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Resumo

Crises epilépticas sdo eventos paroxisticos do sistema nervoso central (SNC)
caracterizadas por uma descarga elétrica neuronal anormal, com ou sem perda de
consciéncia e com sintomas clinicos variados. Nas epilepsias do lobo temporal as crises
tem inicio focal, em estruturas do sistema limbico. Dados clinicos e experimentais
mostram que essas regides apresentam morte neuronal (esclerose hipocampal),
reorganizacdo sinaptica (brotamento aberrante das fibras musgosas) e gliose reativa,
sendo esses marcadores bioldgicos da zona epileptogénica. Registros extracelulares
mostram que além das altera¢des anatdmicas mencionadas acima, a zona epileptogénica
também apresenta oscilacdes de alta frequéncia patoldgicas (pOAF). As pOAF sao
oscilacdes transientes (50 - 100 ms de duracio), de baixa amplitude (200 uV - 1.5 mV) e
de frequéncias variaveis (80 - 800 Hz). A relacdo entre essas oscilacdes e a génese das
crises espontaneas ainda é desconhecida. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos da estimulacdo elétrica intracerebral (EIC) nas pOAF e frequéncia de crises
espontaneas de animais cronicamente epilépticos (modelo da epilepsia do lobo
temporal). Atualmente, a EIC é utilizada no tratamento de disttirbios do movimento (e.g.,
doenca de Parkinson) e em alguns casos de dor crdnica, e experimentalmente, no
tratamento das epilepsias de dificil controle. A hipétese de trabalho dessa dissertacio é
de que a indugao de depressdo de longa duracdo por EIC, ao reduzir a excitabilidade
neuronal local, modulard as pOAF, bem como a frequéncia de crises espontaneas. Para
isso, comparamos as caracteristicas espectrais das pOAF e a frequéncia de crises
espontineas antes e depois de um protocolo de 12 horas de estimulacdo elétrica de
baixa frequéncia (0,2 Hz) aplicado na via perforante. De fato, esse protocolo reduziu a
amplitude do potencial de acao coletivo registrado no giro denteado (GD) do hipocampo
dorsal em 45% (amplitude média da primeira e da dltima hora de estimulacdo: 7,3 + 3,0
mV e 4,1 + 1,5 mV, respectivamente; p<0,05; teste t). O monitoramento continuo do
potencial de campo local, realizado no GD e em CA3 simultaneamente, mostrou que o
protocolo de estimulacdo empregado foi eficaz em (i) aumentar a duragao (64,6 + 9,3 ms
vs. 70,5 + 11,5 ms) e reduzir (ii) a entropia (3,72 + 0,28 vs. 3,58 + 0,30), (iii) o indice
pOAF (0,20 = 0,08 vs. 0,15 * 0,07) e (iv) o modo espectral (237,5 * 15,8 Hz vs. 228,7
15,2 Hz) das pOAF (valores do GD, expressos como média * desvio-padrdo, para os
periodos “pré” e “p6s” estimulacdo respectivamente; p<0,05; teste t). Ainda, este
protocolo reduziu significativamente a frequéncia de crises espontaneas (1,8 = 0,4 vs.
1,0 £ 0,3 crises/hora; “pré” e “p6s” estimulacdo, respectivamente; p<0,05; teste t).
Curiosamente, observamos um aumento na duracdo média das crises espontineas apds
o término do protocolo (39,7 + 6,0 vs. 51,6 + 12,5 s; “pré” e “po6s” estimulacdo
respectivamente; p<0,05; teste t). Estes resultados sugerem que a reducgdo da
excitabilidade neuronal, por meio de protocolos de estimulacdo elétrica, altera o perfil
espectral das pOAF. Esse efeito foi acompanhado de reducdo na frequéncia de crises
espontdneas. Apesar de preliminar, o presente trabalho contribui para o refinamento de
terapias baseadas em EIC para individuos com epilepsia.

Palavras-chave: Epilepsia do lobo temporal, modelos animais, oscilacdes de alta
frequéncia, estimulacao intracerebral, hipocampo.
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Abstract

Epileptic seizures are characterized by paroxysms and abnormal discharges of specific
cell assemblies of the central nervous system (CNS), with or without compromising
consciousness and with varied clinical symptoms. The epileptic focus in temporal lobe
epilepsies are within the limbic system. Clinical and experimental data have shown
extensive cell death (hippocampal sclerosis), synaptic reorganization (aberrant mossy
fiber sprouting) and reactive gliosis in some these structures. These alterations are
considered biological markers of the epileptogenic zone. Together with these anatomical
alterations, extracellular recordings have also revealed pathological high frequency
oscillations (pHFO) within structures of the epileptogenic zone. pHFO are transient
oscillations (50 - 100 ms duration) of low amplitude (200 pV - 1.5 mV) and variable
frequencies (150 - 800 Hz). The exact relationship pHFO and the generation of
spontaneous seizures is still unknown. The objective of this study was to evaluate the
effects of deep brain stimulation (DBS) in the spectral structure of pHFO, and in the
frequency of spontaneous recurrent seizures in chronically epileptic animals
(experimental model of temporal lobe epilepsy). DBS is currently used as an alternative
method in the treatment of movement disorders (i.e., Parkinson's disease), and to some
extent, of chronic pain. DBS has also been tested as an alternative method for intractable
epilepsies experimentally. The working hypothesis of this thesis is that DBS-induced
long-term depression, by reducing neuronal excitability locally, will modulate the
spectral structure of pHFO with possible effects on spontaneous seizures frequency. For
that, we compared pHFO spectral characteristics and seizures frequency before, during
and after 12-hours continuous low frequency stimulation (at 0.2 Hz) applied to the
perforant path. We observed that this protocol was able to reduce by 45% the amplitude
of the population spike recorded in the dentate gyrus (DG) of the dorsal hippocampus
(mean amplitude of the first and last hour of stimulation: 7.3 £ 3.0 mV vs 4.1 + 1.5 mV,
respectively, p <0.05, t test). Continuous monitoring of local field potential in the DG and
CA3 region showed that the stimulation protocol used was effective in (i) increasing the
duration (64.6 £ 9.3 ms vs 70.5 * 11.5 ms) while reducing (ii) the entropy (3.72 + 0.28 vs
3.58 = 0.30), (iii) the pHFO index (0.20 £ 0.08 vs 0.15 * 0.07) and (iv) the spectral mode
(237.5 £ 15.8 vs 228.7 + 15.2 Hz) of pHFO (GD values, expressed as mean + standard-
deviation for "pre" and "post” epochs, in relation to stimulation protocol, respectively; p
<0.05, t test). Moreover, the protocol used significantly reduced spontaneous seizure
frequency (1.8 = 0.4 vs 1.0 * 0.3 seizures / hour; "pre" and "post" eppochs, respectively;
p <0.05; t test). Interestingly, we observed an increase in the average duration of
spontaneous seizures after the stimulation protocol (39.7 + 6.0 vs 51.6 + 12.5 s; for "pre"
and "post” stimulation epochs, respectively; p <0.05, t test). These results suggest that
the reduction of neuronal excitability after low frequency electrical stimulation may
change the spectral dynamics of pHFO. This effect was accompanied by a reduction in
the frequency of spontaneous seizures. Although preliminary, this work contributes to
the refinement of DBS-based therapies for the epilepsies.

Keywords: Temporal lobe epilepsy, animal models, high frequency oscillations, deep
brain stimulation, hippocampus.
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1. Introducao

O encéfalo é provavelmente o tecido biolégico de maior complexidade do
universo. Seu funcionamento depende da producdo e integracdo de potenciais
elétricos gerados por bilhdes de neurdnios, muitas vezes separados por
distancias que variam de micrometros a centimetros. Acredita-se que a
coordenacdo temporal e espacial desses disparos neuronais seja feita por
flutuacdes do potencial de campo local, mais comumente conhecidas por
oscilagdes neuronais (Buzsaki, 2006). O potencial de campo local produz
oscilacbes em faixas de frequéncias especificas, resultado do somatério de
potenciais pds-sinapticos excitatdrios e inibitérios ao longo do tempo (Buzsaki &
Draguhn, 2004). Essa atividade coordenada possibilita a percep¢do do mundo, o
processamento das informacdes internas e externas do organismo e o
comportamento. As epilepsias podem ser coletivamente agrupadas devido ao
fato de apresentarem uma desorganizacdo da atividade neuronal sincronizada.
Nao é surpreendente portanto que alteracdes dos ritmos eletrograficos sejam
caracteristicas nas epilepsias. Assim, quando um grupo de neurdnios dispara
potenciais de acdo de modo abrupto, sincrono e de maneira excessiva, tem-se
uma crise epiléptica. A crise epiléptica é um evento paroxistico do sistema
nervoso central (SNC) caracterizada por uma descarga elétrica neuronal
anormal, com ou sem perda da consciéncia e com sintomas clinicos variados

(Fisher e cols., 2005).

A presente dissertacao de Mestrado teve como objetivo interferir com as
oscilagdes patologicas observadas na condicao epilética, bem como analisar a sua

influéncia sobre a frequéncia das crises espontaneas.

