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Goddard (1967) e Goddard, Mcintyre e Leech (1969), mediante estimulagdo
elétrica de cérebros de ratos, gatos e macacos observaram que a primeira
estimulagdo tinha pouco efeito sobre o comportamento e ndo causava pos-
descargas eletrograficas e que a resposta 4 estimulagdo se modificava progres-
sivamente com a repeti¢do, induzindo descargas epilépticas, automatismos com-
portamentais e, eventualmente, convulsOes clOonicas bilaterais. Essas alteragoes
progressivas que resultavam da estimulagdo elétrica repetitiva foi por eles
denominada de “kindling effect”. O numero de estimula¢Ges necessdrias para
a obtencgdo de crises motoras induzidas por “kindling” foi inversamente rela-
cionado 4 duragdo dos intervalos inter-estimulos. Foi dificil, se ndo impossivel,
obter “kindling” em ratos, com intervalos inter-estimulos menores que 20 mi-
‘nutos, sendo que intervalos de 24 horas ou maiores foram considerados 4timos.
Assim, segundo Goddard e col. (1969), o numero de estimulos necessarios para
a obtencdo do “kindling”, com crises motoras, diminui & medida que o intervalo

entre os estimulos se aproxima de 24 horas.

A preparacdo “kindling” tem definida vantagem sobre outras preparagoes
que envolvem a aplicacdo cerebral direta de irritantes quimicos como o hidroxido
de aluminio, porque o “kindling” oferece oportunidade para se investigar uma
grande quantidade de parametros associados com um padrdo altamente predi-
zivel de desenvolvimento de crises e um local anatdomico de estimulagido facil-
mente identificadvel (Goddard e col, 1969; Wada e Sato, 1974).

Taber, McNamara e Zornetzer (1977), mediante estimulagdo elétrica inter-
mitente hipocampal dorsal, um estimulo por minuto, em camundongos, obtiveram
um estado duradouro de crises convulsivas eletrograficas e comportamentais que
foi considerado como um modelo de status epilepticus experimental.

Neste nosso trabalho procuramos confirmar os resultados destes tltimos
autores, em uma outra espécie animal (ratos), j4 que a modificagdo por ele
introduzida permite a obtengdo do fendémeno “kindling” em tempo bem mais
curto (horas), comparativamente as técnicas anteriormente descritas (dias).

Trabalho da Disciplina de Neurofisiologia do Departamento de Fisiologia, da Escola
Paulista de Medicina, realizado com o auxilio financeiro da FAPESP, do CNPq e da
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 12 ratos machos albinos, raca Wistar, com aproximadamente 120
dias de idade, pesando entre 220 e 250mg no inicio da experiéncia, provenientes do
Biotério Central da Escola Paulista de Medicina. Todas as preparacdes animais
utilizadas foram cronicas. Os animais foram operados sob anestesia com cloridrato
de ketamina (60 mg/kg.IM) e pentobarbital (20 mg/kg,IP).

Foram implantados estereotaxicamente eletrodos de acgo inoxiddvel com 100 micro-
metros de diAmetro, duplos e torcidos, no hipocampo dorsal esquerdo (segundo o atlas
de De Groot: antero-posterior = 3,0mm; lateral = 3,0mm e vertical = 2,8mm, a
partir da superficie cortical). Foram, também, colocados eletrodos neocorticais epidurais
bilateralmente e um eletrodo subcutfneo utilizado como “indiferente”.

Os registros da atividade elétrica hipocampal e neocortical foram feitos, num
poligrafo Beckman tipo “RM dynograph” de oito canais, A amplificacio do sistema
era escolhida de acordo com a voltagem de cada derivagio no momento do registro.
A velocidade do papel era mantida, habitualmente em 10mm/segundo.

A estimulagfo elétrica hipocampal foi realizada mediante um estimulador de ondas
quadradas, bifdsicas de 60Hz que emite estimulos intermitentes durante 1 segundo
cada, com uma intensidade que variava de 300-800 ”A. Foi utilizado um *“switch-box”
que permitia estimulagfo intermitente com intervalo constante, isto & 1 segundo de
estimulo seguido por 59 segundos de registro da atividade elétrica. A estimulacéio
prosseguiu durante 120 minutos em todas as sessdes.

A avaliacdo da atividade epiléptica eletrografica foi feita considerando-se o tempo
de duragfio de padrdes epilépticos eletrograficos como, por exemplo, espiculas, poli-
espiculas. espicula-onda, expresso em numero de segundos de atividade epiléptica por

minuto de registro.

RESULTADOS

Vérios padrdes de pés-descargas puderam ser observados durante os experimentos
(Fig. 1). N#o foi possivel qualquer correlacio entre a atividade elétrica registrada
e o comportamento do animal, exceto quanlo este apresentava “sacudidelas corporais”
(do inglés, wet-dog shakes). Nestes periodos observou-se, no tracado, surtos de
poliespiculas intercalados com depressdo da amplitude do registro (Fig. 2 — B e C).
O comportamento dos animais variou desde a auséncia de qualquer movimento obser-
vavel até manifestagdes motoras estereotipadas com movimentos mastigatérios ritmicos,
clonus de uma ou mais patas, saculidelas corporais repetidas, com quedas intermitentes

ou néo.

