS em cortex (Foehring e
Wyler, 1990; Foehring et al., 1991) e subiculum (Wozni et al, 2003). Na
questdo do grupo controle alguns autores sugerem que na porgao cerebral
removida possam existir neurénios saudaveis e que estes seriam os controles
(Schwartzkroin et al., 1983), contudo a probabilidade de obtencéo de registros
eletrofisiolégicos nestes neurdnios sdo remotas, visto que, ha baixa densidade
destas células no tecido estudado. A questao da distribuicido dos padrdes entre
tecido normal e epiléptico, sera abordado novamente nas consideracgdes finais.

Independentemente do grupo estudado, observamos que os neurbnios RS
em nenhum momento despolarizaram salva de potenciais de acdo, os
potenciais de acao isolados apresentavam regularidade no intervalo que
culminavam na acomodacdo dos mesmos. Estes comportamentos
eletrofisiolégicos sdo caracteristicas determinantes na identificacdo dos
neurénios RS dos demais padrées (McCormick et al., 1985; Connors e Gutnick,
1990). O processo de acomodacéao serve para contrastar o comportamento dos
potenciais de acao e, foi primeiramente descrito como um fenédmeno psicofisico
em que a exposicao de estimulo de alta freqliéncia resulta numa subseqliente
reducao da percepgédo (Blakemore e Campbell, 1969)

Alguns relatos caracterizam os neurbnios RS neocorticais como
homogéneos (Silva et al.,, 1991a;b). Outros autores verificaram que os
neurdnios RS n&o eram tao similares quanto se pensava e diferentes critérios
passaram a ser adotados para diferenciar suas subpopulacbes, como:
hiperpolarizagdo pdés-potencial (AHP) (unifasico ou bifasico) em neurénios do

GD de pacientes com epilepsia (Dietrich, et al., 1999) e acomodagao dos
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potenciais de acdo em neocortex de diferentes espécies in vivo e in vitro
(Agmon e Connors, 1990; Gottlieb e Keller, 1997, Locke e Nerbonne, 1997a,
1997Db; Degenetais et al., 2002; Cho et al., 2004).

Nos neurbnios de CA1 de ratos e tecido humano verificamos que
existem diferencas quanto ao tempo que leva a acomodacao dos potenciais de
acao e adotamos critérios semelhantes aos aplicados para os neurbnios
corticais, onde levamos em consideracdo o comportamento temporal de
acomodacido. O comportamento de acomodacdo neuronal € um diferencial
para a identificagcao dos neurbnios RS sendo relatadas para qualquer area do
cérebro e independente da espécie em questdo (Connors e Gutnick, 1990,
revisado por Contreras, 2004).

Os neurdnios RS de CA1 foram classificados como RS de acomodagao
rapida (FRS), RS de acomodacéo lenta (sRS) e um terceiro grupo encontrado
exclusivamente no material humano que apresentou alem da acomodacgao
lenta, laténcia para a geracdo do primeiro potencial de acgédo, no qual
classificamos como (LRS).

Antes de discutirmos o comportamento de acomodacido dos potenciais de
acao, verificamos que a aplicacédo de 0.8 nA provoca comportamentos distintos
na frequéncia instantanea inicial entre os neurdnios RS e sRS, independente
do grupo estudado. Nos neurbnios RS a frequéncia inicial encontrava-se
elevada em relacao ao sRS. Gottlieb e Keller (1997) classificaram os neurénios
RS corticais da camada VI como RS e RS, onde a mesma intensidade de
corrente utilizada por ndés provocava uma frequéncia de disparo inicial mais
elevada em RS, em relacdo ao RS4. Os neurbnios (RS de CA1 nao

apresentaram frequéncias tdo elevadas quanto ao RS,. Uma explicagao para
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as diferencas de frequéncias entre RS, e RSy, mas que também pode ser
aplicada em nosso estudo, estariam relacionadas aos aspectos morfolégicos
(densidade de dendritos, espinhas e canais ibnicos) (Gottlieb e Keller, 1997).

No mesmo estudo os autores classificaram os neurbnios RS; com um
comportamento de acomodacao mais lento e RS, com acomodacao rapida, ao
transpor estas observagdes para outros estudos, verificamos que tanto RS
quanto RS, sdo exemplos de acomodacao rapida. Isto €, o subtipo RS; de
Gottlieb e Keller (1997) é o RS de acomodacao rapida identificado por Connors
e colaboradores (1985) e 0 RS, € o mesmo observado por Nufiez (Nunez et al.,
1993). Em CA1 os neurbnios RS apresentaram caracteristicas mistas entre
RS1 e RS2 de Gottlieb e Keller (1997), as frequéncias iniciais foram similares
quanto ao RS1 e alguns neurénios despolarizaram até o final da estimulagao
(~180ms) e outros a interrupgdo ocorria em um periodo mais curto. Nos
verificamos, assim como em cortex, que disparo dos neurbnios RS tinham
uma propensdo maior de se acomodar em um tempo mais curto quando
comparados com os neurénios com acomodacao lenta.

Os padrdes RS e (RS tiveram um comportamento de acomodacéao similar
aos padrées RS, grupos | e Il de acomodacéo lenta (sRSgrpo 1 € sRSgrupo 11)
observado por Degenetais e colaboradores (2002). Neste estudo os autores
classificaram os neurbnios sRSgy0 | cOM acomodagéo mais rapida que o
sRSgrpo 11 COrticais com caracteristicas compativeis com os nossos respectivos
padroes RS e sRS. Além disso, estes autores identificaram um outro padréo
RS classificado como RS de acomodagdo rapida, cujo tempo para a
interrupcéo dos potenciais de agao foi o fator determinante para a classificagéo,

ocorrendo na primeira metade do pulso. Nos neurbnios RS hipocampais
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também tivemos neurbnios que apresentaram interrupcdo dos disparos,
contudo levamos em consideragdo somente a curva de acomodacdo dos
potenciais de acdo e desta forma estes neurbnios foram agrupados em um
unico padrao.

Verificamos elevacao da frequéncia de acomodacdo quando comparamos
rFRS e sRS entre ratos controles com os demais grupos (ratos tratados com
pilocarpina e tecido hipocampal humano). No processo de acomodacgédo dos
disparos neuronais ha o envolvimento de pelo menos trés correntes de
potassio independentes de Calcio, Ip, Ia € Ik (Locke e Nerbonne, 1997a,b), onde
o aumento da concentracao de Ip e Ik favorecem a acomodacgao neuronal nos
neurénios RS (Locke e Nerbonne, 1997a). O nosso estudo nao teve o intuito de
determinar qual ou quais correntes estdo envolvidas na acomodacdo dos
neurdnios de CA1 e como estas correntes estdo afetadas na epilepsia. O fato é
que existe alteracido na acomodacao dos potenciais de acéo e estas alteracdes
podem ser compativeis com uma aberracdo molecular e funcional de canais
ibnicos de K™ responsaveis por esse fendmeno. Resultados similares foram
obtidos no modelo da toxina teténica (Watts et al., 1993) . Uma falha crénica
dos mecanismos normais de acomodacgdo poderia favorecer um efeito
epileptogénico de determinados circuitos aferentes gerando atividade epiléptica
no hipocampo em resposta a ativagao de areas externas.

