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RESUMO

Ha relatos de que estimulacdo de baixa e alta frequéncia (LFS e HFS,
respectivamente) modifica as caracteristicas de crises convulsivas em ratos. Nesta
tese se relata os efeitos de LFS e HFS aplicadas em dois ou quarto locais em ratos
com o processo de kindling completo.

Os ratos foram submetidos a um processo de kindling através de um tetrodo
hipocampal até a plena aquisicdo do mesmo. Animais com limiar de pos-descarga
(AD) estavel foram randomicamente divididos em cinco grupos. Estimulacdo a 1 Hz
(LFS) ou 130 Hz (HFS) foi continuamente aplicada por sete dias através de dois ou
guatro contatos intrahipocampais. Um grupo controle n&o recebeu estimulacao.
Estimulacdo aplicada por meio de quatro contatos foi realizada de maneira rotatoria,
sendo alternada entre os pares de contatos. Os efeitos da estimulacdo no limiar de
AD, duracéo da AD e padrdo comportamental das crises convulsivas foram avaliados.
A LFS de quatro contatos elevou consistentemente o limiar de AD por um periodo de
dois dias a duas semanas, enquanto a HFS de quatro contatos diminuiu
significativamente a duragdo da AD, 24 horas apdés o término da estimulacao.
Nenhuma modificacdo significativa foi observada com os paradigmas de estimulagcéo
de dois contatos. Nenhuma modificacdo relevante no padrdo comportamental das
crises convulsivas foi observado.

Estes achados sugerem que o efeito da estimulacdo hipocampal depende da
topografia e da frequéncia da estimulacdo. LFS e HFS apresentaram efeitos
antiepilépticos na pds-descarga quando aplicadas de forma rotatoria. Isto suporta a
aplicacdo dos conceitos de estimulacdo composta a fim de se induzir
dessincronizacéo e efeitos anti-kindling no sistema neural.

Palavras-chave: kindling hipocampal, epilepsia temporal, estimulacdo hipocampal,
estimulacéo cerebral profunda, estimulacéo cerebral de baixa frequéncia, estimulacéo
cerebral de alta frequéncia.



ABSTRACT

Low- and high-frequency stimulation (LFS, HFS, respectively) have been reported to
modify seizure characteristics in rats. We here report effects of hippocampal LFS and
HFS applied at two or four sites in fully kindled rats.

Rats were kindled through a hippocampal tetrode until the fully kindled state. Animals
with stable afterdischarge (AD) threshold were randomly assigned to 5 groups;
stimulation at 1 Hz (LFS) or 130 Hz (HFS) was continuously applied for seven days at
2 or 4 intrahippocampal sites; a control group received no stimulation. Four-contact
stimulation was performed in a rotating fashion, alternated between pairs of contacts.
Stimulation effects on AD threshold, AD duration and behavioural seizures were
assessed.

Four-contact LFS consistently increased AD threshold for a period of 2 days to 2
weeks, whereas 4-contact HFS significantly decreased AD duration 24 hours following
the stimulation period. No significant AD modification was observed with either 2-
contact stimulation paradigms. No behavioural alteration occurred in any group.
These findings suggest that effects of hippocampal stimulation depend on frequency
and topography of stimulus application. LFS and HFS had anti-epileptic effect on
afterdischarges when applied in a rotating pattern. This supports concepts on
patterned stimulation to result in desynchronization and anti-kindling effects.

Key-words: hippocampal kindling, temporal epilepsy, hippocampal stimulation, deep
brain stimulation, low-frequency brain stimulation, high-frequency brain stimulation.



1 INTRODUCAO

A epilepsia constitui uma das patologias cerebrais mais frequentes no mundo
(ENGEL Jr., 1995) e acomete cerca de 1 a 2% da populacdo (JACKSON, 1994). Em se
analisando a distribuicao topografica, constata-se que sua apresentacdo € uniforme, sendo
maior nos paises em desenvolvimento. A incidéncia anual varia de 20 a 70 casos por 100
mil habitantes (SHORVON, 1992) e a prevaléncia é de aproximadamente 15 a 18 pessoas
para cada mil (VOLCY GOMEZ, 2004). Dados nacionais revelam que a prevaléncia da
epilepsia na regido metropolitana de S&o Paulo é de 11,9 por mil habitantes (MARINO Jr.,
CUKIERT E PINHO, 1986), na regido de Campinas 9,2 por mil habitantes (NORONHA et
al., 2007) e em Porto Alegre foram encontradas taxas de 16,5 e 20,3 por mil habitantes,

respectivamente, para epilepsias ativas e inativas (FERNANDES et al., 1992).

Dentre os iniUmeros tipos de epilepsia, destaca-se a epilepsia do lobo temporal
(ELT), pois € a forma mais frequentemente encontrada em adultos. Ao redor de 50% dos
pacientes adultos com epilepsia apresentam ELT (COMMISSION, 1989). A causa mais
comum da ELT é a esclerose mesial temporal (EMT), a qual pode também ser designada
como esclerose hipocampal (EH) ou do corno de Amon. A EMT representa 60 a 70% dos
casos de ELT (WATSON, 1992) e histologicamente é caracterizada por perda neuronal e
gliose na regidao mesial do lobo temporal (LT), principalmente no hipocampo e também em

estruturas como uncus e amigdala (FALCONER e TAYLOR, 1968).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) apresenta alta taxa de refratariedade clinica.
Com a terapia farmacolégica, consegue-se o controle pleno dos eventos ictais (na ETM) em
cerca de 20% a 40% dos casos (COMMISSION, 1989; SEMAH et al. 1998; VOLCY
GOMEZ, 2004). Nos pacientes com indicacdo, a microcirurgia (resseccdo das areas
epileptogénicas) representa uma alternativa terapéutica podendo controlar as crises
epilépticas em 67 a 85% dos casos, restando uma substancial populagdo de pacientes
ainda refratéria ao tratamento (MORRELL; WHISLER; BLECK, 1989; VOLCY GOMEZ,

2004). Outras modalidades terapéuticas tém sido pesquisadas a fim de se aumentar o



arsenal terapéutico ndo-ablativo e minimizar o grau de invasdo cirurgica. Dentre elas
destaca-se o tratamento da ELT por meio da estimulacao elétrica cerebral (EEC). A EEC é
fonte de constantes pesquisas, pois representa um método ndo-ablativo e minimamente
invasivo se comparado a microcirurgia atual. Apresenta, entretanto, eficacia
significativamente inferior a microcirurgia. Acredita-se que isto ocorra devido ao fato de nao
se ter, ainda, estabelecido parametros elétricos ideais de estimulagdo (BENABID et al.,
2002; COOPER et al., 1977, GEORGE et al., 1994, LODDENKEMPER et al., 2001;

THEODORE e FISHER, 2004).

1.1 JUSTIFICATIVA

Na busca de maior eficacia é primordial se compreender mais detalhadamente os
fatores que possam influenciar no efeito da EEC na ELT. Com este intuito empregou-se
sistemas computacionais avancados (Spike2 e Matlab 6.5) no estudo sistematico de
diferentes paradigmas de EEC no modelo animal de kindling hipocampal buscando melhor

detalhar os fatores envolvidos na modulacdo da excitabilidade deste modelo.

1.2 OBJETIVOS

A) Estudar a utilizacdo do sistema computacional Spike2 na andlise do efeito da EEC no

modelo de kindling hipocampal em ratos Wistar.

B) Estudar a utilizagdo do sistema computacional Matlab 6.5 na analise do efeito da EEC

no modelo de kindling hipocampal em ratos Wistar.

C) Fornecer substrato para que haja melhor compreensao da fenomenologia relacionada a

estimulacéo elétrica do foco ictal no modelo de kindling hipocampal em ratos Wistar.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ELETROFISIOLOGIA DAS DESCARGAS ICTAIS

A génese e propagacao das ondas epilépticas tém sido amplamente estudadas para
a melhor compreensdo dos fendmenos ictais (GOLOMB; AMITAI, 1997, p. 78; JERGER;
SCHIFF, 1995; KNOTT et al.,, 2000; KNOTT et al.,, 1999; TRAUB e JEFFERYS, 1994,
TRAUB, 2001). A descarga ictal se inicia com os chamados potenciais paroxisticos de
despolarizacdo (PPD). Os PPD sao respostas elétricas sincrbnicas estereotipadas
produzidas pelos neurdnios de um foco epiléptico. Os PPD se dao por meio de
despolarizacdes repentinas, com grande amplitude e duracdo prolongada. Eles culminam
com os potenciais de acao e sédo seguidos por um periodo de hiperpolarizacdo. Quando os
PPD atingem o limiar convulsivégeno eles se espalham para extensas areas cerebrais
produzindo a crise convulsiva (ASCHENBRENNER-SCHEIBE et al., 2003; DITTRICH et al.,

2003; LOTHMAN, 1993; MAIWALD et al., 2004; WINTERHALDER et al., 2003).

Além dos PPD, ha outros pontos importantes quanto a dindmica da rede neuronal no
fenbmeno ictal. A sincronizacdo e o recrutamento neuronais desempenham um papel chave
na transicdo do estado interictal para o estado ictal. Ambos contribuem para a génese e
propagacao das descargas epileptogénicas (ASCHENBRENNER-SCHEIBE et al., 2003;
DITTRICH et al.,, 2003; MAIWALD et al., 2004; WINTERHALDER et al., 2003). Em
contrapartida existem mecanismos que modulam o processo, a citar 0 acoplamento elétrico
dos neurdnios inibitorios na fase de sincronizagdo (BENNETT; ZUKIN, 2004) e o papel de

células gliais na modulagéo excitatoria (DOUGLAS FIELDS; STEVENS-GRAHAM, 2002).

Por meio do registro eletroencefalografico de escalpe (EEG) ou invasivo é possivel
mapear tanto o foco epileptogénico como suas vias de propagacdo (BOVEN; AERTSEN,
1990; DIESMANN et al., 1999; GEWALTIG et al., 2001; KNOTT et al., 2000; MEHRING et
al., 2003). Podem-se, também, reconhecer as diferentes fases que compdem a génese da

descarga ictal (ASCHENBRENNER-SCHEIBE et al., 2003; DITTRICH et al.,, 2003;



MAIWALD et al., 2004; WINTERHALDER et al., 2003). Logo o registro eletroencefalografico
pode ser utilizado, ndo somente para o reconhecimento de descargas ictais ja instaladas,
mas também para a deteccéo das fases que as antecedem. Estes dados sugerem haver a
possibilidade de uma intervencéo terapéutica antes da plena instalacdo dos fendémenos

ictais.

2.2 O PAPEL DA ESTIMULACAO ELETRICA CEREBRAL.

Técnicas envolvendo a estimulacgédo elétrica cerebral (EEC) tém sido constantemente
pesquisadas e sucessivos avancos tém sido obtidos. Nao h4, entretanto, consenso quanto
ao seu uso e altos indices de eficacia ndo foram, até entdo, atingidos (BENABID et al.,
2002; COOPER et al., 1977; GEORGE et al., 1994; LODDENKEMPER et al., 2001;

THEODORE e FISHER, 2004).

