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RESUMO 
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TEMPORAL EM CAMUNDONGOS 
 

Autor: Vinícius Rafael Funck 
Orientador: Mauro Schneider Oliveira 

Data e Local da defesa: Santa Maria, 16 de Março de 2015. 
 

A epilepsia é uma doença que atinge cerca de 1 % da população em geral. 
Embora vários tratamentos farmacológicos sejam utilizados, um elevado número de 
pacientes com epilepsia são refratários às drogas disponíveis atualmente o que 
torna importante à busca por novas drogas anticonvulsivantes. Para isso, é 
necessário um modelo que reproduza a epilepsia, como é o caso do modelo da 
pilocarpina, um agonista muscarínico que causa convulsões límbicas e status 
epilepticus (SE), que após crises recorrentes se caracteriza por uma epilepsia do 
lobo temporal. Um possível alvo farmacológico na terapia da epilepsia é a enzima 
Na+, K+-ATPase, que se caracteriza por ser uma proteína de membrana plasmática 
que tem um papel importante na manutenção da homeostase iônica celular cuja 
mudança na atividade da Na+, K+-ATPase afeta diretamente a sinalização celular via 
neurotransmissores e a atividade neuronal. Neste contexto, um prejuízo ao 
funcionamento da Na+, K+-ATPase ocasiona aumento ou diminuição da 
excitabilidade neuronal, dependendo do grau de inibição induzido e do tipo neuronal 
afetado. Portanto, o presente estudo, procurou o papel da Na+, K+-ATPase e de um 
anticorpo específico que aumenta a atividade da Na+, K+-ATPase (DRRSAb), no 
modelo da pilocarpina em camundongos C57BL/6 e sobre a susceptibilidade ao 
pentilenotetrazol (PTZ). Foi constatado que a atividade da Na+, K+-ATPase está 
diminuída no hipocampo de camundongos 60 dias após o SE. Além disso, a 
constante de Michelis-Menten para as diferentes concentrações de ATP aumentou 
no grupo pós-SE. A redução da atividade da Na+,K+-ATPase parece envolver a 
nitração da subunidade α, mas nenhuma alteração na expressão ou no estado de 
fosforilação na Ser943 foi encontrada. Interessantemente, a ativação da Na+, K+-
ATPase, com uma injeção intrahipocampal do anticorpo DRRSAb produzido contra 
um local regulador da subunidade α, diminui a susceptibilidade para crises 
mioclônicas induzida por PTZ nos animais epilépticos. Por outro lado, a 
administração de DRRSAb no hipocampo de animais normais facilitou o 
aparecimento de convulsões induzidas por PTZ. A análise quantitativa do registro 
eletroencefalográfico (EEG) no hipocampo, revelou que o DRRSAb aumentou a 
porcentagem de poder total na frequência da banda delta (0-3 Hz), quando 
analisado padrão de atividade irregular de grande amplitude (LIA). Por outro lado, 
não houve alterações induzidas pelo DRRSAb sobre o estado funcional do ritmo 
teta. Portanto, a ativação Na+, K+-ATPase, como uma nova abordagem em 
distúrbios convulsivos, pode tornar-se um alvo farmacológico em potencial na 
epilepsia. 
Palavras chaves: Epilepsia do lobo temporal; Na+, K+-ATPase; Pilocarpina. 
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Epilepsy is a disease that affects about 1-2% of the general population. 
Considering the high number of patients with epilepsy who are refractory to currently 
available drugs, it is important to search for new anticonvulsant drugs. For this it is 
important that reproduces model epilepsy, such as the pilocarpine model, a 
muscarinic agonist causing limbic seizures and status epilepticus, which after a 
latency period is characterized by a temporal lobe epilepsy. A potential drug target in 
the treatment of epilepsy is the Na+,K+-ATPase, which is characterized by being a 
plasma membrane protein having important role in the maintenance of cellular ionic 
homeostasis, changes in the Na+,K+-ATPase activity directly affect cell signaling via 
neurotransmitters and neuronal activity. In this context, a impair the functioning of the 
Na+,K+-ATPase leads to an increased or decreased neuronal excitability, depending 
on the degree of inhibition induced neuronal and type affected. Therefore, the 
present study searched for the role of Na+,K+-ATPase and the specific antibody that 
enhances the activity of Na+,K+-ATPase (DRRSAb) in the pilocarpine model in 
C57BL/6 mice challenged with pentylenetetrazol (PTZ). It was seen that the activity 
of Na+,K+-ATPase was decreased in hippocampus of epileptic mice, 60 days after 
status epilepticus (SE). Furthermore, the Michelis-Menten constant for different ATP 
concentrations increased in the SE. Reduced activity of Na+,K+-ATPase appears to 
involve the nitration of α subunit, but no changes in the expression or its 
phosphorylation state at Ser943 was found. Interestingly, activation of Na+,K+-
ATPase intrahippocampal injection with a specific antibody (DRRSAb) produced 
against a regulatory site of the α subunit, decreases susceptibility to myoclonic 
seizures induced by PTZ in epileptic animals. On the other hand, the administration 
of DRRSAb in the hippocampus of naive animals facilitated the onset of seizures 
induced by PTZ. Quantitative analysis of hippocampal EEG recordings revealed that 
DRRSAb increased the percentage of total power contributed by delta frequency 
band (0-3 Hz) to large irregular amplitude pattern of hippocampal EEG. On the other 
hand, no DRRSAb-induced changes were found regarding the theta functional state. 
Therefore, activation of Na+,K+-ATPase activity as a novel approach in seizure 
disorders, may become a potential target for epilepsy. 

 
Key words: Temporal lobe epilepsy; Na+,K+-ATPase; Pilocarpine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A epilepsia é uma doença neurológica crônica não transmissível que afeta 

pessoas de todas as idades (Fisher, Acevedo et al. 2014). Cerca de 65 milhões de 

pessoas têm epilepsia. Quase 80% das pessoas com epilepsia são encontradas nos 

países em desenvolvimento e em torno de três quartos das pessoas afetadas 

nesses países não recebem o tratamento necessário. Mas 70% dos pacientes 

medicados respondem ao tratamento ao longo tempo. A principal e mais marcante 

característica da epilepsia é a ocorrência de crises epilépticas, definidas como 

alterações comportamentais e/ou motoras resultantes de descargas paroxisticas 

excessivas e sincrônicas de grupos de neurônios no encéfalo. Essas crises 

acarretam enorme prejuízo à qualidade de vida dos pacientes afetados pela doença, 

bem como seus familiares, que em muitos lugares do mundo sofrem com 

discriminação perante a sociedade que vivem (WHO, 2006; Fisher, Acevedo et al. 

2014). 

O Ministério da Saúde do Brasil, na Portaria 1.161, de sete de Julho de 2005, 

reconhece a importância epidemiológica e a magnitude social das doenças 

neurológicas no Brasil, incluindo a epilepsia, bem como o custo elevado e crescente 

para o país, ressaltando e enfatizando o quadro de morbidade com alto grau de 

sequelas das doenças neurológicas e a elevada taxa de mortalidade (Brasil, 2005).  

O tipo mais comum (seis em cada dez pessoas com a doença) é a epilepsia 

idiopática, que não tem causa identificável. Em muitos destes casos existe uma 

alteração genética subjacente. A epilepsia com uma causa conhecida é chamada 

epilepsia secundária, ou epilepsia sintomática. As causas de epilepsia secundária 

podem ser: danos cerebrais a partir de lesões pré-natais ou perinatais (a perda de 

oxigênio ou trauma durante o parto, baixo peso ao nascer), anomalias congênitas ou 

doenças genéticas com malformações cerebrais, trauma cranioencefálico, acidente 

vascular cerebral, infecção do cérebro, tais como a meningite, a encefalite, a 

neurocisticercose e tumor cerebral (WHO, 2012). 

Além das crises epilépticas, a qualidade de vida dos pacientes com epilepsia 

é afetada negativamente por diversas comorbidades neurológicas de difícil 

tratamento, incluindo depressão, transtornos de ansiedade e déficit cognitivo 
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(Hermann, Seidenberg et al. 2008). Contudo, a origem dessas comorbidades têm 

sido historicamente atribuídas, por exemplo, à consciência do paciente de sua 

condição crônica, à presença de neuropatologia primária (por exemplo, esclerose do 

lobo temporal) ou mesmo consideradas efeitos adversos indissociáveis dos 

fármacos anticonvulsivantes. Diversos estudos recentes têm mostrado que, 

alterações neuroquímicas e estruturais podem contribuir de maneira crucial para o 

aparecimento de transtornos de humor, ansiedade e problemas cognitivos 

(Hermann, Seidenberg et al. 2008).  

Embora uma miríade de alterações moleculares e celulares ocorra durante a 

epileptogênese e a epilepsia, os mecanismos exatos que levam ao aparecimento de 

crises epilépticas espontâneas permanecem desconhecidos. Assim, o entendimento 

das bases moleculares responsáveis pelo desenvolvimento da epilepsia, é de 

fundamental importância para a concepção de estratégias terapêuticas eficazes para 

prevenção da epilepsia ou modificação da doença. Atualmente, tais estratégias 

inexistem ou são falhas, pois não existem agentes verdadeiramente 

antiepileptogênicos, que por consequência, as crises epiléticas permanecem 

refratárias aos fármacos disponíveis em um número significante de pacientes (30-40 

%) (Ben-Menachem, Chadwick et al., 2007). 

Um dos possíveis candidatos a alvo farmacológico, na terapia da epilepsia, é 

a enzima Na+, K+-ATPase (EC 3.6.3.9). A Na+, K+-ATPase é uma proteína de 

membrana plasmática que está presente nas células eucarióticas e possui um papel 

crucial na manutenção da homeostase iônica celular (Skou and Esmann, 1992) Por 

isso, alterações na atividade da Na+, K+-ATPase afetam diretamente a sinalização 

celular e a atividade neuronal, bem como, o comportamento quando analisada em 

experimentação animal (Moseley et al., 2007). A reação catalisada pela Na+, K+-

ATPase é o transporte de três íons Na+ para o meio extracelular e dois íons K+ para 

o meio intracelular, usando energia proveniente do ATP (Skou and Esmann 1992). 

Ao regular o gradiente de Na+ e K+ através da membrana plasmática, a Na+, K+-

ATPase regula, de maneira indireta, a concentração intracelular de outros íons, 

como Ca2+, Cl- e H+, e de diversas substâncias como água e glicose (Skou and 

Esmann 1992). 

Ao lado dos sítios de fosforilação da Na+,K+-ATPase, recentemente foi 

identificado um sítio de ativação da enzima, que reside entre os aminoácidos 897 a 

911 da região extracelular e entre os domínios H7-H8 da subunidade α da Na+,K+-
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ATPase (Xu 2005; Xu, Takimoto et al. 2006; Lee, Klein et al. 2009). De modo 

importante, foi demonstrado que um anticorpo direcionado contra tal região da 

enzima foi capaz de ativar a Na+, K+-ATPase em cardiomiócitos, aumentando sua 

atividade em duas a três vezes (Xu 2005). Nesse contexto, o anticorpo DRRSAb 

constitui uma ferramenta farmacológica capaz de aumentar de modo direto e 

específico a atividade da Na+,K+-ATPase. Considerando que a literatura ainda é 

limitada em informações a respeito das consequências funcionais e 

comportamentais da modulação da atividade da Na+, K+-ATPase na epilepsia. O uso 

desse anticorpo que modula a atividade da Na+, K+-ATPase, poderia ser uma 

ferramenta farmacológica para o estudo de doenças neurológicas como a epilepsia 

do lobo temporal. 
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICAVA 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

 Este estudo teve como objetivo avaliar o papel da Na+, K+-ATPase no modelo 

de epilepsia do lobo temporal induzido por pilocarpina em camundongos C57BL/6, 

bem como, o efeito DRRSAb sobre a susceptibilidade para as crises induzidas por 

pentilenotetrazol (PTZ). 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Determinar se os animais no período de 1, 7 e 60 dias após status epilepticus, 

altera a atividade da Na+, K+-ATPase no hipocampo da bem como a respectiva 

imunoreatividade para forma total e fosforilada na Ser943. 

 

 Avaliar se animais 60 dias após o status epilepticus altera a cinética 

enzimática da Na+, K+-ATPase no hipocampo. 

 

 Investigar se as alterações na atividade da Na+, K+-ATPase estão associadas 

aos marcadores de dano oxidativo como 3-nitrotirosina (3-NT), 4-hidroxineonal 

(HNE) e carbonilação proteica. 

