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O texto que se segue pretende constituir uma breve revisão dos principais modelos experimentais de epilepsia.

1. Modelos genéticos animais

Tal como foi referido na Introdução desta memória, os modelos genéticos podem ser de dois tipos: num grupo englobam-se as espécies ou estirpes que apresentam epilepsia inata, semelhante à epilepsia idiopática dos seres humanos; num segundo grupo incorporam-se os animais com epilepsia reflexa, isto é, animais predispostos geneticamente a um determinado tipo de crise, facilmente desencadeada por um estímulo sensorial específico.

1.1. Animais com crises espontâneas recorrentes

■ Cães epilépticos

Os cães epilépticos provaram ser modelos extremamente úteis nas crises parciais e crises tónico-clónicas primária e/ou secundariamente generalizadas, observando-se, a par da epilepsia idiopática, uma epilepsia sintomática principalmente devida a tumores cerebrais. Estudos levados a cabo em cães com crises generalizadas tónico-clónicas, sujeitos a elevadas doses de fármacos convencionais, mostraram que 20 a 40% destes são refractários a estes fármacos e que, as crises parciais são mais difíceis de controlar do que as crises generalizadas tónico-clónicas, sendo este facto consistente com a experiência clínica em seres humanos. Estes animais constituem um bom modelo para o estudo de factores responsáveis pela epilepsia refractária e para a pesquisa de novos fármacos contra as crises que não respondam a tratamentos prévios. Este modelo não é adequado, no entanto, para o screening de potenciais novos antiepilépticos, na medida em que, ao ser um modelo crónico, estes estudos tornar-se-iam extremamente onerosos do ponto de vista temporal, para além das dificuldades práticas que envolveriam a sua realização. De facto, com uma frequência de crises espontâneas demasiado baixa e irregular, os cães epilépticos não são adequados em estudos de eficácia aguda de fármacos antiepilépticos (Löscher e Schmidt, 1988).

■ Ratos com predisposição genética para crises de ausência

Os ratos com predisposição genética para crises de ausência, constituem modelos de crises do tipo pequeno mal, apresentam vantagens relativamente aos cães epilépticos na medida em que, a frequência das crises é tão elevada que neles facilmente podem ser conduzidos estudos de eficácia sem necessidade de induzir por outros meios as crises convulsivas. Aproximadamente 15 a 30% dos ratos Sprague-Dawley e Wistar exibem espontaneamente descargas ponta-onda (7/11 segundos) que estão associadas com as componentes comportamentais das crises de ausência, tal como o comportamento arrastado e contracções mioclónicas, principalmente limitadas à musculatura facial. As descargas espontâneas duram de 0,5 a 40 segundos e ocorrem centenas de vezes ao dia. A idade é um factor crítico no desenvolvimento de sinais paroxísticos. Normalmente não se observam sinais electroencefalográficos epilépticos em fêmeas e machos antes das 14 a 18 semanas, mas uma vez desenvolvidas estas descargas, vão persistir para toda a vida animal. A incidência das crises pode ser notoriamente aumentada quando se promove o cruzamento de ratos epilépticos, o que demonstra a transmissão genética do fenómeno. Os dados experimentais disponíveis indicam que estes ratos constituem modelos adequados de crises generalizadas do tipo ausência, apresentando vantagens relativamente ao teste do pentilenotetrazol e, como representam modelos crónicos, podem ser facilmente utilizados para estudos de eficácia crónica (Löscher e Schmidt, 1988). 

■ Murganhos cambaleantes homozigóticos

Os murganhos cambaleantes homozigóticos (“tottering mice”) constituem modelos de crises parciais e crises generalizadas tipo ausência, caracterizando-se por apresentarem uma mutação genética simples no cromossoma 8 que se traduz fenotipicamente em crises epilépticas espontâneas. Com 3 a 4 semanas de vida, estes murganhos são facilmente reconhecidos pelo seu modo de andar cambaleante. Passados 1-3 dias observam-se crises motoras focais (movimentos clónicos unilaterais das extremidades com generalização secundária) que passam a ocorrer uma ou mais vezes por dia durante toda a vida do animal. Estudos farmacológicos sugerem que estas crises focais podem ser suprimidas pelo diazepam e são refractárias ao ácido valpróico e à etossuccimida. Um segundo aspecto a considerar são as descargas em ponta-onda características das crises de ausência. Efectivamente, apenas com 32 dias de vida, é possível ter registos electroencefalográficos que apresentam padrões característicos de descargas bilaterais sincrónicas. Estas descargas ocorrem centenas de vezes ao dia, têm uma duração de 3-10 segundos e são acompanhadas, em cada caso, por uma alteração comportamental típica de crises epilépticas do pequeno mal, que são muito semelhantes às observadas nos ratos. Estas crises de ausência são bloqueadas pela etossuccimida, diazepam e fenobarbital, mostrando-se a fenitoína ineficaz. O principal problema deste modelo reside no facto de ser difícil obter murganhos homozigóticos suficientes para estudos farmacológicos, havendo, por vezes, necessidade de utilizar, primariamente, animais heterozigóticos e, posteriormente, homozigóticos. Como se depreende, este procedimento requer algum tempo, tornando-se, portanto, dificilmente aplicável na avaliação de fármacos anticonvulsivantes. Existem, no entanto, autores que sugerem que estes murganhos são úteis na investigação de factores hereditários bem como na elucidação do papel dos neurotransmissores na epilepsia (Löscher e Schmidt, 1988; Buchhalter, 1993).

■ Murganhos mutantes AE
Os murganhos mutantes AE constituem um modelo para crises generalizadas tónico-clónicas. Todavia, estas crises espontâneas são de tal forma pouco frequentes que este modelo dificilmente pode ser utilizado como rotina em estudos de eficácia. Estes animais respondem bem às crises induzidas electricamente, mas não aos fármacos anticonvulsivantes, quando comparados com espécies sem predisposição genética. A baixa eficácia dos principais fármacos antiepilépticos contra as crises do murganho mutante AE induzidas por electrochoque ou pela administração de pentilenotetrazol, quando comparada com murganhos normais, é um fenómeno interessante, merecedor de estudos posteriores, pelo facto de poder sugerir que a avaliação de antiepilépticos em animais não epilépticos pode exagerar a sua potencial utilidade clínica (Löscher e Schmidt, 1988).

■ Murganhos trementes
Os murganhos trementes (Quaking mice), à semelhança dos murganhos mutantes AE, apresentam uma deficiência genética recessiva autossómica. As crises espontâneas (ou induzidas artificialmente) mioclónicas e generalizadas tónico-clónicas apresentadas por estes murganhos devem-se a uma hipomielinização. Este modelo deverá ser melhor avaliado em futuros trabalhos experimentais, a fim de se confirmar a sua utilidade na avaliação de fármacos efectivos nas crises parciais motoras em humanos (Löscher e Schmidt, 1988). 

■ Murganhos mutantes C57BL/10Bg

Os murganhos mutantes C57BL/10Bg apresentam crises espontâneas generalizadas, embora este modelo não tenha sido devidamente caracterizado do ponto de vista farmacológico, a fim se avaliar a sua potencialidade na avaliação de fármacos (Löscher e Schmidt, 1988). 

■ Hamsters mutantes BIO 86.93
Os hamsters mutantes BIO 86.93 (Syrian golden) apresentam crises mioclónicas e crises generalizadas tónico-clónicas em resposta a um ligeiro stress. Este modelo apresenta um valor limitado, na medida em que os sintomas que acompanham estas crises epilépticas não se assemelham às dos humanos. Todavia, num futuro próximo, poderá ser útil como modelo na avaliação dos mecanismos de resistência da terapêutica farmacológica instituída (Löscher e Schmidt, 1988).

Dos diversos modelos referenciados neste primeiro grupo, apenas os ratos com predisposição genética para crises de ausência são correntemente utilizados para estudos de eficácia aguda de antiepilépticos: por um lado, existem problemas logísticos relacionados com a obtenção destes animais; por outro lado, eles têm baixa frequência de crises e grande irregularidade no seu aparecimento. No entanto, os restantes animais, ao constituírem modelos de epilepsia crónica, são muito úteis para estudos de eficácia crónica de antiepilépticos e, como tal, os fármacos neles avaliados e que se revelem potencialmente eficazes poderão passar às etapas seguintes dos ensaios clínicos.

1.2. Animais com crises reflexas

No segundo grupo da classificação, referida na Introdução desta memória, incluem-se aqueles animais com predisposição genética para desenvolverem crises convulsivas, mas nos quais as crises têm de ser induzidas por estimulação sensorial específica, seja ela sonora ou luminosa. A primeira grande desvantagem destes modelos genéticos com crises reflexas reside no facto destas crises raramente ocorrerem na espécie humana. Efectivamente, apenas 5% dos doentes epilépticos desencadeiam crises parciais ou generalizadas em resposta a uma estimulação sensorial. Assim, e atendendo a que as crises fotomioclónicas podem ocorrer em doentes não necessariamente epilépticos, estes animais, como os macacos com crises fotomioclónicas, não representam os modelos mais adequados de epilepsia.   A principal vantagem destes modelos reside no facto das crises poderem ser facilmente induzidas sem necessidade de recorrer a métodos eléctricos ou químicos, serem reprodutíveis e, uma vez induzidas, se traduzirem numa sintomatologia similar à observada na espécie humana (Löscher e Schmidt, 1988).

■ Macacos com crises fotomioclónicas
Os macacos com crises fotomioclónicas (Papio papio) apresentam uma predisposição fotoconvulsiva em resposta a uma estimulação luminosa intermitente. Esta estimulação induz movimentos clónicos progressivos das pálpebras, face e pescoço, que progridem para movimentos mioclónicos na sua forma mais severa. Estudos electroencefalográficos sugerem que o início das crises se dá ao nível do córtex frontal. Estes animais apresentam baixos níveis de GABA e altos níveis de aminoácidos excitatórios no fluído cerebroespinal. Estes macacos têm sido sugeridos como modelo de crises fotomioclónicas e crises mioclónicas humanas. Estas crises, induzidas sensorialmente, nem sempre respondem aos mesmos fármacos que normalmente actuam nos humanos. Assim, enquanto que a trimetadiona é eficaz nas crises generalizadas mioclónicas humanas, apenas dá uma protecção parcial nesta espécie de macacos. O valor preditivo deste modelo terá de ser ainda melhor clarificado, na medida em que a manutenção destes animais torna os estudos extremamente onerosos, para além dos problemas que se levantam com a experimentação em primatas (Löscher e Schmidt, 1988; Buchhalter, 1993; Noebels et al., 1997).