O terceiro subtipo de células RS foi observado somente no tecido humano,
este padrao diferiu dos demais por apresentar laténcia para a geragdo do
primeiro disparo, no qual classificamos como |RS. Um padrdo que apresenta
esta caracteristica foi descrito nas camadas Il/lll do cortex perhimal, sendo

identificado como LS (do inglés “late spiking”) através da técnica de patch
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clamp (Faulkner e Brown, 1999). Os neurbnios LS, além de apresentarem
retardo para o primeiro disparo, a aplicagdo de corrente provocava uma
atividade auto-sustentada (Falkoner e Brown, 1999; Beggs et al., 2002) nao
havendo acomodacido dos potencias que € uma caracteristica dos neurdnios
RS. Em nosso estudo verificamos um comportamento de acomodacido dos
potenciais semelhante ao observado nos neurbnios sRS. Quanto aos tempos
de laténcia entre LS e | RS verificamos que acontece diferengas, pois o tempo
observado no primeiro grupo ocorre na ordem de segundos, e 0 segundo na
ordem de milisegundos. Deve se levar em conta que as técnicas utilizadas para
o estudo e os tempos de estimulagdo também diferiram, 6 segundos para as
células LS e 200ms para RS. A fungdo dos neurdnios LS nao foi ainda
elucidada, entretanto ha indicios de que ele desempenhe alguma funcgéo
durante o aprendizado associativo (Beggs et al., 2002). Em nosso estudo
ressaltamos que nao temos dados suficientes para postular hipoteses para sua
possivel fungdo no circuito neuronal epiléptico, entretanto verificamos que a
grande maioria destes neurbnios foram observados em fatias hipocampais de
pacientes sem atrofia desta estrutura e com idade inferior a 5 anos. Nestes
pacientes a patologia era predominantemente do coértex cerebral e néo
primariamente do hipocampo, sendo pacientes submetidos a hemisferectomia.
Pode-se especular que a observagcdo do neurdnio RS esteja relacionado a
presenca da fungao hipocampal normal.

Tanto nos neurdnios RS dos ratos epilépticos quanto tecido humano foram
observados, entre os potenciais de agao, pequenas espiculas despolarizantes.
As espiculas despolarizantes sdo provocadas pelos canais de Ca?' (Chen,

1996), sendo um indicativo de hiperexcitabilidade.
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Neurdnios com descargas em salva (do inglés intrinsic bursting-1B):

Em cértex de pacientes com epilepsia (Foehring e Wyler, 1990) e cortex pré-frontal
de ratos (Yang et al., 1996), os neurdnios IB foram caracterizados pela presenca de
atividade em dupla e que pulsos supralimiares elevados produzem uma atividade
semelhante ao RS. Na maioria dos estudos, os neurdnios IB apresentam uma onda
despolarizante lenta, da qual emergem o trem de potenciais de acdo com ou sem a
presencga de potenciais de acao isolados, tanto para cortex (Connors e Gutnick, 1990;
Silva et al., 1991 Contreras, 2004.), subiculum (Staff et al., 2000; Stafstrom, 2005) e
hipocampo (Masukawa, 1982; Jensem et al., 1994). Segundo Nowak e colaboradores
(2003) a presenca da atividade em salva ndo € uma caracteristica suficiente para
caracterizar um tipo celular, neste contexto podem ser incluidos outros critérios
adicionais como intervalo entre espiculas e inativacao dos potenciais de acdo. Dessa
forma, a caracterizacdo desse padrao pode incluir diferentes angulos. Em nosso
estudo classificamos como IB neurénios que despolarizavam atividade em salva, sem
a presencga dos potenciais de agao isolados e apos a atividade em salva inicial.

Surge a questao se as descargas em salva poderiam ser consequéncia da lesdo
neuronal provocada pela insercdo de microeeletrodos. Segundo McCormick e
colaboradores (1985) a capacidade de geragdo da atividade em salva nado foi
consequiéncia da injuria neuronal provocada pelo empalamento do neurdnio. Além
disso, durante os registros eletrofisiolégicos a capacidade dos neurbnios na geragao
da atividade em salva era mantida durante o periodo de estimula¢éo enquanto a curva
de capacitancia observada durante a aplicagdo dos pulsos hiperpolarizantes se

mantinha inalterada.
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Assim como nos neurbnios com o padrdo RS, os neurdnios IB
apresentaram caracteristicas de acomodacgao diversas, o que permitiram
agrupa-los em duas subclasses: neurdnios IB com acomodacgao (alB) e sem
acomodacéo (wlB).

A frequéncia instantanea inicial e a de acomodacéo dos neurdnios AlB
apresentaram valores similares dos neurbnios sRS. A atividade inicial destes
neurénios era com atividade dupla ou tripla sendo observados nos trés grupos
estudados (ratos controles, epilépticos e tecido humano). O subtipo wIB n&o
mostrou a capacidade de acomodacgao dos potenciais, mantendo a freqiéncia
elevada, neurdnios com estas caracteristicas nao foram observados nos
animais controles. Contudo n&o significa a inexisténcia dos mesmos em
animais sem epilepsia, correlatos e semelhantes ja haviam sido observados em
cértex onde a acomodacdo dos neurdnios IB variava (Connors e Gutnick,
1990).

Nos trabalhos de Jensen e colaboradores (1994, 1996) foram
observadas caracteristicas similares as nossas observacbes sem, no entanto,
relatarem a acomodacao dos disparos pela freqliéncia instantanea. Devido a
similaridade dos valores mensurados nas propriedades eletrofisiologicas
passivas ndo separamos o0s subtipos do padrao IB.

A auséncia de SAG, as presencas de FAHP e DAP serdo abordados nos

respectivos subitens desta discussao.

Neurdnios com atividade em salva oscilatéria (do inglés Repetitive

Oscilatory bursting -ROB)
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A designacdo de neurbnios que apresentavam a atividade em salva
oscilatéria surgiu inicialmente nos trabalhos de Silva e colaboradores (1991)
sendo uma subclasse das células IB e posteriormente como uma classe de
disparo nos trabalhos de Yang e colaboradores (1996). Estas células foram
caracterizadas por apresentar atividade em salva seguida por uma nova
atividade em salva ou potenciais de acao isolados (Yang et al., 1996).
Encontramos um numero significativo de neurénios que despolarizavam desta
maneira, sendo a segunda classe predominante nos trés grupos estudados.

Através da curva da frequéncia instantidnea possibilitou a identificagao
de comportamentos diversos quanto a acomodacgao dos potenciais de acéao:
ROB de acomodacgao rapida (FROB), ROB de acomodacgao lenta (sROB) e
ROB sem acomodacéo (yROB). E importante ressaltar que, até o presente
estudo, n&o havia relatos na literatura (Silva et al., 1991 e Yang et al., 1996)
que descrevessem o comportamento de acomodacio dos padrdes ROB e nem
da sua diversidade observada no presente estudo. Os dois primeiros
subgrupos (FROB e sROB) foram observados nos trés grupos de estudo (ratos
e tecido humano).

O terceiro grupo foi observado em um exemplar de ratos controles e em
um numero expressivo de neurdnios de CA1 humano. Tanto nos trabalhos de
Silva e colaboradores (1991) quanto Yang e colaboradores (1996) n&o houve
uma descricdo detalhada desta forma de disparo sobre o comportamento de
acomodacao.

Mesmo n&o havendo na literatura um estudo minucioso dos neurdnios
ROB existem correlatos eletrofisiolégicos de padrbes com caracteristicas

comuns ao padrao. Desta forma, vimos que os neurdnios sROB apresentaram
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caracteristicas do disparo similares aos WB (do inglés weak bursting) descrito
para o subiculum (Staff et al., 2002; Knopp et al., 2005). O fROB apresenta
algumas caracteristicas similares aos disparos SB (do inglés strong Bursting)
do subiculum (Staff et al., 2002; Knopp et al., 2005), diferindo deste por nao
apresentar uma nova atividade em salva e sim atividade dupla. Tanto os
neurbnios WB quanto SB apresentavam potenciais de agdo com alta
frequéncia (Staff et al., 2002; Knopp et al., 2005) sem qualquer mengao quanto
a existéncia de acomodagao dos mesmos. A similaridade entre os subgrupos
de ROB e WB e SB, se deve a caracteristicas dos potenciais de acéao
observados (n° de descargas em salva e potenciais de acgao isolados) e pela
frequéncia de disparo elevada e nao da frequéncia instantanea. Ao comparar
as frequéncias de ROB em relacdo aos demais padroes estudados,
independente do grupo, verificamos que a frequéncia inicial se sobressaia. O
subtipo wROB, encontrado em apenas um exemplar de rato controle e
expressivo nos neurbnios humanos, foi o padrdao que mais se aproximou da
descrigao do disparo de Yang e colaboradores (1996). A semelhanga se deve
ao comportamento observado durante a aplicacdo de correntes supralimiares
elevadas e principalmente pela repeticdo da atividade em salva e ndo da sua
frequéncia de disparo.