 

 Verificar o efeito do anticorpo DRRSAb em camundongos não epiléticos e 

epiléticos na susceptibilidade para as crises induzidas por  PTZ. 

 

 Avaliar o efeito do anticorpo DRRSAb sobre os ritmos teta e na atividade 

irregular de amplitude grande (LIA) no EEG dos animais não epiléticos. 
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2.3. Justificativa 

 

 

 Considerando que a epilepsia do lobo temporal não é controlada em cerca de 

20-30 % dos casos com os fármacos existentes na clínica, torna-se importante a 

busca por novos alvos terapêuticos e drogas anticonvulsivantes. Tem-se a Na+,K+-

ATPase como um alvo em potencial, pela sua importância na homeostase cerebral e 

controle da excitabilidade, considerando ainda que existe um anticorpo que modula 

sua atividade, justificando o desenvolvimento do presente estudo. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 Epilepsia: aspectos gerais 
 
 

Epilepsia (Epilambanein - verbo grego antigo que significa "apreender, 

possuir, ou afligir") (Magiorkinis, Sidiropoulou et al. 2010) é um grupo de doenças 

neurológicas crônicas caracterizadas por crises epilépticas (Chang and Lowenstein 

2003). Essas crises são episódios que podem variar de breve e quase indetectável, 

a longos períodos de agitação vigorosa. Na epilepsia, crises tendem a ocorrer, 

mesmo não tendo nenhuma causa subjacente imediata, enquanto as crises que 

ocorrem devido a uma causa específica são consideradas representativas para 

epilepsia (Fisher, van Emde Boas et al. 2005; Fisher, Acevedo et al. 2014). 

Antigos registros médicos mostram que a epilepsia vem afetando as pessoas 

desde o início da existência humana. Ao longo da história antiga, o transtorno foi 

considerado uma condição espiritual. A descrição mais antiga que se sabe é de uma 

crise epiléptica que aparece em um texto em acadiano (a língua usada na antiga 

Mesopotâmia) e foi escrito por volta de 2000 a.C.. A pessoa descrita no texto foi 

diagnosticada por estar sob a influência de um Deus da lua, e foi submetida a um 

exorcismo. As crises epilépticas são listadas no Código de Hamurabi (1790 a.C.) e 

Edwin Smith Papiro (1700 a.C.) descrevendo casos de indivíduos com crises 

epilépticas (Magiorkinis, Sidiropoulou et al. 2010). Posteriormente, Hipócrates 

propôs que a hereditariedade era uma importante causa da doença, sendo que os 

piores resultados da doença se apresentavam em uma idade avançada, e fez nota 

das características físicas, bem como a vergonha social associada às crises. Em vez 

de se referir a ela como a doença sagrada, ele usou o termo grande doença, dando 

origem ao termo moderno grande mal, utilizado para crises generalizadas. Apesar 

de seu trabalho detalhando as origens físicas da doença, seu ponto de vista não foi 

aceito na época, e continuaram responsabilizando os maus espíritos, pelo menos 

até o século 17 (Saraceno and Saxena 2005). Somente no século 19, foi utilizado o 

Brometo como o primeiro medicamento anticonvulsivante que obteve alguma 

eficácia. O primeiro tratamento da era moderna foi com Fenobarbital, desenvolvido 

em 1912 e com a Fenitoína entrando em uso em 1938 (Perucca and Gilliam 2012). 



15 

 

    

 

 

 

3.1.1 Epidemiologia 

 

 

Cerca de 1% da população mundial (aproximadamente 65 milhões de 

pessoas) tem epilepsia, sendo que 80% dos casos ocorrem em países em 

desenvolvimento (Brodie, Elder et al. 2009; Thurman, Beghi et al. 2011). Nos países 

desenvolvidos o início dos novos casos ocorre com maior frequência em crianças e 

idosos, nos países em desenvolvimento a frequência é maior em crianças mais 

velhas e adultos jovens, geralmente relacionado aos altos índices de trauma e 

doenças infecciosas (Newton and Garcia 2012) e também devido às diferenças na 

frequência das causas subjacentes que levam as crises. 

 

A prevalência de epilepsia ativa é de 5-8 por 1000 habitantes em países de 

alta renda e 10 por 1000 habitantes em países de baixa renda, onde as taxas ainda 

mais elevadas foram relatados em áreas rurais. Estas diferenças regionais, 

provavelmente, resultam de diferenças nos fatores de risco para a epilepsia, 

incluindo infecções e cuidados pré-natais e perinatais inadequada. Existem 

diferenças equivalentes para a incidência de epilepsia: resultados de uma meta-

análise de 2011 mostrou que a incidência anual é de 45 por 100.000 da população 

nos países de alta renda e 82 por 100.000 população de baixa renda e de renda 

média países (Moshe, Perucca et al. 2014). A pobreza é um fator de risco para a 

epilepsia, isso inclui tanto ser de um país pobre e também ser pobre em relação aos 

outros dentro de seu país. Altas taxas da doença em países em desenvolvimento 

estão na sua maioria relacionadas a parasitoses (neurocisticercose), infecções 

intracranianas virais ou bacterianas, tocotraumatismo, traumatismo crânio-encefálico 

e doenças cerebrovasculares (Carpio and Hauser 2009). Nos países desenvolvidos, 

diminuiu o número de casos em crianças e aumentou entre os idosos, considerando 

os casos pesquisados entre 1970 e 2003 (Sander 2003). Isto tem sido atribuído, em 

parte, a uma melhor sobrevivência após acidentes vasculares cerebrais em idosos 

(Neligan, Hauser et al. 2012).  

Um estudo epidemiológico realizado em hospitais psiquiátricos mostra que o 

diagnóstico de epilepsia aparece em torno de 10% dos pacientes internados 
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(Kummer, Nunes et al. 2005). No Brasil algo entre 530 e 890 mil pessoas tem 

epilepsia e algum transtorno mental associado (Marchetti 2004). Cerca de 5 a 10% 

de todas as pessoas poderão ter uma crise não provocada até os 80 anos (Wilden 

and Cohen-Gadol 2012), onde a chance de ocorrer uma segunda crise está entre 40 

e 50% (Berg 2008). As pessoas com epilepsia têm uma série de restrições para 

manter uma vida normal, uma delas é a restrição de conduzir veículos motorizados, 

mas a maioria é capaz de voltar a dirigir depois de um período de tempo sem crises 

(Devlin, Odell et al. 2012).  

 

 

3.1.2 Classificação 

 

 

A epilepsia pode ser classificada a partir dos tipos de crise, baseada na sua 

descrição clínica e nos achados eletroencefalográficos. São divididas basicamente 

em crises focais ou crises generalizadas. Crises epilépticas generalizadas são 

conceituadas como originárias em algum ponto dentro de redes distribuídas 

bilateralmente. Essas redes bilaterais podem incluir estruturas corticais e 

subcorticais, mas não necessariamente o córtex inteiro. Embora o início de crises 

individuais possa parecer localizado, a localização e lateralização, não são 

consistentes de uma crise à outra. Crises generalizadas podem ser assimétricas 

(Berg, Berkovic et al. 2010).  

Crises epilépticas focais são conceituadas como originárias dentro das redes 

limitadas a um hemisfério. As crises focais podem ser originárias de estruturas 

subcorticais. Para cada tipo de crise, o início ictal é consistente a partir de uma crise 

para outra, com padrões de propagação preferencial que podem envolver o 

hemisfério contralateral. Em alguns casos, no entanto, há mais de uma rede, e mais 

de um tipo de crise, mas cada tipo de crise individual tem um local consistente de 

início. A distinção entre os diferentes tipos (por exemplo, parciais complexas e 

parciais simples) foi eliminada.  É importante, no entanto, reconhecer que prejuízo 

da consciência/percepção ou outras características cognitivas, como localização e 

progressão dos acontecimentos ictais, podem ser de primordial importância na 

avaliação individual de pacientes e para fins específicos (por exemplo, diagnóstico 

diferencial de eventos não epilépticos de crises epilépticas, ensaios randomizados, 
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cirurgia). Nada na presente recomendação impede descrever as crises focais de 

acordo com estas ou outras características (Berg, Berkovic et al. 2010). As 

classificações das crises estão bem descritas na figura 1. 

 
 

 
 
Figura 1 – Classificação das crises e modificações na terminologia e conceitos (Diagrama resumo da 
Revisão terminológica para organização de crises e epilepsias da ILAE de 2010 divulgado durante o 
29º Congresso da ILAE/IBE em Agosto de 2011.) 

 
 
 Do ponto de vista etiológico, a epilepsia pode ser dividida em três grandes 

categorias (Berg and Scheffer 2011): a epilepsia genética, em que um defeito 

genético contribui diretamente para a epilepsia e para as crises como sintoma 

principal do distúrbio (por exemplo, canalopatias); a epilepsia estrutural/metabólica, 

causada por distúrbio estrutural e/ou metabólico cerebral (por exemplo, malformação 

cerebral, infecção, tumor, acidente vascular encefálico ou estado de mal epiléptico - 

status epilepticus) e a epilepsia com etiologia desconhecida, quando não há 

evidência clara de um fator etiológico. 
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3.1.3 Diagnóstico e tratamento da epilepsia  

 

 

 O diagnóstico de epilepsia é normalmente feito com base na descrição da 

crise pelo paciente ou testemunha e também da causa subjacente. Um 

eletroencefalograma (EEG) e uma neuroimagem, também são geralmente parte da 

bateria de exames. Contudo, nem sempre é possível descobrir qual é a síndrome 

epiléptica específica. O monitoramento por vídeo EEG pode ser útil em casos 

difíceis de diagnosticar (Moshe, Perucca et al. 2014).  

 No geral, cerca de 70% dos pacientes conseguem ficar livre das crises com o 

tratamento médico utilizado de forma adequada, com taxas de resposta variando em 

relação ao tipo de síndrome epiléptica, causa subjacente e outros fatores. 

Independentemente de fatores prognósticos, a maioria dos pacientes respondem 

sem crises à droga prescrita inicialmente (Moshe, Perucca et al. 2014). Os mais de 

30% dos pacientes que não respondem bem ao tratamento inicial são mais 

propensos a continuar tendo crises. Deste modo, a politerapia com fármacos 

antiepiléticos e ou a cirurgia podem ser consideradas como a solução. Ao combinar 

fármacos antiepiléticos, muitos fatores importantes devem ser considerados, 

incluindo eficácia, efeitos adversos, espectro de ação, interações medicamentosas, 

farmacocinéticas de cada fármaco (Lee 2014). 

 Não existe um único medicamento antiepiléptico ideal para o tratamento de 

primeira linha em todos os pacientes. Conforme recomendado pelas diretrizes do 

Instituto Nacional do Reino Unido para Cuidados e Saúde, deve ser considerado o 

tipo de crise, síndrome, e outras características, tais como idade, sexo, e 

comorbidades (Moshe, Perucca et al. 2014). 

São eficazes contra crises focais e tipos de crises mais generalizadas: O 

ácido valpróico e benzodiazepínicos (ocasionalmente podem agravar crises tônicas, 

particularmente após o uso intravenoso em pacientes com síndrome de Lennox-

Gastaut). Fenobarbital e primidona não são eficazes contra as crises de ausência. 

Lamotrigina pode agravar crises mioclônicas em alguns pacientes. Já a lamotrigina, 

topiramato, zonisamida, rufinamida e felbamato agem contra crises focais e, 

secundariamente, crises generalizadas tônico-clônicas, principalmente, síndrome 
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Lennox-Gastaut. Levetiracetam é eficaz contra crises focais, generalizadas tônico-

clônicas e, principalmente, crises mioclônicas (Moshe, Perucca et al. 2014).  

Já a carbamazepina, fenitoína, oxcarbazepina, o acetato de eslicarbazepina, 

tiagabina são eficazes contra crises focais, com ou sem generalização secundária. A 

lacosamida, retigabina e perampanel não foram avaliados em pacientes com crises 

generalizadas. Porém, a gabapentina e a pregabalina podem precipitar ou agravar 

crises mioclônicas, bem como a vigabatrina, mas esta é eficaz contra espasmos 

infantis. Etossuximida é eficaz contra crises de ausência, mas também pode ser 

eficaz contra crises mioclônicas (Moshe, Perucca et al. 2014). 

 

 

3.1.4 Modelos experimentais em epilepsia 

 

 

 Para a melhor compreensão dos mecanismos e processos fisiopatológicos 

dos diferentes tipos de crises são necessários modelos experimentais fidedignos, 

para que possam reproduzir de forma similar as manifestações que aparecem em 

humanos. Além disso, esses modelos são de grande importância para a 

identificação de novas drogas que tenham um valor preditivo antiepiléptico. 

