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Resumo: A inibi¢do sinaptica no giro dentado ocorre
principalmente via o neurotransmissor GABA, liberado
pelos interneur6nios. Durante a fase latente, pos status
epilepticus, ¢ observado que esse neurotransmissor tem
efeito excitatorio, causado por um acumulo de CI
intracelular. O objetivo do presente trabalho foi
investigar, por meio de simulagdes computacionais, os
efeitos da variagdo de polaridade do GABA, de
inibitério para excitatorio, sobre a sinaptogénese
durante o periodo de laténcia observado em protocolos
experimentais de inducdo de epilepsia. O modelo de
rede neuronal descreve os principais tipos celulares no
giro dentado do hipocampo. As regras de Hebb e anti-
Hebbiana e a teoria da Compensagdo foram utilizadas
para representar a sinaptogénese. Foram incorporados
os efeitos dos mecanismos ndo-sinapticos sobre a
atividades neuronal para simula¢do das atividades
epileptiformes. As simulagdes permitem propor que a
inversdo do efeito do GABA contribui para o
surgimento de atividades epileptiformes intensificando,
principalmente, as interconexdes sinapticas excitatorias
entre células granulares, que descreve o brotamento
anormal de fibras musgosas, e inibitorias entre
interneurdnios.
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Abstract: GABA neurotransmitter released by
interneurons is responsible for the inhibition of the
neurons in the dentate gyrus. During the latent phase,
post status epilepticus, it is observed that this
neurotransmitter produces excitatory effect, caused by
an accumulation of Cl in neurons. The goal of this
study was to investigate, by means of computational
simulations, the effects of varying GABA polarity, from
excitatory to inhibitory, on synaptogenesis during the
latent period in experimental protocols of epilepsy. The
neural network model describes the major cell types in
the dentate gyrus of the hippocampus. The rules of Hebb
and anti-Hebbian and the compensation theory were
used to represent the synaptogenesis. The effects of non-
synaptic mechanisms on neuronal activities were
incorporated to simulate epileptiform activities. The
simulations suggest that the excitatory effect of GABA
contributes to the epileptiform activity induction by
increasing excitatory synaptic interconnections between
granular cells, which describes the abnormal mossy
fiber sprouting, and between inhibitory interneurons.
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Introducéo

A epilepsia ¢ uma das desordens neurologicas
cronicas mais comuns, podendo ser caracterizada por
um aumento na sincroniza¢do da rede neuronal e da
excitabilidade celular. Esse fendmeno de
hiperexcitabilidade pode ser decorrente de uma
diminuicdo na regulagdo da inibigdo sindptica, o que
leva a um desequilibrio entre a excitagdo ¢ inibigdo.
Nesse sentido, varias pesquisas t€m incidido sobre o
papel da transmissdo GABA¢érgica nas diferentes fases
da progressio da doenca, ji que alteragdes na
sinalizagdo do GABA, que incluem mudangas nas
propriedades de interneurdnios, estdo intimamente
envolvidas no desenvolvimento e manifestagdes
cronicas da atividade epileptiforme [1].

A indugdo experimental de status epilepticus (SE)
produz mudangas rapidas e robustas na plasticidade
neuronal. Adicionalmente, ocorre o desenvolvimento da
farmacorresisténcia de drogas antiepilépticas
convencionais que aumentam a  transmissdo
GABAérgica. Essas observagdes levam a hipotese de
que, ap6s o SE, as células em cesto perdem a entrada
sinaptica  excitatoria, principalmente devido a
vulnerabilidade das células musgosas, e que
subsequentemente essa entrada excitatdria ¢ restaurada
[2] devido o brotamento anormal das fibras musgosas
(BAFM). Ja na fase cronica da epilepsia, ¢ observado
um  aumento na  propor¢do da  unidade
glutamatérgica/GABAérgica.

De acordo com Sloviter et al. [2], o principal
obstaculo para o entendimento da epileptogénese esta
no periodo de siléncio, fase latente, entre a lesdo inicial
e o desenvolvimento de crises espontdneas. Diante
disso, o intuito desse trabalho foi investigar, por meio de
simulagdes computacionais, os efeitos da variagdo de
polaridade do GABA, de inibitério para excitatorio,
sobre a sinaptogénese durante o periodo de laténcia
observado em protocolos experimentais de inducdo de
epilepsia.