■ Galos domésticos
Os galos domésticos fotossensíveis constituem um modelo interessante nas crises generalizadas do grande mal, embora não se tenha vindo a recorrer muito a este modelo animal na avaliação de antiepilépticos (Löscher e Schmidt, 1988).

■ Murganhos DBA/2 e Ratos GEPR

Murganhos DBA/2 (dilute brown agouiti mouse – Mus musculus) e ratos GEPR – (genetically epilepsy-prone rat) apresentam uma susceptibilidade audiogénica para o desenvolvimento de crises. Os murganhos DBA/2, quando submetidos a uma estimulação sonora violenta, começam por correr violentamente, de seguida, observam-se convulsões clónicas e, finalmente, verifica-se a extensão tónica, terminando com paragem respiratória, quase sempre fatal (em cerca de 60% dos casos), ou completa recuperação. Os cromossomas 4 e 17 estão ligados à expressão das crises. As crises clónicas são normalmente usadas para avaliar a acção anticonvulsivante dos fármacos em estudo. De referir que todos os antiepilépticos tradicionais protegem contra as crises clónicas induzidas no murganho DBA/2 e, como tal, as crises induzidas neste animal não são particularmente sensíveis a uma categoria específica de fármacos antiepilépticos (Löscher e Schmidt, 1988; Buchhalter, 1993). Os ratos GEPR também desenvolvem crises motoras em resposta a estímulos sonoros a partir do 18º dia post partum, crises essas que se vão intensificando até ao 60º dia e que continuam durante toda a vida do animal. Estas crises são geradas no coliculus inferior devido a uma anormalidade no sistema noradrenérgico e propagam-se de seguida para estruturas límbicas e neocorticais, admitindo-se que o midbrain e o pontine tegmentum sejam requeridos para a expressão dos componentes tónico e clónico das crises no GEPR. Ao contrário do que acontecia no modelo anterior, estas crises normalmente não são fatais. É de referir que este rato também apresenta um baixo limiar para crises induzidas por estímulos químicos (pentilenotetrazol e bicuculina), eléctricos (electrochoque e kindling) e hipertermia. A componente tónico-clónica da resposta convulsiva é normalmente utilizada na avaliação dos antiepilépticos. Estudos farmacológicos têm demonstrado que a eficácia relativa dos antiepilépticos contra estas crises tónico-clónicas é bastante semelhante à do teste do electrochoque máximo, pelo que este modelo parece ser um bom modelo alternativo a esse teste. É ainda interessante referir que estes animais foram criados artificialmente ao proporcionarem-se acasalamentos selectivos de ratos Sprague-Dawley com predisposição genética (susceptibilidade a estímulos audiogénicos), tendo sido criadas duas espécies, a GEPR-3 e a GEPR-9, que apresentam uma susceptibilidade na escala ARS (audiogenic response score) de 3 e 9 para as crises audiogénicas. O GEPR-3 apresenta crises convulsivas moderadas enquanto o GEPR-9 apresenta crises mais severas. Estudos realizados têm demonstrado que a expressão das crises nos machos GEPR-9 é facilitada pela repetida exposição aos estímulos auditivos, não parecendo ter influência a idade do animal. Efectivamente, afigura-se provável que a exposição repetida a um estímulo que resulte em convulsões possa facilitar a ocorrência da próxima crise, tratando-se, pois, de um fenómeno semelhante à estimulação repetitiva eléctrica ou química. Nas duas estirpes referidas, as fêmeas parecem ser mais susceptíveis do que os machos. Estudos mais recentes têm sugerido que a predisposição e a expressão das crises nestes animais talvez se deva não apenas a mecanismos noradrenérgicos, como inicialmente se pensou, mas antes a uma complexa interacção de diversos neurotransmissores, nomeadamente à 5-HT (Faingold, 1988; Löscher e Schmidt, 1988; Buchhalter, 1993; Noebels et al., 1997).

■ Gerbilhos mongolianos
Os gerbilhos mongolianos constituem outro importante modelo genético. Estes animais desencadeiam crises reflexas quando submetidos a intensos ruídos, a modificações ambientais do seu habitat ou quando se faz a incidência de intensas correntes de ar contra o seu dorso durante 15 segundos. Estas crises desencadeiam-se entre o 44º e o 66º dia de vida. No que diz respeito à severidade das crises, estas podem ser subdivididas em crises faciais mioclónicas “minor”, crises generalizadas mioclónicas e crises tónico-clónicas “major”. Os animais jovens desenvolvem predominantemente crises mioclónicas faciais (com 7-10 semanas de vida), enquanto que os jovens adultos e os mais velhos desencadeiam crises generalizadas mioclónicas ou do tipo tónico-clónicas. À medida que avança a idade, aumenta igualmente a severidade das crises, um pouco à semelhança do que se passa na espécie humana. O ácido valpróico, a etosuccimida e as benzodiazepinas são mais potentes contra as crises “minor” do que contra as crises “major”, enquanto que a fenitoína, a carbamazepina e o fenobarbital são inactivos ou menos potentes contra as crises “minor” quando comparados com as crises “major”. Os gerbilhos poderão, então, constituir um modelo útil para o estudo do mecanismo da generalização das crises epilépticas humanas. Os gerbilhos jovens podem ser usados como modelos do pequeno mal, enquanto que os animais mais idosos podem ser úteis para identificar fármacos efectivos nas crises generalizadas tónico-clónicas. Relativamente à natureza das crises desencadeadas, permanece ainda por esclarecer se as crises nos gerbilhos são primária ou secundariamente generalizadas, uma vez que os estudos electroencefalográficos têm sugerido que as crises nos gerbilhos poderão ter uma origem focal. O modelo genético dos gerbilhos apresenta algumas desvantagens: 

1) A estimulação sensorial não é específica para as crises epilépticas mioclónicas;

2) A experimentação animal é muito demorada pelo que estes animais só podem ser manipulados uma vez/semana;

3) Quando se administram os fármacos em estudo há necessidade de um certo cuidado no manuseamento destes animais, a fim de evitar o desencadear de crises, que seriam seguidas por longos períodos refractários;

4) Tal como acontece noutros roedores, o tempo de semi-vida dos fármacos antiepilépticos é menor do que nos humanos, o que complica os regimes posológicos e dificulta a obtenção de níveis séricos estabilizados e com potencial terapêutico em tratamentos crónicos. Este problema pode, no entanto, ser minorado com a implantação de mini-bombas osmóticas (Löscher e Schmidt, 1988).

■ Murganhos mutantes EL 

Os Murganhos mutantes EL (EL-epilepsy-like) constituem um modelo de crises parciais complexas, apresentando mutações nos cromossomas 2 e 9. Estes murganhos exibem crises em resposta a uma estimulação vestibular (por abanões ou por alteração do equilíbrio do animal), crises estas que parecem ter o seu foco/origem no hipocampo ou noutras estruturas do lobo temporal e que, posteriormente, se propagam para outras regiões do cérebro. Estes murganhos constituem um bom modelo de epilepsia do lobo temporal, embora estas convulsões espontâneas sejam pouco frequentes. Por vezes estas crises têm sido induzidas recorrendo a quimioconvulsivantes como o ácido caínico e a toxina tetânica. As crises generalizadas tónico-clónicas que ocorrem nestes animais são precedidas por salivação e certos automatismos de mastigação. Estas crises parecem ser completamente inibidas pela fenitoína e fenobarbital, que são fármacos eleitos para tratar crises tónico-      -clónicas nos humanos. Este modelo é usado para o estudo do mecanismo das crises mais do que na avaliação de fármacos. (Löscher e Schmidt, 1988; Buchhalter, 1993; Cavalheiro, Santos e Priel, 1996; Noebels et al., 1997).

Depois do que ficou exposto, torna-se necessário realçar que estes modelos animais com predisposição genética para o desenvolvimento de crises convulsivas não apresentam vantagens relativamente aos testes do electrochoque máximo e do pentilenotetrazol como modelos preditivos da eficácia dos fármacos antiepilépticos; têm, no entanto, o mérito de permitir clarificar alguns dos mecanismos responsáveis pelas crises epilépticas (Löscher e Schmidt, 1988). Löscher e Schmidt (1988), consideram que a aplicação de tais modelos deve estar reservada para fármacos que tenham demonstrado actividade em modelos convencionais.

Recentemente surgiram outros modelos animais que parecem possuir vantagens relativamente ao teste do pentilenotetrazol, uma vez que demonstram ser mais preditivos nas crises de ausência do que este último. Estes incluem (White, 1999; Löscher, 2002):
■ Rato de Strasbourg com crises de ausência espontâneas (GAERS)

■ Murganho mutante letárgico (lh/lh)

Os ratos de Strasbourg (GAERS) apresentam crises de ausência espontâneas caracterizadas por uma paragem brusca dos movimentos motores e inclinação da cabeça. Durante as descargas bilaterais e sincrónicas em ponta-onda que ocorrem durante a fase ictal, ou seja, durante as crises propriamente ditas, os animais não respondem a qualquer estímulo. Estas crises parecem ter a sua génese no núcleo talâmico lateral, que se projecta para o neocórtex, apresentando algumas semelhanças notáveis com as crises primariamente generalizadas humanas, principalmente crises de ausência juvenis. O núcleo talâmico médio que conecta com o sistema límbico não parece estar envolvido. A expressão das crises é dependente da idade, sendo que antes dos 30 dias de vida, nenhum destes animais apresenta crises espontâneas; a partir do 1º mês de vida, o número de animais que apresenta crises espontâneas aumenta gradualmente até que, aos 4 meses, todos os animais já apresentam estas crises típicas, sendo estas mais frequentes nas fêmeas. No que se refere à frequência das crises, este modelo não apresenta decréscimo ou mudança com a idade, podendo observar-se mesmo um aumento da severidade das crises, o que não é comum nas crises de ausência humanas. Estas descargas são geneticamente determinadas com carácter autossómico recessivo. Parecem estar envolvidos vários neurotransmissores no controlo destas descargas, como a dopamina, a noradrenalina, a acetilcolina e o GABA; no entanto, está demonstrado ser este último o mais potente. Aqueles fármacos que são ineficazes ou que provocam exacerbação das crises primariamente generalizadas, como é o caso da carbamazepina e da fenitoína, comportam-se de igual modo neste modelo. Fármacos efectivos nas crises de ausência nos seres humanos, como a etossuccimida, a trimetadiona, o ácido valpróico e as benzodiazepinas, suprimem com eficácia as referidas descargas em ponta-onda, sincrónicas e bilaterais. As descargas em ponta-     -onda aumentam sob a influência de substâncais epileptogénicas tais como o pentilenotetrazol, o γ-hidroxibutirato (GHB) e a penicilina. Como os mecanismos subjacentes às crises de ausência humanas ainda não são perfeitamente conhecidos, este modelo é um bom modelo para estudar como os mecanismos genéticos podem conduzir a disfunções talamocorticais que se traduzem em epilepsias caracterizadas por sincronização hemisférica e crises de ausência. (Marescaux, Vergnes e Depaulis, 1992; Buchhalter, 1993; Noebels et al., 1997). 