Um esquema simples de classificação dos modelos animais experimentais de 

crises epilépticas e epilepsia é mostrado na figura 2. Para a descoberta de novas 

drogas antiepilépticas, é necessária a triagem de um grande número de compostos, 

onde os modelos animais devem ser de fácil execução, eficientes e preditivos com o 

que se tem na clínica. Os dois modelos mais simples de convulsão em 

camundongos e ratos, são o modelo de crises epilépticas por eletrochoque máximo 

(MES) e o pentilenotetrazol (PTZ), que foram desenvolvidos há mais de 60 anos, 

(Bialer and White 2010), e a pilocarpina que é um modelo experimental de epilepsia 

do lobo temporal é utilizado desde os anos 80 (Turski, Cavalheiro et al. 1987), ainda 

são os modelos animais mais utilizados na busca de novas drogas 

anticonvulsivantes. 
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Figura 2: Uma visão geral dos modelos de crises epilépticas ou de epilepsia adaptado de (Loscher 

2011).  

 
  
 O PTZ é um antagonista do receptor GABAA, que age através de uma 

provável interação alostérica no canal de Cl- (Figura 3). As crises induzidas pelo PTZ 

via bloqueio do receptor são similares as crises induzidas pela picrotoxina. No 

entanto, os domínios de interação do receptor com o PTZ são diferentes dos 

domínios que interagem com a picrotoxina (Huang, Bell-Horner et al. 2001). O 

antagonismo do receptor GABAA, inibindo as correntes de cloreto causadas pelo 

PTZ, potencializa a neurotransmissão excitatória e desencadeia as convulsões, por 

isso é considerado um bom modelo para convulsão generalizada (Kupferberg 2001). 

Além disso, através de estratégias farmacológicas utilizando doses menores, ou 

uma dose subconvulsivante (30 mg/kg) de PTZ é possível avaliar a susceptibilidade 

as crises, pois é uma dose que por si só não causa crises generalizadas, somente 

podendo causar crise de ausência e mioclonias, tento assim um espectro amplo 
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para piora em caso de susceptibilidade, também é usada essa dose para induzir 

kindling por PTZ (Blanco, dos Santos et al. 2009; Kuznetzova, Karpova et al. 2014; 

Hill-Yardin, Argyropoulos et al. 2015). 

 Nesse sentido, é de especial interesse mencionar que a modulação das 

convulsões induzidas por PTZ pode ser particularmente relevante para o 

desenvolvimento de novas drogas anticonvulsivantes, visto que a supressão das 

alterações eletroencefalográficas induzidas por PTZ possui alto valor preditivo para 

drogas clinicamente efetivas contra crises generalizadas do tipo tônico-clônicas e 

crises de ausência (Dichter 2007). 

 

 

 

 

Figura 3: Representação do receptor GABAA mostrando os respectivos sítios de ligação de alguns 

receptores. 

 

 

O modelo de epilepsia induzido pela administração sistêmica de pilocarpina 

reproduz em roedores muitas das características da epilepsia do lobo temporal em 

humanos, incluindo a presença de um período silencioso que precede o 

aparecimento das convulsões espontâneas, esclerose e reorganização da circuitaria 

hipocampal e farmacoresistência (Cavalheiro 1995; Scorza, Arida et al. 2009; 

Oliveira, Pacheco et al. 2011). 
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 A pilocarpina é um alcalóide extraído das folhas do jaborandi, uma planta 

conhecida há tempos pelos índios tupi-guarani, que habitavam o Brasil e tiravam 

proveito de suas propriedades de produzir suor. Foi introduzida na prática clínica 

pelo médico brasileiro Sinfrônio Coutinho, em 1874, através de extratos da folha do 

jaborandi para obter efeito diaforético (produção de suor) e sialogogo (produção de 

saliva). A pilocarpina é usada como agente miótico (provoca a contração da pupila) e 

no tratamento do glaucoma, sendo empregada na forma de colírio (Holmstedt, 

Wassen et al. 1979). Trata-se de um agonista do receptor muscarínico, cuja 

administração sistêmica aguda de pilocarpina em roedores leva a um padrão de 

repetitivas convulsões límbicas e ao status epilepticus (SE), seguido por um período 

de latência (período silencioso) que precede o desenvolvimento das crises 

convulsivas espontâneas e recorrentes, que duram por toda vida do animal (período 

crônico) (Clifford, Olney et al. 1987; Muller, Bankstahl et al. 2009). O modelo se 

caracteriza por uma proeminente epilepsia do lobo temporal com alterações 

cognitivas, comportamentais e dano hipocampal, semelhante à esclerose 

hipocampal na epilepsia do lobo temporal mesial. A epilepsia do lobo temporal é a 

forma mais comum de epilepsia humana, a fisiopatologia é geralmente esclerose 

hipocampal, a lesão epileptogênica mais encontrada em pacientes com epilepsia 

(Sharma, Reams et al. 2007). O modelo da pilocarpina é amplamente usado para o 

estudo do mecanismo de ação e terapia do SE, bem como os mecanismos e 

prevenção da epileptogênise e neurodegeneração causada pela SE (Andre, Dube et 

al. 2007; Loscher and Brandt 2010). 

 A capacidade da pilocarpina induzir SE é provavelmente dependente de 

ativação do subtipo de receptor muscarínico M1, considerando que em 

camundongos knockout para receptor M1 não desenvolvem crises em resposta a 

pilocarpina (Hauser, Annegers et al. 1996). Outros colinomiméticos, como carbacol e 

oxotremorina, também são capazes de induzir convulsões e danos cerebrais 

induzidos quando injetado via sistêmica ou diretamente no cérebro (Olney, de 

Gubareff et al. 1983; Turski, Czuczwar et al. 1983). Além disso, o efeito induzido 

pela pilocarpina pode ser bloqueado pela administração sistémica da atropina 

(antagonista muscarínico), no entanto, uma vez que as crises iniciaram, a sua 

manutenção depende de outros mecanismos, até mesmo a atropina torna-se 

ineficaz (Clifford, Olney et al. 1987). Experimentos em cultura de neurônios do 

hipocampo demonstraram que a ação da pilocarpina nos receptores muscarínicos, 
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provoca um desequilíbrio entre a transmissão excitatória e inibitória, resultando na 

geração de SE (Priel and Albuquerque 2002). Além disso, estudos de microdiálise in 

vivo revelaram que a pilocarpina provoca uma elevação dos níveis de glutamato no 

hipocampo após o aparecimento de crises convulsivas. Portanto, há evidências 

substanciais que sugerem que após o início das crises através dos receptores M1, 

isso é mantido pela ativação dos receptores N-metil D-Aspartato (NMDA)  

(Smolders, Khan et al. 1997). 

 O modelo da pilocarpina, seguido do SE, parece ser altamente isomorfo com 

a doença humana, por isso, tem sido utilizado em muitos laboratórios, desde a sua 

primeira descrição a um quarto de século atrás (Turski, Czuczwar et al. 1983; Turski, 

Ikonomidou et al. 1989). A lesão neuronal causada no modelo da pilocarpina, causa 

diferentes níveis de intensidade e perfis ao longo do tempo, comparado com modelo 

do ácido caínico. Sugerindo que essas diferenças no perfil temporal de danos celular 

devem ser levados em conta durante a pesquisa de agentes neuroprotetores 

(Covolan and Mello 2000), bem como, o seu uso no estudo da eficácia de drogas 

antiepilépticas (Leite, Garcia-Cairasco et al. 2002). 

 

 

3.2 Na+, K+-ATPase 

 

 

A Na+,K+-ATPase é uma proteína de membrana plasmática que possui um 

papel crucial na manutenção da homeostase iônica celular (Skou and Esmann 1992; 

Aperia 2012). A reação básica catalisada pela Na+,K+-ATPase é o transporte de três 

íons Na+ para o meio extracelular e de dois íons K+ para o meio intracelular, usando 

energia proveniente do ATP (Skou and Esmann 1992; Aperia 2012). Ao regular o 

gradiente de Na+ e K+ através da membrana plasmática, a Na+, K+-ATPase regula de 

maneira indireta a concentração intracelular de outros íons, como Ca2+, Cl- e H+, e 

de diversas substâncias como água e glicose (Skou and Esmann 1992; Aperia 

2012). 

A unidade funcional mínima da Na+, K+-ATPase é um heterodímero composto 

por uma subunidade α e uma subunidade β, que pode estar co-localizada com uma 

proteína da família FXYD denominada alternativamente de subunidade γ; (Kaplan 

2002; Jorgensen, Hakansson et al. 2003). Até o momento foram clonados a partir de 
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mamíferos quatro genes que codificam subunidades α, e três genes que codificam 

subunidades β. As diferentes combinações entre subunidades α e β formam uma 

variedade de isoformas que compõe a Na+,K+-ATPase e são expressas em células e 

tecidos específicos (Kaplan 2002; Jorgensen, Hakansson et al. 2003).  

A subunidade α da Na+
, K

+-ATPase é composta por aproximadamente 1000 

aminoácidos, tem um peso molecular aproximado de 110 kDa e sua estrutura 

tridimensional tem 10 domínios transmembrana (Kaplan 2002; Jorgensen, 

Hakansson et al. 2003). A subunidade α contém os sítios de ligação para Na+, K+, 

ATP e também para glicosídeos cardíacos, inibidores específicos da enzima (Kaplan 

2002; Jorgensen, Hakansson et al. 2003). A subunidade β da Na+,K+-ATPase é 

composta de aproximadamente  370 aminoácidos e um peso molecular aproximado 

de 55 kDa (Kaplan 2002; Jorgensen, Hakansson et al. 2003). Esta proteína possui 

apenas um domínio transmembrana e a porção aminoterminal está exposta ao 

citosol (Figura 4).  

A função exata da subunidade β ainda não está completamente entendida, 

mas foi demonstrado que a subunidade α não exibe atividade ATPásica quando 

dissociada da subunidade β. Nesse contexto, tem sido sugerido que as principais 

funções da subunidade β da Na+, K+-ATPase estão relacionadas à estabilização da 

conformação ótima da subunidade α na membrana plasmática, além de uma 

participação direta no ciclo reacional acoplado ao transporte iônico (Kaplan 2002; 

Jorgensen, Hakansson et al. 2003). Sendo assim, a subunidade “β” é importante na 

biogênese na enzima, parecendo desempenhar um papel na formação e maturação 

da haloenzima, na translocação e incorporação à membrana plasmática, na 

regulação da estabilidade conformacional e na atividade da subunidade “α”. 

Isoformas da subunidade β são diferentemente expressas em neurônios e células 

gliais. Estudos da expressão de RNAm e proteína têm mostrado que os neurônios 

são caracterizados pela expressão da isoforma β1, enquanto que a isoforma β2 é a 

isoforma predominante na glia. Foi identificado a presença da isoforma β3 em 

neurônios e células da glia no cérebro de ratos por hibridização in situ. No entanto, a 

expressão de β3 em proteínas do cérebro de ratos adultos, em culturas de 

camundongos e astrócitos de rato é muito baixa (Habiba, Blanco et al. 2000). 

A subunidade γ da Na+, K+-ATPase modula a afinidade pelos íons e ATP. 

Reconhecida como membro da família de proteínas FXYD e é composta por 

aproximadamente 58 aminoácidos e um peso molecular aproximado de 6,5 k Da 
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(Therien and Blostein 2000). Esta proteína parece estar presente em quantidades 

equimolares as das subunidades α e β (Figura 4). A função desta subunidade parece 

ser controversa na literatura, pois alguns estudos demonstram que a dissociação da 

subunidade γ do dímero α-β com detergente não iônico, não altera a atividade da 

Na+,K+-ATPase, nem mesmo a afinidade por ouabaína ou a expressão funcional da 

enzima. Em contrapartida, outros estudos demonstraram que a redução da 

subunidade γ pela utilização de RNA antisense altera a afinidade por ouabaína, Na+, 

K+ e ATP. (Therien and Blostein 2000). 