Materiais e métodos

Modelo da rede neuronal — O modelo de rede
neuronal utilizado foi construido considerando o niime-
ro total de células, e a propor¢do entre os principais
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tipos celulares presentes no hipocampo [3]. A rede ¢
composta por N neurdnios, onde NE<N ¢ o numero de
neurdnios excitatorios, e, N-NE corresponde as células
inibitorias. Os neurdnios excitatorios foram divididos
em {1, ..., NE-3} células granulares (CG), e, {NE-2, ...,
NE} células musgosas (CM) hilares, enquanto que os
neurdnios inibitdrios, {NE+1, ..., N}, s8o representados
pelos interneurdnios (IN). Esses trés tipos celulares
formam 9 grupos de conectividade (I a IX). A matriz de
conexao entre os neurdnios ¢ dada por C(NxN):

(1)

Con

onde c¢;; 1<ij<N ¢é o peso da conexdo a partir do
neuronio j sobre o neuronio i.

Adicionalmente, para a representagdo do efeito de
mecanismos ndo-sinapticos durante os periodos ictal e
inter-ictal [4], os estados de atividade neuronal foram
distinguidos em estado de despolarizagdo prolongada
(que representa o periodo ictal de atividades
epileptiformes), e estado polarizado (que representa o
periodo inter-ictal). Segundo Almeida et al. [4], a
transi¢do do periodo inter-ictal para o ictal, que
caracteriza o inicio de uma descarga epileptiforme,
ocorre quando o influxo de Na* por canais i6nicos
supera o seu efluxo pela bomba de Na*/K*. Por outro
lado, a transi¢do do periodo ictal para o inter-ictal, que
determina o término de uma descarga epileptiforme,
ocorre quando o efluxo de Na* pela bomba de Na*/K*
supera o seu influxo por canais id6nicos. Descrevendo o
comportamento desses dois fluxos de Na', que
permitem caracterizar o inicio e término de uma
descarga epileptiforme, NS/ ¢ calculado considerando

uma componente de excitagdo (NSE) e outra de inibigdo
(NSD):

NS!=a-NSE!—~b-NSI|, 2
onde a e b sdo parAmetros que permitem ajustar a
contribui¢do da excitagdo e inibigdo sobre NS .

Alterac0es de conectividade da rede neuronal —
modelo de sinaptogénese foi baseado nas regras
Hebbiana ¢ anti-Hebbiana [5] e na teoria da
Compensacdo [6]. Assim, em cada passo de tempo
morfogenético, cada neurdnio pode apresentar
deslocamentos de sua atividade de entrada causados por
adaptagdes estruturais. Em consequéncia, o desvio de
cada neurénio de uma atividade média desejada ¢
chamado estado morfogenético do neuronio, As;, o qual
¢ calculado para a célula i da seguinte forma:

1,+At
2 prob(z)
As, =5,-0,2, com s, =—" >

3)
At

onde t,, At € N, i=1, ..., N. s;, utilizada como medida

da atividade do neur6nio i, ¢ a probabilidade média de

disparo.
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De acordo com a teoria da Compensagao [6], a soma
das ofertas sinapticas do i-ésimo neurdnio é definida
como o; e sua variagdo como Ac;. Os tipos de sinapses
sdo separados em elementos pré-sinapticos (pr) e pos-
sinapticos (po), estes por sua vez, sdo divididos em:
ligados (b) e livres (f). Os elementos pds-sinapticos sdo
também distinguidos em: excitatorios (e), ou inibitorios
(i). As regras morfogenéticas (Tabela 1), que
determinam as varia¢cdes de conectividade sindaptica,
dependem do estado morfogenético de um neurdnio,
Asi, do estado estrutural do neur6nio e também da
sensibilidade da célula para reagir com variagdes
estruturais (v).

Tabela 1: Regras Morfogenéticas [6].

Neur6nio em estado elevado Neur6nio em baixo estado

45" =0 A6 = kb 67|45, <0
A0 = k01" |ds,| <0 40770
4077=0 A0l = —ky, a7 As,| <0
do[" = kj |4s,|> 0 L
o /7 = k;gp(, 17|45, <0 ol =Kk, | s,
Aol =Ky, |4s,|> 0 Aal:”"” k045, <0

O potencial transmembranico (pzp’) € calculado, no
instante 7, em fungdo dos pesos sinapticos e do estado de
atividade do neurdnio Z, no instante #-1 (zj’l ):

NE-3

P, —TZC”Z, +K ZC”Z] -9 ZCIIZ;I+NS'

J=NE-2 Jj=NE+1

“

onde T, k e ¢ correspondem aos pesos de conectividade
de cada tipo celular presente na rede, e NS/ ¢ a

contribuicdo de mecanismos ndo-sindpticos sobre o
potencial transmembranico.

Circuitaria inicial e pardmetros do modelo-Em
uma escala reduzida de 1:10.000 a rede foi construida,
considerando 99 células granulares, 3 células musgosas,
e, 3 interneuronios. Os valores iniciais dos elementos da
matriz de conectividade, ¢;;, seguiram uma distribuicao
normal com média e desvio padrio dados por 1,0 £ 0,2
para células conectadas e 0 para células ndo conectadas.