O advento da EEC é embasado no desenvolvimento dos modelos de rede neural
capazes de simular a propagacdo de ondas epilépticas. Nestas redes a intervencao elétrica
é inicialmente avaliada. Os testes sdo executados sistematicamente a fim de se encontrar
parametros corretos de estimulacdo capazes de suprimir a atividade ictal induzida na rede.
Os estimulos elétricos utilizados em modelos experimentais de rede neuronal consistem de
pulsos de diferentes frequéncias, intensidades, polaridades e formas de onda, bem como de
sinais nao periédicos (BOVEN e AERTSEN, 1990; DIESMANN et al., 1999; GEWALTIG et

al., 2001; KNOTT et al., 2000; MEHRING et al., 2003).

Apos os testes em redes neurais, a intervencdo com correntes elétricas é testada em
modelos animais a fim de se modular os estimulos buscando o aperfeicoamento dos
parametros. Uma vez encontrados parametros mais ajustados, pode-se iniciar a utilizacao
da EEC em pacientes com epilepsia temporal mesial refrataria e em outros tipos de
epilepsia focal (BOON et al.,, 2007; FISHER et al., 2010; MORRELL et al.,, 2011;

LODDENKEMPER et al., 2001; SCHULZE-BONHAGE 2009; THEODORE e FISHER, 2004;



VELASCO et al., 2000; VELASCO et al., 2001; VESPER et al., 2007; VONCK et al., 2002;

ZUMSTEG et al., 2006) (Figuras 1 e 2).

FIGURA 1 - IMAGEM DE RESSONANCIA EVIDENCIANDO A LOCALIZAGAO DOS
ELETRODOS PARA ESTIMULAGAO TEMPORAL MESIAL

FONTE: Reproduzido de BOON. et al., 2007 com autorizagdo (anexo um).

NOTA: Utilizacdo de estimulacdo crbnica através de eletrodo amigdaliano e outro hipocampal

para o tratamento de ELT por EMT.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17561948&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17116040&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

FIGURA 2 — DESENHO REPRESENTANDO A LOCALIZACAO DO ELETRODO PARA
ESTIMULACAO SUBTALAMICA

STN-DBS Epilep§y

FONTE: Reproduzido de VESPER et al., 2007 com autorizacdo (anexo dois).

NOTA: Neste caso foi utilizada a estimulagdo subtalamica crénica com alta frequéncia para o
tratamento de epilepsia mioclénica progressiva. Sendo STN = nlcleo subtalamico, SNr =
substancia nigra, Vim = ndcleo talamico ventral intermédio, Vop = nucleo taldmico ventral oral-
posterior, Voa = nulcleo talamico ventral oral-anterior e RN = ndcleo reticular do talamo. Eletrodo

com seus contatos numerados de 0 a 3.

2.3 EPILEPSIA TEMPORAL: MODELO ANIMAL.

O fendmeno de kindling foi descrito em 1967 e desde entdo tem sido amplamente
utilizado como modelo animal de epilepsia temporal crbnica (GODDARD, 1967). O
fendbmeno se instala progressivamente no animal a medida que os estimulos indutores de
resposta ictal sdo repetidos. Os estimulos elétricos sdo os mais frequentemente utilizados e
sé@o aplicados por meio de eletrodo intracerebral. A resposta habitual apds a aplicagdo do
estimulo é o desencadear de uma pdés-descarga (AD) de baixa frequéncia e com pouca
reagdo comportamental relacionada. A complexidade dos eventos aumenta com o decorrer

do processo, comecam a aparecer as descargas de alta frequéncia e intensas reacdes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17561948&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

comportamentais de padrdo convulsivo. E esta progressiva severidade tanto
eletroencefalografica, como comportamental, que define o fenébmeno de kindling
(GODDARD et al., 1969; MCNAMARA, 1984; RACINE et al.,, 1972). A progressao dos
achados é percebida em diversas areas cerebrais, sendo mais dramatica nas estruturas do
lobo temporal como o hipocampo, a amigdala e seus cortices adjacentes (perirrinal,

entorrinal, piriforme e insular) (MCINTYRE et al., 1999).

Apesar de o estimulo ser geralmente aplicado em um local bem definido, o kindling
ndo constitui um modelo de epilepsia focal parcial. A medida que as sessdes de
estimulacdo sao repetidas ocorre progressivo recrutamento neuronal o que leva ao
surgimento de crises parciais complexas (alteracdo da consciéncia) com generalizacdo
secundaria (MCINTYRE, 1970; MCINTYRE, 1979). Nas fases mais avancadas do processo,
as crises epilépticas surgem espontaneamente, ou seja, sem mais a necessidade da

aplicacéo de estimulos desencadeantes (PINEL et al., 1975; WADA e OSAWA, 1976).

O fendmeno de kindling quando induzido no hipocampo, tanto ventral como dorsal
(Figura 3), apresenta um perfil de crises epilépticas bastante semelhante ao elicitado no
kindling amigdaliano. O padrdo de AD, entretanto, € peculiar ao hipocampo. A sesséo de
kindling hipocampal se inicia com o estimulo elétrico, o qual é sucedido por um periodo de
pos-descarga primaria (LAD), um periodo relativamente silencioso e um periodo de pés-
descarga secundaria (2AD) (Figura 4). Este padrao eletroencefalografico é caracteristico da
estimulacdo hipocampal, nunca sendo visto na estimulacdo do cortex perirrinal e
excepcionalmente na amigdaliana (BURNHAM, 1975; GRACE e CORCORAN, 1990;

LEUNG, 1987; RACINE et al., 1977).



FIGURA 3 — PREPARADO ANATOMO-PATOLOGICO COM VISTA SAGITAL DO HIPOCAMPO
DO RATO WISTAR

HIFOCAMPO DORSAL

HIFOCAMPO VENTRAL

Anterior Posterior

FONTE: Reproduzido e adaptado de PAXINOS e WATSON, 2007 com permissao (anexo trés).

NOTA: Corte sagital do cérebro de rato Wistar 4,20 mm lateral a linha média.



FIGURA 4 — REGISTRO DE LFP DE UMA SESSAO DE ESTIMULO NO HIPOCAMPO DORSAL.
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FONTE: Dados do servico.

NOTA: Neste registro de LFP (local field potentials) é visualizado o padréo tipico de uma sesséo
de kindling hipocampal dorsal. O cursor com o numero 1 foi colocado para sinalizar o local do
estimulo, 1AD é referente a pos-descarga primaria. Durante o intervalo s&o visualizadas
inimeras WDS e entéo este é sucedido pela pds-descarga secundaria (2AD). Os canais RH1 a
RH4 séo referentes ao hipocampo direito, LH1 e LH2 referentes ao hipocampo esquerdo, RC

referente ao neocértex frontal direito e LC referente ao neocértex frontal esquerdo.

Entremeados na 1AD, intervalo ou 2AD, podem aparecer alguns eventos ictais de
breve duracdo com fendmeno comportamental estereotipado associado. Estes eventos
sdo nomeados wet dog shakes (WDS) e seu aparecimento precoce € algo bastante
frequente no kindling hipocampal. As WDS podem ocorrer repetidamente em cada
sessdo e em geral elas precedem o aparecimento das crises epilépticas motoras, sendo
inclusive descrito na literatura uma correlagdo inversa entre o nimero de WDS por

sessao e o surgimento das crises epilépticas generalizadas (Figura 5).



FIGURA 5 — SEGMENTO DO REGISTRO DE LFP DE UMA SESSAO DE KINDLING COM O
PADRAO DE DUAS WDS.
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FONTE: Dados do servico.

NOTA: Neste segmento de LFP s&o visualizadas duas WDS, devido & sua curta dura¢éo e maior
amplitude (aos 44,5 e 48 segundos do tragado). Os canais RH1 a RH4 sdo referentes ao
hipocampo direito, LH1 e LH2 referentes ao hipocampo esquerdo, RC referente ao neocértex

frontal direito e LC referente ao neocértex frontal esquerdo.

O tracado de LFP pode ser analisado segundo inumeras variaveis como
morfologia, amplitude e frequéncia das ondas. JA o padrdo comportamental (crises
epilépticas) pode ser analisado utilizando-se a escala de Racine (Tabela 1). A escala de
Racine apresenta cinco estagios. O primeiro € atribuido as crises oro-alimentares. No
segundo estagio o animal apresenta movimentos repetidos de flexdo-extensdo da

cabeca (head nodding). No terceiro estagio é visualizado clénus em um ou ambos os
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membros anteriores (forelimb clonus). O quarto estagio é marcado pela extensao dorsal

do animal (rearing) e o quinto por perda do equilibrio e queda. (RACINE, 1972).

TABELA 1 — ESCALA COMPORTAMENTAL DE RACINE PARA A CLASSIFICAGAO DAS
CRISES EPILEPTICAS

Escala Comportamental de Racine
Estagio Comportamento
1 movimentos oro-alimentares
2 flexdo-extenséo repetida da cabeca (head nodding)
3 clénus de membro anterior
4 extenséo dorsal (rearing)
5 perda do equilibrio e queda

FONTE: RACINE, 1972.

NOTA: Escala comportamental de Racine pode ser utilizada para a classificacdo da resposta

comportamental epiléptica, sendo o estagio cinco o grau de resposta mais complexa.

2.4 A INFORMATICA NO MODELO DE KINDLING HIPOCAMPAL

Os avancos dos sistemas computacionais podem trazer beneficios no campo da
epileptologia. O software Spike2 quinta versao congrega um sistema de alta capacidade de
captura e analise de dados, sequenciamento de estimulos e controle experimental dos
impulsos cerebrais. Este software permite ndo somente a sincronia do registro
eletroencefalografico ao padrdo comportamental como também permite a associacdo de
outros softwares a fim de se realizar diferentes tipos de analise (Science Products GmbH,
Hofheim, Alemanha). Dentre eles destaca-se o Matlab que é um software interativo de alto
desempenho voltado para o calculo numérico, o qual integra andlise numeérica, célculo com
matrizes, processamento de sinais e construcdo de gréficos (The MathWorks, Natick,
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Estados Unidos da América). Com a utilizag&o conjunta destes dois softwares é possivel se
obter espectrogramas de frequéncia, voltagem e correlacdo entre os diferentes canais de

registro eletrofisiologico.

2.5 DEPRESSAO DE LONGA DURAGAO

Depressao de longa duracdo (long term depression - LTD) é amplamente aceita
como uma forma de plasticidade sinaptica que depende do grau de ativacédo sofrido. Ela
pode ser definida como a duradoura diminuicédo da efetividade da transmissao sinaptica que
ocorre por consequéncia da certos padrdes de estimulacdo elétrica hipocampal. A LTD
divide-se em basicamente dois tipos: heterossinaptico e homossinaptico. A LTD
heterossinaptica pode ocorrer em sinapses que sao inativas, durante a HFS de uma
aferéncia sinaptica convergente. A LTD homossinaptica pode ocorrer em sinapses que sao
ativadas por estimulacéo de baixa frequéncia. A ocorréncia da LTD heterossinaptica é mais
robusta no giro denteado e foi descrita ha mais de 25 anos, enquanto a ocorréncia da LTD
homossinaptica é mais consistente em CA1 e foi descoberta mais recentemente (BEAR E

ABRAHAM, 1996).