As diferenças na sequência primária de aminoácidos entre as 4 subunidades 

α encontradas até o momento em mamíferos são mínimas, mas resultam em 

diferenças cruciais, principalmente no que diz respeito à sensibilidade a inibidores, 

como a ouabaína. De fato, enquanto as isoformas contendo subunidades α2 ou α3 

possuem uma concentração inibitória de 50% (IC50) para ouabaína de 28,4 nM, as 

isoformas contendo subunidades α1 possuem um IC50 de 89,4 μM para este mesmo 

inibidor (Nishi, Fisone et al. 1999). Além disso, é importante mencionar que a 

subunidade α contém os sítios para fosforilação para o PKA (serina 943 em α1-α3) e 

a PKC (serina 23 em α1), importantes para regulação da atividade e expressão na 

membrana plasmática da Na+, K+-ATPase (Fisone, Cheng et al. 1994; Logvinenko, 

Dulubova et al. 1996). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 4: A estrutura apresenta duas visões da subunidade NKAα a baixo, a subunidade β acima, o 

FXYD a direita e os possíveis sítios de fosforilação (POULSEN et al., 2010) 
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No cérebro, a atividade da Na+, K+-ATPase contribui de maneira crucial para a 

manutenção do gradiente eletroquímico responsável pelos potencias de repouso e 

ação, captação e liberação de neurotransmissores (Stahl and Harris 1986). 

Consequentemente, mudanças na atividade da Na+, K+-ATPase afetam diretamente 

a sinalização celular via neurotransmissores e a atividade neuronal, bem como o 

comportamento do animal (Moseley, Williams et al. 2007). Neste contexto, um 

prejuízo ao funcionamento da Na+, K+-ATPase ocasiona aumento ou diminuição da 

excitabilidade neuronal, dependendo do grau de inibição induzido e do tipo neuronal 

afetado (Grisar, Guillaume et al. 1992). 

Desse modo, a ouabaína (inibidor da Na+, K+-ATPase), aumenta o influxo de 

cálcio em fatias de cérebro de ratos (Fujisawa, Kajikawa et al. 1965), causa 

convulsões em camundongos (Jamme, Petit et al. 1995), liberação de glutamato por 

reversão do transportador dependente de Na+ (Li and Stys 2001) e morte celular no 

hipocampo de ratos (Lees, Lehmann et al. 1990). Além disso, a supressão genética 

da Na+, K+-ATPase causa prejuízo ao aprendizado espacial e aumento no 

comportamento típico de ansiedade em camundongos (Moseley, Williams et al. 

2007).  Também é importante mencionar que as mutações nos genes que codificam 

a subunidade α estão associadas com epilepsia em humanos (Jurkat-Rott, Freilinger 

et al. 2004; Poulsen, Khandelia et al. 2010) e camundongos (Clapcote, Duffy et al. 

2009). O grau de inibição da atividade da Na+, K+-ATPase induzido pela 

administração intracerebral de ácido metilmalônico e ácido glutárico se correlaciona 

positivamente com a duração das crises induzidas por estes agentes (Fighera, 

Royes et al. 2006; Furian, Fighera et al. 2007). Estes achados corroborando com os 

resultados de Marquezan e colaboradores (2013), os quais verificaram que a 

latência para início das crises epilépticas induzidas por PTZ se correlacionam 

positivamente com a atividade da Na+, K+-ATPase no córtex cerebral de 

camundongos, e se correlacionam negativamente com o grau de fosforilação do 

resíduo de serina 943 na subunidade α da enzima (Marquezan, Funck et al. 2013). 

Embora a Na+, K+-ATPase seja considerada um alvo molecular promissor 

para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de diversas doenças  

neurológicas, incluindo a epilepsia (Aperia 2007; Benarroch 2011), por muito tempo 

os progressos na área foram limitados pela falta de ferramentas 

farmacológicas/moleculares que permitissem a modulação da atividade da enzima. 

Embora moduladores da Na+, K+-ATPase como os glicosídeos cardíacos sejam 
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utilizados há muito tempo na prática clínica para tratamento de insuficiência cardíaca 

congestiva e alguns tipos específicos de arritmias, estes agentes são inibidores da 

Na+, K+-ATPase, o que limita seu uso em condições onde a enzima encontra-se com 

atividade diminuída (Aperia 2007; Benarroch 2011). 

Entre os vários mecanismos envolvidos na regulação da atividade da Na+,K+-

ATPase, a variação na concentração dos substratos Na+, K+ e ATP é um dos mais 

simples e determinantes, sendo ativada por Na+ e ATP em sítios intracelulares e por 

K+ em um sítio extracelular (Therien and Blostein 2000). O Km da Na+, K+-ATPase 

para o Na+ está na faixa de 10-40 mM, que na maioria dos tecidos é um valor maior 

que a concentração intracelular de Na+  no equilíbrio (Therien and Blostein 2000). 

Assim, pequenas variações na concentração intracelular de Na+ afetam 

profundamente a atividade da Na+, K+-ATPase na maioria dos tecidos. No caso do 

K+, com Km em torno de 0,5 – 1,5 mM, tem menos efeito sobre a atividade da Na+, 

K+-ATPase do que variações na concentração intracelular de Na+, provavelmente 

devido à alta afinidade deste íon por seus sítios de ligação na enzima e porque a 

concentração extracelular de íons K+ é saturante para os sítios de ligação deste íon 

na Na+, K+ -ATPase. Por outro lado, tem sido mostrado que o K+ pode agir como um 

antagonista competitivo da ligação do Na+ em seus sítios de ligação na Na+, K+-

ATPase (Therien and Blostein 2000). No que diz respeito ao ATP, a Na+, K+-ATPase 

apresenta uma cinética linear e um Km de 300-800 µM para este substrato (Therien 

and Blostein 2000). 

Entretanto, outro mecanismo importante para regulação da Na+, K+-ATPase é 

a fosforilação de resíduos específicos, principalmente na subunidade α. Uma série 

de hormônios, neurotransmissores e outras substâncias modulam a atividade da 

Na+, K+-ATPase por alterar o estado de fosforilação dos resíduos de serina 943 (α1, 

α2 e α3) e serina 23 em α1 e tirosina 10 (Poulsen, Morth et al. 2010). Os mecanismos 

pelos quais a fosforilação destes resíduos afeta a atividade da Na+, K+-ATPase são 

variados, e incluem mudanças na afinidade pelos substratos Na+, K+ e ATP e/ou 

direcionamento e inserção da enzima na membrana plasmática, inibindo ou ativando 

a enzima, dependendo do tecido e tipo celular estudado.  
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3.3 Ativador da Na+,K+-ATPase 

 

 

 A enzima Na+, K+-ATPase, é uma proteína de membrana plasmática que está 

presente em quase todas as células eucarióticas (Skou and Esmann 1992). A 

responsável pela função catalítica da enzima é a subunidade α (Kaplan 2002). 

Diversas isoformas tanto da subunidade α como da subunidade β foram identificadas 

(Sweadner 1989). No encéfalo a Na+, K+-ATPase é amplamente expressa, mais 

especificamente nos neurônios é expresso α1 e α3 e nos astrócitos α1 e α2 (Azarias, 

Kruusmagi et al. 2013; Illarionava, Brismar et al. 2014). Existem duas isoformas α 

(α1 e α2) presente no coração de roedores (Lucchesi and Sweadner 1991; 

McDonough, Velotta et al. 2002) e as três isoformas α (α1, α2 e α3) no coração de 

humanos (Wang, Velotta et al. 2001; McDonough, Velotta et al. 2002). Sendo assim, 

a Na+, K+-ATPase é um alvo para drogas glicosídicas cardíacas, além de participar 

da regulação da função cardíaca. Os glicosídeos cardíacos (por exemplo, ouabaína 

e digitálicos como a digoxina) ligam-se a subunidade α da Na+, K+-ATPase e inibem 

a atividade da bomba na elevação da concentração de Na+ extracelular, o que inibe 

ainda mais de o trocador Na+- Ca2+, aumentando assim, Ca2+ intracelular levando a 

melhoria da função cardíaca (efeito inotrópico positivo) durante a insuficiência 

cardíaca (Blanco and Mercer 1998). No entanto, essas drogas também produzem 

efeitos tóxicos graves, incluindo arritmias cardíacas e distúrbios da condução 

atrioventricular, distúrbios gastrointestinais, efeitos neurológicos, anorexia, visão 

turva, náuseas e vômitos. 

 Para explorar novas propriedades estruturais e funcionais da Na+, K+-ATPase, 

(Xu 2005) buscou identificar o local de ativação da enzima e seu efeito sobre a 

atividade e as funções celulares. Os dados experimentais resultaram na 

identificação de outro sítio de ativação alostérica da enzima que reside nos domínios 

H7–H8 da subunidade α da enzima. A região extracelular 

897DVEDSYGQQWTYEQR911 é um importante local de ativação de Na+, K+-ATPase 

que é capaz de promover a função catalítica da enzima e regulação da 

contractilidade cardíaca. Foi demonstrado também que este sítio de ligação 

descoberto não é o mesmo sítio de ligação da ouabaína (Xu 2005). 

 O anticorpo SSA412 foi produzido através da sequência de aminoácidos 

presentes na região D – R que reside no interior do domínio extracelular H7 – H8 da 
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subunidade α. Comparando a sequência de aminoácidos desta região, (Xu 2005) 

mostrou que esta sequência de aminoácidos é idêntica nas subunidades α1 entre 

diferentes espécies e que é altamente conservada, sendo 87% entre as subunidades 

α1 e α2 e 93% entre a subunidade α3 como é demostrado na figura 5. 

 

 

Figura 5: Sequência de aminoácidos da região D – R (sítio de ligação do anticorpo SSA412) da 
subunidade α1 que é idêntica para ratos, humanos, cães, ovelhas e porcos da Na

+
,K

+
 - ATPase. 

Também é altamente conservada nas isoformas α2 (87%) e α3 (93%) da enzima. 

 
 
 Além disso, através de técnicas de imunoprecipitação e Western Blot 

confirmou-se a ligação do anticorpo SSA412 no seu sítio de ligação na enzima 

Na+,K+-ATPase. Verificou-se a atividade da Na+,K+-ATPase, através da incubação 

de vesículas cardíacas isoladas de coração de rato com o anticorpo SSA412 em 

diferentes concentrações, constatando que o aumento da atividade da enzima é 

dose-dependente. Em outro estudo, foi demostrado que o anticorpo SSA412 

aumenta a atividade da Na+,K+-ATPase o que induz inotropismo positivo no coração 

intacto de rato in vivo (Xu, Takimoto et al. 2006). 

O DRRSAb anticorpo produzido pelo Dr. James W. Larrick no Instituto de 

Pesquisa Panorama, também é um anticorpo específico para uma região D – R da 

Na+, K+-ATPase, e do mesmo modo produz efeitos cardioprotetores (Zheng, Koh et 

al. 2011). A ativação da Na+, K+-ATPase com DRRSAb pode produzir efeitos 

inotrópicos positivos e cardioprotetores ativando a via das quinases reguladas por 

sinais extracelulares 1/2 (ERK1/2) e fosfoinositol 3-quinase (PI3K)/Akt.  

Esta propriedade única é de primordial importância clínica, devido ao fato de a 

maioria, se não todas, as drogas disponíveis na clínica atualmente para tratamento 

da insuficiência cardíaca ser potencialmente cardiotóxicas (Zheng, Koh et al. 2011). 
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4. ARTIGO 
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Supplementary Data 

Methods 

Animals 

C57BL/6 male mice (12-20g; 30-45-day-old) were maintained under controlled 

environment (12:12 h light–dark cycle, 24 ± 1 oC, 55 % relative humidity) with free access to 

food (Supra, Santa Maria, Brazil) and water. All protocols were conducted in accordance with 

national (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation – CONCEA) and 

international legislation (ARRIVE guidelines), and approved by the Ethics Committee for 

Animal Research of the Federal University of Santa Maria (Processe #037/2012). 

 

Reagents 

Reagents for western blot were purchased from Bio-Rad (Hercules, CA, USA) or from 

Pierce (Rockford, IL USA). Primary antibodies raised against Na+,K+-ATPase α subunit, 

phosphorylated Ser943, 3-Nitrotyrosine and 4-Hydroxy-2-Nonenal were purchased from 

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA), catalog numbers sc-28800 (RIID: 

AB_2290063), sc-16710-R (RIID: AB_667810), sc-55256 (RIID: AB_1126663) and sc-

130083 (RIID: AB_1249310) respectively. The Oxyblot™ kit was purchased from EMD 

Millipore Corporation (Billerica, MA, USA). All the other reagents were purchased from 

Sigma (St. Louis, MO, USA). 

 

Pilocarpine-induced SE 

SE was induced in C57BL/6 mice following standard procedures (Borges et al., 2003). 