1.1. As epilepsias

Clinicamente, as epilepsias sao sindromes neuroldgicas cronicas
caracterizadas por crises espontaneas e recorrentes na auséncia de doenca
metabolica ou febril (Fisher e cols., 2005). Para o diagndstico das epilepsias é
necessaria a ocorréncia de pelo menos 2 crises espontaneas. De acordo com a

Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), a epilepsia é um problema de sadde



publica que atinge cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo, aproximadamente
1% da popula¢do mundial. Esta prevaléncia pode chegar a 2% da populacao em
paises em desenvolvimento (Browne & Holmes, 2001). O impacto das epilepsias
na qualidade de vida de uma populacao é atualmente avaliado por um indicador
que mensura a mortalidade precoce e os anos de vida perdidos por incapacidade
(DALY, do inglés, Disability - Adjusted Life Years). Por meio desta métrica, a OMS
avalia estimativas de morbidade (incidéncia, prevaléncia, severidade, duracao) e
mortalidade atribuidas a uma patologia. Para as epilepsias, no ano de 2002, este
indice foi maior para os paises do continente Africano e para os paises da
América Latina (Figura 1) (WHO, 2004). Nestes paises, acredita-se que 60% a
90% dos individuos com epilepsia ndo recebem tratamento adequado (Begley e
cols., 2000). Isso se deve principalmente a precariedade da cobertura do sistema
de saude publico, bem como ao grande preconceito e estigma associado com essa
patologia. Por esse motivo, a pesquisa basica e a clinica em epilepsia sdo

fundamentais, especialmente em paises com alto indice DALY.
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Figura 1 — Distribuicdo geografica do indice DALY das epilepsias. (A) Diagrama explicativo do
indice DALY (do inglés, Disability-Adjusted Life Years), um indicador dos anos perdidos por
morte prematura e/ou anos vividos com uma patologia. O indicador é obtido pela soma dos
(i) anos de vida perdidos por incapacidade ou doenca e (ii) anos de vida perdidos por morte
precoce, e estdo representados pela cor laranja. (B) Taxas de DALY para as epilepsias,
ajustadas para a idade, separadas por paises e normalizadas para uma populagdo de 100.000
habitantes (dados da Organizacdo Mundial de Saude de 2004 para o ano de 2002). Note que
os paises do continente africano e os paises da América Latina sdo os que apresentam os
maiores valores. Modificado a partir de http://en.wikipedia.org/wiki/File:Epilepsy_world_map_-
_DALY_-_WHO2002.svg



Existem varios tipos de epilepsia, com diferentes manifestacdes clinicas
de crises. Por isso, um grande esfor¢co em classifica-las tem sido feito nos ultimos
100 anos, de forma a possibilitar um melhor diagndéstico e tratamento. De acordo
com a Liga Internacional contra a Epilepsia (ILAE, do inglés International League
Against Epilepsy) as crises epilépticas sdo classificadas em parciais ou focais,
generalizadas e crises ndo classificaveis (Fisher e cols., 2005). As crises parciais
originam-se em uma area cerebral restrita a um dos hemisférios. Quando estas
evoluem e se propagam para outras regides cerebrais, inclusive para o
hemisfério contralateral, as crises sdo classificadas como parciais com
generalizacdo secundaria. As crises generalizadas originam-se em uma regido
subcortical e rapidamente propagam-se para ambos os hemisférios cerebrais. As
crises ndo classificaveis sdo as que ndo se enquadram nas duas classes

anteriormente mencionadas (Figura 2).

A B G

Origem Origem
cortical N cortical

UQQDO%
O vy e o

Figura 2 - Classificagdo das crises epilépticas de acordo com a localizacdo do foco epiléptico.
(A) As crises parciais. O foco epiléptico é limitado para uma regido cortical. (B) Crises parciais
com generalizagdo secundaria. As crises parciais podem evoluir e se propagar para outras
regides corticais, inclusive para o hemisfério contralateral. (C) Crises generalizadas. O foco
epiléptico encontra-se em estruturas subcorticais e a propagacao rapida afeta a totalidade do
cortex cerebral. Em todas as figuras, o foco epiléptico é representado pelo asterisco e as setas
mostram a direcdo da propagacao da crise.

Por sua vez, a classificagdo das epilepsias é baseada em sinais e sintomas
clinicos, achados de exames complementares, como o eletroencefalograma (EEG)
e estudos de neuroimagem. Desta maneira, de acordo com a sua etiologia, as
epilepsias sdo classificadas em genéticas, estruturais/metabdlicas ou de causa
desconhecida (antes conhecidas como idiopatica, sintomatica e criptogénica,
respectivamente) (Berg e cols., 2010). As epilepsias genéticas sao provavelmente
o resultado direto de um defeito genético conhecido ou presumido em que as

crises sdo o principal sintoma da doenca. As epilepsias estruturais/metabdlicas
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sdo aquelas em que uma causa esta diretamente associada com a ocorréncia das
crises, como por exemplo, acidente vascular cerebral, trauma, infeccao, esclerose
tuberosa e malformag¢des do desenvolvimento cortical. E as epilepsias de causa
desconhecida, sdo aquelas em que a natureza da causa subjacente é ainda
desconhecida, podendo haver um defeito genético fundamental, ou ser a

consequéncia de um disturbio ainda ndo reconhecido (Berg e cols., 2010).

Atualmente, existem pelo menos 20 tipos de fAirmacos empregados no
controle das crises epilépticas, tanto em monoterapia como combinados.
Entretanto, em 30% dos pacientes as crises permanecem sem controle, ou seja, o
tratamento medicamentoso ndo surte efeito. Esses individuos apresentam,
portanto uma refratariedade ao tratamento farmacolégico. E importante lembrar
que todas as drogas antiepilépticas, apesar do termo, tratam apenas dos
sintomas, isto é, ndo sdo capazes de curar o individuo de suas crises recorrentes

(Loscher, 2002).

Nos casos em que as drogas antiepilépticas sdo ineficazes no controle das
crises, mesmo ap6s o uso de varios agentes, isolados ou em combinacdo, os
pacientes podem ser encaminhados para a ressecc¢do cirurgica do foco epiléptico.
Além de ser um procedimento economicamente custoso, nem todos os pacientes
sdo candidatos para este método, quer seja pela ndo identificagdo do foco
epiléptico, quer seja pelos possiveis prejuizos cognitivos ou motores decorrentes

dessa remocdo (Schulze-Bonhage e cols., 2009).

Dentre as epilepsias refratarias, destacam-se as epilepsias de lobo
temporal, o tipo mais frequente de epilepsia parcial nos adultos (Browne &

Holmes, 2001).

1.2. Epilepsia do Lobo Temporal

A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) é a forma mais comum de epilepsia
parcial em adultos, com cerca de 40% dos casos (Browne & Holmes, 2001). As
crises tendem a ser progressivas no tempo, resultando em uma forma cronica de
epilepsia que é dificil de ser tratada devido a refratariedade ao tratamento

medicamentoso. A patogénese pode ser associada com infec¢des cerebrais,
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convulsdo febril, estado epiléptico (SE), tumores, trauma cranio-encefalico ou
hipoxia. Depois do insulto inicial, os individuos passam cerca de 5 -10 anos sem
crises, e ap0s este periodo, as crises espontaneas e recorrentes surgem (Engel,
1993). Alteragdes clinicas, anatdmicas e eletrograficas sugerem que as ELT
podem ser divididas em dois tipos (Dantas e cols., 1998). O primeiro tipo, a ELT
mesial, é comumente associado a alteragdes anatomo-patolégicas da formacado
hipocampal e apresenta zona ictogénica na face interna do lobo temporal. O
segundo tipo, a ELT neocortical ou também denominada lateral, é caracterizada
por alteracdes metabdlicas e/ou estruturais do neocortex (Berg e cols., 2010).
Essa divisdo tem importancia clinica ao auxiliar na determinacdo das causas,

tratamento e progndstico das ELT (O'Brien e cols., 1996).

Aproximadamente 70% dos individuos com ELT mesial apresentam
esclerose mesial hipocampal, uma degenera¢do de neuronios das subregides do
hipocampo, como o hilo do giro denteado (GD) e neur6nios piramidais de CA3 e
CA1l (Mathern e cols., 1996). Essa morte neuronal é acompanhada de gliose e
reorganizac¢do sinaptica. De especial importancia, esta o crescimento aberrante
dos axonios das células granulares do GD, denominadas de fibras musgosas em
dire¢do a camada molecular do GD, local onde estdo localizados os dendritos das
células granulares (Mathern e cols., 1994; Ying e cols., 1998) A formacdo desse
circuito resulta na criacio de uma al¢ca de retroalimentagao excitatéria
(Buckmaster & Dudek, 1997). Nao existe consenso na literatura a respeito da
ordem temporal dessas alteragdes: se elas sao consequéncia das crises
recorrentes ou se sao o substrato para a geracdo das crises (Ben-Ari, 1985). Ha
evidéncias de que essas alteragdes precedem as crises e que se tornam mais

evidentes com a recorréncia delas (Scharfman, 2002).