■ Murganhos mutantes letárgicos
Os murganhos mutantes letárgicos apresentam uma mutação no cromossoma 2 e parecem constituir um modelo promissor para as crises generalizadas de ausência. Estes animais apresentam crises espontâneas com características electroencefalográficas e comportamentais semelhantes às da epilepsia de ausência humana (Noebels et al., 1997). Estas crises parecem ser bloqueadas por fármacos como as benzodiazepinas, a etossuccimida, o ácido valpróico e a lamotrigina (White, 1999).

Actualmente é preconizado que qualquer fármaco com potencial efectividade clínica nas crises de ausência, deva ser avaliado pelo menos em um destes dois últimos modelos (White, 1999).

Dados bibliográficos mais recentes (Löscher, 2002) defendem uma classificação de modelos genéticos ligeiramente diferente da apresentada. Assim, consideram que os modelos genéticos podem ser subdivididos em dois grandes grupos: no primeiro podem englobar-se os animais que apresentam mutações espontâneas e no segundo grupo os animais em que as mutações são induzidas. No primeiro grupo estão reunidos todos os modelos animais por nós referenciados, ou seja, espécies ou estirpes que apresentam epilepsia inata, semelhante à epilepsia idiopática dos seres humanos, e os animais com epilepsia reflexa, isto é, animais predispostos geneticamente a um determinado tipo de crise, facilmente desencadeada por um estímulo sensorial específico. No segundo grupo incluem-se os murganhos transgénicos ou “Knockout mice”. Os murganhos transgénicos ainda que úteis, são raramente usados em estudos farmacológicos.

2. Modelos químicos

Das inúmeras substâncias químicas susceptíveis de induzir crises convulsivas, apenas iremos fazer referência, às mais correntemente utilizadas a nível laboratorial. 

2.1. Substâncias químicas indutoras de crises parciais 

2.1.1. Por administração central

Algumas substâncias químicas induzem crises parciais quando são aplicadas directamente em determinadas estruturas cerebrais. Como exemplo temos, o pentilenotetrazol, a penicilina e outras substâncias tais como o ácido caínico e o ácido quinolínico. A penicilina e o pentilenotetrazol induzem crises por antagonismo da função gabaérgica, enquanto que os ácidos caínico e quinolínico exercem esses efeitos por estimulação dos receptores do glutamato (Löscher e Schmidt, 1988). Pode igualmente acrescentar-se a injecção intracerebroventricular de opióides e a aplicação no córtex cerebral ou a injecção em núcleos subcorticais específicos (amígdala e hipocampo) da toxina tetânica. Estes modelos de crises parciais, à semelhança dos modelos que recorrem à administração sistémica, simulam distúrbios selectivos na neurotransmissão inibitória ou excitatória que se pensam estar envolvidos na epilepsia humana (Löscher e Schmidt, 1988). Estes modelos de crises parciais agudas não permitem fazer o seguimento do efeito do fármaco em estudo de uma forma quantitativa, uma vez que não é possível controlar o início e a duração da crise convulsiva induzida. Para além disso, não há possibilidade de induzir crises recorrentes no mesmo animal, bem como o fármaco em estudo poderá desenvolver efeitos idiossincráticos que pouco têm a ver com a epilepsia (ex: penicilina) (Pasqua  et al., 2001). 

■ Toxina tetânica
A toxina tetânica é uma proteína com peso molecular de 150 kDa produzida pelo Clostridium tetani e que se encontra comercializada na sua forma pura. Deverá ser manipulada com o máximo cuidado e apenas por investigadores devidamente imunizados. Os animais injectados com baixas doses, tanto no neocórtex como no hipocampo, desenvolvem crises 3-7 dias após a injecção. Os ratos injectados directamente no hipocampo apresentam, após algumas semanas de intensa actividade epiléptica, uma redução no número de crises convulsivas. As crises podem, eventualmente, desaparecer, mas também podem reaparecer passado longo tempo. Nos ratos e gatos injectados no neocórtex, o foco epileptogénico gerado pela toxina tetânica pode ser permanente. A injecção intra-hipocampal da toxina tetânica produz neurodegeneração e significativa perda celular na região CA1; o que se vai traduzir em crises límbicas que se iniciam com comportamento arrastado, seguido por contração facial, das vibrícias e mioclónus dos membros anteriores que, eventualmente, pode prosseguir para uma crise tónico-clónica envolvendo os membros posteriores. As injecções no neocórtex do rato são seguidas por crises parciais motoras, praticamente imediatas, nos maxilares e/ou membros de lado oposto, tendendo a progredir para crises generalizadas convulsivas após 16 horas. Os fármacos efectivos na epilepsia parcial humana, como é o caso da carbamazepina, têm-se mostrado igualmente efectivos neste modelo. O processo epileptogénico induzido pela toxina tetânica apresenta diversas fases. No princípio, a toxina induz descargas epileptiformes no local da injecção, como resultado do bloqueio da libertação do GABA, conduzindo a que todos os circuitos interneuroniais inibitórios locais dependentes do GABA fiquem bloqueados. A toxina tetânica não parecer interferir na neurotransmissão excitatória. Numa segunda fase, a toxina tetânica é transportada através dos axónios para outras regiões do cérebro. Numa terceira fase, ocorre uma recuperação da inibição mediada pelo GABA, provavelmente devida a um aumento da expressão da enzima desidrogenase do ácido glutâmico. A actividade epiléptica persistente nesta fase crónica deve-se, provavelmente, a mudanças “plásticas” nos circuitos hipocampais e no neocórtex, as quais conduzem a desconexões funcionais dos neurónios gabaérgicos ou à germinação de novos axónios excitatórios (Bagetta et al., 1992; Avanzini et al., 1997).

■Ácido caínico
O ácido caínico (KA) obtido a partir da alga Digenea simples e correntemente usado como ascaricida, tem sido utilizado com reprodutibilidade na indução de crises parciais complexas espontâneas e recorrentes ou de crises generalizadas do status epilepticus. Este potente agonista do glutamato, ao ser administrado, vai promover a activação de uma subclasse de receptores ionotrópicos do glutamato (AMPA/KA), principalmente expressos na região límbica (predominantemente no hipocampo e na amígdala). As suas propriedades neuroexcitatórias e neurotóxicas parecem ser particularmente proeminentes no hipocampo, nomeadamente nas células piramidais da região CA1 e região CA3. É de referir que as lesões originadas no hipocampo podem ser induzidas por administração sistémica ou por aplicação directa (injecção bilateral no hipocampo) de ácido caínico, sendo neste último caso requeridas doses mais baixas. A maior parte dos estudos com ácido caínico tem sido conduzida em ratos. Após a injecção do ácido caínico admite-se que ocorram sequencialmente 4 fases distintas: 

fase aguda – entre o 1º e 10º dia;

fase activa – do 10º ao 20º dia;

fase latente – do 30º ao 90º dia;

fase crónica – superior aos 90 dias.

A fase aguda ocorre 1 hora após a injecção directa no hipocampo e traduz-se por um comportamento arrastado. A aspiração (fungar) e o mioclónus facial são atribuídos à propagação frontal da descarga. Após diversas horas, as crises convulsivas intensificam-se e podem, eventualmente, envolver o status epilepticus parcial caracterizado por simples imobilização, olhar fixo e vago. A fase activa é caracterizada por crises convulsivas de curta duração (< 1 minuto), com clónus motor generalizado e uma rápida recuperação em termos comportamentais. Durante a fase latente, as crises desaparecem, voltando a reaparecer na fase crónica. Nesta fase, as crises apresentam as mesmas características da fase aguda: olhar fixo, podendo ocasionalmente progredir para manifestações mais complexas, incluindo automatismos faciais, clónus dos membros anteriores e crises generalizadas tónico-clónicas. O ácido caínico pode também induzir actividade epileptiforme e secundariamente lesões neuronais e na glia, sendo esta acção mediada em parte pela formação de radicais livres. Efectivamente, a toxicidade do ácido caínico deve-se ao facto de induzir a formação de radicais livres que conduzem ao stress oxidativo cerebral caracterizado por alterações estruturais de diversas proteínas celulares, dos lípidos membranares, do DNA e do RNA. O ácido caínico pode induzir a formação de radicais livres por diferentes mecanismos. Assim, e atendendo a que o ácido caínico é um agonista do glutamato, pode actuar nos receptores ionotrópicos AMPA/KA acoplados a canais de Ca2+ que, ao serem activados, determinam o influxo de iões de Ca2+ para o interior da célula. O influxo destes iões pode estimular, por sua vez, a formação de radicais livres por diversos mecanismos, como sejam a disfunção mitocôndrial ou a activação da síntese do monóxido de carbono (óxido nítrico). A activação destes receptores pode também secundariamente estimular uma excessiva actividade epileptiforme sincronizada (devido à excessiva libertação de glutamato que induz à destruição neuronal), levando a manifestações clínicas das crises epilépticas. A administração sistémica de ácido caínico em roedores tem sido largamente usada e caracterizada como modelo para estudar as bases comportamentais, anatómicas, celulares e genéticas da neurotoxicidade do glutamato. O tratamento com ácido caínico parece ter um efeito dependente da dose (Avanzini et al., 1997; Treiman e Heinemann, 1997; Bozzi, Vallone e Borrelli, 2000; Gluck et al, 2000; Bogaert et al., 2001; Löscher, 2002).

2.1.2. Por aplicação directa em zonas corticais

As crises parciais recorrentes podem igualmente ser induzidas pela aplicação tópica de certo metais como o hidróxido de alumínio ou de cristais de sal de cobalto, ácido tungstíco e, mais recentemente, por ferro no córtex. O protótipo deste grupo de modelos é o do creme de alumínio no qual o hidróxido de alumínio é cirurgicamente injectado no neocórtex e em diversas partes adjacentes. Crises convulsivas espontâneas e recorrentes geralmente surgem um ou dois meses após a injecção e persistem durante vários anos. As crises são semelhantes às crises parciais simples humanas, com movimentos rítmicos das extremidades ou da face, no lado oposto ao da lesão, podendo, ocasionalmente, progredir para crises generalizadas tónico-clónicas. No que respeita ao cobalto, após a sua administração podem observar-se três estados convulsivos diferenciados: um período em que as crises são proeminentes, um período de intensa actividade epiléptica e um período de declínio dessa actividade epiléptica. Estudos neuroquímicos levados a cabo neste modelo sugerem que a função inibitória gabaérgica se encontra deteriorada nos focos epileptogénicos, o que poderá explicar o efeito convulsivante induzido por estes metais. De referir, no entanto, que a aplicação local destes metais leva à destruição tanto de sinapses inibitórias como excitatórias. As crises parciais induzidas por aplicação tópica de metais constituem modelos populares na medida em que permitem estabelecer relações entre as mudanças neuroquímicas que se vão observando e os sucessivos estados epilépticos ao longo do tempo. À semelhança das crises parciais humanas, estes modelos, especialmente os que usam o ácido tungstíco, são particularmente resistentes à terapia anticonvulsivante convencional (Löscher e Schmidt, 1988; Pasqua et al., 2001).