Briefly, animals received a single methylscopolamine bromide injection (1 mg/kg in 0.9 % 

NaCl; subcutaneous) 30 min prior to administration of pilocarpine to minimize peripheral 

cholinergic effects. A single injection of pilocarpine (320 mg/kg in 0.9 % NaCl; 
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intraperitoneal) was used to elicit SE.  If during the first hour the animal was not in SE, a 

second dose of 225 mg/Kg of pilocarpine were injected, and if 40 minutes after de second 

dose the mice not entry in SE another injection of pilocarpine (225 mg/Kg) were injected, 

thus, the maximum number of repeated pilocarpine injections was restricted to three. SE was 

defined as continuous limbic seizure activity characterized by head nodding and gnawing 

beginning after a generalized seizure. SE was terminated after 60 min with diazepam (20 

mg/kg, i.p.). Controls animals received methylscopolamine and diazepam, but received 0.9 % 

NaCl solution instead of pilocarpine. All mice were hand-fed with moistened chow and fresh 

fruits (apples and bananas) and injected with 5% dextrose in lactated Ringer's solution for 

three days following the SE or control procedure for animal welfare purposes. 

 

Na
+
,K

+
-ATPase activity measurements 

The hippocampi were rapidly dissected on an inverted Petri dish placed on ice, and 

gently homogenized in ice-cold 30 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) for determination of Na
+
,K

+
-

ATPase activity (Oliveira et al., 2009). Briefly, the assay medium consisted of 30 mM Tris–

HCl buffer, pH 7.4; 0.1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM MgCl2 and 50 μg of 

protein in the presence or absence of ouabain (4 µM or 3 mM), in a final volume of 350 μl. 

The reaction was started by the addition of adenosine triphosphate to a final concentration of 

5 mM. After 30 min at 37 °C, the reaction was stopped by the addition of 70 μl of 50 % (w/v) 

trichloroacetic acid. Saturating substrate concentrations were used, and reaction was linear 

with protein and time. Appropriate controls were included in the assays for nonenzymatic 

hydrolysis of ATP. The amount of inorganic phosphate (Pi) released was quantified by the 

colorimetric method described by Fiske and Subbarow (1925). Specific Na
+
,K

+
-ATPase 

activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive activity from the overall activity 

(in the absence of ouabain) and expressed in nmol Pi/mg protein/min. In a separate set of 
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experiments we tested the ATP dependence of Na
+
,K

+
-ATPase activity (Clapcote et al., 

2009). In these experiments the hippocampi of control and SE mice (two months after SE) 

were dissected out and activity of Na
+
,K

+
-ATPase measured under seven different ATP 

concentrations (0.05; 0.1; 0.25; 0.5; 0.75; 1 or 3 mM). The stoichiometry between Mg
2+

 and 

ATP was observed and kept constant in these experiments. The Michaelis-Menten constant 

(Km) for ATP was then calculated using the nonlinear fit function of Graphpad Prism 5.0 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). 

 

Western blot 

Na
+
,K

+
-ATPase α subunit content and its state of phosphorylation at  Ser

943
 was 

evaluated by western blot according to Marquezan et al. (2013). Briefly, animals were 

euthanized by pentobarbital (180 mg/kg, i.p.) and the hippocampus was rapidly dissected on 

an inverted Petri dish placed on ice, and gently homogenized 1:5 (w/v) in ice-cold T-PER 

tissue protein extraction reagent (Pierce) supplemented with Halt Protease Inhibitor cocktail 

(Pierce). Homogenates were centrifuged at 10,000 x g at 4 °C for 5 min and supernatants were 

collected. An aliquot (20 μg protein) of the supernatant was mixed with SDS loading buffer 

and boiled for 10 min. Proteins were then subjected to an 8% SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis and transferred to a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked with 

5% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffered saline, (TBS) for 1 h and incubated 

overnight at 4 °C with a 1:5000 dilution of anti-Na
+
,K

+
-ATPase α subunit, or anti-p-Ser

943
 

antibodies in TBS containing 2.5% BSA. Membranes were washed three times in Tris-

buffered saline, containing 0.01% (v/v) Tween 20 (TBS-T) and incubated for 1 h with 

biotinylated anti-rabbit secondary antibody (1:10000, Sigma-Aldrich) in TBS containing 

2.5% BSA. Membranes were washed three more times and incubated for 1 h with a 

streptavidin peroxidase polymer (1:10000, Sigma Aldrich) in TBS containing 2.5% BSA. 
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Blots were developed using 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine, dried, scanned, and quantified 

with ImageJ software (RIID: nif-0000-30467). Protein extracts of control and SE mice were 

processed in parallel on a single gel and subjected to same immunoblotting procedure. 

Immunoreactivity was normalized in relation to the level of respective average of age-

matched control samples. Normalized data was then used to calculate the ratio between p-

Ser
943

 and α subunit immunoreactivity in an individual basis. Ponceau staining served as the 

transfer control (Romero-Calvo et al., 2010). 

 

Immunoprecipitation  

Hippocampi were rapidly dissected and gently homogenized as described above for 

western blot assays, and 500 μg of protein were subjected to immunoprecipitation (de 

Oliveira et al., 2013) and subsequent determination of 4-hydroxy-2-nonenal protein-adducts 

(HNE), protein carbonyls and 3-nitrotyrosine (3-NT) content by slot blot. Briefly, 

homogenates were precleared with protein A/G-agarose beads (Santa Cruz Biotechnology) for 

1 h and incubated overnight with a 1:250 dilution of anti-Na
+
,K

+
-ATPase α subunit or control 

IgG. Next, samples were incubated for 2 h with protein A/G-agarose beads and subjected to 

centrifugation at 1000 × g for 1 min. Pellets were collected, washed three times with T-PER 

protein extraction reagent, and resuspended in SDS loading buffer. After boiling for 10 min, 

samples were centrifuged at 1000 g for 1 min and the supernatant was used for detection of 

Na
+
,K

+
-ATPase, 3-NT, carbonyl and HNE by slot blot, as described below.  

 

Slot Blot 

Oxidative modifications to the Na
+
,K

+
-ATPase α subunit were determined by 

measuring levels of HNE, protein carbonyls and 3-NT by slot blot following 

immunoprecipitation. Slot blots were performed as described in detail by Joshi et al. (2006). 
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Briefly, 10 µg of protein was loaded in each well on a nitrocellulose membrane under vacuum 

using a slot blot apparatus (Bio-Rad). Membranes were blocked with 5% (w/v) bovine serum 

albumin (BSA) in Tris-buffered saline, (TBS) for 1 h and incubated for 4 h at 4 °C with a 

dilution of anti-HNE (1:2500), anti-DNP (1:100), anti-3-NT (1:5000) or anti-Na
+
,K

+
-ATPase 

α subunit (1:5000) antibodies in TBS containing 2.5% BSA. Membranes were subsequently 

developed and quantified as described above for western blot assays. The ratio between 

oxidative/nitrosative stress markers and α subunit immunoreactivity was calculated as 

described above for p-Ser
943

 and α subunit ratio. Control blots were obtained by omitting 

primary antibodies in the whole procedure (Joshi et al., 2006). 

 

Protein determination 

Protein content was measured spectrophotometrically by the bicinchoninic acid 

method using a commercially available kit (Pierce BCA Protein Assay Kit). Bovine serum 

albumin (1 mg/mL) was used as standard. 

 

Statistical analyses 

Data were analyzed by the unpaired Student’s t test, and expressed as mean and 

standard error of the mean. A probability of P < 0.05 was considered significant. 
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Abstract 

Epilepsy is a life-shortening brain disorder affecting approximately 1% of the worldwide 

population. Most epilepsy patients are refractory to currently available antiepileptic drugs 

(AEDs). Knowledge about the mechanisms underlying seizure activity and probing for new 

AEDs is fundamental to the discovery of new therapeutic strategies. Brain Na
+
, K

+
-ATPase 

activity contributes to the maintenance of the electrochemical gradients underlying neuronal 

resting and action potentials as well as the uptake and release of neurotransmitters. 

Accordingly, a decrease of Na
+
, K

+
-ATPase increases neuronal excitability may predispose to 

appearing of seizure activity. In the present study, we tested the hypothesis that activation of 

Na
+
, K

+
-ATPase activity with a specific antibody (DRRSAb) raised against a regulatory site 

in the α subunit would decrease seizure susceptibility. We found that incubation of 

hippocampal homogenates with DRRSAb (1 µM) increased total and α1 Na
+
, K

+
-ATPase 

activities. A higher concentration (3 µM) increased total, α1 and α2/α3 Na
+
, K

+
-ATPase 

activities. Intrahippocampal injection of DRRSAb decreased the susceptibility of post status 

epilepticus animals to pentylenetetrazol (PTZ)-induced myoclonic seizures. In contrast, 

administration of DRRSAb into the hippocampus of naïve animals facilitated the appearance 

of PTZ-induced seizures. Quantitative analysis of hippocampal EEG recordings revealed that 

DRRSAb increased the percentage of total power contributed by delta frequency band (0-3 

Hz) to large irregular amplitude pattern of hippocampal EEG. On the other hand, we found no 

DRRSAb-induced changes regarding the theta functional state.  Further studies are necessary 

define the potential of Na
+
, K

+
-ATPase activation as a new therapeutic approach for seizure 

disorders.  

 

Keywords: Epilepsy; Pilocarpine; seizure; EEG; sodium pump 
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Highlights 

  

 DRRSAb antibody increases Na
+
, K

+
-ATPase activity in mice hippocampus. 

 A direct Na
+
,K

+
-ATPase activator delays PTZ-induced seizures in post-SE mice. 

 Na
+
,K

+
-ATPase activation facilitates PTZ-induced seizures in naïve mice.  

 Delta frequency band to LIA pattern shifted after DRRSAb injection. 
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Introduction 

Epilepsy is a disease of the brain defined by the presence of a pathologic and enduring 

tendency to have recurrent seizures (Fisher et al., 2014), and is associated with substantial 

comorbidity, including depression, anxiety and increased mortality (Tellez-Zenteno et al., 

2007). It is considered a major worldwide public health problem being second most frequent 

serious neurological condition after stroke (Schmidt and Sillanpaa, 2012). The World Health 

Organization estimates that epilepsy contributes 1 % of the global total of work days lost due 

to disease, and 7.9% of the disability-adjusted life years lost due to neurological disorders 

(World Health Organization, 2006). In addition, the serious nature of epilepsy is further 

aggravated by the fact that seizures of one-third of patients are inadequately controlled by 

current pharmacological treatments (Schmidt and Sillanpaa, 2012). In this context, 

comprehension of the molecular basis of seizure onset and maintenance, as well as probing 

for new targets for antiepileptic drugs is part of the development of new therapeutic strategies.  

One potential candidate for pharmacological control of seizure activity is the enzyme 

Na
+
, K

+
-ATPase (EC 3.6.3.9) (Aperia, 2007, Benarroch, 2011, de Lores Arnaiz and Ordieres, 

2014). This pump is a crucial protein responsible for the electrochemical gradient of Na
+
/K

+
 

across the cell plasma membranes. As a consequence, Na
+
, K

+
-ATPase regulates a wide range 

of cellular responses, including neuronal excitability and the release of neurotransmitters, 

which are critical phenomena associated with seizure activity. In fact, compelling evidence 

indicates that reduced Na
+
, K

+
-ATPase activity predisposes to seizures. For instance, 

mutations in the Na
+
, K

+
-ATPase α subunit gene have been found in epileptic mice and 

humans diagnosed with epilepsy (Deprez et al., 2008, Clapcote et al., 2009, Poulsen et al., 

2010), and other neurological disorders associated with seizures, such as familial hemiplegic 

migraine type 2, rapid-onset dystonia-parkinsonism (RDP) and alternating hemiplegic 

childhood (AHC) (Gritz and Radcliffe, 2013; Heinzen et al., 2014). Moreover, Na
+
, K

+
-
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ATPase activity decreases in the epileptic human cerebral cortex (Rapport et al., 1975, Grisar 

and Delgado-Escueta, 1986) and in the brain of rodents after acute seizures induced by the 

classical convulsant pentylenetetrazol (PTZ) (Schneider Oliveira et al., 2004, Marquezan et 

al., 2013). If decreased Na
+
, K

+
-ATPase activity plays a causal role in seizure generation, 

enzyme activation would decrease seizure activity. Therefore, we aimed the present study to 

test the hypothesis that pharmacological activation of Na
+
, K

+
-ATPase may constitute a new 

strategy to counteract seizures. 