Evidéncias de que as crises espontaneas na epilepsia ELT mesial tem
origem em estruturas do sistema limbico, como o hipocampo, a amigdala e o
cortex entorrinal provém de estudos realizados em modelos animais, em
observacgdes clinicas e em material proveniente de ressecgdes cirurgicas (Avoli e
cols., 2002; Bragin e cols., 2003; Nair e cols., 2008). Muitos fatores contribuem
para a alta epileptogenicidade dessa regido, tais como a formagao de circuitos

excitatorios recorrentes, facilidade para plasticidade sinaptica, fragilidade dos



circuitos inibitérios responsaveis pelo controle da excitagdo, presenca de
neuronios capazes de gerar disparos em salvas, forte influéncia da concentragdo
ionica local, presenca de jun¢des comunicantes (gap junctions) e possivel
susceptibilidade a interagoes efaticas devido a grande compactacgao celular (para
uma revisao sobre o tema, ver McNamara, 1994; Engel, 2001; McCormick &
Contreras, 2001). Devido a sua importancia para o tépico deste trabalho, uma

breve revisdo anatomica da regiao hipocampal é descrita abaixo.

1.3. Regiao Hipocampal

A regido hipocampal esta localizada na por¢dao medial do lobo temporal e
é uma das estruturas que compde o sistema limbico. O sistema limbico! é um
grupo de estruturas anatomicamente interconectadas que estdo envolvidas em

processos como emo¢ao, aprendizado e memdria.

A regido hipocampal consiste da formacao hipocampal e da regido
parahipocampal (Figura 3). A formacao hipocampal é uma estrutura em forma
de C e inclui o GD, Corno de Ammon (CA) ou hipocampo propriamente dito
(dividido em CA1, CA2, CA3 e CA4) e o subiculo. A regido parahipocampal
consiste do pré-subiculo, para-subiculo, cértex entorrinal (CTX ent), cortex

perirhinal e cortex pos-rinal (van Strien e cols., 2009).

O CTX ent, como as demais regides corticais, possui seis camadas bem
definidas. Os aferentes excitatorios primarios do hipocampo originam-se da
camada II e III do CTX ent, cujos axénios formam a via perforante, sendo a fonte
de entrada para todas as sub-regides da formacdo hipocampal. Esta via projeta
monossinapticamente para a camada molecular do GD e para as células
piramidais de CA3 e de CA1l. As principais eferéncias excitatérias do GD sao os
axonios das células granulares, denominados fibras musgosas que fazem sinapse
com os neurodnios piramidais de CA3. Os neurdnios piramidais de CA3 recebem

ainda inervacdo excitatéria de outros neuronios da regido de CA3 por colaterais

1 O termo “limbico” foi cunhado por Paul MacLean, em 1952, sobre usos previamente
apresentados por Paul Broca (1878) e James Papez (no circuito de Papez como substrato
das emocdes) e se refere a disposicdo de estruturas ao redor do diencéfalo, ou na borda do
cOrtex cerebral.



recorrentes e impulsos de interneur6onios inibitérios das subcamadas locais de
CA3. A regiao de CA3 comunica-se com a de CA1 via colaterais de Schaffer. De
CA1l, as projeg¢des atingem o subiculo e as camadas V-VI do CTX ent. O subiculo
recebe aferéncias da camada III do CTX ent e envia proje¢des para o cOrtex peri e
pos-rinal, pré-subiculo, para-subiculo, corpo mamilar e ntcleo hipotalamico

(van Strien e cols., 2009).
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Figura 3 - Representagdo da formacdo hipocampal e da regido parahipocampal no cérebro do
rato. (A) Seccdo horizontal das camadas da formacdo hipocampal e parahipocampal. Os
numeros romanos indicam as camadas corticais e as siglas representam as sub — camadas da
formacdo hipocampal. (B) Diagrama estendido da circuitaria hipocampal, exibindo as
interconexdes, alcas recorrentes e as respectivas camadas do cértex entorrinal (CTX ent) que
se comunicam com o hipocampo. Ha correspondéncia entre as cores das estruturas em (A)
com as cores representadas em (B). O CTX ent é a fonte da via perforante, a qual projeta para
todas as sub-regides da formacao hipocampal. A camada Il do CTX ent projeta para camada
molecular do giro denteado (GD) e para a regido de CA3, enquanto que a camada Il do CTX
ent projeta para a regido de CAl e para o subiculo (SUB). O GD comunica-se com a regido de
CA3 por meio das fibras musgosas (fm). Os neurénios piramidais de CA3 recebem inervacdo
excitatéria da regido de CA3 via colaterais recorrentes (cr). A regido de CA3 comunica-se com
CALl via colaterais de Schaffer (cs). De CAL, as projecdes atingem o SUB e as camadas V-VI do
CTX ent. As camadas V-VI do CTX ent também recebem aferéncias do SUB. CTX ent: Cortex
Entorrinal. GD — Giro Denteado. CA3 — Area de CA3 do Corno de Ammon. CA1 - Area de CA1
do Corno de Ammon. SUB - Subiculo. cs- colateral de Schaffer. cr- colaterais recorrentes. fm -
fibras musgosas. vp — via perforante. Modificado a partir de (van Strien e cols., 2009).



Dada a complexidade dessa circuitaria neuronal, a génese e a propagacao
das crises em estruturas do lobo temporal tem sido um desafio para os clinicos,

uma vez que muitos individuos nado sao tratados adequadamente.

1.4. Génese e propagacao de crises na formacao hipocampal

Apesar da grande quantidade de informacao clinica, eletrofisioldgica,
histoldgica e de imagens obtidas tanto de individuos com ELT como de modelos
animais, pouco se sabe a respeito dos mecanismos responsaveis pela deflagracao

e propagacdo das crises espontaneas nas ELT (Sloviter, 2005). Atualmente, a
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Figura 4 - Representacdo esquematica das principais hipoteses que associam morte neuronal
no hilo (e.g., esclerose hipocampal) e diminuicao do limiar para crises no giro denteado. (A)
Na condigdo fisiologica, as células musgosas (M) fornecem estimulos excitatorios para os
interneurdnios inibitorios (células em cesto, B) e para as células granulares (G). (B) Na hipotese
do brotamento aberrante das fibras musgosas, a perda de células musgosas (neurdnios)
deixaria os sitios de contato sinadptico “6rfdos” deflagrando o brotamento de novo dos
axdnios das células granulares de maneira aberrante, em direcdo a camada molecular do giro
denteado, formando, portanto uma alca de retroalimentagdo excitatéria. A seta azul indica
brotamento das fibras musgosas (Tauck & Nadler, 1985). (C) Na hipdtese das células em cesto
dormentes, a perda de células musgosas reduziria o tdnus excitatorio sobre essa classe de
interneurdnio, induzindo-as a um tipo de quiescéncia (por isso o termo dormente). Nesse
caso, o resultado seria uma diminui¢do da inibicdo sobre as células granulares (Sloviter, 1991).
(D) A hipotese das células musgosas irritaveis enfatiza a importancia das células musgosas
sobreviventes apds o insulto gerador das crises espontaneas. Nesse caso, as células
sobreviventes amplificariam a excitabilidade neuronal por meio do brotamento das fibras
musgosas ou pela potenciacdo das sinapses ao longo do circuito fibras musgosas -> células
musgosas -> células granulares ou pela combinacdo de ambas (Ratzliff e cols, 2002).
Modificado a partir de (McNamara, 1994) e (Ratzliff e cols., 2002)



maioria das hipoteses invoca alteragdes anatomicas da circuitaria hipocampal,
em especial no GD (Figura 4). A primeira hipdtese, mencionada brevemente
acima, refere-se a formacao de circuitos aberrantes excitatorios, que postula que
as crises epilépticas sdo consequéncia da retroalimentacdo monossinaptica e
excitatoria sobre as células granulares do GD, resultado do brotamento
aberrante das fibras musgosas que reinerva os proprios dendritos na camada
molecular do GD (onde estas conexdes ndao sao comumente encontradas)
(Sloviter, 1992). Essa hipo6tese foi questionada pela observa¢do de que ndo ha
relacdo linear entre o nivel de brotamento das fibras musgosas e a frequéncia
das crises epilépticas (Gorter e cols., 2001) e que em estados interictais, o GD
apresenta maior inibicdo quando comparado com estruturas de individuos nao
epilépticos (Queiroz e cols.,, 2009). A segunda hipotese refere-se as células
inibitérias dormentes, que postula que a perda das células musgosas do hilo do
denteado diminui os impulsos excitatorios para os interneurénios, tornando-os
inativos (McNamara, 1994). A terceira hipoétese, das células musgosas irritaveis,
enfatiza a importancia das células musgosas sobreviventes apds o insulto
gerador das crises espontaneas. Segundo esta hipotese, as células sobreviventes
amplificariam a excitabilidade sobre as células granulares, quer seja pelo
brotamento de fibras musgosas, quer seja pela potenciacdo das sinapses ao longo
do circuito: fibras musgosas - células musgosas - células granulares ou pela

combinac¢ao de ambas (Ratzliff e cols., 2002).

Uma das explicagdes para o pouco conhecimento a respeito da génese das
crises espontaneas apesar da grande volume de dados decorre do fato de que a
maioria desses estudos nao analisou a dindmica do sistema, e sim, um recorte. Os
avancos tecnolégicos aplicados a registros eletrofisioldgicos possibilitaram um
avanco consideravel no entendimento das oscilagdes de redes neurais nas

epilepsias (Buzsaki & Silva, 2012).