2.2. Substâncias químicas indutoras de crises generalizadas, após administração sistémica

■ Pentilenotetrazol
O pentilenotetrazol (PTZ) é, de todas as substâncias químicas, aquela que continua, ainda nos nossos dias, a ser largamente utilizada por via sistémica no estudo de fármacos antiepilépticos. Os resultados com este modelo ao longo do tempo revelam que a sua interpretação isolada pode induzir em erro, pelo que deverá estar sempre associado a outros testes na avaliação da actividade anticonvulsivante de fármacos. Pensa-se que o mecanismo de acção deste quimioconvulsivante esteja relacionado com uma acção antagonista do GABA, provavelmente devida à afinidade do pentilenotetrazol para o complexo ionóforo do receptor pós-sináptico do GABA. O tipo de crises suscitadas nos animais é, neste modelo, condicionado quer pela dose quer pela via de administração utilizadas. Induz crises generalizadas clónicas e, em altas doses, induz crises tónicas, após ser administrado por diferentes vias. As doses convulsivantes de pentilenotetrazol, após administração intraperitoneal, são similares às administradas por via subcutânea, embora o tempo de latência seja por vezes, mais curto (Löscher e Schmidt, 1988; Löscher, Fassbender e Nolting, 1991; Dazzi et al., 1997; Treiman e Heinemann, 1997; Löscher, 2002). 

a) O teste do pentilenotetrazol subcutâneo (s.c.), em doses baixas, constitui um modelo experimental padrão de crises clónicas generalizadas. Durante vários anos, os resultados positivos obtidos no teste do pentilenotetrazol por via subcutânea sugeriram que este modelo era particularmente preditivo de crises generalizadas do tipo ausência. Esta interpretação foi largamente baseada na observação de que os fármacos clinicamente activos naquele tipo de epilepsia também eram capazes de bloquear as crises clónicas desencadeadas pela administração subcutânea de pentilenotetrazol. Todavia, testes realizados com diversos antiepilépticos revelaram que esta correspondência nem sempre se verifica. Por exemplo, a lamotrigina, que é clinicamente eficaz nas crises de ausência, é ineficaz no teste do pentilenotetrazol, enquanto que a vigabatrina e a tiagabina que são efectivas neste teste, são clinicamente ineficazes ou podem mesmo agravar esta situação. Através de estudos realizados com diversos antiepilépticos chegou-se então à conclusão de que o teste do pentilenotetrazol apresenta maior utilidade na identificação de fármacos efectivos nas crises mioclónicas Assim, os animais, normalmente ratos e murganhos, são injectados com pentilenotetrazol por via subcutânea, numa dose de 80-100mg/kg para murganhos e 70 mg/kg para ratos, de modo a ocorrerem crises do tipo clónico. Esta administração deve fazer-se cerca de 10 minutos antes do pico de actividade anticonvulsivante da substância em estudo, previamente determinado. Os animais são então observados, durante um período de 30 minutos, considerando-se como resposta positiva ao teste, o primeiro episódio de actividade clónica que persiste por, pelo menos, 5 segundos (crise liminar) ou a primeira crise com perda de reflexos de recuperação. Antes da realização do teste com a substância em estudo devem fazer-se estudos de controlo para fixar a dose de pentilenotetrazol a utilizar (normalmente determina-se a dose convulsiva para 97% dos animais, CD97). A avaliação da potência anticonvulsivante da substância em estudo faz-se por determinação da dose capaz de suprimir as crises clónicas em 50% dos animais (ED50) ou pela determinação do tempo de latência do clónus. Para cada dose a testar devem utilizar-se grupos de 8-10 animais. A etossuccimida, o ácido valpróico e as benzodiazepinas são activas neste teste, enquanto que a fenitoína e a carbamazepina se revelam ineficazes (Löscher e Lehmann, 1996; White, 1999; Pasqua et al., 2001; Löscher, 2002).

b) O teste do pentilenotetrazol subcutâneo (s.c.), em doses elevadas, constitui um modelo experimental de crises tónicas generalizadas. Os animais, injectados com pentilenotetrazol em dose elevadas, são observados durante 15 minutos no que respeita à ocorrência ou não da extensão tónica dos membros posteriores. Embora se tenha considerado que a resposta a este teste seria semelhante à obtida no teste do electrochoque máximo, a avaliação de novos antiepilépticos tem revelado que nem sempre os resultados são coincidentes, pelo que os testes não podem ser considerados sobreponíveis. A avaliação da potência anticonvulsivante da substância em estudo faz-se por determinação do ED50 ou pela determinação do tempo necessário para o desencadeamento da crise (Miller et al., 1986a; Löscher e Schmidt, 1988; Dalby e Nielsen, 1997).

c) No teste do pentilenotetrazol endovenoso (i.v.), o tempo de infusão endovenosa de pentilenotetrazol, juntamente com o conhecimento da velocidade de infusão e da concentração de pentilenotetrazol na solução, é utilizado para calcular a dose liminar de pentilenotetrazol capaz de desencadear uma crise mioclónica, clónica ou tónica. Nos murganhos, que são os animais mais largamente utilizados, as manifestações de excitabilidade ocorrem da seguinte forma: em primeiro lugar, o animal exibe uma ou mais contracções espasmódicas isoladas; depois, desenvolve uma crise clónica generalizada com perda de reflexos de recuperação e, após um determinado intervalo de tempo, manifesta uma crise do tipo tónico-clónico. Embora qualquer destes três componentes possa ser usado como ponto final do teste, o mais fidedigno é o que corresponde ao aparecimento das crises clónicas generalizadas com perda de reflexos de recuperação, já que às outras etapas estão associadas a uma maior variabilidade inter-individual. Como referência, a dose limiar de pentilenotetrazol capaz de desencadear as manifestações clónicas em murganhos é de cerca de 50 mg/kg e assume o valor de 90 mg/kg para as crises tónico-clónicas, numa infusão de 0,3 mL/min de uma solução de pentilenotetrazol a 1%. Utilizam-se, também aqui, grupos de 8-10 animais. A sensibilidade deste teste liminar é, à semelhança do que acontece com o teste liminar máximo do electrochoque (MEST), superior à do teste clássico (administração subcutânea do pentilenotetrazol). Estes procedimentos simples, em que é utilizada uma só dose, têm sido modificados por forma a ser possível uma avaliação contínua da resposta anticonvulsivante da substância em estudo. Assim, a dose liminar de pentilenotetrazol pode ser determinada através da administração de pentilenotetrazol até que o tipo de crise convulsiva que se pretende suscitar seja observado. Este procedimento é frequentemente citado como Time – PTZ – infusion approach. Neste teste avalia-se a capacidade da substância em estudo aumentar o limiar de excitabilidade dos neurónios e, deste modo, mais facilmente evitar o aparecimento de crises. Assim, a elevação do limiar na presença dos fármacos em estudo permite uma avaliação contínua do efeito anticonvulsivante destes. Crises convulsivas recorrentes são frequentes após administração de pentilenotetrazol (Goodman et al., 1958; Löscher e Schmidt, 1988; Löscher e Schmidt, 1994; Löscher e Lehmann, 1996; Pasqua et al., 2001). 

■ Penicilina

A penicilina, que é outro antagonista do GABA, produz crises agudas parciais, quando aplicada no córtex. No entanto, diferentes tipos de crises convulsivas generalizadas, incluíndo crises generalizadas de ausência e mioclónicas podem ser induzidas através da sua administração parenteral. A administração de penicilina induz episódios recorrentes de actividade motora arrastada, mioclonus, contracção facial e progressão ocasional para crises generalizadas tónico-clónicas. A actividade convulsiva pode continuar intermitente durante 6-8 horas após a administração do fármaco, mas os episódios epilépticos não são predizíveis nem mostram intensidade constante. A penicilina, quando injectada em gatos, induz crises que constituem bons modelos para as crises generalizadas do pequeno mal, mas origina estudos em larga escala muito dispendiosos A penicilina tem ainda outra desvantagem: não induz crises de ausência adequadas em roedores, que são os animais que levantam menores problemas logísticos de aquisição (Löscher e Schmidt, 1988; Pasqua et al., 2001).

■ Bicuculina
O alcalóide bicuculina, potente antagonista do GABA, principal mediador da inibição neuronal, também induz crises convulsivas generalizadas. Após a sua administração, as crises iniciam-se com movimentos generalizados mioclónicos, estendendo-se, em breves segundos, a espasmos flexores generalizados (Treiman e Heinemann, 1997).

■ DL-alilglicina
A DL-alilglicina (ácido 2-amino-pentanóico) que após a sua administração é convertida em ácido 2-ceto-pentanóico, potente inibidor da descarboxilase do ácido glutâmico, deve as suas propriedades convulsivantes principalmente a uma redução drástica na síntese do GABA a nível dos neurónios inibitórios. Ambos os estereoisómeros são convulsivantes, mas a L-aliliglicina é mais potente, provavelmente devido à sua maior facilidade para atravessar a barreira hematoencefálica. As crises convulsivas caracterizam-se por corridas violentas, flexão tónica e extensão dos membros, e morte após um certo número de recorrências (Treiman e Heinemann, 1997).

■ Estricnina e Agonistas dos receptores do tipo NMDA
As crises induzidas pela estricnina (antagonista da glicina) e agonistas dos receptores do tipo NMDA são insensíveis aos anticonvulsivantes convencionais, sugerindo que as crises induzidas por estes compostos possam ser usadas como modelo para estudar os mecanismos de resistência à acção dos fármacos (Löscher e Schmidt, 1988).