Para compreender a heterogeneidade nos subtipos observados no
padrao ROB serdo necessarias uma analise morfolégica detalhada associada
com a determinagdo das correntes idnicas envolvidas na geragdo dos

potenciais de agao.

Neurdnios com intervalos curtos (do inglés Fast spiking -FS)
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Os neur6nios FS foram definidos como um subtipo de neurénios corticais (cortex)
que morfologicamente correspondem a neurdnios nao-piramidais (McCormick et al.,
1985; Connors e Gutnick, 1990) e constituem entre 6-11% dos neurénios de CA1
(Aika et al., 1994) . Em nosso estudo, s6 obtivemos registros em tecido humano e néo
em hipocampo de ratos.

A técnica de registro ndo permitiu marcar com biocitina nenhum neurénio FS, uma
vez que nao foi possivel manter um registro estavel por mais de 5 minutos. As
dificuldades da obtencéo de registros estaveis, por longos periodos, ja haviam sido
relatados em outros estudos que utilizam as técnicas convencionais de clampeamento
de corrente (Chen et al., 1996).

Uma pequena populagdo de neurbnios hipocampais humanos apresentou
caracteristicas do disparo compativeis ao disparo FS descritas para neurfnios
corticais (Connors e Gutnick, 1990; Contreras, 2004), isto é presenca de potenciais
com intervalos curtos e amplitudes irregulares. Existem poucos correlatos deste tipo
de padrdao no tecido humano, sendo que os estudos mais expressivos foram
realizados por Foehring e colaboradores, (1991) em neocértex de pacientes com
epilepsia. Os autores ainda destacam as presencas de uma hiperpolarizagdo pods-
potencial rapida (FAHP) e as auséncias de DAP e SAG. Estas observagdes foram
compativeis com os nossos resultados em CA1 de hipocampo humano e para cortex
de diferentes espécies (revisado por Contreras, 2004).

Outra caracteristica que difere os neurdnios FS, dos demais padrdes, € a auséncia
de acomodacéo dos potenciais de acao tanto in vivo (Descalzo et al., 2005) e in vitro
(McCormick, 1985; Connors e Gutnick, 1990; Descalzo et al., 2005). A frequéncia dos
potenciais de acdo foram mantidas em torno dos 120Hz, durante aplicagdo de pulsos

de 200ms, contudo ha relatos de que esta frequéncia possa estar ainda mais elevada
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chegando a 1KHz (Descalzo et al., 2005). Chen e colaboradores subclassificaram os
neurénios com caracteristicas compativeis com FS dando a mesma denominacao
quando a frequéncia era maior que 150Hz. No mesmo estudo, os autores,
determinaram um outro padrao denominado de potenciais com intervalos reduzidos
(do inglés Narrow spiking) com frequéncia inicial inferior a 100Hz. Os neurénios FS do
tecido hipocampal humano apresentaram freqUéncias intermediarias. Descalzo e
colaboradores (2005) observaram que correntes supralimiares com duragdo >20
segundos podem levar a uma acomodagéo lenta dos potenciais de acao.

A base da acomodacao dos potenciais nos neurénios FS , sdo os canais de Na e
K (Kv3) que apresentam rapida ativagao e recuperagao da cinética de ativagéo. A fase
ascendente dos PAs dos neurbnios FS séo similares ao RS e diferem na taxa de

inativacdo que € mais rapida nos FS (Descalzo et al., 2005).

Hiperpolarizacao pés-potencial (do inglés after-hyperpolarization AHP):

A fase descendente do potencial de agdo é seguida por uma fase de
repolarizacdo (Kandel e Spencer, 1961; Storm, 1987) na qual podem ser
observados dois periodos: 1) periodo de hiperpolarizagdo denominando de
hiperpolarizacdo poés-potencial (do inglés after-hyperpolarization- AHP) e 2)
periodo despolarizante, denominado de despolarizagéo pos potencial (do inglés
depolarizing after potential- DAP) (Storm, 1987). O periodo hiperpolarizante é
composto por trés componentes: AHP rapido (do inglés fast after-
hyperpolarization- ¢|AHP); médio- (do inglés medium after-hyperpolarization-
vAHP) e lento- (do inglés slow after-hyperpolarization- sAHP). O componente

rAHP esteve presente em todos os padrdes de todos os grupos, sendo mais
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frequente nos neurébnios ROB e menos frequiente nos neurénios IB. Estes pro-
potenciais sdo semelhantes aos descritos por Connors e Gutnick (1990) e Yang
e colaboradores (1996).

O AHP esteve presente nos neurbnios IB apds a atividade dupla,
contudo nao foi possivel identificar o seu componente rapido nos neurdnios IB
dos animais controles. Alguns autores descrevem o fAHP nos neurbnios IB
apo6s a primeira espicula da atividade em salva (Jensen et al, 1996), em nosso
estudo nao consideramos esta propriedade entre as espiculas que compdem a
salva.

Entretanto o percentual de ocorréncia de AHP foi menor nos neurdnios
RS dos animais controles quando comparado com os RS dos ratos epilépticos
e tecido humano. Estes achados podem sugerir que as AHPs constituam uma
tentativa neuronal de reduzir a excitabilidade prolongando o periodo de
repouso ou que estas células constituem aquelas que sobrevivem a
hiperexcitabilidade do circuito epiléptico justamente por expressar esta
propriedade. Em nosso estudo nos preocupamos em relacionar a presenca da
rFAHP com o padrdo de disparo e ndo entramos no mérito das alteragdes
provocadas pela epilepsia. O papel do AHP e de seus componentes é pouco
conhecido na epilepsia, entretanto uma falha nos componente yAHP e sAHP
pode prolongar a duragao da despolarizagdo paroxistica (PDS), ja que por ser
um potencial hiperpolarizante, contribui para o bloqueio da atividade em salva
(Lorenzon e Foehring, 1992). Em neurbnios de tecido epiléptico cronico,
dependendo do modelo, tem demonstrado alteragcées das mais variadas entre
0s pos-potenciais. Assim, nos trabalhos de Asprodine e colaboradores (1992),

nao houve alteragcdo do AHP no modelo do “kindling”. Sanabria (1999) né&o
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observou alteragbes das propriedades do fAHP e yAHP no modelo da
pilocarpina.

Em neurbnios do tecido humano encontramos associagédo significativa
entre o componente yAHP e o padrdao (RS. O fato de ndo encontrarmos
diferencas na presenca de cFAHP e ywAHP com os subtipos de ROB poderia

contribuir para mais um elemento diferencial na classificagdo (ROB X gRS).

Despolarizagao pés-potencial (do inglés depolarizing after potential- DAP)

A despolarizagdo DAP foi observada em todos os padrdes registrados de
ratos e tecido humano, exceto o padrdo FS do tecido humano. Esta
propriedade foi descrita inicialmente em neurbnios hipocampais de CA2-CA4
que nao apresentavam atividade em salva (NB) e naqueles com atividade em
salva (B) por Kandel e Spencer (1961), sendo que neste ultimo as DAPs
encontram-se sobrepostas.