1.5. Oscilagdes de Alta Frequéncia Patologicas

Oscilagdes neurais sdo flutuagdes periddicas no potencial de campo,
registradas por meio de eletrodos posicionados tanto no parénquima cerebral

quanto no escalpo, em torno de uma frequéncia definida. Existem varios tipos de
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oscilagdes, estudadas tanto em situagdes fisioldgicas como patoldgicas. Partindo
de oscilacdes lentas, como os ritmos delta (0,1 - 4 Hz) em direcdo a oscilagcoes
mais rapidas, como os ritmos gama (30 - 100 Hz) e ripples fisiolégicos (80 - 200
Hz). Durante o ciclo sono-vigilia de roedores, cada uma dessas oscilagdes neurais
é associada com determinados comportamentos. Por exemplo, o ritmo teta com
comportamentos de exploracdo, o ritmo beta e gama com comportamentos de
imobilidade desperta e os ripples fisioldgicos com processos de aprendizado e de

consolidagdo de memoéria. Para uma breve revisao, (Buzsaki, 2006).

No final do século passado, um novo tipo de oscilacdo foi registrado em
modelos animais cronicos de ELT (Bragin e cols., 1999b) e posteriormente em
pacientes candidatos para a cirurgia de ressec¢do do foco epiléptico (Bragin e
cols.,, 1999a). Essas oscilagdes, denominadas inicialmente como fast ripples,
foram registradas durante sono de ondas lentas e imobilidade em areas capazes
de gerar crises espontdneas e recorrentes (Bragin e cols., 1999b; Bragin e cols.,

2002b; Bragin e cols., 2004).

Essas oscilagdes foram descritas in vivo, no modelo experimental da ELT
pela administracdo do acido cainico (Bragin e cols., 1999b; Bragin e cols., 2003;
Bragin e cols., 2004; Bragin e cols., 2007), da pilocarpina (Bragin e cols., 2011;
Levesque e cols.,, 2011) e da toxina tetanica (Jiruska e cols.,, 2010b; Rolston e
cols., 2010) e em modelos in vitro, com baixas concentracdes de calcio (Ca2+*) e de
magnésio (Mg2*) e com altas concentracdes de potassio (K*) (Foffani e cols.,
2007). Sao oscilagoes transientes (50 - 100 ms de durac¢do), de baixa amplitude
(200 pV - 1.5 mV) e de frequéncias variaveis (80 - 800 Hz) (Bragin e cols,
1999b). Em decorréncia de sua estrita relacdao com o tecido patologico da zona
epileptogénica, essas oscilagdes passaram a ter valor diagndstico ou preditivo

para a ocorréncia das crises epilépticas (Bragin e cols., 2010).

A nomenclatura atual opta por designar o termo fast ripples como
oscilagdes de alta frequéncia patolégicas (pOAF), nomenclatura que foi adotada

nesta dissertagao. Para maiores informacoes, ver (Jefferys e cols., 2012).

Os mecanismos responsaveis pela génese das pOAF ainda sdo
desconhecidos, porém acredita-se que sdo potenciais de campo produzidos por

agrupamento de neurdnios principais interconectados patologicamente que
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disparam potenciais de acdo em salvas (Bragin e cols., 1999b; Bragin e cols.,
2002b). Esses neuronios disparam de forma hipersincrona em altas frequéncias
(maiores do que 250 Hz). Em um modelo de epilepsia induzido pela
administracao da pilocarpina, Bragin e colaboradores detectaram a presenga de
pOAF no GD e apoés a andlise eletrofisiologica e celular, demonstraram que as
células granulares do GD aumentaram a sua frequéncia de disparo e que os
interneurdnios diminuiram sua frequéncia de disparo durante as pOAF (Bragin e
cols., 2011). Porém, outros estudos sugerem que as pOAF sdo harmonicos das
oscilacoes fisioldgicas de alta frequéncia (os ripples), cuja sincronia esta
prejudicada na condigdo epiléptica (Foffani e cols., 2007). Os autores sugerem
que tais oscilacdes emergem da desorganizacao do padrao de disparo das células
de CA3 devido a uma grande flutuacdo do potencial de membrana. Ou seja, os
neurdnios disparam fora de fase e as frequéncias registradas apresentam-se
mais altas do que as oscilagdes fisiologicas. Fatores como a perda neuronal,
reducdo das interagdes efaticas, aumento do ruido sindptico ou canalopatias sdo
citados como potenciais determinantes para a génese das pOAF (Foffani e cols.,

2007; Ibarz e cols., 2010).

Independentemente de seu mecanismo gerador, existem fortes evidéncias
que as pOAF sejam consideradas como biomarcadores da zona geradora de
crises epilépticas. Modelos experimentais com a pilocarpina e com o acido
cainico indicam que as pOAF surgem cerca de 6 dias apds o SE e que sua
presenca € correlacionada positivamente com a probabilidade e severidade das
crises epilépticas (Bragin e cols., 2003, 2007; Levesque e cols., 2011). No modelo
da epilepsia induzido pelo acido cainico, as pOAF podem ser detectadas no GD
dias antes das crises epilépticas acontecerem, apenas em animais que
desenvolvem crises espontaneas e recorrentes (Bragin e cols., 2004). Vale
acrescentar que em situacdes fisioldgicas, esta sub-regido hipocampal ndo
apresenta oscilacdes de alta frequéncia (Bragin e cols.,, 1995). No modelo da
toxina tetanica, a frequéncia das pOAF é maior na zona de origem da crise e
menor ou ausente nas areas de propagacao e essas oscilagdes precedem as crises

epilépticas em escala de segundos (Jiruska e cols., 2010b).
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A perda neuronal nao é pré-requisito para a ocorréncia das pOAF, mas
pode contribuir para a sua génese (Jiruska e cols., 2010b). Acredita-se que o
volume tecidual minimo capaz de gera-las seja da ordem de 1mmb3, volume este
que pode ser expandido pela aplicacao de antagonistas gabaérgicos, a exemplo
da bicuculina. O que sugere que a extensdo espacial da zona geradora das pOAF é
controlada por inibi¢do local (Bragin e cols., 2002b). Além de espontaneas, as
pOAF podem ser evocadas por meio da estimulacdo elétrica da via perforante
(Bragin e cols., 2002b) e da regidao de CA3 (Ibarz e cols., 2010; Rolston e cols,,
2010).

Na clinica, as pOAF podem ser registradas a partir de microeletrodos
profundos (drea de superficie de ~10-3 mm?2) (Bragin e cols.,, 1999a; Bragin e
cols., 1999b) e de macroeletrodos profundos (area de superficie de 1 - 10 mm?2)
(Worrell e cols., 2004; Jirsch e cols., 2006; Urrestarazu e cols., 2007; Worrell e
cols., 2008; Zijlmans e cols., 2011) posicionados no foco epiléptico. Sob o registro
com macroeletrodos, sua amplitude varia entre 5 - 30 uV (Jirsch e cols., 2006) e
dura em média 40 ms (Urrestarazu e cols, 2007). Sob o registro com
microeletrodos, sua duracao varia entre 15 e 100 ms (Bragin e cols., 1999a).
Frequentemente, as pOAF ocorrem em associacdo com as ondas agudas
interictais (ISW, do inglés, interictal sharp wave) (Worrell e cols., 2008; Rolston
e cols,, 2010). Acredita-se que as ondas agudas interictais associadas com as
pOAF sejam as mais estritamente relacionados com a zona epileptogénica
(Bragin e cols., 1999a; Bragin e cols., 1999b; Staba e cols., 2004; Jacobs e cols,,
2008). A Figura 5 mostra pOAF observadas no hipocampo de um animal
cronicamente epiléptico (modelo experimental) e no cértex cerebral de um

paciente com epilepsia do lobo temporal sem esclerose hippocampal

1.6. Uso da neuromodulagao no tratamento das epilepsias

O uso de estimulos elétricos para o tratamento das mais variadas doencas
data de mais de dois milénios. As primeiras intervenc¢des utilizaram choques
elétricos oriundos de peixes elétricos (Torpedo nobiliana) no tratamento de
dores de cabega e gota (para uma revisdo, ver Schwalb & Hamani, 2008)

Atualmente, a estimulagdo elétrica é utilizada com sucesso no tratamento da dor
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cronica e no alivio dos sintomas da doencga de Parkinson (Kern & Kumar, 2007).
Experimentalmente, outras patologias sao candidatas ao tratamento por meio de
estimulacao elétrica, como por exemplo, a depressdo, ansiedade, transtornos

obsessivos compulsivos e as epilepsias (Fodstad & Hariz, 2007).

Sinal Bruto

500 pV

Sinal Filtrado 100 pV

20 ms

Figura 5 — Exemplos de oscilagdes de alta frequéncia patoldgicas observadas no hipocampo
de um animal cronicamente epiléptico (modelo experimental) e no coértex cerebral de um
paciente com epilepsia do lobo temporal sem esclerose hippocampal. (A) Registro do
potencial de campo da regido do giro denteado em animal cronicamente epiléptico com
presenca de pOAF (porcdo inferior) depois que o sinal bruto foi filtrado em altas frequéncias
150 a 800 Hz. (B) Eletrocorticograma de um humano com epilepsia. Observa-se a presenca de
pOAF que foram associadas com as ondas agudas depois que o sinal bruto foi filtrado em
altas frequéncias (80 — 300 Hz). Registro em ser humano cedido por Dr. Tonicarlo Velasco e
Anderson Brito, 2012.