Em relacdo aos mecanismos que levam a depressdo de longa duracdo, dados
experimentais sugerem que intensa despolarizacdo pos-sinaptica e o influxo de calcio sejam
fatores importantes para a ocorréncia da LTD heterossinaptica. Foi descrito que o uso da
bicuculina, que € um antagonista dos receptores GABAa e contribui para a despolariza¢ao
pos-sinaptica, facilita a indugdo da LTD heterossinaptica (ZHANG e LEVY, 1993,
TOMASULDO et al., 1993). Evidéncias colhidas com a aplicacdo de antagonistas dos canais
de calcio voltagem dependentes do tipo L demonstraram que estes promovem a inibicdo da
ocorréncia da LTD heterossinptica ao diminuirem o influxo celular do céalcio (CHRISTIE e

ABRAHAM, 1994). Em relac@o a LTD homossinéptica descreve-se que para sua ocorréncia,
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a ativacdo dos receptores NMDA (glutamatérgicos) desempenha papel relevante, uma vez
qgue na maioria das circunstancias a LTD homossinaptica é reversivelmente bloqueada por

antagonistas destes receptores (BEAR e ABRAHAM, 1996).

A ocorréncia da LTD in vivo foi relatada por WEISS et al. com a LFS da amigdala de
ratos submetidos ao modelo de kindling (Weiss et al., 1995 e 1998). Posteriores estudos
realizados com o cérebro de ratos sugerem o envolvimento de sistemas de opibides
enddgenos e GABA-benzodiazepinico. Acredita-se, portanto, que ambos 0s sistemas atuem
conjuntamente na reducdo das descargas epileptiformes. No experimento, LFS foi aplicada
na amigdala no decorrer do processo de kindling durante os 15 minutos que antecederam o
estimulo desencadeante. A LFS interferiu na epileptogénese prevenindo a plena aquisicdo
do kindling. Um grupo de animais do mesmo experimento, que n&o foi submetido ao
kindling, recebeu 40 sessdes de LFS e entdo foram sacrificados, sendo os cérebros
removidos e submetidos a analise imunohistoquimica. Um aumento na ligacdo dos
receptores GABA-benzodiazepinicos foi verificado na amigdala basolateral, talamo e cortex
temporal contralateral. Em relacdo aos sistemas de opidides enddgenos, observou-se uma
diminuicdo nos valores de ligacdo dos receptores mu nos cortices sensério-motor e
temporal, giro denteado de ambos os hemisférios e regido CA1 do hipocampo contralateral

(LOPEZ-MERAZ et al., 2004).

2.6 PARADIGMA DA ESTIMULACAO CEREBRAL DESINCRONIZANTE

O paradigma da estimulacdo cerebral dessincronizante paradigma foi desenvolvido
baseado nos experimentos tedricos com modelos computacionais de estimulacdo cerebral.
Nestes experimentos propds-se a utilizagdo da estimulacdo cerebral dessincronizante para
o tratamento de distarbios de movimento e epilepsia. A base para a estimulacdo
dessincronizante foi desenvolvida em um modelo computacional de rede neuronal composta
por neurdnios interativos por meio de sinapses. Neste modelo foi observado que a HFS

continua, classicamente utilizada na estimulacdo cerebral para distirbios de movimento,

13



basicamente imobiliza a atividade sindptica. Em contrapartida, técnicas de estimulagdo
envolvendo estimulagdo multifocal e com o reiniciar da estimulagdo em diferentes
momentos apresentaram um efeito global dessincronizante. Este efeito conduziu a um
intenso efeito inibidor do kindling induzido, permitindo a rede neural a "desaprender” as
profundas interacBes sinapticas patolégicas presentes na epilepsia e em distlrbios de

movimento.

Ao se estimular de forma bipolar um par de contatos a populacdo neuronal adjacente é
sincronizada ao estimulo. Ao se estimular diferentes pares de contatos a atividade da rede
neural é dividida em subpopulacdes neuronais. Uma vez sendo os pares de contatos
estimulados de forma alternada, a atividade das subpopulacdes é sincronizada a tempos
diferentes, dessincronizando o sistema como um todo (TASS e MAJTANIK, 2006;

HAUPTMANN, 2005).

2.7 NEUROESTIMULAGCAO NA ELT: ESTUDOS EM HUMANOS.

Técnicas envolvendo neuroestimulacdo elétrica para a supressdo de crises
epilépticas tém sido pesquisadas durante os ultimos 30 anos. A aquisi¢do do controle pleno,
entretanto, raramente foi atingida. Isto pode ser devido a estimulacdo realizada em éareas
nao tao precisamente delimitadas ou a estimulacdo em um momento diferente do inicio da
atividade ictal (BENABID et al.,, 2002; COOPER et al., 1977; GEORGE et al., 1994;

LODDENKEMPER et al., 2001; THEODORE e FISHER, 2004).

Estimulos elétricos podem conduzir a supressao das descargas ictais em modelos
experimentais. Sao necessarios, entretanto, mais estudos a fim de se encontrar melhores
parametros elétricos tanto para a inibicdo da atividade ictal quanto para o controle das fases
gue a precedem (sincronizagdo e recrutamento) (LESSER et al., 1999; MOTAMEDI et al.,
2002; VELASCO et al., 2000; VONCK et al., 2002). A epilepsia temporal refratéria pode ser
controlada pela utilizagdo da estimulacdo elétrica continua ou intermitente dos focos
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epilépticos hipocampais ou amigdalianos (VELASCO et al., 2007; VELASCO et al., 2001;
VELASCO et al.,, 2000; VONCK et al., 2002). Para tal fim, é necessario o implante de
dispositivos que gerem e transmitam corrente elétrica ao cérebro, os quais sdo controlados
por programas computacionais especialmente desenvolvidos (CHAPIN e MOXON, 2000;
LITT e ECHAUZ, 2002). Além da forma de estimulagéo (continua ou intermitente), também
é relevante a topografia onde o estimulo é empregado. Estimulos elétricos confinados ao
foco epiléptico e suas adjacéncias, podem ser mais eficazes se comparados a estimulacao
de extensas areas cerebrais (VELASCO et al., 2000; VELASCO et al., 2001; VONCK et al.,

2002).

A frequéncia da estimulacéo utilizada parece ser uma caracteristica importante para
se obter a supressédo da atividade epileptogénica. Estudos clinicos foram realizados com o
uso de alta frequéncia (HFS) e baixa frequéncia (LFS). A utilizacdo de HFS é definida como
um minimo de 100Hz. Na maioria dos estudos a frequéncia utilizada € 130 Hz devido a sua
maior eficacia e menor consumo de energia, quando comparada a frequéncias mais
elevadas. (BOON et al., 2007; MIRSKI et al., 1997; MIRSKI e FISHER, 1994; LADO et al.,

2003; OSORIO et al., 2005; VELASCO et al., 2007).

Recentes estudos discorrem sobre significante reducdo da frequéncia de crises
convulsivas com a utilizacdo da HFS hipocampal (BOON et al., 2007; OSORIO et al., 2005;
VELASCO et al.,, 2007). BOON et al. reportou uma série de pacientes com ELT mesial
refrataria, os quais foram implantados com dois eletrodos quadripolares hipocampais, sendo
a ponta do eletrodo mais anterior posicionado dentro da amigdala. Nos pacientes com ELT
mesial bilateral foram implantados eletrodos em ambos os hipocampos (BOON et al., 2007).
Pares de contatos foram continuamente estimulados a 130Hz. Ap6s um seguimento médio
de 31 meses, um paciente ficou livre de crises convulsivas, um apresentou uma reducao de
mais de 90%, cinco apresentaram uma reducao superior a 50%; dois uma reducao entre 30
e 49% e um ndo respondeu a estimulagdo. Nenhum dos pacientes relatou efeitos colaterais

da estimulagéo.
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Além da HFS continua descrita por Boon, um paradigma de HFS ciclica foi reportado
por VELASCO et al. Nesta série, trés pacientes com ELT bilateral e seis com ELT unilateral
foram implantados com eletrodos dirigidos ao foco hipocampal. Dois pares de contatos
contiguos foram utilizados para a HFS a 130Hz de forma a envolver o foco epiléptico. A
HFS foi aplicada de forma ciclica durante um minuto seguida de uma pausa de 4 minutos. O
seguimento variou de 18 meses a sete anos e o resultado foi dividido em dois grupos. No
primeiro grupo cinco pacientes apresentaram ressonancia magnética (RM) normal e uma
reducdo na frequéncia das crises convulsivas superior a 95%. No segundo grupo quatro
pacientes apresentaram esclerose hipocampal a RM e uma reducdo na frequéncia das
crises convulsivas 50 e 70%. Nenhum paciente demonstrou deterioracdo cognitiva ou

apresentou efeitos colaterais. (VELASCO et al., 2007).

Paradigmas de estimulacdo distante do foco ictal (remote stimulation) tém sido
intensamente investigados. FISHER et al. reportaram os resultados de seu estudo
multicéntrico com HFS bilateral do ndcleo talamico anterior que envolveu 110 pacientes
portadores de epilepsia focal incluindo crises com generaliza¢&0 secundaria. Neste estudo,
foram incluidos pacientes com epilepsia temporal e extra-temporal, refratarios a medicacdao,
estimulacdo do nervo vago e/ou resseccdo. Em metade dos pacientes a HFS foi iniciada
logo ap6s a cirurgia de implante e na outra metade trés meses apdés. A partir do quarto més,
todos os pacientes receberam estimulacdo. No ultimo més da fase inicial o grupo
estimulado apresentou maior reducdo (29%) dos eventos ictais do que o grupo nao
estimulado (controle). Apos dois anos houve uma reducdo mediana das crises epilépticas
de 56%, 54% dos pacientes apresentaram uma reducéo de pelo menos 50% e 14 pacientes

permaneceram livres de crises por pelo menos seis meses (FISHER et al., 2010).

HFS de curta duracdo aplicada no inicio da descarga ictal (close-loop stimulation) foi
descrita por OSORIO et al. A interrupgdo das descargas ictais de forma automatica
utilizando HFS foi realizada em pacientes com epilepsia unifocal ou multifocal. O grupo um

foi composto de sete pacientes com epilepsia unifocal, sendo a HFS aplicada diretamente
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ou préxima ao foco ictal (local-close-loop stimulation). O grupo dois foi composto de seis
pacientes com epilepsia multifocal e a HFS foi aplicada em ambos 0s nudcleos talamicos
anteriores (remote-close-loop stimulation). No grupo um a HFS foi composta de 1 segundo
de estimulacdo podendo ser repetido se necessario e no grupo dois a HFS foi composta de
30 segundo de estimulagdo. Quatro pacientes do grupo um apresentaram uma reducao
média na frequéncia das descargas ictais de 55.5% e trés pacientes uma reducdo média de
86%. No grupo dois, quatro pacientes apresentaram uma reducdo média na frequéncia das
descargas ictais de 40.8% e dois pacientes uma reducdo média de 74.3%. Nenhum efeito
colateral foi reportado durante o periodo do estudo (OSORIO et al, 2005). Outro exemplo de
close-loop stimulation é a estimulacdo cortical responsiva. Baseado nesta técnica, 191
pacientes portadores de epilepsia parcial foram implantados em seus focos epilépticos com
eletrodos conectados a um neuroestimulador capaz de reconhecer atividade cortical
anormal e desencadear a estimulacdo. O grupo de pacientes estimulados (N=97)
apresentou uma reducdo na frequéncia de crises convulsivas na ordem de 37,9%, ja o
grupo que nado recebeu estimulacdo (N=94) apresentou uma reducdo de apenas 17,3%
(p=0,012). Nenhum dos pacientes apresentou piora da funcéo cognitiva ou alteracdo de

humor (MORRELL, 2011).