Os numeros de observacbes desta propriedade entre os neurbnios RS
foram compativeis com os achados de Silva et al (1991) em cortex e contrarios
a Yang et al (1996) que nao observou a presencga de DAP nos neurénios RS.

Entre os neurdnios de CA1, Jensen e colaboradores (1996) definiram que a
DAP poderia ser ativa (com rFAHP precedendo a onda despolarizante-DAP 4iiva)
ou passiva (sem a onda despolarizante- DAPpassiva). O fato de n&o termos
observado a DAP em alguns neurbnios registrados no nosso estudo nao
significa necessariamente auséncia de DAP, pois a mesma pode encontrar-se
na forma passiva e consequentemente de dificil detec¢cdo. O estudo da DAP

passiva requer a utilizacdo de modelos in vitro, como a perfusao das fatias com
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Ringer, com concentragdo elevada de potassio (Jensem et al, 1996). Se
considerarmos que todas as nossas observacbes da presenca DAP
apresentaram caracteristicas que sugerem um DAP ativo, encontramos
similaridade aos resultados de Jensem e colaboradores (1996) quanto a
porcentagem de DAP ativa entre neurbnios NB e B. Em nosso estudo
verificamos que esta caracteristica foi observada em maior quantidade entre os
neurbnios com descargas em salva, principalmente nos neurdnios ROB,
independente do subgrupo, o que pode significar uma maior expressdo de
DAPativo-

No tecido humano a expressao de DAP foi inferior aos observados nos
ratos. Isto sugere pelo menos duas possibilidades: 1) menor expressao de DAP
ativo nos neurdnios hipocampais humanos; 2) sobrevivéncia neuronal seletiva,
diferente no tecido hipocampal que decorre de mecanismos epilépticos
distintos.

Entre os subtipos de RS a DAP estava presente em numero maior nas
células RS, ao contrario das células sRS, que apresentaram um numero
menor nos trés grupos estudados. Em neurbnios neocorticais, foi descrito uma
discrepancia quanto a presenca de DAP entre os neurbnios RS de adaptagao
lenta e rapida. Assim, Chagmat-Amitai e Connors (1989) verificaram que a
DAP eram comuns a adaptagao lenta enquanto que Gottlieb e Keller (1997)
observaram o oposto, isto € maior incidéncia em neurbnios com adaptacao
rapida. Até o presente momento ndo existe nenhum relato que explique a
discrepancia na distribuicdo das DAPs. Tanto Chagmat-Amitai e Connors,

(1989) quanto Gottlieb e Keller, (1997) usaram as mesmas estruturas,
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entretanto nestes dois estudos foram utilizadas espécies distintas de ratos.
Este fator pode ter determinado a diferenga dos resultados.

Entre os neurbnios IB a presenca de DAP isolada foi identificada em nosso
estudo s6 apds o potencial de agao simples nos neurdnios wIB. Nos demais
neurdnios IB, a DAP foi vista na atividade dupla e na prépria atividade em
salva. Correlatos apontam para alteragdes da DAP em neurbnios de animais
com epilepsia (Sanabria, 1999). Acredita-se que, os canais ibnicos envolvidos
no mecanismo ativo do DAP também participe da génese das descargas em
salva espontdneas em células piramidais de CA1 (Jensen et al., 1996), CA3
(Kandel e Spencer, 1961) e neurdnios neocorticais (Tseng e Prince, 1993,
1996). Alguns autores defendem que o somatdrio de varios DAPs poderiam
ser capazes de gerar a descarga em salva (Chagnac et al., 1990, Yang et al.,
1996). Em neurdnios neocorticais foi verificado que a presenga de um DAP era
uma caracteristica determinante dos neurénios IB, que se distingui das células
RS (Yang et al., 1996). No nosso estudo isto ndo se aplicaria, pois os
neurénios IB de Yang e colaboradores correspondem aos nossos RS da
nossa classificacao.

Entre os neurdnios FS nao observamos a presenga de DAP em nenhum
neurénio registrado, o que esta de acordo com as observagdes realizadas em
cortex de roedores (McCornick et al, 1985; Connors e Gutnick, 1990, revisado
por Contreras, 2004).

Em neurdnios do tecido humano encontramos associagéo significativa
entre o componente DAP e o padrdao fRS. O fato de n&o encontrarmos
diferengas na presenca de DAP com os subtipos de ROB poderia contribuir

para mais um elemento diferencial na classificacdo (ROB X gRS).
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Em nosso estudo ndo comparamos a amplitude e nem a duracao da
DAP entre os grupos controles com os tratados, entretanto ha relatos na
literatura que mostram diferencgas entre eles (Jensen et al, 1996,1997). O fato
de detectarmos a presencga de DAP com certa facilidade ja € um indicativo de

que existe alteracao da amplitude e duracédo dessa propriedade.

Onda despolarizante ativada pela hiperpolarizagdao (SAG)

Nos neurbnios hipocampais de CA1 estudados, observamos que
existem neurbnios que exibem a onda despolarizante ativada pela
hiperpolarizacdo (SAG) e outros ndo. A SAG se deve a ativagado da corrente
catibnica mista (ly) que dependendo das condigbes promove tanto a
hiperpolarizagdo quanto a despolarizagédo, dependendo das condigbes (Poolos,
2002). Estas caracteristicas foram descritas originalmente por Schwindt et al
(1988), e posteriormente observada por outros (Silva et al, 1991, Yang et al,
1996). Em nosso estudo, a propriedade nos neurdnios RS e ROB foi ativada
durante a hiperpolarizacdo. Nesta condicdo, a SAG o promoveu uma
despolarizacdo da membrana fazendo com que esta retornasse a valores do
potencial préximo do repouso. Em contra partida, os neurdénios com a SAG
ausente ou inativa, o potencial de membrana tende a valores mais negativos.

Em outras regides do cérebro como cortex entorhinal ocorre
regionalizagdo da SAG, sendo mais frequente na camada Ill do que na Il (Van
der Linden e Lopes da Silva, 1998) e nas diferentes colunas do cortex somato-
sensorial onde a SAG esta associada a camada infragranular (Gottlieb e Keller,

1997). A SAG é a expressédo da ativagao da corrente Iy, corrente catidnica
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mista de Na*/K*, que auxilia na manutencédo do potencial de membrana (Pape,
1996) e favorece a interagao ibnica nestes niveis (Hutcheon e Yarom, 2000).
No nosso estudo, verificamos que a presenca de SAG esteve presente na
maioria dos neurbnios RS nos animais controles, ROB de ratos (controles e
epilépticos) e tecido humano. Em CA1 de macaco tanto nos neurdnios com
potencial isolado, quanto em salva a SAG foi constante (Altemus et al., 2005).

Dentro dos subtipos de neurénios RS a presenca de SAG foi mais frequente
no subtipo RS nos animais controles ao contrario dos observados nos demais
grupos, onde houve um predominio de SAG no padréao sRS. Além da inversao
na propor¢ao de SAG nos subtipos RS, existiu uma reducdo do numero de
observagcdo entre os grupos de ratos tratados com pilocarpina e tecido
hipocampal humano. Contudo a influéncia da Iy nos neurénios sobreviventes
em condigbes patolégicas como epilepsia ainda € puramente especulativa
(Santoro e Baram, 2003).

Estudos demonstram que a alta incidéncia da corrente |y nos neocorticais
entorrinais da camada |l de ratos sem epilepsia, aumentaria a excitabilidade
(Van der Linden e Lopes da Silva, 1998). Em contrapartida, a reducao de Iy na
camada lll de animais com epilepsia induzida pela pilocarpina aumentaria a
excitabilidade neuronal (Shah et al., 2004) . Existem evidéncias da participagao
da Iy na epileptogénese, no modelo experimental de crises febris induzido por
frio e tanto a |y ativada quanto a inibigdo GABAérgica estariam aumentadas
(revisado por Poolos, 2004).