 

Experimental procedures 

Animals 

Adult C57BL/6 male mice (25-40 g) were maintained under controlled environment 

(12:12 h light–dark cycle, 24 ± 1 
o
C, 55 % relative humidity) with free access to food (Supra, 

Santa Maria, Brazil) and water. All protocols followed national (guidelines of the Brazilian 

Council of Animal Experimentation – CONCEA) and international legislation (ARRIVE 

guidelines). The Ethics Committee for Animal Research of the Federal University of Santa 

Maria approved the present study (Process #071/2013). 

 

Drugs and reagents 

The polyclonal antibody DRRSAb, raised against the 
897

DVEDSYGQQWTYEQR
911

 

(D-R) region of α-subunit of Na
+
, K

+
-ATPase (Zheng et al., 2011), was kindly provided by 

Dr. James W. Larrick (Panorama Research Inc., Sunnyvale, CA, USA). The D-R region of 

Na
+
, K

+
-ATPase α-subunit contains an activation site whose binding of antibodies increase in 

Na
+
/K

+
 active transport probably by changes in tridimensional protein conformation which 

ultimately results in increased Mg
2+

/ATP affinity (Xu, 2005). Normal rabbit IgG was from 
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Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). All other reagents were from Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

 

Na
+
, K

+
-ATPase activity 

We assessed the effect of DRRSAb on hippocampal Na
+
, K

+
-ATPase activity since 

previous studies with this antibody have focused on the cardiac enzyme (Zheng et al., 2011). 

For this purpose, naïve mice were euthanized by decapitation and the hippocampus was 

gently homogenized in ice-cold 30 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) and centrifuged at 1000 x g 

for 5 min at 4 ºC. The supernatant (50 µg protein) was incubated for 30 min at 37°C with 1 or 

3 μM of DRRSAb (Zheng et al., 2011). After incubation Na
+
, K

+
-ATPase activity was 

measured according to Oliveira and colleagues (2009). In order to determine whether some 

Na
+
,K

+
-ATPase α isoform is selectively activated by DRRSAb we used a classical 

pharmacological approach, based on the isoform-specific sensitivity to ouabain (Nishi et al., 

1999). Specific Na
+
,K

+
-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive 

activity from the overall activity (in the absence of ouabain). Total Na
+
,K

+
-ATPase activity 

was measured using 4 mM ouabain (that inhibits all isoforms) whereas α2/α3 Na
+
,K

+
-ATPase 

activity was measured in presence of 3 µM ouabain (that inhibits Na
+
,K

+
-ATPase isoforms 

containing α2 and α3 subunits). The α1 Na
+
,K

+
-ATPase activity was then calculated by 

subtracting the α2/α3 activity from the total activity. 

 

Experimental design 

In order to investigate the effect of DRRSAb on PTZ-induced seizures in mice, we used 

two different protocols: 

 Protocol #1: as a measure of long-term seizure susceptibility two months after an 

episode of status epilepticus (SE), we assessed the latencies for the first myoclonic and 
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generalized tonic seizures induced by a low dose of PTZ (30 mg/kg, i.p.).(Willis et al., 2010) 

The effect of DRRSAb on seizure susceptibility in post-SE animals was investigated by 

administrating the antibody (1 µg, intrahippocampal) or normal rabbit IgG 30 min before the 

injection of PTZ.  

Protocol #2: the effect of DRRSAb on seizure activity induced by PTZ in naïve animals 

was investigated by administrating the antibody (1 µg, intrahippocampal) or normal rabbit 

IgG 30 min before the injection of a fully convulsant dose of PTZ (60 mg/kg, i.p.). 

We injected DRRSAb directly into the hippocampus because post-SE mice presents 

decreased Na
+
, K

+
-ATPase activity in this area (Funck et al., 2014). Doses and schedules for 

DRRSAb administration were chosen based on pilot experiments. 

 

Pilocarpine-induced SE 

The protocol for SE induction followed standard procedures (Upreti et al., 2012). 

Briefly, animals received a single methylscopolamine bromide injection (1 mg/kg in 0.9 % 

NaCl; i.p.) 30 min before the administration of pilocarpine to minimize peripheral cholinergic 

effects. A single injection of pilocarpine (320 mg/kg in 0.9 % NaCl; i.p.) elicited SE, which 

was defined as continuous limbic seizure activity characterized by head nodding and gnawing 

beginning after a generalized seizure. SE was terminated after 60 min with diazepam (20 

mg/kg, i.p.). Controls animals received methylscopolamine and diazepam but received 0.9 % 

NaCl solution instead of pilocarpine. All mice were hand-fed with moistened chow and fresh 

fruits (apples and bananas) and injected with 5% dextrose in lactated Ringer's solution for 

three days following the SE or control procedure for animal welfare purposes.  

 

Surgical procedures  
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Animals were anesthetized with i.p. ketamine (80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and 

placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under stereotaxic guidance, two stainless steel screw 

electrodes were placed over the parietal cortex, along with a ground lead positioned over the 

nasal sinus. Bipolar nichrome wire teflon-insulated depth electrodes (100 µm) were implanted 

unilaterally into the hippocampus. For the intrahippocampal infusion of DRRSAb, a guide 

cannula (28 gauge) was glued to a multipin socket and inserted into the hippocampus 

coordinates from bregma, in mm: AP, -2.0; L, 1.8; and DV, 1.5 (Franklin and Paxinos, 2007). 

Mice received Meloxicam (2 mg/kg, subcutaneous) immediately before and for three days 

after the surgical procedure. The seizure experiments were performed 5-7 days after surgery. 

 

Electroencephalography 

Each mouse was transferred to a Plexiglas cage (25 X 25 X 40 cm) and habituated for 

20 min before electroencephalographic (EEG) recordings. The animal was then connected to a 

100x headstage pre-amplifier (model #8202-DSE3) in a low-torque swivel (Pinnacle 

Technology Inc, Lawrence, KS, USA) and the EEG was recorded using a PowerLab 16/30 

data acquisition system (AD Instruments, Castle Hill, Australia). EEG signals were amplified, 

filtered (0.1 to 50.0 Hz, bandpass), digitalized (sampling rate 1 kHz) and stored on a PC for 

off-line analysis. Routinely, a 30 min baseline recording was obtained to establish an adequate 

control period. Drug doses and time between injections were selected based on previous pilot 

experiments. Intrahippocampal injections were performed over a 1-min period by using a 30-

gauge needle protruding 1 mm below the guide cannula connected to a Hamilton syringe by 

PE10 tubing. An additional minute was allowed before removal of the needle to avoid 

backflow of drug through the cannula. Thirty min thereafter the animals received the injection 

of PTZ and then were monitored for additional 15 min for the appearance of seizures. EEG 

recordings were visually analyzed for the appearance of seizure activity and the latency to the 
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first myoclonic seizure as well as the onset latency and duration of the first generalized tonic-

clonic seizure were recorded, by combining electroencephalography and visual observation of 

behavior. 

 

EEG analysis 

Hippocampal EEG recordings were analyzed off-line using standard functions of 

LabChart 7.2 software (AD Instruments). Before the analysis, the EEG signal was classified 

as either theta rhythm or large-amplitude irregular activity (LIA). The theta rhythm functional 

state was defined as a sinusoidal-like waveform with a peak frequency of 3-8 Hz and a small 

bandwidth whereas the LIA functional state was defined as a large-amplitude irregular 

activity with a broad frequency band 0.5-25.0 Hz (Colom et al., 2006). Because hippocampal 

rhythms are largely impaired after SE (Dugladze et al., 2007), recordings made in post-SE 

animals were not included in the analysis. For quantitative analysis of the hippocampal EEG 

all noise-free theta or LIA sequences from the baseline and post intrahippocampal injection 

periods were divided into 4 s epochs. Individual epochs were averaged together according to 

their respective pattern (theta or LIA) and period (pre or post injection). EEG wave amplitude 

and the number of events with amplitude larger than two standard deviations from the mean 

(event count) were automatically calculated using the native LabChart functions Average 

cyclic height and Event count, respectively. The Spectrum toolbox of Labchart was used to 

compute EEG power in the selected frequency bands delta (0.5-3 Hz), theta (4-12 Hz), beta 

(13-30 Hz) and gamma (31-80 Hz). The digitized EEG data were segmented into 1024-point 

(50% overlap) and the signals were converted to power spectra by the native Labchart 

Fast Fourier Transform algorithm (Hann cosine-bell window). From each frequency band we 

obtained the maximum power values (maximum power), the frequency at which the 

maximum power occurs (maximum power frequency) and the relative contribution of each 
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frequency band to the sum of power at all frequencies (% of total power). Mice with artifact-

prone EEG recordings (two injected with normal rabbit IgG and four injected with DRRSAb) 

were excluded from quantitative EEG analysis. 

 

Statistical analyses 

Kolmogorov-Smirnov test was used to verify data normality. Seizure latencies, 

generalized tonic-clonic seizure duration and Na
+
, K

+
-ATPase activity were analyzed by non-

paired Student’s t test. Only animals presenting the full spectrum of PTZ-induced seizures 

were included in the analysis of seizure latency. Data from quantitative EEG analysis was 

analyzed by paired (baseline versus injection) Student’s t test. All tests were two-tailed and a 

probability of P < 0.05 was considered significant. P values are shown only when significant.  

 

Results 

Na
+
,K

+
-ATPase activating antiserum DRRSAb augments hippocampal Na

+
,K

+
-ATPase 

activity in mice 

 Currently available data on Na
+
, K

+
-ATPase activation by DRRSAb come from 

studies in enzyme purified from outer medulla of rat or mouse kidney (Zheng et al., 2011). In 

this context, we tested whether DRRSAb would be able to increase Na
+
, K

+
-ATPase of mice 

hippocampus. We found that incubation with DRRSAb (1 µM) increased total Na
+
, K

+
-

ATPase activity to 212 % [t(6)=5.443; P<0.05] (Figure 2A) and α1 Na
+
, K

+
-ATPase activity 

to 296 % [t(6)=4.188; P<0.05] (Figure 2B) but did not alter α2/α3 Na
+
, K

+
-ATPase activity 

(Figure 2C). On the other hand, a higher concentration of DRRSAb (3 μM) increased total 

[t(10)=2.915; P<0.05] (Figure 2A), α1 [t(10)=2.238; P<0.05] (Figure 2B) and α2/α3 

[t(10)=2.497; P<0.05] (Figure 2C) Na
+
, K

+
-ATPase activities to 208, 213 and 203 % 

respectively. 
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DRRSAb attentuates seizure susceptibility in post-SE mice 

Since Na
+
, K

+
-ATPase activity decreases after SE (Funck et al., 2014), we decided to 

test whether the Na
+
, K

+
-ATPase activator DRRSAb would reduce the increased long-term 

seizure susceptibility of post-SE mice (Blanco et al., 2009, Willis et al., 2010). We assessed 

the latency to the first generalized clonic and to the first generalized tonic-clonic seizure 

induced by a low dose of PTZ (30 mg/kg) 50-60 days after SE. We found that the 

intrahippocampal injection of DRRSAb delayed the onset of PTZ-induced myoclonic seizures 

in post-SE animals [t(11)=2.555; P<0.05] (Figure 3A). However, onset latency or duration of 

generalized seizures was not altered by DRRSAb (Figures 3B-C). EEG recordings confirmed 

that DRRSAb increased the latency to PTZ-induced myoclonic seizures (Figures 4A-D). 

 

Effect of DRRSAb antibody on seizure susceptibility in näive animals 

 Since we found an anticonvulsant effect of DRRSAb against the myoclonic seizures 

induced by a subeffective dose of PTZ (30 mg/kg) in post-SE animals, we subsequently 

investigated whether DRRSAb would be effective against the seizures induced by a fully 

convulsant dose of PTZ (60 mg/kg). These experimental paradigm using naïve animals have 

been widely used in the study of mechanisms of seizure generation, spreading, and 

termination, as well as development and screening of new compounds with anticonvulsant 

activity (White, 2006). Surprisingly, we found that the intrahippocampal injection of 

DRRSAb decreased the latency to PTZ-induced myoclonic [t(14)=2.443; P<0.05] (Figure 5A) 

and generalized [t(14)=3.105; P<0.05] (Figure 5B) seizures in naïve animals. Generalized 

seizure duration was not altered by DRRSAb (Figure 5C). Analysis of EEG recordings 

confirmed these findings (Figures 6A-D). 
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Effects of DRRSAb on hippocampal EEG recordings in mice 

 In order to shed some light on potential EEG changes underlying the modulation of 

seizures by the Na
+
, K

+
-ATPase activator DRRSAb, we performed a quantitative analysis of 

the hippocampal EEG recordings. We found no statistically significant changes in any of the 

computed parameters of the hippocampal theta pattern (data not shown). On the other hand, 

we detected slight differences regarding the hippocampal LIA pattern. Event count within 

LIA pattern decreased after DRRSAb injection [t(4)=3.210; P<0.05] (Figure 7A). Moreover, 

percentage of total power contributed by delta frequency band to LIA pattern increased 

[t(4)=3.800; P<0.05] (Figure 7B), whereas the maximum power frequency at delta frequency 

band shifted to smaller values after DRRSAb injection [t(4)=3.314; P<0.05] (Figure 7C). No 

statistically significant changes in any of the computed parameters were found in the 

hippocampal LIA pattern (data not shown). Representative EEG recordings and power spectra 

of DRRSAb-elicited changes in LIA functional state are shown in Figure 7D-F. 