Nas epilepsias, o uso de estimulacao elétrica é empregado com certo
sucesso no tratamento adjuntivo daquelas de dificil controle. Um dos protocolos
amplamente difundidos é a estimulacdo do sistema nervoso periférico, em
especial, a estimulacdo do nervo vago. A técnica envolve a estimulagdo
intermitente do nervo vago com frequéncia de 20 a 30 Hz. A comunicagao deste
nervo com o tdlamo, amigdala e regides corticais através do nucleo do trato
solitario e da formacdo reticular medular é conhecida por exibir func¢do
modulatéria na atividade epiléptica (para uma breve revisao, ver Vonck e cols.,

2003).
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De maneira experimental, a estimulacao elétrica intracerebral (EIC) vem
sendo utilizada para o controle das crises epilépticas desde o inicio da década de
1970 (Cooper e cols., 1973; Riklan e cols., 1976; Van Buren e cols., 1978). A EIC
pode modificar a eficiéncia sindptica de maneira controlada e reversivel por
meio de estimulos elétricos em eletrodos posicionados em diferentes estruturas

no encéfalo (Fodstad & Hariz, 2007).

Atualmente, os protocolos empregados para modulacdo da atividade
epiléptica por meio da EIC podem ser classificados em dois tipos: alta frequéncia,
com estimulacdo continua a uma frequéncia de 130 Hz e baixa frequéncia, com
estimulacao intermitente de 1 a 5 Hz. Entretanto, ndo existe um consenso
quanto ao melhor protocolo de estimulagdo a ser utilizado. O primeiro protocolo
mimetiza um protocolo utilizado no tratamento dos sintomas da doenca de
Parkinson (Schwalb & Hamani, 2008). A estimulacdo de alta frequéncia pode
bloquear a atividade patoldgica, prevenindo assim a sua propagacdo (Rolston e
cols.,, 2011). E a alguns autores sugerem que este protocolo promova resultados
analogos ao da lesao cirargica (Miclntyre e cols., 2004; Jensen & Durand, 2007).
O segundo protocolo baseia-se no desenvolvimento da depressdo de longa
duracgdo (Ito, 1989; Malenka, 1994; Abraham & Bear, 1996; Malenka & Bear,
2004)uma forma de plasticidade sinaptica que reduz a excitabilidade neuronal

tanto in vivo como in vitro.

Apesar da efetividade de algumas abordagens experimentais, pouco se
avangou no entendimento dos mecanismos envolvidos nos efeitos
anticonvulsivantes das estimulac¢des elétricas. Os efeitos agudos e crdénicos da
estimulacao elétrica dependem das propriedades bioquimicas, anatémicas e
eletrofisiologicas do tecido estimulado, bem como sua relagdo com a origem da
patologia (Mockett e cols., 2002; Kringelbach e cols., 2007; Skarpaas & Morrell,
2009). No caso das epilepsias, com o foco epiléptico. Atualmente, contribuem
para o efeito terapéutico da estimulacao elétrica (i) fatores moleculares do tecido
estimulado, como a composi¢do ibnica, coativacdo de neuromoduladores e
peptideos, entre outros; (ii) anatomia especifica da regido alvo, com presenca de
fibras de passagem, distribuicdo espacial de aferéncias, eferéncias e compactagdo

dos corpos celulares; (iii) padrao do estimulo, como a intensidade, duragao e
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forma do pulso e (iv) regime de estimulacdo, como a frequéncia e a periodicidade
(Rolston e cols, 2011). Existem quatro hipdteses que tentam explicar os
mecanismos de a¢do da EIC (i) bloqueio da despolarizacao. A partir de alteracdes
na ativacdo de correntes dependentes de voltagem (aumento do K* extracelular),
ocorre o bloqueio da atividade neuronal local. (ii) inibicdo sinaptica. A
estimulacdo ocasiona uma inibicdo funcional por bloquear a estrutura
estimulada, efeito que é semelhante ao da ressec¢do cirtrgica. (iii) depressdo
sindptica. A estimulacdo pode alterar a eficiéncia sinaptica por meio de processos
de plasticidade sindptica e assim, diminuir a excitabilidade neuronal. (iv)
modulacdo da atividade patolégica. A estimulacdo interfere com a propagacdo da
atividade patoldgica para outras estruturas (Miclntyre e cols., 2004; Rolston e
cols., 2011). Alguns estudos ainda sugerem que os beneficios terapéuticos sdo
baseados no efeito da lesdo associada com o implante de eletrodos (Hodaie e

cols., 2002).

Muitos trabalhos clinicos aplicam estimulos elétricos em diferentes
estruturas, como o nucleo anterior do talamo (Cooper e cols., 1982), o nucleo
centro medial do talamo (Velasco e cols., 1989; Velasco e cols., 1997; Velasco e
cols., 2007), o nucleo subtalamico (Benabid e cols., 2002) e o hipocampo
(Velasco e cols., 2000; Vonck e cols., 2002; Velasco e cols., 2007). Entretanto,
muitos desses trabalhos foram feitos de modo nao controlado e/ou pouco
documentados e suas diretas aplicagdes nao sobreviveram a um estudo

controlado.

Na pratica com animais, modelos de crises induzidas quimica ou
eletricamente sdo utilizados. Os resultados sugerem que estimula¢do elétrica
reduz a severidade e aumenta o limiar para as crises, independente do 6rgao
alvo: hipocampo (Wyckhuys e cols., 2007; Wyckhuys e cols., 2009; Zhang e cols.,
2009), amigdala (Wu e cols., 2008; Cota e cols., 2009), corpo caloso (Ozen &
Teskey, 2009) e nucleo anterior do tdlamo (Hamani e cols., 2008). Entretanto,
nenhum desses trabalhos apresentou os mecanismos de acdo responsaveis pelo
efeito terapéutico e como os modelos de crises empregados sdo variaveis, os

achados nao podem ser aplicados a clinica experimental.
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Apesar das dificuldades inerentes a este tipo de investigacdo, a area de
EIC esta em forte expansdo (Hamani e cols., 2009; Berenyi e cols., 2012) e
modelos animais que permitam um maior controle experimental bem como uma
maior similaridade com a condicdo patolégica humana, podem contribuir

significativamente no avango dessa terapia inovadora para as epilepsias.

Até o presente momento, nenhum protocolo de EIC de baixa frequéncia
apresentou os mecanismos de agdo responsaveis pelo efeito anti-epileptogénico
e/ou anti-ictogénico em modelos animais cronicos de epilepsia e a sua influéncia

sobre as oscilagdes de alta frequéncia patoldgicas é desconhecida.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficacia da
estimulacao intracerebral de baixa frequéncia na modulacdo das oscilagdes de
alta frequéncia patoldgicas em animais cronicamente epilépticos (modelo de
epilepsia do lobo temporal), bem como avaliar seus efeitos sobre a frequéncia de

crises espontaneas.

Utilizando um protocolo de estimulagdo de baixa frequéncia (EBF)
procuramos produzir uma diminui¢do da excitabilidade da principal aferéncia
hipocampal, a via perforante, e testar a consequéncia sobre as oscilagdes de alta

frequéncia patologicas.
Os objetivos especificos deste trabalho incluiram:
¢ Desenvolver um modelo experimental da epilepsia do lobo temporal em ratos;

¢ Desenvolver ferramentas de detec¢do e analise das oscilacdes de alta

frequéncia no hipocampo de animais cronicamente epilépticos;

e Implementar a tecnologia de estimulacgdo elétrica intracerebral e registro de

potencial de campo local, de modo simultaneo;

e Testar a eficacia de um protocolo de estimulacgdo elétrica de baixa frequéncia

capaz em modular as oscilagdes de alta frequéncia;

e Avaliar a influéncia desse protocolo na frequéncia e duragdo das crises

espontaneas.

Esperamos que os resultados do presente trabalho possam auxiliar no
aprendizado da relacdo entre a estimulacdo elétrica de baixa frequéncia e as
oscilagbes de alta frequéncia patolégicas, bem como contribuir com o
refinamento dos protocolos de estimulagdo elétrica intracerebral empregados no

controle das crises epilépticas.
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3. Materiais & Métodos
3.1. Consideracdes éticas

Para a realizagdo deste estudo foi necessario o uso de animais de
laboratoério. Todas as questdes éticas foram consideradas e os procedimentos
experimentais foram realizados em conformidade com a Lei Arouca (Lei no.
11.794/2008), que regulamenta o uso de animais em atividades de pesquisa. Os
protocolos empregados foram previamente aprovados pelos Comités de Etica
para Uso de Animais (CEUA) locais (Protocolos #07/2010, CEUA-IINN-ELS, e
#039/2011, CEUA-UFRN, anexo C e D).

3.2. Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar, com 2 - 4
meses de idade, com 200 - 300g no inicio do experimento, provenientes dos
biotérios do IINN-ELS e do Instituto do Cérebro da UFRN. Os animais foram
mantidos em ambientes com temperatura e umidade controladas (21 - 24°C e 50
- 70%), com ciclo claro-escuro de 12 horas (fase clara comecando as 6am) e com
livre acesso a comida e a agua. Nesta dissertacdo, o ndmero de animais é

representado pela letra N e o nimero de eventos/amostras pela letra n.