Na figura 3, observa-se a generalizacdo do fendmeno das pés-descargas para além
do local estimulado (isto é, hipocampo dorsal esquerdo), as quais foram também regis-
tradas no hipocampo contralateral e nas regifes neocorticais bilaterais.

Na figura 4 observa-se uma p6s-descarga hipocampal e neocortical tipica seguida
de uma depressfio da amplitude do registro bastante evidente no hipocampo. Essa
depress@io n#o foi observada constantemente apés todas as poés-descargas.
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Fig. 1 — Padrdes de pés-descargas observados: no tracado A, apbés o artefato
de estimulo (seta) observa-se o aparecimento de descargas epilépticas,
tipo “ponta”, aproximadamente 1 por segundo; tracado B, espiculas
com amplitude crescente e frequéncia varidvel; tracado C, espiculas
em wmaior frequéncia (aproximadamente 10/seg); tracado D, ativi-
dade epiléptica hipocampal tipo “ponta-onda” (aproximadamente

38/seg). Calibragdo =— 50 ”V/l seg.
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Fig. 8 — Tragado A, apbs o artefato de estimulo (seta) observa-se um padrdo
comum de pés-descarga. Tracados B e C, surtos de poliespiculas
intercalados com depressdo da amplitude do registro. Nessa ocasido
o amimal apresentava “sacudidelas corporais”. Calibragdo == §0

,‘V/I seg.
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Fig. 3 — Observa-se a generalizacdo do fenbmeno das pés-descargas para além
do local estimulado (hipocampo E); Hip — hipocampo; Cx = neo-
cortex, Calibracdo = 50 “V/1 sey.

:l’.

v A mh‘\\s . L

N"‘W
\M

m;:m.:' | Mkm v. . | | | | | | WN‘W‘J&
| —

Fig. } — Observa-se, apdés o artefato de estimulo (seta), uma pié8-descarga
hipocampal e meocortical tipica seguida de uma depressdo do ampli-
tude do regisiro, mais evidente do hipocampo., Calibracdo = 50

I‘V/ 1 seg.
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Grdfico 1 Duracdo das pés-descargas durante 180 minutos de estimulacdo.
Observar que apés o 30 minuio a atividade permaneceu constan-
temende acima de 10 seg/min.
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Grdfico 8 — Aumento da duracdo da atividade epiléptica eletrogrdfica em
sessbes repetidas de estimulacdo,
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Com relagdio & duracio das pés-descargas durante os 120 minutos de estimulagdo,
pode-se observar no gréfico 1, que nos primeiros 30 minutos de estimulagdo houve
aumento progressivo das mesmas, apés o que a duracdo das poés-descargas permaneceu
praticamente constante, durando aproximadamente 259% do tempo de registro.

Trés animais foram ulteriormente retestados por mais duas vezes, no 14¢ e no
21c dia apés a cirurgia, observando-se os resultados do gréifico 2, onde se nota um
aumento progressivo na duragfo da atividade epiléptica eletrogréfica em sessGes repe-
tidas de estimulaco.

DISCUSSAO

Pelos resultados apresentados podemos notar o estabelecimento definido do
fendmeno “kindling” em prazo relativamente curto (30 minutos), em relagdo
aos métodos ja classicos, nos quais se faz, habitualmente, um estimulo didrio,
em aproximadamente 15 ou 20 dias (Goddard e col. 1969).

Kaada (1951) verificou que, embora a forma e frequéncia das pos-descargas
pudessem variar consideravelmente em cada area, o tipo de pos-descargas iniciado
em cada regido era surpreendentemente uniforme de um experimento para outro,
mesmo variando o estimulo aplicado, em duragio, intensidade, frequéncia e
duragdo do pulso, ndo chegando a influenciar significativamente a forma e
frequéncia das pos-descargas iniciadas em um dado ponto.

Esses resultados ndo foram confirmados no presente experimento, pois
verificamos grande variagdo no tipo de pds-descargas iniciadas no hipocampo
e no neocortex. Os varios padroes de pos-descargas observados em nosso
experimento sdo similares aos descritos em trabalhos anteriores por Delgado e
Sevillano (1961) e Racine (1972a). Notamos também, variagGes na frequéncia
e amplitude das espiculas numa mesma pds-descarga. Verificamos, além disso,
a possibilidade do aparecimento de descargas hipocampais em forma de ponta-
onda de 3 ciclos por segundo, com projecdo simultinea para 4reas neocorticais
bilaterais semelhantes as descritas para a chamada epilepsia “centrencefalica”,
tipo “Petit Mal” (auséncia simples) de pacientes epilépticos.