 

Discussion 

Na
+
, K

+
-ATPase is a major regulator of brain excitability (Aperia, 2007, Benarroch, 

2011). Accordingly, a decrease of Na
+
, K

+
-ATPase activity directly affects neural activity, 

neurotransmitter signaling as well as the whole animal behavior (Moseley et al., 2007). For 

instance, the Na
+
, K

+
-ATPase inhibitor ouabain increases the frequency of spontaneous 

postsynaptic potentials and decreases the amplitude and duration of after hyperpolarization in 

the CA3 subfield of rabbit hippocampal slices (Haglund and Schwartzkroin, 1990). Moreover, 

dihydro-ouabain, a partial Na
+
, K

+
-ATPase inhibitor, decreases the amplitude of GABAergic 

inhibitory postsynaptic potentials in rat CA1 hippocampal neurons (Vaillend et al., 2002). In 

addition to pharmacological evidence, studies in mutant mice with impaired Na
+
, K

+
-ATPase 

have contributed to support the idea that a decrease in Na
+
, K

+
-ATPase increases brain 
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hyperexcitability. In this context, Clapcote and colleagues (2009) have identified a mutant 

mice (Myshkin, Myk mice) carrying a mutation (I810N) which renders the normally expressed 

Na
+
, K

+
-ATPase α3 isoform inactive. Hippocampal slices from Myk mice display enhanced 

excitation-spike coupling after theta burst stimulation, which indicates hyperexcitability after 

physiological patterns of high-frequency synaptic activity, and present reduced threshold for 

epileptiform activity elicited by bath superfusion with Mg
2+

-free artificial cerebrospinal fluid 

(Clapcote et al., 2009). Importantly, Myk mice present complex partial and secondarily 

generalized spontaneous seizures, further evidencing that decreased Na
+
, K

+
-ATPase activity 

is sufficient to render an epileptic phenotype.  

In line with the view that decreased Na
+
, K

+
-ATPase activity plays a causal role in 

seizure generation, it has been demonstrated that delivery of additional copies of wild-type 

Na
+
, K

+
-ATPase α3 subunit rescued Na

+
, K

+
-ATPase activity and prevented in vitro 

epileptiform activity and hyperexcitability in hippocampal slices from Myk mice (Clapcote et 

al., 2009). To some extent, our present results are in agreement with those obtained with Myk 

mice, since we found that activation of Na
+
, K

+
-ATPase with DRRSAb delayed the onset of 

PTZ-induced myoclonic seizures in post-SE animals. To the best of our knowledge, this is the 

first proof-of-principle that pharmacological activation of Na
+
, K

+
-ATPase alters seizures. 

Indeed, further studies are necessary to characterize the potential of this strategy as well its 

clinical implications.  

Considering the anticonvulsant-like effects of DRRSAb against PTZ-induced 

myoclonic seizures in post-SE animals, the fact that DRRSAb facilitated the occurrence of 

PTZ-induced seizures in naïve animals may appear a conflicting finding. The occurrence of 

PTZ-induced myoclonic seizures in naïve animals has been classically attributed to activation 

of areas in the forebrain, primarily the thalamus, neocortex, and basal ganglia (Velíšková, 

2006), whereas PTZ-induced generalized tonic-clonic seizures represent the paroxysmal 
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activity spreading from the forebrain to the brainstem (Velíšková, 2006). In this context, since 

the DRRSAb receptor (i.e. Na
+
, K

+
-ATPase isoforms) has a widespread expression in the 

above-mentioned areas, simultaneous modulation of myoclonic and generalized tonic-clonic 

seizures (as seen in naïve animals) seems possible. On the other hand, in post-SE animals the 

expression of Na
+
, K

+
-ATPase and many other receptors and ion channels change, and 

therefore protection against provoked seizures in the post-SE sensitized animals may require 

the modulation of additional targets. In what regards Na
+
, K

+
-ATPase, one possible 

explanation is that a dysregulation in Na
+
, K

+
-ATPase activity, regardless of the direction, 

contributes to seizure onset. In other words, it is possible that fine-tuning of brain excitability 

by Na
+
, K

+
-ATPase activity is better accomplished when the enzyme activity is within a given 

optimal range. In this context, activation of Na
+
, K

+
-ATPase with DRRSAb facilitates the 

occurrence of seizures in naïve animals (where enzyme activity is within the normal range), 

whereas it delays the seizures in post-SE animals (where Na
+
, K

+
-ATPase is decreased). This 

line of view is corroborated by findings using in vitro electrophysiology and computational 

modeling. In fact, Krishnan and colleagues (2015) have shown that the activation of Na
+
, K

+
-

ATPase by increased intracellular sodium during epileptiform activity mediates the 

hyperpolarizing current that contributes to termination of seizure, and that reduction of 

enzyme activity with strophanthidin triggered epileptiform events. Moreover, Gulledge and 

colleagues (2013) have demonstrated that at near-physiological temperatures, the activity-

dependent activation of Na
+
, K

+
-ATPase generates prolonged after hyperpolarization periods 

of action potential generation in mice neocortical and hippocampal pyramidal neurons, 

indicating that Na
+
, K

+
-ATPase, rather than potassium conductances, is the primary 

contributor to the after hyperpolarization (Gulledge et al., 2013). In this context, it is 

interesting to note that a gain-of-function in large conductance calcium-activated potassium 

channels, which also are pivotal for plasma membrane repolarization after action potentials, 
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renders an epileptic phenotype in humans (Du et al., 2005) and mice (Brenner et al., 2005). 

Indeed, future studies will be important to investigate the idea that abnormally increased Na
+
, 

K
+
-ATPase activity may support epileptiform higher firing rates in a similar manner as seen 

for BK channels. 

Alternative explanations to the pro-convulsant effect of Na
+
,K

+
-ATPase activation 

beyond the optimal range in naïve animals can be derived from studies about the role of this 

enzyme in calcium signaling. For instance, inhibition or activation of Na
+
,K

+
-ATPase 

increases intracellular calcium concentration. Accordingly, inhibition of Na
+
,K

+
-ATPase by 

ouabain causes intracellular calcium overload in mice hippocampal slices by reducing Na
+
 

extrusion, which provides more Na
+
 to exchange for Ca

2+
 trough reversal of the Na

+
,Ca

2+
 

exchanger (Dietz et al., 2007). On the other hand, activation of Na
+
,K

+
-ATPase with 

DRRSAb increases intracellular Ca
2+

 in isolated rat cardiac myocytes through L-type 

channels and Src and extracellular-regulated kinase-1/2 (ERK-1/2) signaling (Zheng et al. 

2011). At the present is not clear whether this functional coupling between Na
+
,K

+
-ATPase 

and L-type Ca
2+

 channels also take a place in neurons, but it worth mentioning that bath 

application of Bay-K8644, a L-type Ca
2+

 channel agonist, enhances excitatory postsynaptic 

potentials in hippocampal neurons in culture, resulting in paroxysmal depolarization shifts 

(Rubi et al. 2013). In addition, it has demonstrated that ERK-1/2 signaling is an important 

predisposing factor for seizure activity (Nateri et al., 2007; Glazova et al., 2015). In fact, 

transgenic mice overexpressing a constitutively active form MEK kinase 1 in the brain 

displays spontaneous seizures (Nateri et al., 2007). Moreover, pharmacological inhibition of 

ERK1/2 activity by SL-327 prevents audiogenic seizure behavior in rats (Glazova et al., 

2015), further supporting the critical role of ERK-1/2 in seizure activity. Given that DRRSAb 

causes ERK-1/2 activation (Zheng et al. 2011), it is possible that at least part of the pro-

convulsant action of DRRSAb in naïve animals relies on its effect on ERK-1/2 signaling. 
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Regarding the changes in the power spectrum of hippocampal LIA pattern, it is 

interesting that increases in the delta frequency have been found in hippocampal EEG in 

conditions associated with hyperexcitability. For instance, the relative delta power greatly 

increased after the ischemic episode induced by bilateral common carotid artery occlusion in 

spontaneously hypertensive rats and their respective normotensive controls (Mariucci et al., 

2003). The same study has shown that hippocampal delta activity was positively correlated 

with the degree of neuronal necrosis and astrocytic activation following ischemia (Mariucci et 

al., 2003). In addition, Vorobyov and colleagues (2011) have shown that a single 

intracerebroventricular injection of the excitatory amino acid N-methyl-D-aspartate increases 

the relative delta power in the rat hippocampal EEG. Altogether, these findings concur to the 

above discussion that activation of Na
+
, K

+
-ATPase in naïve animals increase brain 

excitability, but further studies are needed to elucidate the underlying mechanisms and 

whether these changes may also explain the increased seizure susceptibility.  

In summary, in the present study we showed that activation of Na
+
, K

+
-ATPase with 

intrahippocampal injection of specific antibody raised against the α subunit decreased the 

susceptibility of post-SE animals to PTZ-induced myoclonic seizures. In contrast, DRRSAb 

facilitated the appearance of PTZ-induced seizures in naïve animals. Further studies are 

necessary to define the potential of Na
+
, K

+
-ATPase activation as a new therapeutic approach 

for seizure disorders. 
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 Figures 

 

 
 

Figure 1: Experimental designs used in the present study. (A) Protocol #1 and (B) Protocol 

#2. 

 

 

 
 

Figure 2: DRRSAb augments α1 but not α2/3 hippocampal Na
+
, K

+
-ATPase activity in vitro. 

In this set of experiments (A) total (B) α1 or (C) α2/3 Na
+
, K

+
-ATPase activities were 

measured following incubation of hippocampal homogenates with DRRSAb (1 µM) for 30 

minutes. Data are presented as mean+SEM for n=5 in each group, from three different 

experiments. The asterisk indicates a statistically significant difference (P<0.05) compared 

with the respective control group. 
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Figure 3: Analysis of PTZ-induced seizure activity in normal rabbit IgG- or DRRSAb-

injected mice 60 days after pilocarpine-induced SE. In this set of experiments the latency to 

(A) myoclonic jerks or (B) generalized tonic-clonic seizures as well as the (C) duration of 

generalized seizures induced by a low dose of PTZ (30 mg/kg) were measured after the 

intrahippocampal injection of control IgG or DRRSAb. Data are presented as mean±SEM for 

n=6-7 (myoclonic seizures) or 3-5 (generalized seizures) each group, from two different 

experiments. The asterisk indicates a statistically significant difference (P<0.05).  
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Figure 4: Typical seizure sequences observed in cerebral cortex (Ctx) or hippocampus (Hip) 

after administration of PTZ in post-SE animals injected with normal rabbit IgG (A, baseline; 

B, post PTZ) or DRRSAb (C, baseline; D, post PTZ). Post PTZ traces start immediately after 

PTZ injection. L1, latency to myoclonic seizure; L2, latency to generalized tonic-clonic 

seizure.  