3.3. Producédo de modelos animais de Epilepsia do Lobo Temporal

Animais foram feitos epilépticos por meio da indugdo quimica de um
estado epiléptico (SE; para maiores informacdes sobre modelos experimentais
em epilepsia ver Anexo B). Para isso, utilizamos diferentes agentes
convulsivantes (Figura 6). No modelo da pilocarpina, um agonista muscarinico, 3
protocolos foram utilizados. No primeiro, animais (N = 6) receberam 320 mg/kg
de pilocarpina (Merck) por via intraperitoneal (ip), 30 minutos apds a injecao de
1 mg/kg de metil-escopolamina (ip, SIGMA) (Cavalheiro e cols., 1991). A metil-
escopolamina é um antagonista muscarinico que ndo atravessa a barreira
hematoencefalica e por isso, atenua a ativacdo colinérgica periférica produzida

pela alta dose de pilocarpina. No segundo protocolo, a pilocarpina (30 - 40
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mg/kg, ip) foi administrada 24 horas ap6s a administracdo do cloreto de litio
(127 mg/kg, ip). Neste protoclo, os animais (N = 7) foram pré-tratados com
metil-escopolamina como descrito anteriormente (Honchar e cols., 1983). No
terceiro protocolo, os animais (N = 4) receberam pilocarpina diretamente no
parénquima cerebral (2,4 mg/ul) por meio de uma canula guia posicionada no
hipocampo ventral com o auxilio de um atlas de estereotaxia (a partir do bregma,
em mm, AP: 4,6; ML: 4,8 e DV: 5,0) (Paxinos & Watson, 1997). Com uma seringa
tipo Hamilton com volume total de 10 pl, 1 pl de pilocarpina foi injetada, com um
fluxo de 0,5 pl/min. A agulha injetora permaneceu no local por 5 min apés o
término da injecdo para evitar o refluxo da solucao (Furtado e cols., 2002).
Finalmente, outro grupo de animais (N = 2) recebeu 12 mg/kg de acido cainico
(ip). Os animais que ndo apresentaram crises comportamentais até 60 min foram
injetados novamente com o acido cainico (5 mg/kg, ip) até a dose maxima de trés

injecoes (Ben-Ari e cols., 1984).

a :
1% crise 1% crise espontanea

% ™
| 000 | | [,
|

2 [ |3 <« > |
1 Pré Tratamento 90 min dias Fase Cronica
1 2 3
i) Metil - Escop. - 30 min. i) Pilo 320 mg/kg (ip) Diazepam 5mg/kg (im)
i) LiCl - 24 horas + Metil - Escop.- 30 min. i) Pilo 30 mg/kg (ip)
i) — iii) Pilo 2.4 mg/pl (hpc)
iv) — iv) Ac. Cainico 12mg/kg (ip)

Figura 6 — Protocolo de inducdo do estado epiléptico (SE) pela administracdo de agentes
convulsivantes (AC). No presente trabalho, utilizamos o agonista colinérgico, pilocarpina ou o
agonista glutamatérgico, acido cainico, para induzir um quadro de convulsdo sustentada. O
primeiro protocolo (i) utilizou uma alta concentracdo de pilocarpina (Turski e cols., 1983),
enquanto que no segundo protocolo (ii), a concentragdo de pilocarpina foi reduzida pelo
pré-tratamento com cloreto de litio (LiCl) (Honchar e cols., 1983). Em ambos os protocolos,
um pré-tratamento com metil-escopolamina foi utilizado para reduzir os efeitos periféricos do
colinomimético. O terceiro protocolo (iii) administrou pilocarpina diretamente no hipocampo
ventral (Furtado e cols., 2002). Nesse caso, uma canula guia foi posicionada no local 7 dias
antes da indugdo do SE. No quarto protocolo (iv), os animais foram tratados sistemicamente
com acido cainico (Ben-Ari e cols.,, 1984). Ap6s 90 minutos de SE, os animais receberam 5
mg/kg de diazepam (i.m.), como forma de reduzir a severidade do SE e a mortalidade. Apds
um periodo latente, que varia de dias a meses, as primeiras crises espontaneas sao
observadas (fase crénica do modelo). AC: agente convulsivante; LiCl: Cloreto de Litio ; SE:
estado epiléptico. A ilustragdo tem fim didatico e nao respeita as relagdes temporais entre os
eventos.
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Apés a administracdo dos farmacos, os animais foram colocados em
caixas de acrilico transparentes e seu comportamento foi observado. Iniciou-se
assim a fase aguda do protocolo, na qual os animais apresentam
comportamentos estereotipados, como hipocinesia, salivacdo, automatismos
orofaciais e clonias. As manifestacdes ictais foram classificadas de acordo com a
Escala de Racine (Racine, 1972) (Tabela 1). O SE foi considerado como a
persisténcia de crises comportamentais continuas por mais de 5 minutos
(Cavalheiro e cols., 1991; Mello e cols., 1993). Noventa minutos apds o inicio do
SE, 5 mg/kg de diazepam foi administrado por via intramuscular (im) para
reduzir a severidade do SE e diminuir a mortalidade. Os animais que entraram
em SE receberam cuidado especial, sendo hidratados oralmente com solucao de
sacarose (2%) diluida em soro fisiolégico. Para contribuir com a hidratacao,
fatias de frutas (maca) foram colocadas diariamente na caixa moradia por um

periodo de 4 dias.

Tabela 1 - Escala de Racine (Racine, 1972) que quantifica a progressdo comportamental de
crises limbicas.

Estagio Comportamento
Imobilidade
Automatismos Orofaciais
Clonia Cabeca

Clonia das patas dianteiras
Elevacao

Queda

gar s W N RO

3.4. Video monitoramento das crises espontaneas e recorrentes

Os animais que evoluiram para o SE foram mantidos em gaiolas
individuais com livre acesso a comida e a agua, sendo monitorados por cameras
individuais de video para a ocorréncia de crises espontaneas (24 h/dia) por até 6
meses. O sistema de video monitoramento consistiu de cameras de video com luz
infravermelha (VTEK) conectadas a um sistema digital de aquisi¢do de imagens
(Digital Video Recorder - DVR, Seykon Eletronics). O sistema de monitoramento

utilizou tecnologia de deteccdo de movimento para iniciar o registro (registro
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minimo de 40 s). Os videos foram analisados utilizando um programa comercial,

o Windows Media Player, reproduzido a uma velocidade de oito vezes a original.

—)(AMP —)[ADC]—) PC |—>W—> ‘\

AN
[sm <« STIM](— DAC] [L J[F

=" (Amaral e Amaral, 1995)

Figura 7 — Representacdo esquematica do sistema de registro e estimulacdo utlizados para o
implante cronico dos eletrodos. Pulsos de diferentes frequéncias e intensidades foram
gerados no computador (PC) e convertidos em um sinal analégico pela placa conversora
digital-analdgica (DAC). Esta alimenta um estimulador (STIM) que regula a intensidade do
pulso a ser aplicado, apds o sinal ser isolado opticamente pela unidade isoladora de estimulos
(SIV). Para cada pulso aplicado, um fEPSP e um PS é produzido. Esse potencial de campo local
(LFP, do inglés, local field potential) é captado por eletrodos posicionados no GD e em CA3.
Esse LFP é pré-amplificado (Pré-AMP), amplificado (AMP) e digitalizado (ADC). O sinal
registrado é visualizado no monitor e armazenado no PC por um programa escrito
especificamente para esse fim. Todas as analises foram feitas por rotinas escritas em Matlab.

3.5. Implante de eletrodos e registros eletrofisioldgicos agudos

Aproximadamente 1 més apds o SE, os animais foram implantados com
eletrodos de registro e estimulacdo nas regioes do GD e de CA3, e na via
perforante, respectivamente. Para isso, os animais receberam a administragao de
antibiético Flotril 2,5% (2ml/kg; sb), foram anestesiados com um mistura de
cetamina/xilazina (100/20 mg/kg; ip) e colocados em um aparelho
estereotdxico. A temperatura corporal foi mantida a 37 °C com o auxilio de uma
placa de aquecimento e os olhos foram cobertos com um papel umedecido em
solucdo salina. Apds incisdo longitudinal do escalpo e remo¢do do peridsteo, o
cranio foi exposto e orificios para o acesso a via perforante, GD e CA3 foram
feitos com o auxilio de uma broca de acordo com o atlas de estereotaxia (Paxinos
& Watson, 1997). Um par de eletrodos feitos de a¢o inoxidavel (60 um de
diametro, desnivelados com 500 um de distancia entre as pontas; California Fire
Wire Company) para estimulacdo foi posicionado na via perforante do

hipocampo (a partir do bregma, em mm, AP: 7,2; ML: 4,5; e DV: 2) para estimular
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as fibras aferentes do hipocampo. O potencial de campo espontdneo e evocado
foi registrado no hipocampo dorsal com eletrodos monopolares de ago
inoxidavel (60 pm de diametro; California Fire Wire Company) colocados no GD
(a partir do bregma, em mm, AP: 3,6; ML: 1,19; DV: 2,5) e na regiao de CA3 (a
partir do bregma, em mm, AP: 3,6; ML: 3,4; DV: 2). O perfil dos potenciais
evocados durante o implante dos eletrodos foi utilizado para maximizar as
respostas no eixo dorso-ventral conforme descrito anteriormente (Queiroz e

cols., 2009).