■ Pilocarpina
A pilocarpina, após a sua aplicação (microinjecção a nível do hipocampo ou intraventricularmente em doses convulsivantes) suscita crises convulsivas espontâneas e recorrentes, depois de um período silencioso de 14-15 dias, admitindo-se que esta substância que actua ao nível dos receptores muscarínicos da acetilcolina poderá eventualmente ser usada como modelo de crises límbicas que secundariamente se generalizam a status epilepticus. A escopolamina previne a indução das crises suscitadas pela pilocarpina, no entanto já não é eficaz quando o status epilepticus se encontra instalado. Após a injecção de pilocarpina, o animal apresenta-se numa primeira fase hipoactivo e, subsequentemente, observam-se automatismos faciais tais como mastigação e piscar de olhos. Estes automatismos são seguidos por movimentos da cabeça e crises motoras límbicas (clónus dos membros anteriores, salivação e levantamento dos membros anteriores). Convulsões generalizadas e status límbico ocorrem normalmente 40-60 minutos e 60-80 minutos após a injecção, dependendo da dose injectada. Após um período silencioso de 4-44 dias, as crises espontâneas, que caracterizam o período crónico, surgem e repetem-se com uma frequência de 2-15/mês, não havendo evidências de remissão durante um período mínimo de 6 meses. O status induzido normalmente não é fatal o que torna extremamente valioso este modelo experimental, permitindo o estudo da epilepsia crónica após a ocorrência de status epilepticus. Estudos experimentais in vitro mostraram que o efeito epileptogénico deste e de outros agentes colinérgicos resultam de descargas originadas em neurónios do hipocampo devido ao bloqueio das correntes de potássio transmembranar IM. Este mecanismo parece explicar a maciça activação dos neurónios do hipocampo durante o status epilepticus induzido pela pilocarpina, status este que conduz à morte celular e reorganização sináptica do circuito hipocampal, provocando mudanças epileptogénicas permanentes. A lesão neuronal não é atribuída ao efeito directo tóxico da pilocarpina, mas sim ao efeito excitotóxico envolvendo receptores de glutamato e influxo de iões cálcio. As crises que ocorrem durante o status epilepticus, induzido pela administração de pilocarpina, diferem farmacologicamente das crises espontâneas posteriores ao status estando, na base deste facto, a referida reorganização dos circuitos neuronais após a ocorrência do status. É de referir que as crises espontâneas que ocorrem após o status epilepticus são bastante similares, na sua farmacologia, às crises límbicas (focais/parciais) originadas pelo kindling. Assim, em ambos os modelos, a carbamazepina, o fenobarbital, a fenitoína e o ácido valpróico são efectivos, enquanto que a etossuccimida é ineficaz. Todavia, apesar destas semelhanças, quando se pretende avaliar se uma determinda substância é eficaz contra as crises parciais recorre-se ao modelo do kindling e não a este modelo de crises espontâneas e recorrentes pós--status epilepticus (Cavalheiro, Santos e Priel, 1996; Avanzini et al., 1997; Treiman e Heinemann, 1997; Löscher, 2002).

■ Flurotil 

O flurotil (éter 2,2,2-fluoretílico), é um gás convulsivante que tem sido usado para induzir crises repetidas ou de curta duração em situações agudas, devendo-se a sua acção convulsivante provavelmente ao facto de promover a abertura dos canais de sódio nas membranas neuronais. O facto de certos fármacos se comportarem de modo semelhante neste modelo e no modelo kindling tem sugerido que os processos conducentes à alteração da susceptibilidade, ou seja, do limiar de excitabilidade neuronal que determina o aparecimento da primeira crise convulsiva, são semelhantes em ambos os modelos. Este modelo epileptogénico é relativamente recente, devendo-se o seu desenvolvimento a Applegate, Samoriski e özduman (1997). A implementação da técnica experimental processa-se basicamente em duas etapas: na primeira etapa, os animais (normalmente murganhos) são colocados em câmaras contendo flurotil durante um período de 8 dias – fase de indução; segue-se um período de 28 dias durante o qual os animais repousam deste tratamento, sendo injectados em intervalos de 12 horas com o fármaco em estudo; terminado este período – fase de incubação –, os animais são submetidos a novas sessões de tratamento com flurotil. Admite-se que o flurotil comece por actuar nas regiões frontais do cérebro, regiões estas que apresentam baixo limiar para as crises convulsivas e em que a propagação das descargas através destas estruturas se manifesta sob a forma de convulsões generalizadas clónicas: clónus facial e dos membros anteriores. Posteriormente ocorre a propagação das descargas para regiões que apresentam alto limiar de excitabilidade (tronco cerebral), o que se traduz por crises generalizadas tónicas: tónus dos membros anteriores e posteriores. Assim, os animais começam por apresentar crises generalizadas clónicas e, quando são submetidos a novas sessões de tratamento com flurotil, apresentam crises generalizadas tónicas. Estas alterações fenotípicas sugerem que as crises iniciam um processo reorganizacional que altera a propagação da descarga e baixa o limiar para as crises. Assim, pode considerar-se que fármacos que interfiram com a manutenção do limiar baixo possuem propriedades anticonvulsivantes significativas. Por seu lado, fármacos que interferem com a mudança fenotípica da crise convulsiva podem ser considerados como possuindo propriedades antiepileptogénicas.

Um pouco à semelhança do que se passa no modelo kindling, também aqui é possível quantificar as manifestações motoras convulsivas que vão decorrendo durante o tratamento em vários graus: 

grau 1 – os animais começam por apresentar crises clónicas puras que, consistem em clónus da face e dos membros anteriores;

grau 2 – comportamento de transição, envolvendo as crises clónicas do grau 1 e movimentos rápidos;

grau 3 – crises clónicas generalizadas seguidas por episódios de corridas violentas;

grau 4 – crises clónicas generalizadas seguidas de violentas corridas, levando a perda de equilíbrio. Os animais colocam-se em pé apoiados quer nos membros anteriores quer nos membros posteriores;

grau 5 – crises clónicas generalizadas com perda de equilíbrio e extensão dos membros anteriores e flexão dos membros posteriores;

grau 6 – crises generalizadas clónicas com extensão dos membros anteriores e posteriores;

grau 7 – convulsões que antecedem a morte.

Em todos os casos, uma crise de grau 2 é sempre precedida por uma crise de grau 1. Similarmente, uma crise de grau 3 é sempre precedida por uma crise de grau 1 com expressão das alterações de grau 2. A expressão das crises de grau 3 actua como um ponto importante: ou a crise termina ou progride para uma crise de grau 4 a 6, nunca ocorrendo uma combinação de vários graus na mesma crise. O animal apresenta alterações de grau 1 e 2 quando apenas estão afectadas as estruturas frontais; quando estruturas do tronco cerebral são atingidas, o animal apresenta alterações de grau 3 a 7 – quando o animal corre violentamente e apresenta manifestações de crises generalizadas tónicas. As vantagens deste modelo residem no facto dos fármacos não estarem presentes durante o processo inicial de estimulação, para além do facto destas experiências se realizarem em murganhos. De referir ainda que, dadas as semelhanças que apresenta com o modelo kindling, constitui um importante modelo na avaliação do potencial antiepileptogénico de compostos experimentais sem necessidade de recorrer às caras cirurgias do kindling (Applegate, Samoriski e özduman, 1997; Treiman e Heinemann, 1997).

3. Modelos eléctricos 

3.1. Modelos liminares

Para a determinação do limiar mínimo são aplicados choques eléctricos durante 0,2 segundos, com intervalos não inferiores a 48 horas e com sucessivos incrementos de 10% na intensidade da corrente até que uma convulsão mínima ocorra (uma crise mínima manifesta-se sob a forma de clónus das vibrícias, dos maxilares e das orelhas). Se se aumentar a intensidade da corrente surge clónus dos membros anteriores. A ocorrência de clónus dos membros anteriores com uma duração mínima de três segundos é considerado o end point deste teste liminar mínimo. Este end-point é altamente variável pelo que este modelo não é usado na rotina laboratorial de avaliação de fármacos anticonvulsivantes. Ao aumentar-se a intensidade da corrente começa a ocorrer clónus dos membros anteriores e posteriores; com um ligeiro aumento induz-se flexão tónica e finalmente outro ligeiro aumento da corrente induz flexão tónica seguida de extensão de ambos os membros. A abolição da extensão tónica dos membros posteriores é usado como end-point do teste liminar máximo. Quando se aplicam intensidades de correntes que são 5 a 10 vezes superiores ao limiar de excitabilidade dos animais, todos os circuitos neuronais são activados ao máximo, ocorre rapidamente extensão tónica dos membros posteriores e a crise convulsiva é dita “supra-máxima”. Neste caso já estamos na presença do teste do electrochoque máximo (Toman, Swinyard e Goodman, 1946;  Piredda et al., 1984). O teste liminar máximo será posteriormente descrito em detalhe, visto também poder ser considerado uma variante do teste do electrochoque máximo.

3.2. Teste do electrochoque máximo

O teste do electrochoque máximo (MES test), desenvolvido por Toman, Swinyard e Goodman (1946), constitui talvez, o modelo experimental agudo melhor validado para crises generalizadas tónico-clónicas, mimetizando o quadro clínico humano denominado de “grande mal” (Löscher e Schmidt, 1988; Löscher, 2002). Neste modelo, os animais, normalmente ratos ou murganhos, recebem um estímulo eléctrico com intensidade suficiente (5 a 10 vezes superior ao seu limiar de excitabilidade) para induzir a extensão tónica dos membros posteriores (Hind limb extension- -HLE) sendo esta resposta considerada como positiva (Löscher e Schmidt, 1988). A capacidade do fármaco para abolir a extensão tónica dos membros posteriores no teste do electrochoque máximo indica a sua potencial utilidade em reduzir ou mesmo impedir a propagação das crises (Löscher, Fassbender e Nolting, 1991). Quando este modelo é utilizado para avaliação da potência anticonvulsivante de determinados fármacos, estes são administrados aos animais, sendo a actividade anticonvulsivante avaliada em função da sua capacidade de protecção em relação ao estímulo recebido. 

O teste é simples, económico e de grande aplicabilidade, já que quase todos os fármacos antiepilépticos – quer os clássicos, quer os de nova geração – respondem a ele. Deste modo, é considerado como teste padrão no screening de novos antiepilépticos. Para além de permitir a identificação de fármacos efectivos nas crises generalizadas tónico-clónicas tem sido frequentemente proposto que o teste MES também permite identificar fármacos efectivos nas crises parciais. Todavia, os fármacos mais recentes e efectivos nas crises parciais – tais como o levetiracetam, a vigabatrina e a tiagabina – não são eficazes neste modelo, embora sejam claramente eficazes no teste do kindling que se sabe ser um bom modelo preditivo de crises parciais (Löscher, 2002).