Estudos envolvendo o uso da LFS sdo geralmente realizados com a frequéncia em
torno de 1Hz. A LFS foi significativamente menos empregada em pacientes epilépticos é
guando comparada a HFS. YAMAMOTO et al. investigou o efeito da LFS cortical, aplicada
por eletrodos subdurais, em um paciente com ELT mesial refrataria por meio da
quantificacdo das descargas epileptiformes interictais desencadeadas. LFS a 0.9 Hz foi
aplicada e observou-se uma reducdo do numero de descargas interictais quando estas
foram desencadeadas ap0s a aplicagdo da LFS a 0.5 mA (YAMAMOTO et al., 2002).
KINOSHITA et al. relatou o efeito da LFS cortical em quatro pacientes com epilepsia
neocortical e mesial temporal. LFS a 0.9 Hz foi aplicada durante 15 minutos na area

epileptogénica e o resultado foi uma redu¢do no nimero de pontas desencadeadas e um
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discreto decréscimo na intensidade na banda de frequéncia entre 12 e 14 Hz (KINOSHITA
et al., 2005). SCHRADER et al. publicou sua experiéncia relacionada ao uso da LFS em um
paciente em estado de mal epiléptico refratario. Apds trés meses de estado de mal
epiléptico o paciente foi submetido ao implante de eletrodos subdurais e cinco areas
epileptogénicas independentes foram identificadas. LFS cortical foi diariamente aplicada
durante 30 minutos. Apds o primeiro dia de estimulacdo um agente anestésico pbde ser
descontinuado e as descargas ictais apenas retornaram no quarto dia quando a dose do
segundo anestésico foi diminuida. Nesta ocasido as descargas ictais foram visualizadas em

apenas um dos cinco focos prévios. (SCHRADER et al., 2006).

Em pacientes epilépticos portadores de EMT sem indicagdo cirlrgica (ou a ela
refratarios), a EEC constitui um método alternativo de tratamento. Em relacdo aos pacientes
candidatos ao tratamento microcirargico corrente, sdo necessarios mais estudos para se
definir se a EEC pode se tornar uma opcao eficaz e menos invasiva. (LESSER et al., 1999;
MOTAMEDI et al., 2002; THEODORE e FISHER, 2004; VELASCO et al., 2000; VELASCO

et al., 2001; VONCK et al., 2002).

3 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 62 ratos Wistar do sexo feminino com 250 a 350 gramas no
momento do implante dos eletrodos. Os animais foram obtidos através da Universidade de
Freiburg e seu emprego foi aprovado pelo comité de ética e estatuto experimental para
modelos animais da mesma. Os animais foram alojados individualmente durante todo o
experimento em recipientes plasticos transparentes, sob um ciclo diario alternando 12 horas
com luz (diurno) e 12 sem luz (noturno). Todos os experimentos foram realizados em
mesmo horario e durante o ciclo diurno. O aporte de racdo e agua foi ad libitum. A

temperatura foi mantida em 21°C =1 °C e a humidade entre 50 a 60%.
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3.1.1 Critérios de inclusédo
Os critérios para incluséo no estudo foram:

a) Ratos Wistar adultos jovens, do sexo feminino e ndo gestantes.

b) Peso entre 250 e 350 gramas no momento do implante.

c) Resposta eletrofisiolégica compativel com kindling hipocampal desde a primeira
sessao de kindling, ou seja, pos-descarga primaria, intervalo, pés-descarga
secundaria e WDS.

d) ADT estavel apés a completa aquisicao do kindling hipocampal.

3.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos 25 animais os quais apresentaram problemas com o implante, nao
atingiram um limiar de pds-descarga (ADT) estavel ao fim do processo de kindling ou
apresentaram incorreto posicionamento dos eletrodos na analise histolégica. Desta forma,

restaram 37 animais a serem estudados.

3.2 PREPARACAO DO ANIMAL

Cada rato foi colocado em uma camara anestésica com isofluorano a 2% e oxigénio
e apos a inducdo, pesado (Figura 6). Em seguida foram administrados (por via
intraperitoneal) quetamina 10% a dose de 100mg/kg, xilosina 2% a dose de 3mg/kg e
atropina 0,005% a dose de 0,1mg/kg. A analgesia poOs-operatéria foi realizada com

buprenorfina a dose de 0,05mg/kg.
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FIGURA 6 — FOTOGRAFIA DA CAMARA PARA A INDUGAO ANESTESICA COM
ISOFLUORANO.

Der Fulladapter gahort zum Narkosegerst
und darf nicht aus dem OF entfernt werden |

FONTE: Dados do estudo

Apoés o procedimento anestésico foi realizada a tricotomia da cabecga e a
colocacao do rato no aparelho de estereotaxia modelo 930 préprio para ratos (da empresa
David Kopf Instruments, Tujunga, Estados Unidos da América). Apds a antissepsia com
solucdo alcoolica, foi feita uma incisdo longitudinal mediana fronto-occipital para a
exposicao do cranio. Apds o afastamento do pericranio procedeu-se com a identificacdo do
bregma (utilizando-se magnificacdo Optica por microscopio cirargico). Baseado nas
coordenadas estereotaxicas para a formacdo hipocampal (PAXINOS e WATSON, 2007),
foram realizados os orificios cranianos. Foi implantado um tetrodo (eletrodo com quatro
contatos) de platina composto por quatro fios insulados de 125um de didmetro cada, unidos
por tor¢éo (contatos com separacdo de 1mm) no hipocampo direito (Y=-5.5; X= +4.8; Z= -
7.0). Foi também implantado um eletrodo de tungsténio insulado (60 um de didmetro) em
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ambas as regides hipocampais dorsais anteriores (Y=-4.0; X=+2.6; Z=-3.0). Além dos
eletrodos hipocampais foi implantado um eletrodo referencial de tungsténio (de iguais
caracteristicas) no cerebelo esquerdo 1mm posterior a sutura lambdodide a 3mm de
profundidade (Figuras 7 a 9). Em seguida foi implantado um parafuso com fio para a terra
sobre o cerebelo a direita 1mm posterior & sutura lambdodide. Em seguida realizou-se a
fixacdo do implante ao cranio (cimento odontol6gico e seis parafusos) com unido dos

eletrodos ao conector para sistema de multiplos canais (Figura 10).
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FIGURA 7 - REPRESENTAGAO FORA DE ESCALA DO LOCAL DE IMPLANTAGAO DO TETRODO
PARA ESTIMULAGAO DO HIPOCAMPO DIREITO EM CORTE CORONAL DO CEREBRO.

FONTE: Reproduzido e adaptado de PAXINOS e WATSON, 2007 com autoriza¢é@o (anexo trés).

NOTA: Vista coronal do cérebro do rato Wistar a 5,5 mm posterior ao bregma, sendo A-D o tetrodo
implantado no hipocampo posterior direito para estimulacéo. O estimulo para a inducéo do kindling
foi aplicado através dos contatos B e C. Para os protocolos de LFS e HFS bipolar fixa, o estimulo
foi aplicado através do par de contatos A-D. Para os protocolos de LFS e HFS bipolar rotatéria, o

estimulo foi aplicado de forma alternada entre os pares de contatos A-B, B-C, C-D e D-A.
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FIGURA 8 - REPRESENTAGAO FORA DE ESCALA DO LOCAL DE IMPLANTAGAO DO TETRODO

HIPOCAMPAL EM CORTE SAGITAL DO HEMISFERIO DIREITO.

FONTE: Reproduzido e adaptado (com autorizagdo — Anexo trés) de PAXINOS e WATSON, 2007.

NOTA: Vista sagital do cérebro do rato Wistar a 4.4 mm lateral a linha média, sendo de A D os

contatos do tetrodo implantado no hipocampo posterior direito para estimulagéo.
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FIGURA 9 - REPRESENTACAO FORA DE ESCALA DO LOCAL DE IMPLANTACAO DOS
ELETRODOS MONOPOLARES PARA REGISTRO HIPOCAMPAL EM CORTE CORONAL DO
CEREBRO.

FONTE: Reproduzido e adaptado (com autorizagdo — Anexo trés) de PAXINOS e WATSON, 2007.

NOTA: Vista coronal do cérebro do rato Wistar a 4,0 mm posterior ao bregma, representando os
eletrodos monopolares implantados nos hipocampos dorsais para fins de registro (setas

vermelhas).
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FIGURA 10 — FOTOGRAFIA DE DOIS RATOS EVIDENCIANDO O ASPECTO FINAL DO IMPLANTE

CRANIANO.

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: O implante é fixo ao cranio por meio de seis parafusos e cimento odontolégico. No topo do
implante pode-se observar o conector para sistema de multiplos canais (seta vermelha) ao qual o

cabo para a estimulagao cerebral é conectado.

3.3 CAPTACAO E PROCESSAMENTO DOS DADOS

O conector implantado na cabeca do rato foi conectado ao pré-amplificador MPASI
(da empresa Multi Channel Systems, Reutlingen, Alemanha). Este, por sua vez, foi ligado
ao amplificador de sinal PGA32 (da empresa Multi Channel Systems, Reutlingen,
Alemanha) com ampla banda de frequéncia e ganho programéavel. O PGA32 foi acoplado a
um conversor analégico-digital CED Power1401 (da empresa Cambridge Electronic Design,
Cambridge, Inglaterra). Este conversor foi conectado (via USB) a um computador com
processador de trés GHz e um GB de memoria RAM. Foi utilizado o software Spike2 quinta
versdo para receber os impulsos cerebrais transmitidos pelo conversor analdgico-digital e

exibir-los para a analise simultanea (Figura 11).

25



FIGURA 11 - FOTOGRAFIA DO EQUIPAMENTO PARA O REGISTRO DE LFP
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Conversor analégico-digital CED Power1401 (da empresa Cambridge Electronic Design,
Cambridge, Inglaterra).

As manifestacdes comportamentais foram simultaneamente registradas por meio de
uma camera de video digital Panasonic NV-MX300 (da empresa Matsushita Electric
Industrial, Osaka, Japao) com placa para computador IEEE 1394A Firewire TR-1394W (da
empresa Tekram, Ratingen, Alemanha). O software Spike2 quinta versdo (da Science
Products GmbH, Hofheim, Alemanha) foi utilizado para a sincronizacéo do registro de LFP

com o registro de video em tempo real no monitor do computador. (Figura 12)
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FIGURA 12 — FOTOGRAFIA DO SISTEMA DE REGISTRO SIMULTANEO DE LFP E PADRAO
COMPORTAMENTAL.

FONTE: Dados do servico.

NOTA: Registro de LFP de uma sessao de kindling hipocampal com frequéncia de amostragem de
10,4kHz, filtro para 1Hz a 5kH e amplificagdo de 500 vezes acoplado ao registro simultdneo

do padréo comportamental a 25 imagens por segundo.

3.4 ESTIMULACAO ELETRICA CEREBRAL

3.4.1 Inducéo do kindling hipocampal

Com o intervalo de uma semana apos a cirurgia de implante, foi iniciado o processo
de kindling no hipocampo direito dos animais. Foi aplicada uma descarga elétrica diaria

(cinco dias consecutivos separados por dois dias de intervalo) de 1,6 segundos de duracao
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composta por pulsos biféasicos retangulares com 0.4 ms de duragdo, 0.5 mA de amplitude
e 60 Hz de frequéncia. Para a aplicacdo desta descarga foi utilizado o estimulador STG2008
com oito saidas independentes (da empresa Multi Channel Systems, Reutlingen, Alemanha)
(Figura 13). ApoOs a descarga foram observadas a resposta neurofisiolégica e a resposta

comportamental - cAmera de video (Figura 14).