Os eletrodos de registros e estimulacdo foram inseridos em um conector
comum, e este, a um headstage preso a um dos bragos do aparato estereotaxico.
O sinal foi pré-amplificado (MAP, Plexon Inc), amplificado (A-M Systems),
filtrado entre 0,3 Hz e 5 kHz e digitalizado (12-bits, National Instruments) com
uma taxa de amostragem de 2 kHz. O sinal adquirido foi visualizado na tela de
um computador utilizando um software de aquisicao caseiro, escrito em Matlab e
paralelamente, em um osciloscopio digital (Tektronix, TDS2000B) (Figura 7). O
sistema de estimulacao foi composto por: (i) unidade isoladora de estimulo
PSIU6 (Grass Instruments); (ii) estimulador DS9A (Digitime Stimulator); (iii)
placa conversora digital analégica (National Instruments) e (iv) programa de
controle e aquisicao (Neuron, rodando em Matlab). Os estimulos consistiram de
pulsos bifasicos quadrados com duragdo de 200 ps, com diferentes intensidades.
Eletrodos de referéncia foram posicionados em parafusos transcranianos, acima
do cértex frontal / bulbo olfatério. Apds otimizar as respostas evocadas, os
eletrodos foram fixados ao cranio utilizando cimento acrilico polimerizante.

Detalhes sobre o procedimento cirurgico € ilustrado na Figura 8.

Apoés a cirurgia, os animais receberam a administracdao subcutanea (sc) de
antibiético Flotril 2,5% (2ml/kg) e a analgesia pos-cirurgica foi obtida pelo uso
de buprenorfina (0,5 - 2,5mg/kg, sc), dados imediatamente apds a cirurgia e
repetidos por até 5 dias. Terminado o procedimento, os animais retornaram para
gaiolas individuais. A temperatura corporal foi mantida a 37 °C até o fim da

anestesia (marcada pelo inicio da ambulagao).
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Figura 8 - Fotografia da preparacdo experimental durante o implante cronico dos eletrodos,
com realce importante dos equipamentos e tecnologias desenvolvidas nesta tese. (A) Visao
geral do centro cirdrgico: (i) monitor do computador, (ii) placa conversora analdgica-digital,
(iii) amplificador, (iv) osciloscopio e (v) estimulador. A direita, pode-se observar o aparelho
estereotaxico com o rato anestesiado durante o procedimento cirdrgico. Pode-se ver também
o pré-amplificador (vi) e a unidade isoladora de estimulos (vii). (B) Fotografia da cabeca do
rato durante a cirurgia estereotadxica para implante de eletrodos. Note o posicionamento
perpendicular ao cranio dos eletrodos de estimulagdo e de registro. (C) — Exemplo de uma
matriz de eletrodos (tungsténio, 50 um de diametro) utilizado em registros agudos e crénicos
do Instituto. (D) Arranjo de 2 eletrodos de aco inoxidavel, de 60 pm de diametro, utilizados na
estimulacao.

3.5.1. Registros eletrofisiologicos crénicos

Os registros comegaram aproximadamente 7 - 10 dias apds o implante
dos eletrodos. Para isso, os animais foram manipulados por trés dias
consecutivos antes dos experimentos comecarem com o objetivo de reduzir o
estresse associado a situacdo experimental. Depois desse periodo, os animais
foram mantidos em uma gaiola de acrilico (40 x 40 x 80 cm) e conectados ao
sistema de registro e estimulacao. Os equipamentos e configuracdes do sistema
de registros e estimulacdo foram os mesmos dos descritos acima, no tépico de

Implante de eletrodos e registros eletrofisiolégicos agudos.

3.6. Desenho experimental

Ap6és a habituacao, a atividade espontanea e as respostas evocadas no GD
e em CA3 foram avaliadas. Para cada animal, foram determinadas as
intensidades de estimulagdo minima e maxima, capazes de evocar uma resposta
limiar (0%) e uma resposta saturada (100%), respectivamente. As curvas de

estimulo - resposta foram construidas utilizando intensidades de corrente
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intermediarias, com os seguintes valores: 0% (limiar), 5%, 10%, 15%, 20%,
30%, 40%, 50%, 80% e 100% (saturada). Tal mensuracdo foi importante para
normalizar a intensidade de estimulagdo entre os animais durante o protocolo de
estimulacdo de baixa frequéncia. Como forma de assegurar a indugao de
plasticidade sindptica, utilizamos intensidades de 80%. Com esta intensidade,

recrutamos a maioria da populagdo neuronal ao redor do eletrodo de registro e

consequentemente, obtivemos uma resposta evocada de grande amplitude

(Figura 9).
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Figura 9 — Exemplo do potencial extracelular registrado no giro denteado apos estimulagdo
da via perforante em um animal ndo anestesiado e em livre movimento. (A) O potencial
evocado tipico é composto de pelo menos dois eventos, o potencial extracelular pos-
sinaptico (fEPSP) e o potencial de agéo coletivo (PS). A amplitude do fEPSP foi calculada como
a variacdo da amplitude entre o primeiro pico positivo e a média da amplitude dos 1,5 ms
que precederam a estimulagdo (linha verde), enquanto que a amplitude do PS foi calculada
pelo ponto médio da distancia do pico negativo para os picos positivos precedente e
subsequente (linha laranja). (B) Curvas estimulo-resposta registradas no giro denteado apos
estimulacdo da via perforante em animais cronicamente epilépticos e controles. As
intensidades minimas (0%) e maxima (100%) sdo aquelas capazes de evocar uma resposta
minimamente discernivel e uma resposta saturada, respectivamente. Note que apesar da
condicdo epiléptica ndo existe diferenca quanto a amplitude da resposta evocada Dados
expressos como média + erro padrdo. Modificado a partir de (Queiroz e cols., 2009).

O protocolo de estimulagdo de baixa frequéncia (EBF) iniciou quando os
animais apresentaram grande quantidade de crises espontaneas e frequéncia de
crises relativamente estaveis ao longo dos dias. Essa situacdo possui semelhanga
fenomenolégica com as crises de pacientes com ELT refrataria. O protocolo

experimental apresentou trés momentos especificos:
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Momento Pré-Estimulacdo (PRE): Os animais foram registrados por 6 dias
consecutivos durante os quais estimulos esporadicos foram aplicados na via
perforante com o objetivo de avaliar a excitabilidade da rede e determinar a
intensidade de estimulacdo no protocolo de EBF. O nimero de horas do registro
eletrofisiolégico analisadas neste periodo variou entre 4 e 15 horas por dia

(média de 9 + 2 h/dia).

Momento Estimulacdo de Baixa Frequéncia (EBF): Com o objetivo de

modular as oscilagdes hipocampais em animais cronicamente epilépticos
aplicamos estimulos elétricos na via perforante a uma frequéncia de 0,2 Hz,
durante 12h (8640 pulsos no total). Utilizamos pulsos quadrados bifasicos
Unicos, com duracgdo de 200 ps e intensidade de 80% (conforme descrito acima).
O tempo de registro e analise nesse momento foi de 13 horas (incluindo 30 min

antes e 30 min depois).

Momento Pos-Estimulacio (POS): Apés a EBF, o estimulo elétrico foi

desligado e os animais foram registrados por mais 10 dias consecutivos. O
numero de horas registradas e analisadas neste periodo variou entre 19 e 24

horas (média de 22 = 1 h/dia).

3.7. Analise dos dados

Todas as analises foram conduzidas utilizando rotinas especificas escritas
em Matlab (MathWorks). O registro eletrofisiolégico foi inspecionado para
quantificacdo de trés tipos de eventos: (i) os potenciais evocados; (ii) as

oscilacdes de alta frequéncia e (iii) as crises espontaneas.

3.7.1. Potencial evocado

A estimulacdo da via perforante ativa os neur6nios granulares do GD de
maneira sincrona, produzindo uma despolarizacdo caracteristica (fEPSP, do
inglés, field Extracellular Postsynaptic Potential) que, a partir de uma certa
intensidade, resulta em um potencial de agdo coletivo (PS, do inglés, Population

Spike) bem definido. Ambos os eventos podem ser interpretados como medidas
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de excitabilidade neuronal. Quando registrado por um eletrodo posicionado no
hilo do GD, o fEPSP apresenta-se como uma deflexdo positiva, com durac¢do de 8
a 15 ms, e amplitude dependente da intensidade de estimula¢do. Caso essa
estimulacao produza uma despolarizacao acima do limiar de disparo, um
potencial de acdo coletivo serd produzido. No potencial de campo, esse PS
apresenta-se como uma deflexdo negativa, geralmente na fase ascendente do
fEPSP, com duracdo entre 2 e 5 ms. As amplitudes de ambos os eventos foram

calculadas conforme ilustrado na Figura 9.