Existe contradigdo entre o significado funcional do aumento da Iy, uma das
hipoteses é que a Iy contribuiria para a excitabilidade neuronal, onde a

aplicagdo de bloqueadores seletivos de Iy teriam um potencial efeito
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antiepiléptico (Kitayama et al., 2003). Em um outro extremo, o aumento da
ativacdo da |y seria uma tentativa da célula em combater a excitabilidade
provocada pelo aumento da resposta GABAérgica no modelo de crises febris
(Chen et al.,, 2001). E este conceito tem impulsionado a busca de drogas
antiepilépticas que potencializem a atividade da Iy no combate as crises
(Surges et al., 2003). O aumento, nestas condigdes, poderia ser consequéncia
de modificagdes da cinética (Santoro e Tibbs, 1999) ou alteragdo da expressao
(Brewster et al., 2002) de determinados subtipos de canais Iy (HCN). Embora
tenha sido demonstrada a relagao entre a modulagcao da Iy com os modelos
experimentais ainda ndo ha dados suficientes para a transposicdo desses
achados para epilepsia humana (Poolos et al., 2004).

No nosso estudo verificamos que nos neurbénios RS humanos a ativagao da
SAG poderia ocorrer de forma abrupta ou de forma continua. A inclinagao da
SAG pode ser resultado do aumento da populacdo de um determinado subtipo
de HCN. Existem 4 subtipos de HCN (HCN1-4), os canais HCN1 e HCN2 , que
apresentam respectivamente distribuicdo restrito a area de CA1 e ampla
distribuicdo no sistema nervoso (revisado por Chen et al., 2002 e Poolos,
2004). O canal HCN1 apresenta cinética de ativagdo rapida durante a
hiperpolarizagdo e responsivo a niveis minimos de AMPc, ja o canal HCN2
apresenta uma cinética lenta e sua modulacdo depende de niveis elevados de
de AMPc (Santoro e Tibbs, 1999). A ampla maioria dos neurdnios hipocampais
de CA1 humano apresentou um comportamento de ativagcédo lento o que nos
sugere um aumento da expressao do subtipo HCN2.

Alteracdes moleculares no HCN provocadas pelas crises, em animais

imaturos (modelo do acido Cainico e hipotermia), produzem uma inversao nos
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niveis de mMRNA de HCN1 e HCN2, levando a um aumento de HCN2 (Chen,
2002; Santoro e Baram, 2003). Nas células granulares do GD de pacientes
com epilepsia a expressdo de HCN1 (Bender et al., 2003) esta aumentada.
Para verificar as alteracbes nas subunidades HCN1 e HCN2 em CA1
provocados pela epilepsia ha necessidade do estudo em patch-clamp
associadas a biologia molecular.

Em neurbnios do tecido humano encontramos associagédo significativa
entre o componente SAG e o padrao |[RS. O fato de nao encontrarmos
diferencas na presenca de DAP com os subtipos de ROB poderia contribuir
para mais um elemento diferencial na classificagdo (ROB X |RS). O fato do
subtipo | RS apresentar uma propensao a apresentar esta propriedade pode ser
outro indicativo da importancia deste padrdo na funcdo hipocampal normal,
uma vez que este padrao foi observado principalmente em pacientes sem

esclerose hipocampal.

ESTUDO COMPARATIVO DAS PROPRIEDADES ELETROFISIOLOGICAS PASSIVAS E ATIVAS

OBSERVADAS NOS PADROES DE DISPARO DO TECIDO HUMANO.

O tecido hipocampal humano foi o grupo que apresentou maior
variabilidade quanto aos padrbes de disparo, sendo identificados 4 padrdes
principais (RS, FS, IB e ROB) compativeis com os padrées de disparo
observado em outras estruturas do sistema nervoso. Além disso, dentro
destes foram encontrados 8 variagbes que possibilitaram uma
subclassificacdo (gRS. sRS, | RS; alB, wIB. FROB, sROB e wRS). Devido a

complexidade de padroes de disparo fez-se necessario um estudo
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comparativo das propriedades elétricas passivas e ativas. Nesta analise foi
levada em consideracao primariamente a diversidade de padrdes de disparo
e secundariamente a patologia humana.

Segundo, Foehring e colaboradores (1991), para determinar as
anormalidades que acompanham a epilepsia do lobo temporal humana é
importante analisar a variabilidade de suas propriedades elétricas. E
infelizmente n&o existem estudos eletrofisiolégicos relacionados ao tecido
humano. Além da escassez de relatos na literatura nenhum deles faz uma
abordagem da area de CA1 e consequentemente correlacionar nossos
resultados com outros estudos tornaram-se limitado e ao mesmo tempo um
desafio. O predominio dos relatos eletrofisiolégicos (técnicas de registro
intracelular) explorou estruturas como cortex, giro denteado e subiculum.
Sendo que, a maioria dos estudos em neocértex data as décadas de 80 e 90
do século passado (Avoli et al, 1989; Foehring e Wyler, 1990; Foehring et al.,
1991). Posteriormente, um ou outro estudo foi realizado em outras areas como
o subiculum (Wozni et al., 2003) e giro denteado humano (Dietrich et al., 1999).

Os neurbnios neocorticais humanos foram identificados inicialmente
como RS (Avoli et al., 1989) e estes ndo eram capazes de desenvolverem
atividade em salva espontaneamente ou quando estimulados no soma durante
os registros eletrofisiologicos. Mais tarde foram identificados os padrées RS, IB
e FS nos neurdnios neocorticais (Foehring e Wyler, 1990; Foehring et al., 1991)
no subiculum, RS e neurénios com descarga em salva no (Wozni et al, 2003).
Entretanto deve se ressaltar que os neurdnios IB descrito por Foehring e Wyler
(1990) diferem de nossas observagdes, assim como 0s neurdnios do subiculum

(Wozni et al., 2003) no qual agrupam neurdnios com caracteristicas IB e ROB
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de nosso estudo. Nas células granulares do GD, os disparos foram
classificados nos tipos | e Il, com caracteristicas semelhantes aos neurbnios
RS, diferindo na presenca de hiperpolarizacdo pds-potencial bifasica ou
monofasica. Em todos os relatos citados acima nao foram identificadas
diferengas significativas nas propriedades elétricas mensuradas entre os
padrées ao contrario de nossas observagbes no qual verificamos algumas
diferencas.

O potencial de membrana do padrao FS foi o mais eletronegativo que os
demais, nao diferindo de |RS e wROB. Embora em cértex ndo tenha sido
evidenciado diferenga estatistica nesta propriedade em relagdo aos demais
houve uma tendéncia a hiperpolarizacdo. Ao mesmo tempo se compararmos
o valor do potencial de membrana entre neurdnios FS do neocortex (Foehring
et al, 1991), verificamos que nos neurénios de CA1 os valores semelhantes.
Um outro ponto em comum entre os neurbnios FS de CA1 e os corticais é a
auséncia de SAG. A auséncia de SAG nos neurbnios pode favorecer a
atuacdo de canais de potassio a hiperpolarizarem a membrana a valores
préximos ao potencial de equilibrio com potassio. E importante ressaltar ainda
que o padrao FS esta associado aos interneurdnios.

Em outro extremo, o potencial de membrana do padrédo IB foi o mais
eletropositivo que nos demais grupos neuronais estudados com excegéo
apenas de sRS. Uma explicagdo para este fendmeno pode também estar
associado a diferenga na densidade de canais potassio sendo menor nos
neurdnios IB.