 

 

 

 

Figure 5: Analysis of PTZ-induced seizure activity in normal rabbit IgG- or DRRSAb-

injected naïve mice. In this set of experiments the latency to (A) myoclonic jerks or (B) 

generalized tonic-clonic seizures as well as the (C) duration of generalized seizures induced 

by a fully convulsant dose of PTZ (60 mg/kg) were measured after the intrahippocampal 

injection of control IgG or DRRSAb. Data are presented as mean±SEM for n=7-9 each group, 

from three different experiments. The asterisk indicates a statistically significant difference 

(P<0.05). 
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Figure 6: Typical seizure sequences observed in cerebral cortex (Ctx) or hippocampus (Hip) 

after administration of PTZ in naïve animals injected with normal rabbit IgG (A, baseline; B, 

post PTZ) or DRRSAb (C, baseline; D, post PTZ). Post PTZ traces start immediately after 

PTZ injection. L1, latency to myoclonic seizure; L2, latency to generalized tonic-clonic 

seizure.  
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Figure 7: Quantitative analysis of hippocampal EEG from naïve mice during LIA pattern. (A) 

Number of events, (B) percentage of total power contributed by the delta band and (C) 

maximum power frequency for the delta band. It is also shown a representative power 

spectrum (D) computed from LIA sequences observed in the hippocampus of naïve mice 

before (E) and after (F) administration of DRRSAb (1 µg). 
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6. RESULTADOS COMPLEMENTARES 

Resultados produzidos durante o período sanduiche nos Estados Unidos. 
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Effect of 1µM of DRRSAb on glutamate release in synaptosome from hippocampus 

of naïve and post-SE rats. 
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The immunocontent 

of EP1R, EP2R, 

EP3R and EP4R were 

measured at 24h, 7 

days or two months 

after pilocarpine-

induced SE. Data are 

presented as 

mean+SEM for n=4 

in each group. The 

asterisk indicates a 

statistically 

significant difference 

(P<0.05) compared 

with the respective 

age-matched control 

group (Student’s t 

test). 
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7. DISCUSSÃO 

 

 

A relevância dos estudos para o tratamento e melhora da qualidade de vida 

das pessoas que possuem epilepsia e as suas comorbidades, já foram bem 

esclarecidas nos capítulos anteriores, reforçam a necessidade de estudos em 

modelos animais que possam reproduzir de forma fidedigna essa doença, para que 

se possam buscar meios para o seu tratamento, desvendar mecanismos e descobrir 

novos alvos para a ação drogas. 

A partir de estudos anteriores do grupo, foi mostrado que as crises caudas por 

PTZ diminuíam a atividade da Na+, K+-ATPase e isso tinha uma correlação com a 

latência para o início e generalização das crises (Marquezan, Funck et al. 2013). 

Esse achado chamou a atenção para o estudo da Na+, K+-ATPase no modelo de 

epilepsia do lobo temporal mesial com a pilocarpina, pois esse é um modelo animal 

de epilepsia que causa uma série de alterações neurofisiológicas no animal ao longo 

do tempo que leva a crises espontâneas e recorrentes, muito diferente do que foi 

visto no trabalho anterior, no qual a crise era induzida de forma aguda. 

Com isso, o estudo aqui apresentado começou a ser desenvolvido para 

avaliar a atividade da Na+, K+-ATPase no modelo da pilocarpina em camundongos, 

observou-se que a atividade da Na+, K+-ATPase está diminuída no hipocampo de 

camundongos epilépticos (60 dias após - SE), mas isso não está relacionado com a 

fosforilação no resíduo de Serina 943, diferentemente do que aconteceu no estudo 

anterior com PTZ (Marquezan, Funck et al. 2013). Assim, buscou-se saber o motivo 

pelo qual a atividade da Na+, K+-ATPase está diminuída, sabendo que a modificação 

pós-translacional irreversível, como a nitração é normalmente associada com perda 

permanente da função (Dalle-Donne, Rossi et al. 2006) e que a nitração de 

proteínas totais (tal como medida dos níveis 3-NT) é progressivamente aumentada 

em neurônios do hipocampo de ratos após seis semanas após SE induzido por 

ácido caínico. Através de uma técnica de imunoprecipitação dá Na+, K+-ATPase do 

hipocampo de camundongos mediu-se os marcadores de estresse oxidativo 3-NT, 

HNE e a carbonilação de proteínas, resultando em um aumento da nitração dá Na+, 

K+-ATPase, mas sem alteração nos marcadores de peroxidação lipídica e 

carbonilação proteica (Artigo, figura 4). 
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Com isso, veio à questão se essa nitração seria a causa ou a consequência 

no animal após SE, considerando que ocorreu um aumento na constante de 

Michaelis-Menten para concentração de ATP, principal substrato da Na+, K+-

ATPase, mais relacionado a isoforma α 2/3 da Na+, K+-ATPase sugerindo uma 

diminuição da afinidade pelo ATP em camundongos epiléticos, isso poderia agravar 

uma disfunção no metabolismo energético mitocondrial. O que já foi mostrado em 

hipocampo de camundongos na fase crônica da epilepsia do lobo temporal 

(Smeland, Hadera et al. 2013). Mas ao invés de insistir em descobrir o mecanismo 

pelo qual ocorreram essas alterações via estresse oxidativo, buscou-se de algo que 

pudesse interferir na atividade da Na+, K+-ATPase, pois o controle da atividade da 

Na+, K+-ATPase poderia ser relevante para reverter as alterações nos camundongos 

epiléticos. 

Descobriu-se, então, um anticorpo denominado SSA412, que se liga a uma 

região específica da Na+, K+-ATPase, aumentando a atividade da enzima em 

cardiomiócitos (Xu 2005; Xu, Takimoto et al. 2006; Lee, Klein et al. 2009). No 

primeiro momento tentou-se o contato com Dra. Xu, a qual tem o primeiro artigo 

publicado com SSA412, mas não se obteve sucesso. Logo após fez-se o contato 

com Dr. James W. Larrick um dos autores do artigo intitulado Cardioprotection 

induced by Na(+)/K(+)-ATPase activation involves extracellular signal-regulated 

kinase 1/2 and phosphoinositide 3-kinase/Akt pathway. Neste, o anticorpo também é 

específico para uma região D – R da Na+,K+-ATPase e produz efeitos 

cardioprotetores (Zheng, Koh et al. 2011), sendo reconhecido como DRRSAb. Dr. 

Larrick após conhecer o objetivo do presente estudo aqui desenvolvido, enviou 

prontamente o anticorpo para que pudesse ser feito o teste no modelo da 

pilocarpina. 

A partir disso testou-se o DRRSAb nas concentrações de 0,1; 0,3 e 1 µM, um 

aumento da atividade da Na+,K+-ATPase total e α1, considerando que o objetivo 

seria fazer uma injeção intrahipocampal a concentração de 1µM poderia ser 

administrada em volume necessário para esse tipo de experimento. Curiosamente 

houve mudança na isoforma α2/3, um dos motivos seria pela maior afinidade do 

anticorpo DRRSAb pela isoforma α1 (Zheng, Koh et al. 2011), isso foi comprovado 

com experimentos posteriores utilizando uma concentração de 3 µM de DRRSAb, 

ocorrendo o aumento da atividade nas isoformas α1 e α2/3 (manuscrito, figura 1). 
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Assim, testou-se a ativação da Na+, K+-ATPase, com uma injeção 

intrahipocampal do DRRSAb resultando na diminuição da susceptibilidade para 

crises mioclônicas induzida por PTZ nos animais epilépticos. Por outro lado, a 

administração de DRRSAb no hipocampo de animais controle facilitou o 

aparecimento de convulsões induzidas por PTZ. Confirmando que o aumento da 

atividade induzida pelo DRRSAb pode reduzir a suscetibilidade para as crises em 

animais epiléticos. Contudo o aumento da atividade não é benéfico em animais não 

epiléticos, por causar a crise mais rapidamente, provavelmente por alterar o estado 

de funcionamento basal da Na+, K+-ATPase e consequentemente aumentando a 

excitabilidade causado por um possível alteração da função dos transportadores de 

glutamato/Na+, K+-ATPase aumentando a concentração de glutamato na fenda 

(manuscrito, figuras 3 a 6). Pode-se concluir que um aumento da atividade da Na+, 

K+-ATPase em uma estrutura como o hipocampo de animais epiléticos onde já foi 

mostrado que a atividade da enzima está diminuída (Artigo, figura 1), pode ocorrer 

por uma diminuição da excitabilidade e consequente diminuição da susceptibilidade 

ao PTZ, podendo ser explicado pelo acoplamento dos transportadores de 

glutamato/Na+, K+-ATPase, quando a Na+, K+-ATPase está ativa e aumenta as 

concentrações de Na+ favorece a captação de glutamato da fenda sináptica 

diminuindo a excitotoxicidade causa pelo excesso de glutamato (Zhang, Sun et al. 

2015). 

A Eletroencefalografia (EEG) é o registro da atividade elétrica do encéfalo. 

Consiste em medida das flutuações de voltagem resultantes da corrente iônica 

dentro dos neurônios gerando uma série de impulsos elétricos no cérebro. Em 

contextos clínicos, EEG refere-se ao registro da atividade elétrica espontânea do 

cérebro durante um período de tempo, registrado a partir de múltiplos eletrodos 

colocados sobre o couro cabeludo. Aplicações para diagnóstico, geralmente através 

da avaliação do conteúdo espectral do EEG, isto é, o tipo de oscilações que podem 

ser observados no sinal do EEG (Schomer and Silva 2010). Como mostrado na 

figura 4 e 6 do manuscrito o EEG foi utilizado para avaliar as crises mioclônicas e 

tônico-clônicas generalizadas, mas foi feito o registro desde o período basal quando 

o animal era conectado ao aparelho, após a injeção do anticorpo e depois da injeção 

do PTZ.  

Para determinar se o DRRSAb causava algum tipo de alteração por si só, foi 

avaliado registro no período após a injeção do anticorpo em relação ao seu período 
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basal, quanto aos ritmos hipocampais de onda Teta e LIA sigla para large-amplitude 

irregular activity ou atividade irregular de grande amplitude. O ritmo teta hipocampal 

é uma oscilação forte que pode ser observado no hipocampo de algumas espécies 

de mamíferos, incluindo roedores, coelhos, cães, gatos, morcegos e marsupiais. Em 

ratos, o ritmo teta é facilmente observado no hipocampo, mas também pode ser 

detectado de várias outras estruturas corticais e sub-corticais, com frequência de 3-8 

Hz, aparece quando o roedor está movimentando-se, como caminhar explorando o 

ambiente e cheirando, também em períodos do sono. Quando o roedor está 

comendo, limpando-se ou dormindo, o EEG hipocampo geralmente mostra um 

padrão não rítmico conhecido como LIA com frequência de 0,5-25 Hz (Buzsaki 

2002). 

Do mesmo modo que Vorobyov e colaboradores (2011) mostraram que uma 

única injeção intracerebroventricular do aminoácido excitatório N-metil-D-aspartato 

aumenta a força relativa delta no EEG do hipocampo de rato, a ativação de Na+, K+-

ATPase em animais não epiléticos pela injeção do DRRSAb aumenta a frequência 

delta hipocampal quando avaliado o LIA e isso estaria relacionado a um aumento na 

excitabilidade neuronal, porém sem alteração nas avaliações do ritmo teta (Figura 7 

do manuscrito).  

Como os animais epiléticos tinham um registro de EEG muito alterado em 

decorrência das mudanças neuroquímicas e fisiológicas após SE, não foi possível 

identificar e fazer as avaliações do ritmo teta e LIA nesses animais, isso seria 

importante, pois já foi demonstrado que a número observado de descargas 

epilépticas foi reduzida 86-97% do durante teta espontânea e teta induzida por 

estímulo sensorial (estimulo na cauda) ou química (carbacol), sugerindo que a 

presença do estado teta independentemente de como ele foi produzido era 

responsável para a redução da frequência de descarga epiléptica (Colom, Garcia-

Hernandez et al. 2006). Caso o DRRSAb alterasse alguma parâmetro do ritmo teta, 

responderia o resultado do efeito protetor contra as crises em animais epiléticos.  
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8. CONCLUSÃO 

 

 

Considerando os resultados desse trabalho, pode-se concluir que a atividade 

da Na+, K+-ATPase está diminuída em hipocampo de camundongos epilépticos (60 

dias pós-status epilepticus), que isso pode estar associado a nitração da subunidade 

α, visto que não alteração na fosforilação no resíduo de Ser943.  

Curiosamente, o DRRSAb anticorpo que se liga de forma específica com a 

subunidade α da Na+, K+-ATPase e aumenta a sua atividade, foi capaz de diminuir a 

suscetibilidade às crises mioclônicas induzidas por PTZ em animais epilépticos. Por 

outro lado, os animais não epiléticos quando tratados com DRRSAb tornaram-se 

mais suscetíveis as crises induzidas por PTZ.  

A análise quantitativa do registro de EEG no hipocampo, revelou que o 

DRRSAb aumentou a porcentagem de poder total na frequência da banda delta (0-3 

Hz), quando analisado o LIA, sem alterar o estado funcional do ritmo teta.  

Assim, a ativação Na+, K+-ATPase, pode tornar-se um alvo farmacológico em 

potencial na epilepsia do lobo temporal mesial. 
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