Embora Meldrum (1997) refira que o teste do electrochoque máximo se correlaciona claramente com fármacos que actuam através dos canais de sódio, Löscher e Wauquier (1996) recordam que a maioria dos antiepilépticos clássicos e de nova geração são eficazes neste modelo, mesmo quando actuam por diferentes mecanismos de acção, dependendo o resultado apenas do modo como se realiza o teste. De facto, existem variantes do teste do electrochoque máximo: pode realizar-se pela forma clássica (a), que utiliza uma corrente fixa de intensidade bastante elevada para desencadear a crise, ou pela forma liminar (b), que envolve a determinação do limiar de excitabilidade capaz de desencadear uma crise. Esta variante permite avaliar fármacos antiepilépticos com mecanismos de acção diferentes daqueles unicamente bloqueiam canais de sódio (Swinyard e Kupferberg, 1985; Löscher, Fassbender e Nolting, 1991; Löscher e Wauquier, 1996).

Embora o teste MES tenha sido largamente utilizado, desde sempre, na identificação e avaliação de fármacos, o que é certo é que diferentes grupos de investigadores referem diferentes resultados experimentais para os mesmos fármacos, nas mesmas doses, usando o mesmo modelo experimental, o que leva a crer a existência de vários factores que vão afectar os resultados experimentais obtidos com procedimentos aparentemente standardizados (Löscher, Fassbender e Nolting, 1991). De facto, Swinyard e Kupferberg (1985) consideraram que são várias as variáveis que necessitam de ser controladas, a fim de se poderem obter resultados exactos e reprodutíveis. A título de exemplo, pode referir-se, o equipamento, os animais, os parâmetros de estimulação eléctrica e as vias de administração dos fármacos em estudo.

a) O teste clássico consiste em aplicar aos ratos ou murganhos, através de eléctrodos transauriculares (eléctrodos introduzidos bilateralmente nas orelhas) ou transcorneais (eléctrodos colocados sobre a córnea), um estímulo com intensidade suficiente para induzir a extensão tónica dos membros posteriores. Utiliza-se normalmente uma intensidade fixa de corrente de 50 mA para murganhos e de 150 mA para ratos. A este parâmetro associa-se normalmente uma frequência de 50-60 Hz, uma amplitude de 0,6 ms e uma duração do estímulo de 0,2 segundos (Toman, Swinyard e Goodman, 1946; Tedeschi, Swinyard e Goodman, 1956; Laffan, Swinyard e Goodman, 1957; Goodman et al, 1958; Löscher, Fassbender e Nolting, 1991). O teste é considerado positivo se, num período de 10 segundos após a estimulação, o animal atingir a extensão tónica dos membros posteriores (num ângulo superior a 90° em relação ao corpo do animal durante mais de 3 segundos) ou a extensão completa dos membros posteriores que termina quando estes ficam perpendiculares ao corpo. Atendendo a que algumas estirpes animais mais velhas podem oferecer resistência à estimulação por electrochoque, os animais devem ser previamente testados (teste em branco) de forma a só se utilizarem nas experiências aqueles que exibirem consistentemente a extensão tónica dos membros posteriores em três ensaios realizados, anteriormente, em dias separados (48 horas de intervalo) (Swinyard, Brown e Goodman, 1952; Browning e Nelson, 1985; Löscher e Schmidt, 1988; Ramzan e Levy, 1989). A potência anticonvulsivante do fármaco em estudo será tanto maior quanto maior for o número de animais protegidos, ou seja, quanto menor for o número de animais capaz de responder positivamente ao teste após a toma do fármaco. Devem utilizar-se grupos de 8-10 animais por ponto e expressar-se o resultado em termos de animais protegidos, em percentagem. A avaliação da potência anticonvulsivante do fármaco faz-se por determinação da dose capaz de suprimir as crises tónicas em 50% dos animais (ED50). Fármacos como a fenitoína, a carbamazepina, o fenobarbital e a primidona são bastante efectivos neste teste, enquanto que a etossuccimida se revela ineficaz (Löscher e Schmidt, 1988). Como os animais recebem estímulos eléctricos bastante fortes (estimulação supra-máxima), poderão ser obtidos falsos negativos. Efectivamente, os fármacos anticonvulsivantes que aumentam o limiar para as crises, mas que não são suficientemente potentes para o elevar acima de 50 mA (murganhos) ou 150 mA (ratos) acabam por não ser detectados, embora muitos deles pudessem ter um valor clínico extremamente importante. Neste sentido, o teste MES convencional pode não ser suficientemente sensível na detecção de potenciais fármacos anticonvulsivantes, especialmente daqueles cujo mecanismo de acção difere do dos fármacos através dos quais este modelo tenha sido validado. Este facto levou a que se sugerisse que o teste que permite determinar o limiar acima do qual ocorre a extensão tónica deveria ser usado em adição, ou mesmo em alternativa ao teste MES, por ser bastante mais abrangente (Löscher e Schmidt, 1988; Löscher, Fassbender e Nolting, 1991). 

b) O teste liminar máximo (MEST) é, portanto, uma variante do teste do electrochoque máximo. Através deste teste é possível avaliar a capacidade de um fármaco em alterar o limiar para a crise epiléptica (Löscher e Schmidt, 1988). Os fármacos que se mostram eficazes para bloquear as crises generalizadas tónico-clónicas aumentam esse limiar, enquanto que os fármacos (ex: trimetadiona e etossuccimida) que não são eficazes naquele tipo de crises não aumentam o limiar em doses não tóxicas. Este teste tem, assim, valor preditivo para fármacos eficazes nas crises de “grande mal”, sendo mais sensível que o teste MES. A estimulação eléctrica é aplicada via transcorneal (nos olhos) ou transauricular (bilateralmente nas orelhas) com um estimulador que fornece uma corrente ou voltagem constante, com uma frequência de 50-60Hz. A duração do estímulo é normalmente de 0,2 segundos. A escolha da resistência do estimulador é uma variável importante a considerar e é feita tendo em conta a resistência do animal (5 KΩ para murganhos e 10 KΩ para ratos) (Woodbury e Davenport, 1952). O limiar é, em regra, determinado como sendo a corrente ou voltagem que induz a extensão dos membros posteriores em 50% dos animais (Löscher e Schmidt, 1988). Nos animais em que a extensão dos membros posteriores não é facilmente induzida por estimulação eléctrica, a extensão dos membros anteriores pode ser usada com end-point. A CC50 (corrente que induz convulsões em 50% dos animais) ou a CV50 (voltagem convulsivante para 50% dos animais), também designada por EV50, pode ser determinada por extrapolação nas curvas corrente/voltagem – efeito à semelhança do que se efectua nas curvas dose – efeito. Normalmente usam-se 8-10 animais para cada intensidade de estímulo eléctrico. Menos animais e menos tempo é dispendido nos designados métodos up and down, onde a EV50 e os intervalos de confiança a 95% podem ser determinados utilizando apenas   15-20 animais. Este método do up and down baseia-se no princípio de que a intensidade do estímulo a aplicar a cada animal é determinada pela resposta do animal acabado de testar. Assim, aumenta-se ou diminui-se a intensidade da corrente em intervalos de 0,1 (murganhos) ou 0,6 (ratos) logaritmos consoante o animal precedente apresente ou não a extensão tónica dos membros posteriores (Löscher e Schmidt, 1988; Löscher e Fiedler, 2000). Uma vez que o limiar de excitabilidade neuronal dos animais varia em função da idade, das flutuações hormonais e do ritmo circadiano, é necessário usar sempre um grupo de animais controlo, ao qual é administrado o veículo usado na dissolução do fármaco. Este grupo é sujeito ao mesmo protocolo experimental (Löscher e Schmidt, 1988; Löscher, Fassbender e Nolting, 1991). Naturalmente, quanto maior a intensidade da corrente calculada, maior será a potência anticonvulsivante do fármaco em estudo. A EV50 é calculada matematicamente pela ocorrência de respostas positivas (convulsão tónica) e negativas (ausência de convulsão tónica) obtidas. A partir do momento em que é conhecido este limiar pode partir-se para a avaliação de fármacos potencialmente importantes do ponto vista clínico. Assim, começa por se determinar o tempo que o fármaco demora a atingir o seu efeito máximo e a duração da actividade anticonvulsivante; numa segunda etapa determina-se a potência e compara-se com outros fármacos. Para comparar os efeitos de diferentes fármacos é sugerido que se calcule a dose do fármaco que eleva o limiar em 20 ou 50%. Normalmente, no teste MEST, a maioria dos fármacos aumenta o limiar de um modo dependente da dose. Se os animais são usados mais do que uma vez a elevação do limiar, que ocorre no período pós-ictal, deverá ser levado em linha de conta. Se se faz apenas uma determinação diária, o limiar para crise convulsiva é aproximadamente constante (Löscher e Schmidt, 1988).

3.3. Modelo do kindling

O modelo do kindling, assim designado e detalhadamente caracterizado por Goddard, McIntyre e Leech (1969), consiste na aplicação repetida de um estímulo eléctrico, inicialmente subconvulsivo, numa determinada estrutura do sistema límbico ou outras áreas cerebrais contíguas de modo a desencadear, por epileptogénese, uma disfunção cerebral crónica que resulta em intensas crises convulsivas parciais e secundariamente generalizadas. O kindling é, actualmente, o modelo experimental de epilepsia crónica mais largamente estudado, pois permite avaliar as mudanças que ocorrem na excitabilidade cerebral ao longo do tempo, mudanças essas que se crêem desempenhar um papel importante não apenas na epileptogénese, mas também na memória e na aprendizagem (Löscher, Jäckel e Czuczwar, 1986; Löscher e Schmidt, 1988 e 1994; McNamara e Wada, 1997; Paschoa et al., 1997; Postma et al., 2000).

Apesar de ainda não ser perfeitamente conhecido o mecanismo que lhe está subjacente, admite-se que o kindling resulte de um significativo decréscimo do GABA e da enzima glutamato descarboxilase na substancia nigra, região crítica envolvida na propagação da crise em vários modelos de epilepsia. É de admitir que as alterações referidas possam estar envolvidas no incremento progressivo da severidade e da duração das crises observadas durante o kindling. Também se postula que no kindling ocorram alterações a nível de outros neurotransmissores, dos quais se destacam pela sua importância, o glutamato e a acetilcolina (incremento da neurotransmissão mediada pelo glutamato e aumento das concentrações de acetilcolina) (Löscher, Jäckel e Czuczwar, 1986; Dazzi et al., 1997; Cleton, Voskuyl e Danhof, 1998; Löscher et al., 1998). 