Dentro dos subtipos de neurbnios RS, ndo observamos diferencas no

potencial de membrana, entretanto verificamos que nos sRS encontrava-se
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mais eletropositivo que (RS e |RS. O que nos chamou atencgao foi que no
subtipo RS foram registrados potenciais de membrana mais eletronegativos.
Neste aspecto levamos em consideragao que a maioria dos neurdnios | RS
foram registrados em fatias hipocampais sem atrofia desta estrutura. Nao
temos como correlacionar estas observacbées com estudos em tecido
humano. Se considerarmos este padrao similar ao LS (Beggs et al, 2000),
verificamos que nestes neurdnios apresentam valores iguais aos neurénios
RS observado por Beggs e colaboradores (2000) e que ambos sao mais
eletronegativos que os neurbnios sRS e ¢RS de nosso estudo. Estas
observagdes corroboram a idéia da importancia destes neurdnios no circuito
hipocampal normal

A resisténcia de entrada (IR) de FS apresentou—se mais elevada

diferindo de sRS, |RS e fFROB. A IR elevada nos neurbénios FS também ja
havia sido relatada no cértex cerebral (Foerhing et al., 1991). Nos neurénios
do cortex entorrinal de ratos com epilepsia induzida pelo acido cainico,
mostraram que a redug¢ao da SAG promovia um aumento da resisténcia de
entrada (Shah et al, 2004). Embora existam outros canais iGnicos que
auxiliam na manutencao das propriedades de membrana ndo ha como negar
a importancia da corrente |y .

Em nosso estudo verificamos ainda que outras propriedades estavam
alteradas como a constante de tempo, principalmente entre o subtipo sRS e
FS. A constante de tempo nas células granulares de hipocampo de animais
epiléticos estaria reduzida (Isokawa, 1996). Neste estudo de comparagao
dentro dos padrbes observados no tecido humano poderia se inferir que os

valores observados seria um reflexo do padrdo. Entretanto, como veremos
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posteriormente na discussdo quando comparamos com outros grupos
verificamos alteracdes dessa propriedade.

A amplitude dos potenciais de agao diferiu entre os padrdes observados
no tecido humano. Nos relatos de Foehring e colaboradores (1991), embora
sem diferenca estatistica, a amplitude do padrdago RS encontrava-se
ligeiramente maior do que FS, assim como nossas observacgdes. Contudo entre
os subtipos sRS e (RS houve diferenca de amplitude sendo maior no sRS. A
partir destas diferencas pode se inferir que € uma caracteristica do proprio
padrao de disparo porém nao se descarta a possibilidade de um recrutamento
maior de canais de sodio voltagem-dependentes que podem apresentar maior
densidade nos neurdnios sRS. Tem sido relatado patologias associadas aos
canais de sodio que estdo relacionados com a epilepsia, sendo identificados
mutagdes promovendo alteragdo da cinética e expressao desses canais
(Noebels, 2002)

A duragcdo do potencial de agcdo também mostrou diferencas entre os
diversos padrées. Todavia, acreditamos que sejam caracteristicas inerentes do
préprio padrdo. O padrao RS de um modo geral apresentou potenciais de agéo
com longa duragao, quando comparado com os demais padroes. Estes dados

s&o compativeis com a literatura (Silva et al, 1991, Chen et al, 1996).

ESTUDO COMPARATIVO DAS PROPRIEDADES ELETRICAS PASSIVAS ENTRE 0S

PADROES DE DISPARO COMUNS OBSERVADOS EM RATOS E TECIDO HUMANO:

Estudos iniciais realizados em tecido hipocampal e cortical humano

(Schwartzkroin et al.,, 1983; Schwartzkroin, 1994) demonstraram que as
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propriedades eletrofisiolégicas de neurdnios, presumivelmente piramidais,
foram similares as descritas em outras espécies (Knowles et al, 1992;
Schwartzkroin, 1994). Nos estudos prévios de nosso grupo (Tavares et al.,
2002) revisado por Kohling e Avoli (2006), foi verificado que as propriedades
intrinsecas passivas dos neurdnios de CA1 de modelos experimentais e tecido
humano nao diferiram estatisticamente O fator comum entre os estudos citados
acima é que estes dados sao referentes ao “pool” de neurdnios registrados e
nao ao padrao. E nesta questdo chamamos a atencdo para a relevancia de
nosso estudo, pois foram comparadas as propriedades elétricas dos padrbes
de disparo comuns a ratos e tecido humano.

Investigagcbes eletrofisiolégicas no tecido de animais cronicamente
tratados tem demonstrado contradicbes em relacdo aos parametros passivos,
nao levando em consideragao o padrao. Diferencas nestas propriedades foram
relatadas em modelos de epilepsia induzido pelo acido cainico (Franck et al.,
1988) e lesao crbnica do cortex (Prince e Tseng, 1993),onde relataram um
aumento da resisténcia de entrada. Neste estudo pode ser observado que
entre ratos controles e ratos tratados com pilocarpina, a propriedade do padrao
rFROB encontrava-se mais elevada nos animais epilépticos, contudo néo
observamos diferencga estatistica. Sanabria relatou resultados semelhantes aos
nossos resultados quando comparou neurdnios de ratos controles e tratados
com pilocarpina. Nao pode ser descartado que o fato de ndo observarmos
diferengas na propriedade seja um reflexo de um fendbmeno real ou provocado
pelo numero pequeno de observagdes nos grupos.

Estudos utilizando técnicas de patch-clamp das células granulares de

animais com epilepsia induzida por pilocarpina, mostrou redu¢cdo na constante
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de tempo (Isokawa, 1996). Os autores postularam que essa anomalia pode
refletir em alteragdes das células granulares (deformagdes dendriticas, etc.) na
epileptogénese crbnica. Sanabria (1999) n&o observou diferengas nestas
propriedades. O padrdao sRS apresentou redugao na constante de tempo do
grupo controle em relagao aos tratados com pilocarpina e tecido humano. Uma
possivel explicagdo para a divergéncia de resultados pode estar relacionada a
diferentes metodologias (Staley et al., 1992). Ao mesmo tempo temos que levar
em consideragcdo que os estudos de Isokawa (1996) e Sanabria (1999)
consideravam as médias globais dos neurdnios estudados e ndo de um padrao
especifico.

Encontramos diferencas na duragdo dos potenciais de acao,
principalmente do padrdo RS em relagdo aos demais e ndo entre os grupos de
estudo. As alteragbes observadas nesta propriedade, assim como ja foi
discutido no tecido humano, pode ser uma caracteristica inerente ao padrao e
nao relacionada a epilepsia. Estudo em neurdnios corticais de gatos, Chen e
colaboradores (1996), demonstraram que os neurbnios RS apresentaram
duracao maior, sem ter sido evidenciado diferengas nas propriedades.

Dentro dos padrdes estudados verificamos que o padrao sRS parece ser
0 mais sensivel a modificacbes de suas propriedades intrinsecas passivas
provocadas pela epilepsia. Em nosso estudo verificamos alteracdes das
propriedades elétricas passivas deste padrdo do grupo de animais controles
em relagcdo aos grupos tratados com pilocarpina e tecido humano. Em alguns
parametros as propriedades elétricas deste padrdo se comportavam como o

grupo controle (resisténcia de entrada) em outras, préxima ao grupo tratado
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com pilocarpina (potencial de membrana, constante de tempo) ou diferia de
ambos (limiar do potencial de agao).