Um passo morfogenético no modelo (4f)
corresponde ao remodelamento de espiculas. No
presente trabalho, foi considerado que cada passo
morfogenético apresenta 150 iteragdes ¢ ¢ que cada
iteragdo ¢ corresponde a 0,36 min.

Simulagdo da Inducdo de  Atividades
Epileptiformes — Em 1,5 dia, uma despolarizagio foi
induzida para gerar um aumento de atividade da rede,
que caracteriza o SE induzido em manobras
experimentais. Apoés o aumento de atividade, o efeito
dos IN foi alterado de inibitério para excitatorio para
representar a altera¢do de polaridade do GABA durante
o periodo po6s-SE. No presente trabalho, foram
estudados os efeitos da alteracdo do tempo que o GABA
permanece excitatorio. Baseado no trabalho de Pathak et
al. [7], foi considerado que 20 % das CG ficam reativas
ao GABA excitatério (GE) e que o periodo do GE pode
durar até 25 dias
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Resultados

O aumento do periodo de atuagdo do GE elevou o
nimero de aumentos espontineos de atividade (AEA)
na rede de neurdnios (Figura 1A - Esquerda), a0 mesmo
tempo em que reduziu o periodo de laténcia (Figura 1A
- Direita) para a ocorréncia de atividades.

Analisando as alteragdes de conectividade dos tipos
celulares presentes na rede (Figura 1B), apos a
ocorréncia dos AEA que representam as descargas
epileptiformes, observa-se que o GE causa as seguintes
alteragdes: (1) aumento das interconexdes entre CG
(grupo 1) e entre os IN (grupo IX); (2) redugdo das
conectividades envolvendo as CM (grupos I, IV, V, VI
e VIII); (3) aumento da inibigdo das CG (grupo VII).
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Figura 1: (A) Esquerda — Numero de atividades espontaneas.
Direita — Periodo de laténcia. (B) Conectividade média dos
grupos formados. Para cada duracdo do GE, foram realizadas
6 simulagdes.

Considerando a evolucdo temporal, apds o primeiro
aumento de atividade que representada o SE, o periodo
de GE causa um aumento de atividade (Figura 2A) que
resulta em alteragdes da conectividade (Figura 2B).
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Figura 2: (A) Atividade, (B) Conectividade, e (C) Taxas de
ve ppara 1 e 14 dias de GE, respectivamente.

Essas alteragdes estdo relacionadas a redu¢do da taxa
da teoria da Compensagdo (r) para os grupos [ ¢ IV, ¢
aumento para o grupo III, com concomitante aumento
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da taxa das regras anti-Hebbianas (ran) e redugdo da
taxa das regras de Hebb (ry). A principal variagdo na
conectividade foi o aumento nos grupos I, VII e IX, e
reducdo nos demais grupos (Figura 2C).

A analise da variagdo das regras de Hebb (p) em
combinagdo com a teoria da Compensacdo (v) (Figura
3) mostrou que a evolugdo do periodo do GE
influenciou no AEA para maiores valores de v e ndo
nulos de p. O aumento desse periodo elevou o AEA para
mais combinacdes de v e p, sendo mais intenso a
medida que as taxas das duas regras estudadas
aumentaram, consequentemente, reduziu o tempo de
laténcia para o inicio das atividades.

Tempo GE = 1 dia Tempo GE = Tdias  Tempo GE = 14 dias  Tempo GE = 21 dias

Figura 3: Aumento espontineo de atividade (AEA) para a
combinagdo de diferentes valores de v e p. Para cada duragéo
do GE, foram realizadas 400 simulagdes.

Discussao

As epilepsias tém sido frequentemente associadas a
déficits na sinalizacdo GABAérgica [1], que podem ser
provocados por alteragdes no equilibrio entre
cotransportadores cation/Cl" do tipo NKCC1 ¢ KCC2
[8]. Em situa¢des em que ha um aumento na expressiao
de NKCCI1, responsavel pelo influxo de CI', e redugéo
do KCC2, que promove a extrusdo desse ion, ocorre um
maior influxo de CI', e consequentemente, a inversao do
potencial de reversao da corrente através dos canais com
receptores GABAA (receptor ionotropico do tipo A),
despolarizando a membrana neuronal. Evidéncias
clinicas e experimentais indicam que esse tipo de
perturbacdo na sinalizacdo do GABA, poderia facilitar
as crises, uma vez que a diminuigdo na regulagdo
sinaptica induziria um desequilibrio entre excitagdo e
inibi¢do [9], comprometendo a inibigdo e contribuindo,
potencialmente, para a epileptogénese.