O processo do kindling requer, por um lado, a implantação crónica, no cérebro do animal, de eléctrodos para estimulação e registo e, por outro lado, a estimulação eléctrica periódica da estrutura escolhida (a amígdala ou o hipocampo mas, mais frequentemente, a amígdala, devido às suas razoáveis dimensões que facilitam a colocação dos eléctrodos, e a sua excelente sensibilidade à estimulação) (Goddard, McIntyre e Leech, 1969; McNamara e Wada, 1997). Após a cirurgia, os animais recuperam durante uma semana. A “instalação” do kindling faz-se de forma progressiva: inicialmente, o estímulo aplicado, dada a sua baixa intensidade, não consegue desencadear respostas comportamentais e electrofisiológicas detectáveis; no entanto, com a continuação da aplicação do estímulo, desencadeia-se um conjunto de mecanismos de retroalimentação positivos que permitem que a descarga local se propague no espaço e em severidade, convertendo-se num processo de descargas consecutivas (AD - afterdischarge). Simultaneamente, os animais vêem o seu limiar de excitabilidade reduzido. É, pois, um processo em que “epilepsia induz epilepsia”. A estimulação eléctrica no kindling pode fazer-se quer com uma corrente fixa de intensidade bastante acima do limiar de excitabilidade (por exemplo, 400-500 (A / 1 ms / 50-60 Hz / 1 segundo) quer com uma corrente liminar individual capaz de induzir descargas consecutivas a partir do local de estimulação. Em qualquer dos casos, o estímulo eléctrico aplicado deve induzir o fenómeno das descargas consecutivas no local, a fim de que o processo do kindling se desenvolva. Efectivamente, a ocorrência de descargas consecutivas parece crucial para o desenvolvimento de crises motoras. No primeiro dia após o período de recuperação é determinado o limiar para as descargas consecutivas. Sabendo o limiar, os animais vão ser seguidamente estimulados, duas vezes ao dia, durante um período de 10-15 dias até que haja estabelecimento de um estado de completo kindled que é, normalmente, utilizado para avaliação de fármacos (Racine, 1972; Löscher e Schmidt, 1988; McNamara e Wada, 1997).

O animal sujeito a um processo kindling apresenta sucessivas crises convulsivas motoras cuja evolução se processa em várias etapas (Racine, 1972):

classe 1 – imobilização, fecho dos olhos, contracção das vibrícias, entupimento nasal (o animal apresenta um “fungar estereotipado”);

classe 2 – clónus facial e oscilação da cabeça;

classe 3 – clónus unilateral dos membros anteriores (do lado oposto ao foco de estimulação);

classe 4 – empinamento, muitas vezes acompanhado por clónus bilateral dos membros anteriores; 

classe 5 – empinamento com perda de equilíbrio e queda acompanhada de crises clónicas generalizadas.

Quando o comportamento do animal atinge a classe 5 diz-se que o animal está kindled. Todos estes comportamentos são acompanhados de uma perda progressiva de resposta sensitiva, quando comparada com o estado normal de vigília. A estimulação kindling perdura durante bastante tempo, o que se demonstra pelo facto de um animal totalmente estimulado, após um período superior a um ano sem qualquer tipo de estimulação, apresentar prontamente comportamento de classe 5 quando sujeito à aplicação de um único estímulo eléctrico. O comportamento do animal observado nas classes 1 e 2 simula o comportamento encontrado nas crises parciais complexas (crises límbicas ou do lobo temporal) do ser humano; na classe 3 simula uma crise parcial simples; nas classes 4 e 5 representa crises motoras secundariamente generalizadas. Assim, o modelo do kindling permite a avaliação da potência anticonvulsivante de substâncias em crises parciais e secundariamente generalizadas. Os animais mais frequentemente utilizados são os ratos. No entanto, crises motoras espontâneas, após indução de crises através do processo kindling, foram também já demonstradas em diversas outras espécies (Löscher, Jäckel e Czuczwar, 1986; Löscher e Schmidt, 1988; McNamara e Wada, 1997).

Goddard, McIntyre e Leech (1969), estudaram quais os factores que contribuíam para o fenómeno de kindling. Assim, a implantação cirúrgica dos eléctrodos induz muitas reacções como edema, gliose e alterações da barreira hematoencefálica; os materiais dos eléctrodos podem ser prejudiciais e a passagem da corrente, ainda que bifásica, pode resultar na deposição de iões metálicos e na destruição electrolítica do tecido neural. Estes efeitos são possíveis candidatos ao estabelecimento da actividade epileptiforme sendo dependentes do tempo. No entanto, não é provável que contribuam directamente para o fenómeno kindling que, segundo aqueles autores, parece ser o resultado exclusivo da activação neuronal promovida por estimulação eléctrica. Pelo contrário, Löscher (2002) retoma a hipótese de que a implantação dos electrodos em zonas cerebrais sensíveis acabará por exercer um efeito pro – kindling, ou seja, aumenta a susceptibilidade ao subsequente kindling.

Nos mesmos ensaios levados a cabo por aqueles autores foi também possível constatar que a velocidade de instalação do kindling não depende dos parâmetros do estímulo quando um estímulo adequado é aplicado diariamente. No entanto, foi possível confirmar o intervalo entre a aplicação dos estímulos como sendo uma variável crítica no processo de desenvolvimento. Se ocorrerem longos intervalos entre a aplicação dos estímulos (por exemplo, uma estimulação semanal), todos os animais desenvolvem convulsões; se, pelo contrário, aqueles animais forem estimulados em intervalos curtos de tempo, as convulsões serão raras, porque os animais tendem a desenvolver mecanismos naturais de adaptação ao processo epileptogénico induzido pela estimulação eléctrica. O estímulo que produz kindling não é aquele que apenas promove a activação dos neurónios, mas sim aquele que causa alguma saturação ou tetanização. É ainda provável que o kindling envolva a modificação dos neurónios que foram sinapticamente excitados e não directamente estimulados (Goddard, McIntyre e Leech, 1969). Se o período de recuperação, após a implantação dos electrodos é demasiado pequeno (inferior a 1-2 semanas), a sensibilidade dos animais ao kindling é pequena (Löscher e Schmidt, 1988). Note-se também que a idade do animal pode influenciar profundamente o desenvolvimento do kindling, já que os animais jovens são mais facilmente estimulados do que animais de mais idade (McNamara e Wada, 1997).

Usando este modelo, a eficácia de um fármaco pode ser avaliada quer no animal epiléptico (kindled), sendo então avaliado o seu efeito anticonvulsivante, quer durante o próprio processo da epileptogénese em que é avaliado o seu potencial antiepileptogénico. Com este procedimento, três categorias de fármacos podem ser diferenciadas: fármacos que bloqueiam o desenvolvimento do kindling e das crises completas, como são o caso do ácido valpróico, do fenobarbital e das benzodiazepinas; fármacos que bloqueiam as crises completas, mas que não se opõem ao desenvolvimento do processo, como é o caso da carbamazepina; e fármacos que bloqueiam o desenvolvimento do kindling, mas não são eficazes nas crises completas, como é o caso dos antagonistas dos receptores do glutamato do tipo NMDA. O estabelecimento destas três categorias demonstra claramente que o mecanismo subjacente ao efeito anticonvulsivante difere do efeito antiepileptogénico (Löscher, 2002).

No caso da avaliação do efeito anticonvulsivante, consoante se tenha aplicado uma corrente acima do limiar (por exemplo, 500 (A) ou uma corrente liminar (50-100 (A), é possível diferenciar fármacos que inibem a propagação da crise e fármacos que elevam o limiar de excitabilidade do animal, que, por conseguinte, inibem o aparecimento da crise (Löscher e Schmidt, 1988). Em qualquer dos casos, a avaliação do efeito anticonvulsivante do fármaco num animal estimulado é feita em função de 4 variáveis: 

período de latência – tempo desde a estimulação até ao primeiro sinal de actividade epiléptica, ou seja, medida da velocidade da propagação da crise a partir do foco – normalmente quando o animal fecha os olhos;

severidade da crise – classificação com base nas classes de Racine de 1 a 5;

duração da crise – tempo desde o 1º sinal de actividade convulsiva até ao desaparecimento de todos estes sintomas;

duração da sequência de descargas consecutivas – medida da actividade electrográfica registada a partir do foco (Löscher, Jäckel e Czuczwar, 1986; Löscher e Schmidt, 1988; Löscher et al., 1998).

No caso de se utilizar uma corrente de intensidade fixa, a avaliação da eficácia do fármaco pode ser feita, para além da determinação destes parâmetros em grupos de 8-10 animais e da sua comparação com valores obtidos em ensaios controlo, pela determinação de valores de ED50 em relação à supressão total de crises generalizadas (classes 4 e 5), crises focais (classes 1 a 3) e sequência de descargas consecutivas com origem na amígdala (classe 3). Quando se utiliza este procedimento, as crises generalizadas induzidas constituem um modelo válido para crises secundariamente generalizadas, enquanto que os componentes focais constituem um modelo adequado para crises parciais complexas refractárias aos fármacos convencionais (Löscher, Jäckel e Czuczwar, 1986; Löscher e Schmidt, 1988). Os diferentes valores obtidos podem depois ser comparados entre diferentes fármacos e entre diferentes modelos experimentais (Löscher e Schmidt, 1988).

Quando se compara a eficácia de um fármaco anticonvulsivante no teste MES e no modelo kindling, todos os fármacos são claramente menos potentes contra as crises induzidas neste último método, o que demonstra a fraca resposta dos fármacos convencionais face às crises parciais versus crises generalizadas (Löscher, Jäckel e Czuczwar, 1986; Löscher e Schmidt, 1994; Löscher, 2002). Efectivamente, verifica-se que os ratos kindled são refractários ao tratamento convencional com fármacos como a fenitoína, o ácido valpróico ou o fenobarbital, reflectindo bem a situação de doentes com crises refractárias. Face a estes factos, Löscher (2002) considera que o teste do kindling é o único modelo actualmente disponível que poderá simular a epilepsia refractária, ao tratamento com antiepilépticos. O modelo kindling, no qual disfunções cerebrais crónicas são induzidas por epileptogénese, parece também ser mais preditivo em termos de eficácia anticonvulsivante e potenciais efeitos adversos de novos antiepilépticos do que os modelos convencionais agudos como os testes do electrochoque máximo ou do pentilenotetrazol (Löscher e Schmidt, 1994; Löscher, 2002). Por um lado, a utilização de percursos anatómicos diferentes dos usados nos testes convencionais possibilita a avaliação de fármacos efectivos contra crises suscitadas por estimulação do sistema límbico ou do neocórtex, ou seja, eficazes no tratamento de crises parciais. Por outro lado, neste modelo as crises expressam-se num cérebro hiperexcitável e não normal, como acontece nos testes convencionais, o que, tendo em consideração que os mecanismos de desenvolvimento das crises podem diferir entre um cérebro normal e um cérebro epiléptico, torna este modelo mais próximo da realidade (McNamara e Wada, 1997; Löscher, 2002). Uma outra vantagem prática do modelo kindling é a possibilidade de realização de estudos de eficácia crónica com pequenos grupos de animais uma vez que, tendo-se chegado à manifestação da crise generalizada de classe 5, é possível a estimulação diária sem alteração dos parâmetros da crise (Löscher e Schmidt, 1988). Em relação a outros modelos de crises parciais, como os que utilizam substâncias convulsivas como a alumina, o ferro ou o cobalto, o modelo kindling tem a grande vantagem de poder ser mais controlado segundo a conveniência do investigador, nomeadamente no que se refere à intensidade do estímulo aplicado (McNamara e Wada, 1997).