Para compreender a importancia do padrao sRS no tecido hipocampal
normal e epiléptico serdo necessarios estudos eletrofisioldgicos e morfoldgicos
criteriosos. Um modelo para estudo eletrofisiolégico que pode ser usado € a
perfusdo com alto potassio associados a bloqueadores de canais de potassio
relacionado as correntes independentes de calcio (Ip, Ia ¢ lk)(Locke e
Nerbonne,1997a) que participam da acomodagdo normal; as correntes
voltagem-dependentes de ativagao lenta (ly) (Halliwell e Adans, 1982) e a
corrente ativada por calcio intracelular (Iasp) (Madison e Nicoll, 1984). Estas
duas correntes parecem estar envolvidas na fisiopatologia das anormalidades
observadas na acomodacgado durante a epileptogénese crbénica (Halliwell e
Adans, 1982; Madison e Nicoll, 1984). Os defeitos observados na acomodagao
podem contribuir para o0 aumento da hiperexcitabilidade, ja que apds a ativacao
dos neurbnios ha uma susceptibilidade intrinseca para a geragdo dos
potenciais de acdo. E a alteracdo pode também se associar aos mecanismos
de sincronizagao ou propagacgao da atividade epiléptica local. Existem relatos
na literatura que determinados farmacos antiepilépticos, como a fenitoina,
auxiliem na acomodacédo (Lewis et al, 1981). Associado a este estudo
funcional, a marcacdo de neurbnios como a técnica de marcacido com a
biocitina terdo um papel fundamental para correlacionar os achados funcionais

com os morfolégicos.
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CONSIDERAGOES FINAIS.

Os neurdnios com descargas em salva (padrées IB e ROB) foram as
classes menos numerosas quando comparadas com os neurdnios RS dos
neurénios hipocampais de CA1 nos trés grupos estudados. Esses dados foram
compativeis com as observagdes realizadas em outras estruturas de diferentes
espécies (Connors e Gutnick et al., 1990; O’Mara et al., 2001; Stafstron, 2005).

Entre ratos controles e tratados com pilocarpina verificamos um aumento
de observacdes de neurbnios com esta atividade. Este aumento pode ter sido
provocado por diversas razdes: morte dos neurdnios RS e neurogénese de
neurdnios IB, alteracdo dos padrdes de disparo RS.

Um mecanismo possivel, embora pouco provavel, que poderia explicar o
aumento dessa populagdo seria um processo de neurogénese em CA1
promovendo um aumento dos neurdnios IB. Um fenbmeno similar foi
observado utilizando diferentes modelos de injuria neuronal como a pilocarpina
(Lewis et al., 1981; Parent et al., 1997; Scharfman et al., 2003) acido cainico e
kindling (Parent, 2003) no GD, onde a neurogénese nesta regido favoreceria a
geracado das crises (Parent et al., 1997, 2003). Scharfman e colaboradores
(2003) observaram que a neurogénese acontecia antes da indugédo do SE pela
pilocarpina e que apds havia um aumento da taxa do fendmeno. Além disso, os
autores verificaram que as propriedades eletrofisiolégicas dos “novos”
neurébnios do GD dos animais epilépticos (NGDE) eram semelhantes aos
controles (NGD). No mesmo estudo ficou evidenciado que nos NGDE havia
uma propensdo a gerar atividade espontdnea ao contrario do NGD e a
formacéo de novos circuitos, foram observadas através da marcagcdo com c-foz

3 horas apos a crise. Todavia em nenhum dos trabalhos citados acima relatava
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a neurogénese de neurdnios IB, ao mesmo tempo a hipétese ndo pode ser
totalmente descartada. Para aceitar ou refutar esta hipotese serao necessarios
estudos eletrofisioldgicos associado a técnicas imunoistoquimicas para verificar
a natureza destes neurénios.

Outro mecanismo que pode estar envolvido a um aumento das
observacdes dos neurdnios IB esta associado a uma modificacdo do padrao de
disparo neuronal (Steriade, 2004) isto €, um neurbénio RS que literalmente se
“transforma” em IB. Estudos in vitro com alteragdo da composi¢cao do meio de
perfusdo provocavam a geracdo de atividade em salva em neurbnios que
apresentavam inicialmente potenciais de acao isolados, nos modelos de alta
concentragdo de potassio (Jensem et al, 1994,1996; Sanabria et al, 2001) ou
na infusdo de Ringer sem magnésio (Tavares et al, 2002). In vivo a alteragéo
do micro ambiente celular pode levar a alteragbes do padrdao neuronal
interferindo  também na sua acomodagdao, como a presenca de
neurotransmissores (acetilcolina e noradrenalina, etc.) alterando as correntes
ibnicas participantes da acomodacao neuronal (Madison e Nicoll, 1984) No
caso dos animais tratados com pilocarpina ha uma susceptibilidade maior
desses neurdnios a modificar o seu padrao de disparo.

Em animais com epilepsia crénica o aumento relativo dos neurénios 1B
pode, portanto significar um processo de neuroplasticidade ao insulto e lesédo
pos-status epilepticus. Os neurbnios com atividade em salva podem participar
ativamente na sincronizagdo dos neurbnios locais (plasticidade sinaptica,
recrutamento da rede neuronal, etc) promovendo a geragdo de descargas
epileptiformes. A estrutura da rede neural vai se modificando progressivamente

ap6s o SE (formacdo de circuitos excitatérios, aumento da expressao de
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receptores glutamatérgicos e da desinibi¢cao, etc) levando a transformacao de
todo o agregado neuronal.

No tecido humano foi observada uma situacéo inversa onde a populacao
dos neurdnios com atividade em salva encontrava-se ainda mais reduzida. O
estudo in vitro das propriedades eletrofisiologicas dos neurdnios tem sido
infrutifero em demonstrar aumento do padréao IB de areas epileptogénicas na
ELT humana (Avoli e Williamson, 1996). Nao dever ser descartado que a
dificuldade de obtencdo de neurdnios com atividade em salva pode estar
relacionada com a medicagdo administrada aos pacientes epilépticos, que em
geral estdo sumetidos a politerapia.

Um outro aspecto a ser questionado € se o tempo de epilepsia destes
pacientes nao influenciaria na redugao do numero de observagdes da atividade
em salva. Neste caso os pacientes com epilepsia nos estagios iniciais
apresentariam um numero elevado de neurbnios com atividade em salva, mas
que com o tempo de epilepsia e a morte neuronal levaria uma reducao destes
neurdnios. Os neurdnios sobreviventes apresentariam uma serie de anomalias
em suas acomodacgdes e disparo neuronal que juntamente com 0s poucos
neurénios IB existentes, promoveriam a geracédo das crises. Nestes pequenos
circuitos, a atividade epileptiforme neles gerada pode, por sua vez propagar-se
para outras areas menos lesadas, com um potencial maior no que se refere a
génese de atividade epiléptica de grande magnitude. Babb e colaboradores
(Babb et al., 1984) demostraram que as células sobreviventes na epilepsia do
lobo temporal podem se integrar a uma circuitaria altamente epileptogénica.
Desta forma podemos sugerir que devam existir mecanismos celulares distintos

que se modificam com o tempo de epilepsia. Infelizmente os dados
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apresentados no presente estudo ndao nos permite outra coisa a nao ser
conjecturas.

Entretanto, nossos dados sao compativeis com as observacbes de
O’Mara (2001) no subiculum e reforcam os questionamentos de Wozni e
colaboradores (2003), a respeito da necessidade de rever conceitos sobre
importancia dos neurénios IB durante as crises (Yaari e Beck, 2002).

O comportamento do funcionamento do neurdnio do foco epiléptico em
relacdo aos outros neurbnios adjacentes é extremamente complexo. Existem
muitos elementos na literatura que abordam a patofisiologia das epilepsias,
entretanto estamos longe do entendimento pleno dos mecanismos que as
envolvem. Segundo Sloviter (2005), existe muita informagdo, mas pouco
conhecimento. O fato de classificarmos estes neurbnios de acordo com as
caracteristicas do disparo serve apenas como ferramenta de simplificacao .

Na tabela 17, buscamos fazer uma correspondéncia entre os padroes aqui
relatados em diferentes areas cerebrais e espécies animais.