FIGURA 13 - FOTOGRAFIA DO EQUIPAMENTO PARA ESTIMULAGCAO CEREBRAL
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Estimulador STG2008 com oito saidas independentes da empresa Multi Channel Systems,

Reutlingen, Alemanha.
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FIGURA 14 - REGISTRO DO PADRAO COMPORTAMENTAL APOS A ESTIMULAGAO
CEREBRAL.
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FONTE: Dados do servico

NOTA: Registro do padrdo comportamental por cAmera digital (a 25 imagens por segundo). Animal
apresentando clébnus no membro anterior direito o que configura uma crise epiléptica

estagio trés de Racine.

As sessfes foram repetidas individualmente até cada animal apresentar dez crises
consecutivas com estagio minimo cinco na escala comportamental de Racine, completando

o0 processo de aquisi¢do do kindling hipocampal.

3.4.2 Determinacéo do limiar de pés-descarga (ADT)

ApOs completar o processo de kindling, a amplitude necessaria para desencadear a

pos-descarga (AD) foi individualmente determinada. A determinagcdo do ADT foi realizada
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com o incremento progressivo de 25uA na estimulacdo de OpA a 100pA e entdo com o
incremento progressivo de 504A na estimulacdo de 150pA a 800pA, com um minuto de
intervalo entre cada estimulo (MCINTYRE, 2006). A determinacdo do ADT foi realizada
diariamente por trés dias consecutivos. O animal foi considerado estavel se o ADT sofreu
uma variacdo maxima de um incremento durante as trés sessdes de ADT. Somente o0s
animais estaveis foram selecionados para compor o passo seguinte do experimento e foram
entdo randomicamente subdivididos em cinco grupos sendo um grupo controle e quatro

submetidos a estimulagéo cerebral continua.

3.4.3 Protocolos de estimulacao cerebral continua (ECC)

Foram aplicados diferentes protocolos de estimulacdo bipolar utilizando ondas

retangulares bifasicas com cargas balanceadas os quais nomearam 0S grupos:

e Grupo HFS2C (N=7) — estimulacdo aplicada através dos contatos externos do
tetrodo hipocampal (Figuras 7 e 15, contatos A e D) com duracdo do impulso de
80us e frequéncia de 130Hz.

e Grupo LFS2C (N=8) - estimulacdo aplicada através dos contatos externos do
tetrodo hipocampal (Figuras 7 e 15, contatos A e D) com duracdo do impulso de
120us e frequéncia de 1Hz.

e Grupo HFS4C (N=9) - estimulacéo aplicada através dos quatro pares de contatos
do tetrodo hipocampal de forma rotatéria e com intervalo fixo entre cada impulso
(Figuras 7 e 16, contatos A-B, B-C, C-D e D-A). Duragédo do impulso de 80us e
frequéncia de 130Hz.

e Grupo LFS4C (N=7) - estimulag&o aplicada através dos quatro pares de contatos
do tetrodo hipocampal de forma rotatéria e com intervalo fixo entre cada impulso
(Figuras 7 e 16, contatos A-B, B-C, C-D e D-A). Duracdo do impulso de 120us e
frequéncia de 1Hz.

e Grupo Controle (N=6) - ndo recebeu ECC.
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FIGURA 15 - REPRESENTACAO DO ESTIMULO UTILIZADO PARA A ECC APLICADA ATRAVES
DO PAR DE CONTATOS EXTERNOS DO TETRODO HIPOCAMPAL
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Nesta representacdo pode-se observar um pulso bifasico de ondas retangulares com carga
balanceada (80us, 130Hz, 100uA) aplicado através do par de contatos externos. Neste
paradigma de estimulacdo a ECC ¢é aplicada de formar a envolver o foco ictal induzido pelo
kindling, o qual é realizado através do par de contatos internos.
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FIGURA 16 - REPRESENTAGAO DO ESTIMULO UTILIZADO PARA A ECC APLICADA ATRAVES
DOS QUATRO PARES DE CONTATOS DO TETRODO HIPOCAMPAL
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FONTE: Dados do estudo

NOTA: Nesta representacdo pode-se observar pulsos bifasicos de ondas retangulares com carga
balanceada (80us, 130Hz, 250uA) aplicados em cada par de eletrodos do tetrodo
hipocampal. Os pulsos séo aplicados de forma alternada, sendo separados por um intervalo
fixo. Esta técnica visa a criar subpopulacdes neuronais sincronizadas a cada estimulo, o que

leva a uma dessincronizagéo global da rede neuronal.

3.4.4 Sistema de estimulacéo cerebral continua (ECC)

A amplitude da ECC necesséaria para desencadear uma AD foi individualmente
determinada 5 minutos apdés o término da terceira sessdo de ADT. Os mesmos incrementos
de amplitude para a determinacdo do ADT foram utilizados e o tempo de estimulacéo
testado foi de 30 segundos. A fim de se evitar o desencadear de AD, a amplitude de
estimulacéo selecionada para cada protocolo foi 100pA inferior ao limiar de AD. Os animais
gue ndo apresentaram AD com estimulacdo até 800pA, a amplitude utilizada no referido
protocolo foi de 700pA. Uma vez determinada a amplitude da ECC, o animal foi conectado

ao sistema de estimulacéo onde foi continuamente estimulado por uma semana (Figura 17).
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FIGURA 17 — FOTOGRAFIA DO SISTEMA DE ESTIMULAGAO CEREBRAL CONTINUA.

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Sistema de estimulagdo cerebral desenvolvido para a estimulagéo continua dos animais do
experimento. Cada animal foi estimulado durante uma semana conforme o protocolo ao

qual foi selecionado.

Apos completar os sete dias de ECC, esta foi interrompida e o ADT foi determinado.
Em outras palavras, a amplitude do estimulo de kindling (200 pulsos de 0.4 ms, a 60 Hz)
necessaria para desencadear uma AD foi determinada. Esta etapa foi realizada seguindo o
mesmo padrdo empregado na fase prévia a ECC, ou seja, uma sesséo por dia totalizando
trés sessdes. A fim de se avaliar a influéncia da ECC no ADT, os grupos foram
individualmente comparados em relacdo as médias dos valores de ADT obtidos nas trés
sessdes de determinagdo do ADT prévias a ECC (Prel, Pre2 e Pre3) e posteriores a ECC
(Postl, Post2 e Post3). O grupo controle foi utilizado com o objetivo de demonstrar o carater

de estabilidade do modelo de kindling hipocampal empregado no experimento.
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3.5 CRONOGRAMA REFERENTE A ECC

Prel = Primeira determinagdo do ADT prévia a ECC.
Pre2 = Segunda determinagéo do ADT prévia a ECC.
Pre3 =Terceira determinac¢do do ADT prévia a ECC.
ECCi = Inicio da ECC

ECCf = Fimda ECC

Postl = Primeira determinac¢é@o do ADT posterior & ECC.
Post2 = Segunda determinacdo do ADT posterior a ECC.

Post3 = Terceira determinagdo do ADT posterior & ECC.

Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
v v v v v v
Prel Pre2 Pre3/ECCi ECCf/Postl Post2 Post3

3.6  AVALIACAO DO PROCESSO DE KINDLING E DA ECC

3.6.1 Avaliacao eletrofisiol6gica

O registro de LFP foi filtrado para as frequéncias de um Hz a cinco kHz e gravado a uma
taxa de amostragem de 10.4 kHz e amplificacdo de 500 vezes. Simultaneamente foi filmado
e registrado o padrao comportamental (25 imagens por segundo). Em seguida, o segmento
de LFP referente a cada sesséo de kindling foi analisado a fim de se determinar o ADT. A
seguir o registro de LFP foi transformado em espectrograma de frequéncia para a
determinagdo da duracdo da AD com o auxilio do software Matlab6.5 (da empresa

MathWorks, Natick, EUA).
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O inicio da AD foi marcado quando a frequéncia do registro excedeu o valor prévio ao
estimulo desencadeante (estimulo do kindling) e o fim quando a frequéncia retornou ao

valor prévio ao estimulo (Cordeiro et al., 2009) (Figura 18).

FIGURA 18 — ESPECTROGRAMA DE FREQUENCIA ILUSTRANDO A DETERMINACAO DA
DURACAO DA AD.
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Espectrograma de frequéncia processado do registro de LFP com o auxilio do software
Matlab 6.5. Caso representativo demonstrando a determinac¢éo da duragéo da AD através da
analise do contetdo de frequéncia. A primeira seta (esquerda) indica o inicio da AD e a
segunda (direita) marca o fim da AD. Tempo em segundos, frequéncia em Hz e barra

colorida com a escala em Log10[mV?2].

No kindling hipocampal, crises epilépticas generalizadas intensas sao
desencadeadas durante os testes. Devido aos fenbmenos motores pode ocorrer a
desconexdo do sistema, levando a um registro parcial da AD. As ADs registradas de forma

incompleta foram excluidas da andlise de duracao.
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3.6.2 Avaliagdo comportamental

O padrédo de resposta comportamental promovida pela estimulacdo cerebral foi
classificado conforme a escala de Racine (Racine et al.,1972). As crises epilépticas
generalizadas gravadas nas sessfes de ADT anteriores e posteriores a ECC foram
analisadas e sua duracdo quantificada. Quando o animal apresentou um padrdo de
resposta igual ou superior a trés na Escala de Racine foi marcado o inicio da crise epiléptica
e quando o animal apresentou um padréo de resposta inferior a trés, o fim da crise foi

assinalado.

3.7 ESTUDO HISTOLOGICO

Uma semana apds completar o processo, foi realizada a marcacéo da posicado dos
eletrodos, sob narcose profunda, por meio de corrente DC (corrente direta) a 50uA
(Seidenbecher et al., 1998), seguida da perfusdo intracardiaca com salina e solucdo de
paraformaldeido a 4% (PFA). A seguir os animais foram sacrificados e os cérebros
removidos e deixados por 12 horas em PFA. Apos, os cérebros foram acondicionados em
solucdo de Sucrose a 30% e foram entéo fatiados em cortes coronais de 50um. Em seguida
foi realizada a coloracdo de Nissl para o estudo histolégico da verificagdo da posi¢cdo dos
eletrodos. Foi considerado correto 0 posicionamento dos eletrodos quando o sinal das

pontas foi identificado dentro dos limites anatdmicos do hipocampo.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Devido ao niumero de animais analisados de cada grupo e ao padréo de distribuicao
dos dados obtidos (ndo normal) optou-se por testes ndo paramétricos. O teste nao

paramétrico pareado Wilcoxon signed-rank test foi empregado para analise dos resultados
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obtidos (dados dependentes entre si) e o Mann—-Whitney U-test foi utilizado para as
comparacgdes entre os grupos. Os testes empregados compararam os valores individuais
obtidos por um grupo em cada sessao. O nivel de significAncia adotado nos testes foi de
95%. As andlises foram realizadas com o software SPSS (da SPSS Inc., Chicago, EUA).
Os resultados obtidos no experimento foram também apresentados como médias + um

desvio padrao de forma demonstrativa.