Apesar das muitas vantagens deste modelo, a preferência do modelo kindling em relação aos testes convencionais, dada toda a maior complexidade técnica associada a ele, só deve assumir-se se o objectivo do estudo em causa o justificar (McNamara e Wada, 1997; Löscher , 2002).

De referir que o desenvolvimento do kindling poderá resultar não apenas da aplicação contínua de estímulos eléctricos, mas também da administração repetida, em doses subconvulsivas de substâncias químicas tais como o pentilenotetrazol (Dazzi et al., 1997), a picrotoxina e a cocaína (Shandra et al., 1996; McNamara e Wada, 1997). Todavia, o kindling induzido electricamente continua a ser o modelo mais divulgado do que o referido kindling químico.

3.4. Modelo da estimulação cortical

Voskuly, Dingemanse e Danhof (1989), desenvolveram um outro modelo eléctrico denominado de modelo da estimulação cortical. Este modelo assemelha-se ao kindling em alguns aspectos. Consiste na estimulação do córtex fronto-parietal, através de eléctrodos cronicamente implantados, com uma corrente de intensidade crescente até que o limiar para a actividade convulsiva auto-sustentada seja atingida. Com este procedimento é induzido um tipo de epilepsia mais farmaco-resistente do que a induzida nos modelos tradicionais, como no teste MES e no teste do pentilenotetrazol. Este modelo permite determinações repetidas do limiar para a actividade convulsiva, de um modo gradual e em curtos intervalos de tempo. Assim, são determinados dois limiares para as crises: limiar para as crises localizadas (TLS) – que corresponde à mínima intensidade de corrente que induz movimentos clónicos nos membros anteriores, e limiar para as crises generalizadas (TGS), que é associado com descargas consecutivas no electroencefalograma e com actividade convulsiva mais intensa, sendo definido como a corrente mínima que desencadeia actividade clónica generalizada.

Uma semana antes de proceder a qualquer experiência são introduzidos cirurgicamente dois eléctrodos permanentes na área motora do córtex fronto- -parietal, e um dia antes das experiências propriamente ditas é implantada uma cânula na veia jugular direita, para administração do fármaco em estudo, e outra na artéria femural, para recolha de amostras de sangue. Uma semana após a implantação cirúrgica dos eléctrodos estes animais são estimulados duas vezes ao dia com correntes bifásicas (50 Hz, duração total de 2 ms, com aumento gradual de 0-1000 μA em 15 segundos), a fim de se determinar o valor do limiar para as crises localizadas e o valor do limiar para as crises generalizadas que são registados como linha de base. Iniciam-se os ensaios com os fármacos em estudo e novamente são determinados estes dois limiares, em diferentes intervalos. A elevação do limiar acima do valor de base é normalmente usada como uma medida do efeito anticonvulsivante do fármaco em estudo. 

Após a estimulação decorre um certo período de latência até que a primeira alteração comportamental seja observada: começam por se observar movimentos repentinos, hesitantes; seguidamente, ocorre o fecho dos olhos. Os animais começam então a apresentar sacudidelas com retracção da cabeça e do lombo e clónus dos membros anteriores. Na última fase de estimulação, os animais apresentam clónus dos membros anteriores e posteriores. Esta última fase é frequentemente caracterizada pela tentativa dos animais se re-   -erguerem, apesar de manifestarem perda de equilíbrio evidente. Após terminar a estimulação, os animais, durante um curto período, pestanejam, suspiram e ocorre clónus dos membros anteriores. Quando cessa a actividade convulsiva, observa-se um breve período de imobilidade, interrompido por movimentos de mastigação. O fim do período pós-ictal é atingido quando os animais recomeçam a sua actividade normal de exploração do local onde se encontram (Paschoa et al., 1997; Cleton, Vaskuyl e Danhof, 1998; Krupp e Löscher, 1998).

Muitos fármacos actuam aumentando o TLS e outros o TGS [ou melhor, a diferença (TGS-TLS)] ou ambos; assim, o limiar TLS é aumentado de um modo dependente da dose pela carbamazepina, fenobarbital, ácido valpróico e diazepam, enquanto que a etossuccimida se mostra ineficaz. É interessante referir que a carbamazepina e a fenitoína, fármacos que são eficazes no teste MES e ineficazes no teste do pentilenotetrazol, aumentam o TGS e têm pouco ou nenhum efeito no TLS. Isto sugere que um selectivo aumento no TGS identifica fármacos que são particularmente efectivos no teste MES ou que actuam principalmente por bloqueio dos canais de sódio, enquanto que um aumento selectivo no TLS pode ser sinónimo de actividade no teste do pentilenotetrazol. Assim, neste modelo tem sido possível diferenciar os fármacos que se opõem à génese da crise daqueles que se opõem à propagação da crise. Este modelo de estimulação cortical não parece ser muito sensível aos fármacos bloqueadores dos canais de cálcio e antagonistas dos receptores do glutamato do tipo NMDA (Paschoa et al., 1997; Krupp e Löscher, 1998; Paschoa et al., 2000). Krupp e Löscher (1998) concluíram que o TLS pode ser usado como modelo das crises do lobo frontal e o TGS como modelo das crises secundariamente generalizadas. Baseado na localização dos eléctrodos, no padrão da crise epiléptica gerada e na baixa sensibilidade farmacológica das crises aos fármacos anticonvulsivantes convencionais, este modelo representa um modelo de indução de epilepsia no lobo frontal e, por isso, pode ser usado para estudo de novos fármacos com maior eficácia contra esta epilepsia difícil de tratar (Krupp e Löscher, 1998). A principal vantagem deste modelo é que o tempo total do efeito do fármaco pode ser determinado numa simples sessão, e animal a animal, o que reduz o número de animais que são necessários e permite separar a influência inter e intra-individual (Paschoa et al., 2000). 

Investigações neurofisiológicas em paralelo têm permitido concluir que as diferentes alterações motoras que ocorrem são mediadas por circuitos anatómicos separados e independentes. Assim, admite-se que o clónus facial dos membros anteriores envolve circuitos neuronais do cérebro anterior, enquanto o clónus e o tónus explosivo depende de circuitos do tronco cerebral e da espinal-medula. Ao mesmo tempo há mecanismos de controlo neuronal dentro do mid brain que são capazes de suprimir todos os três tipos de actividade convulsiva. É de referir que a incorporação da análise comportamental no conhecimento neurofisiológico pode facilitar a identificação e a classificação de novos antiepilépticos, bem como da sua relevância clínica (Paschoa et al., 1997). 

Para comparar a potência dos fármacos em estudo constroem-se curvas dose-resposta e, a partir destas, determinam-se as doses que promovem a elevação dos limiares das crises de 20 a 50% (Paschoa et al., 1997).

Quando comparamos o modelo kindling e o modelo de estimulação cortical verifica-se que são qualitativamente similares. Todavia, estes dois modelos diferem quantitativamente. A expressão comportamental da actividade epiléptica difere nos seguintes aspectos:

1) A duração total da crise induzida por estimulação cortical é menor do que a induzida por “kindling”; 

2) A actividade epiléptica no modelo da estimulação cortical inicia-se e decorre durante a aplicação do estímulo, cessando imediatamente quando a estimulação pára, enquanto no modelo Kindling a actividade é desencadeada após ter sido aplicado o estímulo;

3) No modelo Kindling são induzidas alterações comportamentais mais violentas do que no modelo da estimulação cortical, pelo que se considera este modelo menos agressivo.

No modelo kindling a estimulação é sempre suficientemente forte para produzir descargas consecutivas, quer seja no início do processo quer seja já num estado de completo kindled; em contraste, no modelo da estimulação cortical, a intensidade do estímulo é intencionalmente aumentada para controlar a extensão da actividade epileptiforme e evitar que o limiar para a actividade convulsiva auto-sustentada seja atingida. Em consequência, as manifestações motoras que ocorrem apenas até à aplicação do estímulo são menos intensas, não produzem alterações pós-ictais e são aparentemente menos agressivas, o que tem importantes implicações, já que é possível proceder a repetidas avaliações do efeito anticonvulsivante do farmaco em estudo no mesmo animal (Paschoa et al., 1997). 

Atendendo a que no modelo da estimulação cortical o estado epiléptico é adquirido do mesmo modo que no modelo kindling, em ambos os modelos experimentais os cérebros tornam-se progressivamente mais susceptíveis em resultado da administração repetida de estímulos de baixa intensidade e alta frequência. Também se admite que neste modelo se verifique uma redução da inibição gabaérgica.

4. Modelos neurofisiológicos

Os fármacos que tenham apresentado actividade anticonvulsivante em doses não tóxicas, nos testes anteriormente referidos, deverão ser seguidamente caracterizados em modelos mais sofisticados, como, por exemplo, nos chamados modelos neurofisiológicos. Com estes modelos pretende-se delinear mais precisamente o seu potencial e obter informações acerca do seu mecanismo de acção (Löscher e Schmidt, 1988).

Tal como foi referido na Introdução desta memória, nestes modelos, os neurónios simples (em cérebros intactos, cortes de cérebro ou culturas de tecidos) são induzidos a tornarem-se epilépticos por aplicação de fármacos convulsivantes, estimulação eléctrica ou mesmo alteração iónica do ambiente extracelular. Embora estes modelos permitam estudar os mecanismos das crises epilépticas e a acção dos fármacos a nível neuronal, contribuindo, assim, para a identificação de potenciais novos fármacos, não substituem todos os outros modelos experimentais conduzidos em animal inteiro (Löscher e Schmidt, 1988 e 1994).

Depois desta pesquisa, não podíamos terminar sem mais uma vez frisar que a eficácia de um dado fármaco antiepiléptico não pode ser avaliada apenas pelo resultado obtido num modelo agudo e/ou crónico de epilepsia, mas sim pelos resultados acumulados através da utilização de diferentes modelos. Para além disso, a informação obtida a partir dos diversos modelos animais na previsão da eficácia de um dado antiepiléptico no tratamento ou na prevenção da epilepsia humana não deverá ser sobrevalorizada. Efectivamente, embora os modelos animais crónicos sejam bastante úteis na elucidação dos mecanismos subjacentes à epilepsia e na descoberta de novas substâncias dotadas de efeitos antiepileptogénicos, os ensaios clínicos são necessários para confirmar todos estes potenciais efeitos nos humanos (Löscher, 2002). 
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