O fendmeno “kindling” em 4reas limbicas pode ser visto como uma ilus-
tragdo dos efeitos facilitatorios da atividade epiléptica no desencadeamento
subsequente de crises motoras. Atualmente é bem estabelecido que o “kindling”
também envolve processos inibitorios. Foi verificado, por exemplo, que o
“kindling” ¢ bloqueado por uma redugdo do intervalo inter-estimulos para
menos que 20 minutos e, com estimulacdo em intervalos pequenos, poderia
eventualmente falhar o desencadeamento de respostas motoras de animais com
“kindling” ja estabelecido. Além disso, a obten¢do de “kindling” a partir de
um outro lugar do cérebro poderia produzir a supressio de crises desenca-
deadas por estimulagdo subsequente da 4rea previamente incendiada (“kindled”)
(Goddard e col, 1969).

Verificamos no presente trabalho, que o reteste dos animais apds uma
semana leva a um aumento da atividade epiléptica eletrogréfica e comporta-
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mental. Wada (1976) sugere que este fenOmeno se deve 4 manutengio temporal
da modificagdo plastica decorrente da estimulagdo elétrica repetitiva. Sessoes
repetidas de estimulagdo elétrica intermitente, em dias ulteriores, produzem
resultados ainda mais acentuados. J4 foi demonstrado por Racine (1972b)
que esse aumento ndo depende do numero de estimulos aplicados, mas sim
do numero de pods-descargas desencadeadas com a sua aplicagéo.

O método aqui utilizado demonstra que € possivel obter, em ratos, em
curto espago de tempo de experimentacdo uma situacdo de status epilepticus
prolongado. Os nossos animais apresentaram periodos de epilepsia eletro-
grafica e comportamental ininterruptos por varios minutos, que se repetiram
sucessivamente, sem um retorno completo & atividade eletrografica normal. O
fendmeno se enquadra, portanto, dentro das concepg¢des classicas de status
epilepticus, como sendo crises convulsivas ininterruptas ou recidivantes, sem
recuperagdo funcional entre elas, ou segundo o “Dictionary of Epilepsy” da OMS,
editado por H. Gastaut (1973), que define o status epilepticus como “um
estado caracterizado por uma crise epiléptica suficientemente prolongada ou
repetida em intervalos suficientemente breves, que produz uma condigdo ndo
variavel e duradoura”.

RESUMO

Foi utilizada em nova espécie animal (ratos), uma modificagio do método
“kindling”, introduzida por Taber e col. (1977) para obtencdo de stafus epilep-
ticus experimental.

Para isso foram implantados mediante cirurgia estereotdxica, eletrodos
duplos, torcidos no hipocampo dorsal de 12 ratos machos albinos. Esses ani-
mais foram submetidos, apos uma semana de pds-operatério, a 1 segundo de
estimulacdo elétrica de baixa intensidade em forma intermitente, um estimulo
por minuto durante 2 horas, desenvolvendo-se em prazo de 30 minutos um
estado de epilepsia eletrografica e comportamental duradoura. Vdarios padrdes
de descargas epilépticas eletrograficas foram observados bem como manifestagoes
convulsivas tonico-clOnicas.

Os animais que foram submetidos a novas sessGes de estimulagio apos
7 e 14 dias mostraram aumento de atividade epiléptica demonstrando uma
modificacdo plastica do hipocampo do rato submetido a estimulagdo elétrica
a qual perdura no tempo.

O método permite a obtencdo de “kindling” em tempo bem mais curto
(horas), comparativamente as técnicas anteriormente descritas (dias), tornan-
do-se um promissor modelo de epilepsia para testes de drogas anticonvulsi-
vantes e para o estudo dos mecanismos fisiopatologicos e bioquimicos envolvidos
na descarga epiléptica.
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SUMMARY

Experimental status epilepticus: a modified kindling method in rats.

Taber et al. (1977) introduced new model of epilepsy to obtain.experimental
status epilepticus in mice, through a modification of the kindling method
(Goddard et al. 1969). The aim of this paper is to report the effect of
Taber’s modification on a new animal specie (rats).

Bipolar, twisted steel electrodes were stereotaxically implanted into the
CA1-CA3 regions of the dorsal hippocampus. After one week the animals
received 2 h stimulation sessions, one stimulus per minute, during which a
sustained electrographical and behavioral seizures were induced. Different
patterns of electrographical discharges as well as tonic-clonic convulsions were
observed.

The animals which were submitted to 3 stimulating sessions respectively
7, 14 and 21 days after surgery showed an increase in the epileptic activity.
This has been interpreted as a plastic. neural modification of the hippocampus
similar to that observed during learning and memory consolidation.

In comparison to other inducing kindling methods this one permits a more
rapid elicitation of the phenomenon. For this reason this method will provide
a good epilepsy model for the study of anticonvulsant drugs and basic mecha-
nisms involved in the epileptic activity.
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