4 RESULTADOS
4.1 DADOS REFERENTES A POPULAGAO E AQUISICAO DO KINDLING

Os animais apresentaram a primeira crise epiléptica generalizada com um intervalo
médio de 40,5 dias com desvio padrao (DP) de 18,5 apds o inicio do processo de kindling
hipocampal. A completa aquisicdo do kindling foi alcangada apés uma média de 75,6 dias

(DP=23,4) ap6s o inicio do processo de kindling.

4.2 ANALISE DO LIMIAR DE TOLERANCIA DA ECC

A amplitude média aplicada no grupo HFS2C foi de 414pA (SD=221), no grupo
HFS4C foi de 233pA (DP=164), no grupo LFS2C foi de 687uA (DP=35), e no grupo LFS4C
foi de 700uA (DP=0). Observou-se que em nenhum dos animais do grupo LFS4C a ECC

desencadeou pods-descarga (Tabela 2).
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TABELA 2 — RELACAO DA AMPLITUDE DA ECC APLICADA EM CADA ANIMAL DO

EXPERIMENTO.

Grupos HFS2C HFS4C LFS2C LFS4C
Rato 1 200 500 700 700
Rato 2 400 250 600 700
Rato 3 250 150 700 700
Rato 4 600 250 700 700
Rato 5 600 500 700 700
Rato 6 700 50 700 700
Rato 7 150 100 700 700
Rato 8 150 700
Rato 9 150
Mean 414 233 687 700

DP 221 163 35 0

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em HA.

Em se comparando os valores aplicados, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos HFS2C e LFS2C (p<0,05) , bem como entre os grupos HFS4C
e LFS4C (p<0,05). As diferencas encontradas evidenciaram uma maior tolerabilidade da

aplicacdo da LFS em detrimento a HFS.

4.3 ANALISE DO LIMIAR DE POS-DESCARGA (ADT)

A média dos valores encontrados prévias a ECC (em pA) no grupo Controle foi de
Prel=125 (DP=50), Pre2=125 (DP=50), Pre3=133,3 (DP=66,5), Post1=958 (DP=43,1),
Post2=95,8 (DP=43,1), Post3=83,3 (DP=37,6). Foi observado um discreto declinio na média
dos valores de ADT apds uma semana sem estimulacdo. A andlise dos valores ndo mostrou

diferenca estatisticamente significativa (Tabela 3 e Gréfico 1).
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TABELA 3 — RELAGCAO DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO CONTROLE.

Grupo
Controle Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 75 75 75 75 75 75
Rato2 200 200 250 50 50 50
Rato3 75 75 100 75 75 50
Rato4 100 100 75 75 75 75
Rato5 150 150 150 150 150 150
Rato6 150 150 150 150 150 100
Média 125 125 133,3 95,8 95,8 83,3
DP 50 50 67 43,1 43,1 37,6

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em HA.

GRAFICO 1 — MEDIAS DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO CONTROLE
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em pA. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e um

abaixo da média.
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No grupo HFS2C foi encontrado Prel=135,7 (DP=74,8), Pre2=135,7 (DP=62,7),
Pre3=128,6 (DP=63,6), Postl=125 (DP=77,7), Post2=110,7 (DP=80,2) e Post3=128,6
(DP=82,2). A diferenca entre os valores prévios e posteriores a ECC nao foi

estatisticamente significativa (Tabela 4 e Grafico 2).

TABELA 4 — RELACAO DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO HFS2C.

Grupo HFS2C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 100 150 150 75 75 150
Rato2 50 50 50 50 50 50
Rato3 250 200 200 200 200 200
Rato4 150 150 150 150 75 150
Rato5 150 150 100 100 75 75
Rato6 200 200 200 250 250 250
Rato7 50 50 50 50 50 25
Média 135,7 135,7 128,6 125,0 110,7 128,6

DP 74,8 62,7 63,6 77,7 80,2 82,2

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em HA.

GRAFICO 2 — MEDIAS DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO HFS2C

MEDIA DOS ADT
GRUPO HFS2C
400
350
300
L 20
= 200 T T
I * . S —¢
100 —Plj‘ﬁi—PFI’E PRES SOETT PoST2 POSTS
50 1 -
0 . . . .
PRE3 POST1 POST2 POST3

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em pA. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e um

abaixo da média da média.
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No grupo HFS4C foi observado Prel=150 (DP=117,3), Pre2=141,7 (DP=109),
Pre3=141,7 (DP=96,8), Post1=147,2 (DP=87,9), Post2=130,6 (DP=92,5), Post3=130,6
(DP=92,5). A diferenca entre os valores prévios e posteriores a ECC nao foi

estatisticamente significativa (Tabela 6 e Grafico 4).

TABELA 5 — RELACAO DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO HFS4C.

Grupo HFS4AC Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 400 400 350 300 300 300
Rato2 150 150 150 150 150 150
Rato3 100 100 100 150 100 100
Rato4 50 50 50 75 50 50
Rato5 250 200 200 250 250 250
Rato6 50 50 50 50 25 25
Rato7 100 100 100 75 75 75
Rato8 200 150 200 200 150 150
Rato9 50 75 75 75 75 75
Média 150,0 141,7 141,7 147,2 130,6 130,6
DP 117,3 109,0 96,8 87,9 92,5 92,5
FONTE: Dados do estudo.
NOTA: Dados expressos em HA.
GRAFICO 3 — MEDIAS DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO HFS4C
MEDIA DOS ADT
GRUPO HFS4C
400
350
300
< 250 _|_
= 200 |
150 < ¢ ¢ ¢ 7Y 73
100 PRE1 PRE2 PRE3 POETI S OST ROST3
50 l
0 T T T T T
PRE1 PRE2 PRE3 POST1 POST2 POST3

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em pA. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e um

abaixo da média.
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No grupo LFS2C foi observado Prel=103,1 (DP=57,4), Pre2=109,4 (DP=65,4),

Pre3=112,5 (DP=73,2), Post1=109,4 (DP=46,2), Post2=125 (DP=99,1), Post3=112,5
(DP=87,6). A diferenca entre os valores prévios e posteriores a ECC nao foi

estatisticamente significativa (Tabela 5 e Grafico 3).

TABELA 6 — RELAGCAO DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO LFS2C.

Grupo LFS2C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 50 50 50 50 50 50
Rato2 75 75 75 75 75 50
Rato3 200 200 200 150 350 300
Rato4 50 50 50 50 50 50
Rato5 150 150 200 150 150 150
Rato6 50 50 50 150 75 50
Rato7 150 200 200 150 150 150
Rato8 100 100 75 100 100 100

MEDIA 103,1 109,4 1125 109,4 125 112,5
DP 57,4 65,4 73,2 46,2 99,1 87,6

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em HA.

GRAFICO 4 — MEDIAS DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO LFS2C
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em pA. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e um
abaixo da média.
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No grupo LFS4C foi encontrado Prel=107,1 (DP=42,6), Pre2=107,1 (DP=62,4),
Pre3=100 (DP=52), Post1=239,3 (DP=95,6), Post2=203,6 (DP=89,5), Post3=182,1
(DP=62,4). Foi observado um aumento estatisticamente significativo no ADT quando
comparados os valores prévios e posteriores a ECC, sendo Prel menor que Postl, Post2 e
Post3 (p=0,018; p=0,018; p=0,017, respectivamente), Pre2 menor que Postl, Post2 e Post3
(p=0,018; p=0,027; p=0,027, respectivamente) e Pre3 menor que Postl, Post2 e Post3

(p=0,018; p=0,018; p=0,017, respectivamente) (Tabela 7 e Grafico 5).

E importante destacar que nenhum os valores de ADT posteriores & ECC foi superior aos
valores prévios a ECC em qualquer um dos outros grupos. O Unico grupo em que houve um
aumento no valor dos ADT ap6s a ECC foi o grupo LFS4C. Em se comparando os valores
de ADT apoés a ECC notou-se um declinio estatisticamente significativo de Post2 para Post3

(p=0,039).

Os animais pertencentes ao grupo LFS4C cujos ADT néo retornaram aos hiveis
prévios & ECC foram novamente testados ao cabo de uma semana apdés a interrupgéo da
estimulacao (Post4). Nesta sessdo o0 ADT de cinco dos sete animais testados retornaram ao
nivel prévio a ECC. Com um intervalo de outra semana, os dois animais restantes foram
novamente testados (Post5). Em um deles o ADT retornou ao nivel prévio e no outro ele

persistiu elevado (Tabela 7 e Grafico 5).
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TABELA 7 — RELAGAO DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO LFS4C.

Grupo LFS4C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3 Post4 | Post5
Ratol 75 50 50 300 150 150 100 75
Rato2 150 200 150 250 200 200 150
Rato3 75 75 75 150 150 150 100 100
Rato4 150 150 150 350 350 250 150
Rato5 150 100 100 300 250 250 150
Rato6 50 25 25 75 75 75 50
Rato7 100 150 150 250 250 200 100
Média 107,1 107,1 100,0 239,3 203,6 182,1 114,3

DP 42,6 62,4 52,0 95,6 89,5 62,4 37,8

FONTE: Dados do estudo

NOTA: Dados expressos em HA

GRAFICO 5 — MEDIAS DOS VALORES DE ADT ENCONTRADOS NO GRUPO LFS4C
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FONTE: Dados do estudo

NOTA: Dados expressos em pA. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e um

abaixo da média.
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4.4 ANALISE DA DURAGAO DAS AD

A média dos valores encontrados (em segundos) no grupo Controle foi de
Prel1=41,0 (DP=14,8), Pre2=31,6 (DP=14,8), Pre3=36,5 (DP=11,6), Post1=30,3 (DP=12,2),
Post2=31,8 (DP=3,9), Post3=37,0 (DP=8,0). A diferenca entre os valores ndo foi

estatisticamente significativa (Tabela 8 e Grafico 6).

TABELA 8 — RELACAO DA DURAGAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO CONTROLE.

Grupo Controle Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Rato2 25 29 29 15 36 33
Rato3 54 50 53 42 28 49
Rato4 31 27 36 26 29 33
Rato5 36 41 38 34 33
Rato6 59 11 28

MEDIA 41,0 31,6 36,5 30,3 31,8 37,0
DP 14,8 14,8 11,6 12,2 3,9 8,0

FONTE: Dados do estudo

NOTA: Dados expressos em segundos
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GRAFICO 6 — MEDIAS DA DURAGAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO CONTROLE
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FONTE: Dados do estudo

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e

um abaixo da média.
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No grupo HFS2C foi encontrado Prel=48,4 (DP=29,8), Pre2=37,8 (DP=9,4),
Pre3=37,5 (DP=5,9), Post1=46,4 (DP=15,4), Post2=34,4 (DP=6,5), Post3=36,4 (DP=10,3).
A comparacdo dos valores prévios e posteriores a ECC ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Tabela 9 e Grafico 7).

TABELA 9 — RELACAO DA DURAGAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO HFS2C.