Nas simulag¢des, o aumento do periodo de inversdo
da polaridade do GABA contribuiu para um maior
nimero de AEA (Figura 1A - Esquerda). Durante os 2
primeiros dias de inversdo, devido ao aumento da taxa
da teoria da Compensacao e das regras de Hebb, as CM
reduziram a atuacdo sobre os demais tipos celulares
presentes na rede a0 mesmo tempo em que ocorreu o
aparecimento ¢ intensificagio da conectividade
sinaptica excitatoria entre as CG, caracterizando o
BAFM (Figura 1B — grupo I). Essas alteragdes
poderiam indicar a ocorréncia de uma forma muito
rapida de reversdo do papel do GABA [10], entre 3
horas ¢ 2 dias apds o trauma, que ja seria suficiente para
alterar os padrdes de ativagdo por meio da
reorganizagdo dos circuitos [11] na rede neuronal.

Todas essas mudangas ocorridas na rede em resposta
a injuria, que caracterizam a sinaptogénese, podem ser
correlacionadas com danos provocados pelo BAFM
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observados em pacientes com epilepsia de lobo
temporal [11]. As simula¢des indicam que o BAFM
surge como uma tentativa da rede em restaurar as
fungdes normais do tecido apds o aumento da inibigdo
ocorrido durante o SE. No fim desse periodo, a inibig¢ao
mais eficiente causa um maior decaimento da atividade
neuronal e, consequentemente, aumenta as taxas da
teoria da Compensagdo e das regras de Hebb (Figura 2),
que sdo responsaveis pela intensificagio do BAFM.
Portanto, os resultados apontam que a intensidade do
BAFM pode ser dependente do periodo de inversdo da
polaridade do GABA. As mudangas ocorridas na
inibicilo pés SE podem limitar o aumento de
excitabilidade das CG induzido pelo SE quando o
BAFM estd baixo, sendo que as modificagdes na
reorganizagdo estrutural ¢ a perda celular associadas
com a epileptogénese podem prejudicar esse potencial
mecanismo compensatério e fornecer o substrato
epileptogénico ao hipocampo [9].

Adicionalmente as observagdes pertinentes aos 2
primeiros dias de inversdo da polaridade do GABA, a
progressao desse periodo induz um aumento na
conectividade entre os IN, que contribui para a
desinibi¢do (ou excitagdo) da rede. Estudos anatomicos
e eletrofisiologicos ja forneceram evidéncias de que as
c¢lulas GABAGérgicas, na formagdo hipocampal, podem
inervar umas as outras, apontando que os proprios IN
podem ser controlados por meio de mecanismos
inibitorios especificos [12]. A eficacia das sinapses
GABA¢érgicas pode ser reduzida por essas interconexoes
inibitorias, facilitando o surgimento das crises.

A plasticidade sinaptica ¢ fundamental a habilidade
de um sistema neural em aprender, bem como na
capacidade de desenvolver crises espontidneas. Embora
os mecanismos Hebbianos sejam importantes na
modificagdo seletiva dos circuitos neuronais, tendem a
desestabilizar a atividade das redes. Por isso, essas
regras tendem a atuar em conjunto com varias formas de
plasticidade  homeostatica, que estabilizam as
propriedades dos circuitos neuronais [13]. Para as
combinagdes dos efeitos das duas regras de
sinaptogénese que resultaram em atividades recorrentes
(Figura 3), o aumento do periodo de inversio do GABA
intensificou a conectividade entre as CG e entre os IN,
elevando a atividade da rede de forma a aumentar o
numero de atividades espontaneas.

O modelo utilizado no presente trabalho ndo permite
uma analise precisa do efeito dos transportadores
idnicos (tais como canais idnicos, bomba de Na'/K" ¢
cotransportadores) sobre a homeostase do tecido e,
portanto, sobre a inducdo das atividades epileptiformes
e a sinaptogénese. Porém, o modelo descreve a
circuitaria sinaptica do giro dentado e permite o estudo
de propriedades inerentes a reorganizagao e formagédo de
sinapses dependentes da atividade. Nesse sentido, as
simulagdes permitem propor que, no periodo pds SE, a
inversdo do efeito do GABA, de inibitério para
excitatorio, contribui para o surgimento de atividades
epileptiformes  intensificando, principalmente, as
interconexdes sinapticas excitatorias entre CG, que
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descreve o BAFM, e inibitorias entre IN. Portanto, as
simulacdes sugerem que, adicionalmente ao efeito do
BAFM, a inibi¢do reciproca entre IN pode contribuir
para o surgimento das atividades epileptiformes.
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