Além disso, a categorizagdo dos disparos neuronais nao significa que
este ndo assuma, momentaneamente caracteristicas do outro padrdao em
resposta a modificagdo do meio como ja foi comentado. Desta forma, assim
como nos nheuronios corticais, verificamos que dentro da area de CA1
encontramos uma ampla diversidade de padrbes de disparo. Ao contrario de
outras regides do cérebro (Silva et al, 1991; Connors e Gutnick, 1990) os
padrdes de disparo dos neuronios de CA1 n&o se enontram regionalizados. Isto
pode ser explicado pela propria fungdo dos neurbnios hipocampais no

aprendizado e memoria.
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Desta forma nossos resultados podem representar um processo de
selecdo dos neurbnios e que aqueles sobreviventes seriam responsaveis pelos

padroes de descargas observados.
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TABELA 17: Tentativa de correspondéncia entre as classes eletrofisioldgicas

observadas (primeira e segunda coluna) e estudos prévios (quarta coluna) com os

respectivos padroes eletrofisiolégicos (terceira coluna).

CP SUB
RS disparos isolados (in vivo CA,.4 de gato) Kandel e Spencer (1961)
CA (in vitro, CA1 de ratos) Staff et al .(2000)
RS RS, (in vitro, cortex de camundongo) Agmon e Connors (1989)
eRS (in vivo, cértex de gato) Nunez et al, (1993)
RS1 e RS2 Gottliebe e keller, (1997)
sRSgrupo 1(iN Vivo, cortex de rato) Degenetais et al, (2002)
eRS (in vivo, cortex de rato) Degenetais et al, (2002)
IB ( in vitro, cortex de rato) Yang et al, (1996)
RS-SA e RS-FA (in vitro cortex de rato) Cho et al, (2004)
RS; (in vitro, cortex de ratos long-Evans hooded ) Hefti e Smith, (2000)
sRS RS (in vitro, cobaia) McCormic et al, (1985)
RS, (in vitro, cértex de camundongo) Agmon e Connors (1989)
RS (in vitro, cortex de gato) Chen et al, (1996)
Tipo 4 (in vitro, cortex de rato) Tateno et al, (2004)
sRSgrupo 1(in vivo, cortex de rato) Degenetais et al, (2002)
RS (in vitro, cértex peririnal de rato) Beggs et al, (2002)
RS (in vivo, cortex visual de gato) Nowak et al, (2003)
RS, (in vitro, cortex de ratos long-Evans hooded ) Hefti e Smith, (2000)
RS LS (in vitro, cortex peririnal de rato) Beggs et al, (2002)
IB Neurbnios com descargas em salva Kandel e Spencer (1961)
Grau lI(?) (in vitro, CA1 de rato) Jensem et al.(1994)
ROB IB (in vivo, cortex visual de gato) Nowak et al., 2003
fROB SB (?) (in vitro subiculum de rato) Staff et al, 2000
sROB “doublet or burst’ (in vitro, cortex de gato) Chen et a./, 1996
IB (in vitro, porco da india) McCormic et al., 1985
WB (?) (in vitro subiculum de rato Staff et al, (2000)
IB (in vitro, cértex de ratos long-Evans hooded )  Hefti e Smith, (2000)
wROB ROB (in vitro, cortex de rato) Yang et al, (1996)
IB (in vitro cortex de rato) Cho et al, (2004)
FS FS (in vitro, cortex de gato) Chen et al, (1996)

FS (in vitro, porco da india)

Tipo 2 (in vitro, cortex de rato)

McCormic et al, (1985)
Tateno et al, (2004)
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CONCLUSOES

1. Os padroes de disparo de neurbnios de CA1 do hipocampo foram
heterogéneos : RS, IB e ROB (presentes no hipocampo de ratos e tecido

hipocampal humano) e FS (tecido hipocampal humano).

2. Presenca de subtipos de disparo RS:

comuns a ratos e tecido hipocampal humano: SRS e FRS

exclusivo para o tecido hipocampal humano: RS

3. Presenca de Subtipos IB:
comuns a ratos e tecido hipocampal humano: gIB
comuns a ratos epilépticos e tecido hipocampal humano :
WibPresenca de subtipos de disparo ROB:
comuns a ratos e tecido hipocampal humano: SROB e FROB

comuns a ratos controles e tecido hipocampal humano : WROB
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REsumMo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar e comparar os diferentes
padrées de disparo dos neurdnios de CA1 de ratos (controles e com epilepsia
induzida pela pilocarpina) e de hipocampo humano cirurgicamente removido
para o tratamento da epilepsia do lobo temporal refrataria. Em nosso estudo,
identificamos os padrées RS (do inglés “regular-spiking”), IB (do inglés “intrinsic
bursting”), ROB (do inglés “repetitive oscillatory bursting”) e FS (do inglés “fast-
spiking”). O padrao FS foi observado somente no tecido humano. De acordo
com a frequéncia instantanea, observamos diferentes graus de acomodacgéao
nos padrboes RS, IB e ROB: 1- neurbnios que apresentaram acomodacao
rapida, FRS, rFROB (r-do inglés fast), 2- acomodacéo lenta, sRS, sROB (s-do
inglés slow), 3- com acomodacédo, ,IB (a- do inglés accommodation); 4-
neurénios sem acomodacdo wROB e wIB (W-do inglés without) e 5- com
laténcia para o primeiro disparo, RS (L- do inglés late). O padrao wROB foi
observado em ratos controles e tecido humano. O padrao wIB foi observado em
ratos epilépticos e tecido humano. O padrdo RS foi encontrado
exclusivamente no tecido humano. O estudo comparativo das propriedades
elétricas passivas revelou alteragdes nas propriedades do padrao sRS, entre
controles e tecido epiléptico. Além disso, foi observado que a populacdo de
neurdnios IB estava elevada em ratos tratados com pilocarpina com relagao
aos controles. Ja no tecido humano, esta populacido estava reduzida. Nossos
resultados sugerem que no modelo de epilepsia da pilocarpina e na epilepsia
temporal humana ocorram processos de seletividade neuronal distintos. Além
disso, este trabalho é pioneiro na caracterizagao criteriosa dos padrdoes de

disparo neuronal ndo s6 em CA1 de roedores, mas principalmente no tecido
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humano. Identificar e caracterizar os disparos neuronais de CA1 humano pode
ser a chave para a compreensao da interagdo entre os neurbnios na formacao

dos circuitos neuronais e maior conhecimento da epileptogénese temporal.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to characterize and compare the firing
patterns of neurons from the CA1 region of rats (control and pilocarpine-treated)
and patients submitted to the surgical removal of part of the hippocampus to
treat refractory temporal lobe epilepsy. We identified the following patterns: RS
(regular-spiking), 1B (intrinsic bursting), ROB (repetitive oscillatory bursting) and
FS (fast-spiking). FS was observed only in human tissue. Based on the
instantaneous frequency, we found different degrees of accommodation in
patterns RS, IB and ROB. 1- neurons with fast accommodation: (RS, FROB (g-
fast), 2- slow accommodation: sRS, sROB (s-slow,) 3-with accommodation: ,IB
(a-accommodation); 4- without accommodation: wROB and wIB (W- without)
and 5-latency for the first spike: |RS (L- /ate). wROB cells were observed in
control animals and human tissue. wIB neurons were detected in pilocarpine-
treated animals and human tissue. |RS neurons were only found in human
tissue. Comparison of passive electrical properties revealed alterations in the
properties of SRS neurons between control and pilocarpine-treated animals. In
addition, we observed that the population of neurons presenting activity bursts
was increased in pilocarpine-treated rats when compared to controls. In human
tissue, this population was reduced. Our results suggest that different
processes of neuronal selection occur in the pilocarpine epilepsy model and in
human temporal epilepsy. Furthermore, this study is the first to characterize in
detail the firing patterns not only in rodent CA1 but, particularly, in human
tissue. Identifying and characterizing firing patterns in human CA1 might be the
key to understand the way neurons interact to form neuronal circuits, something

that surely will enlarge our knowledge about the pathophysiology of epilepsy.
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