Grupo HFS2C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 32 42 39 37
Rato2 30 42 39 45 30 27
Rato3 40 24 40 39 31 58
Rato4 46 39 27 46 28 33
Rato5 36 29 35 40 45 35
Rato6 115 48 40 80 39 28
Rato7 40 45 44 33 29 37

MEDIA 48,4 37,8 37,5 46,4 34,4 36,4
DP 29,8 9,4 5,9 15,4 6,5 10,3

FONTE: Dados do estudo

NOTA: Dados expressos em segundos

GRAFICO 7 — MEDIAS DA DURACAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO HFS2C
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e
um abaixo da média.
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No grupo HFS4C foi encontrado Prel=38,5 (DP=8,5), Pre2=45,4 (DP=9,1),
Pre3=47,6 (DP=16,5), Post1=38,1 (DP=15,8), Post2=30,9 (DP=8,7), Post3=39,2 (DP=7,8).
A duracdo das AD apresentou uma reducdo estatisticamente significativa na afericdo 24
horas apés o término da ECC, sendo Post 2 menor que Prel, Pre2 e Pre3 (p=0,043;

p=0,043, p=0,028, respectivamente) (Tabela 10 e Gréfico 8).

TABELA 10 - RELAGAO DA DURAGAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO HFSA4C.

Grupo HFS4C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 46 51 48 68 45 37
Rato2 53 45 26 50
Rato4 28 30 30 25 26 32
Rato5 28 53 48 30 28 35
Rato6 47 40 35 19
Rato8 42 48 80 43 38 48
Rato9 40 45 34 21 34 33
MEDIA 38,5 45,4 47,6 38,1 30,9 39,2

DP 8,5 9,1 16,5 15,8 8,7 7,8

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos.
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GRAFICO 8 — MEDIAS DA DURACAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO HFSA4C
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e
um abaixo da média.
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No grupo LFS2C foi encontrado Pre1=46,1 (DP=16,9), Pre2=41,1 (DP=7), Pre3=44,6

(DP=5,7), Postl=42,8 (DP=16,7), Post2=41,4 (DP=17), Post3=48,5 (DP=20,1). A
comparacdo dos valores prévios e posteriores a ECC nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Tabela 11 e Grafico 9).

TABELA 11 — RELAGAO DA DURAGAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO LFS2C.

Grupo LFS2C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 74 52 72 68 70
Rato2 38 39 40 26 44 74
Rato3 66 31 48 61 67 74
Rato4 51 43 51 41 32 32
Rato5 41 33 37 39 26 33
Rato6 44 49 47 44 28 33
Rato7 25 47 43 37 35 37
Rato8 30 46 39 22 31 35

MEDIA 46,1 41,1 44,6 42,8 41,4 48,5
DP 16,9 7,0 5,7 16,7 17,0 20,1

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos.

GRAFICO 9 — MEDIAS DA DURACAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO LFS2C
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padréo acima e

um abaixo da média.
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No grupo LFS4C foi encontrado Prel=39,9 (DP=12,1), Pre2=43,6 (DP=10,2),
Pre3=41,3 (DP=6,9), Post1=34,7 (DP=5,6), Post2=30,9 (DP=8,2), Post3=28,8 (DP=10,1).
Apenas a diferenca entre os valores de Pre3 e Post3 foi estatisticamente significativa,

havendo uma queda na duragdo em Post3 (p=0,043) (Tabela 12 e Grafico 10).

TABELA 12 — RELAGAO DA DURAGAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO LFS4C.

Grupo LFS4C Prel Pre2 Pre3 Postl Post2 Post3
Ratol 59 54 37 32 20 12
Rato2 41 46 49 30 26 22
Rato3 51 59 52 37 34 38
Rato4 29 31 38 44 38
Rato5 24 40 42 36 26 31
Rato6 36 34 38 44 28 32
Rato7 39 41 33 29 38

MEDIA 39,9 43,6 41,3 34,7 30,9 28,8
DP 12,1 10,2 6,9 5,6 8,2 10,1

FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos.

GRAFICO 10— MEDIAS DA DURACAO DAS AD ENCONTRADAS NO GRUPO LFS4C
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrao acima e

um abaixo da média.
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4.5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

N&o foram observadas alteragdes comportamentais nos grupos de animais durante
a aplicacdo da ECC. A média dos valores encontrados referentes a duragcdo das crises
epilépticas (em segundos) no grupo Controle foi de Prel=26,7 (DP=4,9), Pre2=28,8
(DP=3,7), Pre3=27,0 (DP=2,8), Postl=27,6 (DP=9,2), Post2=31,2 (DP=6,1), Post3=30,4
(DP=1,8). A comparacéo dos valores prévios e posteriores a ECC ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Gréfico 11).

GRAFICO 11 — MEDIAS DA DURAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS ENCONTRADAS NO GRUPO

CONTROLE
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdao acima e
um abaixo da média.
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No grupo HFS2C foi encontrado Prel=26,7 (DP=3,9), Pre2=25,7 (DP=5,0),
Pre3=29,4 (DP=3,4), Post1=30,7 (DP=8,4), Post2=30,8 (DP=9,9), Post3=29,5 (DP=6,0). A
comparacdo dos valores prévios e posteriores a ECC nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Gréfico 12).

GRAFICO 12 — MEDIAS DA DURAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS ENCONTRADAS NO GRUPO

HFS2C
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e

um abaixo da média.
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No grupo HFS4C foi encontrado Prel=34,1 (DP=8,6), Pre2=33,4 (DP=13,4),
Pre3=31,7 (DP=8,2), Post1=26,8 (DP=10,0), Post2=33,3 (DP=4,6), Post3=39,0 (DP=14,9).
A comparacdo dos valores prévios e posteriores a ECC ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Gréfico 13).

GRAFICO 13 — MEDIAS DA DURAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS ENCONTRADAS NO GRUPO
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e

um abaixo da média.
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No grupo LFS2C foi encontrado Prel=28,4 (DP=6,6), Pre2=27,5 (DP=5,5),
Pre3=25,6 (DP=8), Post1=32,4 (DP=12,4), Post2=23,9 (DP=8,7), Post3=30,7 (DP=11,2). A
comparacdo dos valores prévios e posteriores a ECC nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Gréfico 14).

GRAFICO 14 — MEDIAS DA DURAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS ENCONTRADAS NO GRUPO
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e
um abaixo da média.
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No grupo LFS4C foi encontrado Prel=27,2 (DP=2,7), Pre2=27,7 (DP=5,4),
Pre3=29,0 (DP=5,6), Post1=29,5 (DP=7,1), Post2=29,3 (DP=3,5), Post3=28,8 (DP=2,1). A
comparacdo dos valores prévios e posteriores a ECC nao apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Gréfico 15).

GRAFICO 15 — MEDIAS DA DURAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS ENCONTRADAS NO GRUPO
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FONTE: Dados do estudo.

NOTA: Dados expressos em segundos. Médias com barras sinalizando um desvio padrdo acima e

um abaixo da média.
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5 DISCUSSAO

A epilepsia temporal mesial € uma doenca de significativa prevaléncia e causa
progressiva incapacitagdo social e laborativa. Com o tratamento medicamentoso
consegue-se o0 controle pleno dos eventos ictais em cerca de 20% a 40% dos casos
(COMMISSION, 1989; SEMAH et al., 1998; VOLCY GOMEZ, 2004). Com o tratamento
microcirargico (resseccao das areas epileptogénicas) a taxa de controle das crises aumenta
para 67 a 85%. Existe, entretanto, uma substancial parcela de pacientes com EMT que néo
sdo candidatos a cirurgia, como no caso dos portadores de doenca bilateral manifesta
(MORRELL et al., 1989; VOLCY GOMEZ, 2004). Na busca de modalidades terapéuticas
menos invasivas, de maior eficacia e com ampla indicacdo, formas alternativas tém sido

pesquisadas.

51 DISCUSSAO DOS ACHADOS REFERENTES A AQUISICAO DO KINDLING
HIPOCAMPAL

5.1.1 Registro eletrofisioldgico

Os animais selecionados para compor o estudo apresentaram nos tracados de LFP
do inicio do processo o0 padrdo eletroencefalografico tipico do modelo de kindling
hipocampal. A saber, pds-descarga primaria com inicio precoce e de alta amplitude, um
intervalo relativamente silencioso, um rebote com ondas lentas de alta amplitude (pés-
descarga secundaria), bem como a presenca de WDS entremeadas nos periodos descritos.

(MCINTYRE; KELLY, 1993; LERNER-NATOLI et al., 1983).

Em relacdo ao conteudo de frequéncia das pos-descargas, foram encontrados
descargas de alta frequéncia (na faixa de 100 a 400 Hz), com distribuicdo espacial e
formato de onda, equivalentes aos descritos por BRAGIN nos modelos de epilepsia
temporal induzida pela injecdo hipocampal de kainato em ratos e em registro invasivo

proveniente do hipocampo de pacientes epilépticos. BRAGIN descreve que a ocorréncia
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destes descargas (ripples) esta restrita ao hipocampo que recebeu a inje¢cdo de kainato
(BRAGIN et al.,, 1999). Os ripples presentes no experimento descrito nesta tese foram
encontrados ndo somente no hipocampo estimulado, como também no hipocampo

contralateral.

5.1.2 Padrao comportamental.

Foram registrados, neste experimento, os padrdes comportamentais conhecidos
referentes ao modelo de kindling hipocampal. Os animais apresentaram 0s estagios
motores classificados por Racine e desenvolveram durante a grande maioria das crises
epilépticas a tipica sequéncia trés, quatro, cinco sem passar pelos estagios um e dois. Isto
foi também relatado por outros autores, pois diferente do modelo de kindling amigdaliano o
kindling hipocampal apresenta uma progressdo mais rapida para os estagios motores
avancados o que indica rapida generalizacdo ictal envolvendo a area motora (RACINE,

ROSE e BURNHAM, 1972).

5.2 DISCUSSAO DOS ACHADOS REFERENTES A ECC

5.2.1 Analise da ECC de alta frequéncia

As técnicas de estimulacdo elétrica utilizadas com o intuito de modular a
excitabilidade neuronal presente de individuos epilépticos podem influenciar tanto sinapses
guanto correntes elétricas celulares intrinsecas. Em ambas as formas, a ECC leva a uma
permanentemente elevada atividade sinaptica que conduz a uma diminuigdo progressiva da
transmissé@o sinaptica e a uma adaptacdo das correntes intrinsecas celulares. Isto leva a
uma importante caracteristica da aplicagdo da EEC, a capacidade de modular a atividade
celular, sem impedir o funcionamento basico do circuito neuronal como um todo

(TURRIGIANO e NELSON, 2004; VAN WELIE et al., 2004).
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A utilizacdo da HFS almejando-se a supressdo da atividade epiléptica é justificada,
pois a HFS pode induzir a plasticidade sinaptica na forma de depresséo de curta duracao,
longa duragédo ou ambas (CONTZEN e WITTE, 1994; DUDEK e BEAR, 1993; SHENG e
KIM, 2002; STEVENS e TSUJIMOTO, 1995; ZUCKER e REGEHR, 2002). Foi descrito que
a HFS pode potencializar a acao da &acido glutdmico descarboxilase e minimiza a atividade
local estimulado (LIANG et al., 1996). Dados obtidos com pesquisas em modelos animais
revelaram que a excitabilidade da rede neuronal pode ser modulada pela estimulagéo
cerebral de alta e baixa frequéncias. CUELLAR-HERRERA et al. aplicou HFS bilateral a
130Hz em ratos durante uma hora ap0s cada sessdo de kindling hipocampal. Em seu
estudo observou-se que a estimulacéo interferiu na epileptogénese prevenindo a aquisicdo
plena do kindling hipocampal e aumentando a refratariedade do periodo poés-ictal a repetida
estimulacéo desencadeante (CUELLAR-HERRERA et al., 2009). WYCKHUYS et al. aplicou
continuamente HFS em ratos submetidos ao modelo de kindling hipocampal durante uma
semana. A ECC foi capaz de modular as caracteristicas da AD, elevando seu limiar e
reduzindo sua duracdo (WYCKHUYS et al., 2007). Tais modificacbes foram principalmente
observadas quando a ECC foi mantida durante a estimulacdo desencadeante utilizada nas
determinacBes do ADT. No experimento desta tese os efeitos inibitérios da atividade
epiléptica promovido pela estimulacdo dessincronizante foi observado ndo somente logo

apos a interrupcdo da mesma, como também por pelo menos dois dias apos.

Mais recentemente, Wyckhuys et al. reportaram maior eficacia da HFS em
comparagdo a LFS na modulagédo da excitabilidade em ratos submetidos ao modelo de
kindling hipocampal rapido de dias alternados (WYCKHUYS et al., 2010). Neste estudo
relatou-se um aumento do ADT quando as ADs foram desencadeadas durante a aplicacédo
de HFS continua, no entanto a duracdo das ADs né&o foi influenciada de forma relevante. No
mesmo estudo, a LFS continua ndo afetou o ADT e a duracdo das ADs de forma

significativa. Estes achados diferem dos nossos em que a LFS aumentou o ADT e a HFS
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reduziu a duracdo das ADs . Estas diferencas podem ser devido a detalhes nos modelos
empregados, bem como nas técnicas de estimulacdo adotadas em cada estudo. Em nosso
experimento, optou-se pelo kindling padréo, onde os animais desenvolvem a primeira crise
comportamental generalizada 40,5 dias (DP = 18,5) ap6s o inicio do processo, enquanto
gue no outro modelo, o foco epiléptico foi induzido apds quatro dias de estimulacédo. Além
disso, a distancia entre pontas dos eletrodos utilizados para criar o foco ictal foi dez
vezes maiorem nosso experimento. Quanto aos paradigmas de estimulagdo, os
estimulos foram entregues de forma rotatéria incluindo os contatos usados para a indugao
do kindling. Como resultado, amplitudes consideravelmente maiores puderam ser aplicadas,
0 que pode ter levado a um maior recrutamento e sincronizac¢do neuronal, contribuindo para
a reducdo da excitabilidade em nosso experimento. Estes achados reforcam a hipétese de
gue modo de aplicacdo, amplitude e frequéncia do estimulo podem desempenhar

papéis relevantes na modulacdo da excitabilidade no modelo animal de kindling.

Teorias correntes vém a explicar os possiveis mecanismos de funcionamento da
estimulacdo cerebral profunda por influéncia ndo somente local na atividade neuronal:
(1) HFS pode induzir um bloqueio dos canais ibnicos voltagem-dependente de membrana
adjacentes a area estimulada (bloqueio por despolarizacdo) (BEURRIER et al., 2001).
(2) Inibicdo mediada por sinapses pode ocorrer através de ativacdo antidrbmica de
aferéncias neuronais, associada a liberacdo de GABA (inibicdo GABAérgica)
(DOSTROVSKY et al., 2000; FEUERSTEIN et al., 2011). (3) Postula-se que a excitagdo
de projecdo por exaustdo das reservas de neurotransmissores (depressdo sinaptica)
(ZUCKER e REGEHR, 2002). (4) A atividade neuronal pode ainda ser mascarada pelo sinal
ndo fisiolégico de alta frequéncia causando uma inibicdo funcionamento do neurdnio

(“jfamming” neuronal) (MONTGOMERY e BAKER, 2000).
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5.2.2 Andlise da ECC de baixa frequéncia

Baseado nos estudos de long term depression (LTD) in vitro, a investigacdo da LFS
foi estendida para modelos animais de epilepsia temporal (CHRISTIE et al., 1994; LINDEN,
1994), onde se mostrou, também, capaz de modular a excitabilidade neuronal. A aplicacéo
diaria de LFS por 15 minutos pelos eletrodos utilizados para a inducado do kindling foi
descrita como “quenching phenomenon”. O quenching foi capaz de bloquear o
desenvolvimento e progressdo da AD, no modelo de kindling amigdaliano em ratos, bem
como, induzir supresséao das crises epilépticas em ratos apés a aquisicao plena do kindling.

(WEISS et al., 1995, 1998).

Os dados obtidos através da LFS em outras areas que a amigdala reforcam a
importancia desta modalidade de estimulacio. MOHAMMAD-ZADEH et al. reportou o
potencial efeito antiepileptogénico da LFS quando aplicada no tractus perforans através da
inibicdo da transmissado sinaptica no giro denteado (MOHAMMAD-ZADEH et al., 2007).
GOODMAN et al. descreveu que a utilizacdo de LFS durante os 30 segundos prévios ao
estimulo desencadeante foi capaz de reduzir a frequéncia de crises epilépticas em ratos
com plena aquisicdo do kindling amigdaliano. (GOODMAN et al., 2005). CARRINGTON et
al. comparou o efeito antiepileptogénico da LFS aplicada nos eletrodos utilizados para o
kindling amigdaliano com a estimulacdo de uma area mais ampla. Para a estimulacdo de
uma éarea mais ampla um eletrodo bipolar com ampla separagdo entre as pontas foi
utilizado. A amigdala foi selecionada para este experimento devido a organizacao unilateral
de sua rede neural epiléptica. Rede esta que, no hipocampo, tende a bilateralidade devido a
optimizada conexdo com o hipocampo contralateral, levando a um recrutamento
contralateral quase que imediato nos eventos ictais. Animais com plena aquisicdo do
kindling receberam LFS durante 30 a 90 segundos antes do estimulo desencadeante. A
LFS aplicada através dos eletrodos do kindling foi capaz de elevar o limiar de AD de forma
significativa. A estimulagdo mais ampla foi capaz de induzir um discreto aumento no limiar

de AD, porém significativamente inferior ao obtido na primeira modalidade descrita. O
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cérebro dos animais deste estudo foi submetido ao estudo neuropatolégico e nenhuma
anomalia relevante foi detectada. Com este estudo pbde-se concluir que a LFS aplicada
diretamente a rede neural onde o kindling é induzido apresenta propriedades
antiepileptogénicas mais intensas que quando aplicada a uma area menos especificamente
relacionada. Especula-se que a obtencdo do mesmo efeito quando da estimulacdo de uma
area mais ampla poderia ser alcangcada com a estimulagdo em maior intensidade e/ou
eletrodos com contatos de maior superficie (CARRINGTON et al.; 2007). No experimento
descrito nesta tese, foi utilizada uma amplitude de estimulag&o cerca de seis vezes superior
e isto ndo foi capaz de induzir elevacao significativa no ADT do grupo onde a estimulacéo
nao incluiu os eletrodos através dos quais o kindling foi realizado (grupo LFS2C). Este dado
reforca a importancia da estimulacdo precisa do foco ictal quando na busca da supressao
da atividade epileptogénica. Bem como nos resultados obtidos através da estimulacdo do
foco ictal induzido pelo kindling amigdaliano, a LFS foi capaz em nosso experimento de
elevar o ADT quando aplicada ao modelo de kindling hipocampal. Interessante € ressaltar
gue a elevacdo do ADT no grupo de animais onde a LFS foi aplicada de forma alternada e
incluiu os eletrodos utilizados para a indu¢éo do kindling - grupo LFS4C - perdurou por pelo
menos 2 dias apds sua interrup¢do. Estes achados reforcam o papel da LFS na busca da
supressao do foco epiléptico no modelo de kindling hipocampal e sugerem seu potencial

beneficio em outros modelos de epilepsia temporal.

YAMAMOTO et al. relatou em seu estudo a aplicacdo subdural da LFS em pacientes
com ELT mesial refrataria. Neste estudo ele comparou o efeito de diferentes intensidades
de estimulagdo. Ao se utilizar 0.5 mA de intensidade observou-se uma redugdo do niumero
de descargas interictais desencadeadas. Com a aplicacédo de intensidades de 2,0 mA e 7,5
mA, auras epilépticas foram desencadeadas e poés-descargas foram visualizadas nos
registros eletroencefalograficos. Estes achados demonstraram que a LFS foi capaz de
produzir efeito inibitorio da atividade epileptogénica e que é necessario cautela em sua

aplicacao cortical devido ao risco de se desencadear atividade epileptogénica com maiores
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intensidades de estimulacdo (YAMAMOTO et al., 2002). No experimento descrito nesta tese
a LFS aplicada no grupo LFS4C foi testada até o limite maximo de sua utilizagdo sem haver
desencadeado atividade epileptiforme ou modificagdo comportamental. Este dado sugere
haver uma maior tolerabilidade e portanto maior seguranca na aplicagéo da LFS hipocampal

guando comparada a LFS cortical.

As razdes pelas quais o efeito antiepiléptico foi mais evidente com o uso da
estimulacdo dessincronizante pode ser devido a menor distancia entre o estimulo e o foco
ictal. Embora a estimulagdo com dois contatos abrangesse o foco ictal, a distancia entre
ambos foi maior em comparacdo com aquela modalidade. Outro aspecto relevante sobre
estimulacdo aplicada por quatro contatos é o fato de os pares de contatos serem
estimulados alternadamente com um intervalo fixo entre cada par. Uma vez que os pares de
contatos sé@o estimulados de forma alternada, a atividade da populagdo neuronal é
sincronizada a tempos diferentes, criando subpopulac¢des funcionais e dessincronizando o
sistema como um todo. Este paradigma de estimulacdo foi desenvolvido baseado nos
experimentos teodricos com modelos de estimulacdo cerebral dessincronizante e seu efeito
inibidor do kindling. Este mecanismo foi descrito como resetting technigues supostamente
capazes de interferir nas ondas epilépticas de modelos neuronais (HAUPTMANN et al.,

2005; TASS e MAJTANIK, 2006).

Os mecanismos envolvidos na elevacado do limiar de AD em animais tratados com
LFS continua necessitam ser mais bem compreendidos. Ressalta-se a importancia de se
acessar os efeitos da LFS na liberagdo local de neurotransmissores, mudangas nas
propriedades de ligagdo de receptores e na densidades dos neurotransmissores, bem como
modificacbes na expressdo génica associadas ao relativamente duradouro aumento do
limiar de AD. Experimentos futuros deverdo determinar a eficdcia da LFS continua em
diferentes modelos de epilepsia, bem como testar o efeito de paradigmas de LFS continua

ciclica ou intermitente.
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6. CONCLUSOES

Com este estudo concluiu-se que:

A) O sistema computacional Spike2 é adequado para a andlise do efeito da EEC no
modelo de kindling hipocampal em ratos Wistar, sendo capaz de registrar simultaneamente
o tracado de LFP e o padrdo comportamental e oferecer ferramentas analiticas pertinentes

ao modelo.

B) O sistema computacional Matlab 6.5 é adequado para a andlise do efeito da EEC no
conteudo de frequéncia do tragado de LFP obtido através do modelo de kindling hipocampal

em ratos Wistar.

(03] A estimulacao elétrica do foco ictal ho modelo de kindling hipocampal em ratos
Wistar modificou a atividade epiléptica do sistema neural, sendo a LFS rotatéria capaz de
elevar o limiar de AD por pelo menos 2 dias apés a interrupcéo da estimulacdo e a HFS

rotatéria capaz de reduzir a duracdo das ADs.
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