3.7.2. Oscilagbes de alta frequéncia

Apenas animais com epilepsia apresentaram oscilacdes de alta frequéncia
nas regioes do GD e de CA3. Essas oscilagdes ocorreram exclusivamente durante
uma onda aguda (espicula) interictal (Figura 10). Animais controle nao

apresentaram nenhum dos dois eventos acima citados.

Inicialmente o registro foi pré-processado, com a identificacio dos
periodos de ocorréncia das ondas agudas interictais associadas as oscilagdes de
alta frequéncia como forma de restringir as analises a um evento consistente, de
perfil eletrografico bem definido. Essa etapa teve o objetivo de reduzir o tempo
de analise computacional e garantir baixa incidéncia de eventos falsos-positivos.
Os critérios de inclusdao dos trechos de interesse foram: (i) ocorréncia de
espiculas interictais por pelo menos 30 s (presenca minima de 8 eventos;
intervalo inter-espicula de aproximadamente 4 s); (ii) amplitude da espicula
interictal pelo menos 3 x a amplitude da atividade basal; (iii) presenca de
oscilagdes de alta frequéncia no ponto de maior positividade da onda aguda

interictal e (iv) co-ocorréncia nos eletrodos posicionados no GD e em CA3.

Apés a pré-selecio dos trechos, os registros foram filtrados para
frequéncias abaixo de 40 Hz utilizando um filtro de resposta finita linear (FIR)
por meio da funcdo eegfilt. Esse filtro, parte do toolbox EEGLAB, filtra o sinal em
ambas as direc¢oes, evitando atrasos ou avancos de fase. Para as oscilagdes de alta
frequéncia, utilizamos o mesmo processo, entretanto, filtrando o sinal entre 150

e 800 Hz. Ondas agudas interictais com amplitude acima de 3 desvios-padrao
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(considerando todo o tragado) foram identificadas. O pico positivo de cada onda
aguda interictal foi utilizado como etiqueta temporal (do inglés, time stamp) nas
analises subsequentes. As duracdes das ondas agudas interictais e das oscilagdes
de alta frequéncia foram calculadas como o intervalo de tempo entre os
cruzamentos ascendentes e descendentes do registro com um valor limiar
(Figura 10). Para as ondas agudas interictais, o limiar foi calculado como sendo a
média + 3 desvios-padrao do sinal filtrado abaixo de 40 Hz. Para as oscilagdes de
alta frequéncia, o limiar foi calculado como sendo a média + 3 desvios-padrao da
poténcia instantanea do sinal entre 150 e 800 Hz. A poténcia instantanea foi
calculada utilizando a transformada de Hilbert (funcao hilbert, Signal Processing

Toolbox, Matlab).

/ Sinal bruto
Inicio
e
Filtro passa baixo | 500 pv
Limiar
M’M 100 ms
Término o

Filtro passa alto
—————————————— Limiar

100 ms

Figura 10 - Exemplo representativo de espicula (onda aguda) interictal (ISW, do inglés,
interictal sharp wave) associada com a oscilacdo de alta frequéncia (OAF). (A) Para a
quantificagdo da duracdo da ISW o sinal foi filtrado para baixas frequéncias (< 40 Hz) e um
limiar de 3 desvios-padrao (linha azul) foi estabelecido. O cruzamento do limiar demarcou os
momentos de inicio e fim do evento, cuja duracdo foi calculada a partir da diferenca entre
esses dois pontos. (B) Para a quantificacdo da duracdo da OAF, o sinal foi filtrado entre (150 e
800 Hz) e o envelope de poténcia calculado utilizando a transformada de Hilbert. Como em A,
o cruzamento do limiar (3 desvios-padrdao) demarcou os momentos de inicio e fim do evento,
sendo a duracéo calculada a partir da diferenca entre esses dois pontos.
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Para evitar a inclusdo de falsos-positivos, decorrentes de artefatos de
movimento ou filtro, os eventos pré-selecionados foram validados por inspecdo
visual do espectrograma (funcao spectrogram; 50% de sobreposicao, em janelas
tipo Hanning de 50 ms de duracgdo). Para as analises estatisticas (ver abaixo) o
espectro de poténcia das oscilagdes de alta frequéncia foi calculado por meio da
funcdo pwelch (50% de sobreposicao, em janelas tipo Hanning de 100 ms de
duracdo), aplicado a 600 ms do registro filtrado para altas frequéncias (centrado
no pico da espicula interictal), tanto para registros do GD como para registros de
CA3. Trés parametros foram utilizados para quantificar a dinamica espectral a
partir do espectro de poténcia normalizado (Figura 11): (i) a entropia do
espectro, (ii) o indice de oscilacdo de alta frequéncia e (iii) o modo espectral,
conforme (Ibarz e cols., 2010). A entropia mede a desorganizacao / dispersao

espectral e pode ser calculada por meio da férmula

-2ep(f) log2(p(f)

onde p(f) é a poténcia normalizada entre 150 - 800 Hz em cada frequéncia
f. Por definicdo, a entropia ndo depende da frequéncia e é maxima para ruidos
branco ou rosa (Figura 11B). O segundo parametro, o indice de oscilacdo de alta
frequéncia (pOAFi) quantifica a propor¢ao do espectro na faixa superior das
oscilacdes de alta frequéncia (380 - 720 Hz). O indice é calculado por meio da
razdo entre as poténcias na faixa de 380 - 720 Hz e 150 - 720 Hz (Figura 11C).
Seu valor varia de 0 a 1, sendo que valores préximos a 1 indicam oscilagdes
predominantes acima de 380 Hz. Finalmente, o terceiro parametro, o modo

espectral, refere-se a frequéncia de maior poténcia no espectro (Figura 11D).

A quantificacao das crises espontaneas foi feita por inspec¢do visual de
dois tipos qualitativamente distintos de registro. O monitoramento por video
utilizou a expressdo comportamental das crises, sendo o inicio da crise
determinado pela ocorréncia de clonias orofaciais e o fim caracterizada por
imobilidade, acompanhada ou ndo de chacoalhada corporal (wet-dog shakes). O
inicio e o fim das crises eletrograficas foram caracterizados pela primeira
espicula que precedeu a atividade paroxistica, ou seja, atividade eletrografica de
grande amplitude e frequéncia, e a depressao gradual da amplitude do sinal,

geralmente acompanhada de disparos em salva. Em ambos os casos, a duracdo
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das crises foi calculada como o tempo entre o inicio e o fim. Considerando a
diferenca entre os tempos de amostragem ao longo dos dias de registro, a

frequéncia de crises espontaneas foi normalizada (crises/ hora).

S p(f) df
E=- pr( f) |ng( P( f) ) pOAF,= 720—fdf modSpeCt = fmaX p(f)
S p(f)
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Figura 11 — Representacdo esquematica dos trés principais parametros extraidos do espectro
de poténcia utilizadas na quantificacdo das oscilagcbes de alta frequéncia (A) Exemplo de dois
registros distintos, um contendo um envelope de oscilacdes de alta frequéncia e ruido (verde)
e outro contendo apenas ruido (vermelho). O par de tragados abaixo é uma expansdo do
trecho demarcado acima. (B) A entropia quantifica o grau de desorganizagdo espectral. Os
valores sdo maximos para registros sem oscila¢gdes definidas. Note que a entropia (ver valores
no grafico) do ruido (vermelho) é maior quando comparada com o sinal contendo uma
oscilagdo (verde). (C) O indice de oscilacdo de alta frequéncia (pOAFi) quantifica a proporgdo
do espectro nas faixas de frequéncia das oscilacdes de alta frequéncia (de 380 — 720 Hz). Seu
valor varia de 0 a 1 e indices altos indicam maior prevaléncia de oscilacdes acima de 380 Hz.
(D) O modo espectral representa a frequéncia de maior poténcia no espectro. Observe que o
registro em verde apresenta modo espectral de 280 Hz, enquanto que o registro em
vermelho apresenta modo espectral de 673 Hz. A formula matematica utilizada em cada um
dos métodos esta descrita acima dos graficos em B-D. Método adaptado a partir de (Ibarz e
cols., 2010).

3.8. Analise estatistica

Apenas os animais cronicamente epilépticos, com crises espontaneas,
foram considerados para analise. Os parametros de entropia, indice de oscilagao
de alta frequéncia e modo espectral foram promediados em cada um dos
momentos experimentais (antes, durante e depois da estimulacao) e comparados
utilizando analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste t de
Student, quando necessario. Os dados foram expressos como média *+ desvio-
padrdo (para eventos, n) ou média + erro-padrao (para grupo, N). Valores de

significancia abaixo de 5% (p<0,05) foram utilizados para refutar a hip6tese Ho.
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3.9. Perfusdo e analise histoldgica

Apébs o término dos experimentos, os animais foram profundamente
anestesiados com tiopental (Cristalia) na dose de 60 mg/kg e perfundidos. A
perfusdo consistiu na injecdo de 0,1 pl de heparina no ventriculo esquerdo,
seguido por 300 ml de salina (NaCl 0,9%) e 300 ml de paraformaldeido 4% (PFA
4%). Apo6s a perfusdo, os encéfalos foram removidos e colocados em solucdo
crioprotetora (sacarose 30%) por cerca de trés dias. Em seguida, os cérebros
foram congelados e colocados em um meio de inclusao (TissueTek®) e fatiados
em secgoes coronais de 60 um de espessura com um criostato (Microm, HM550).
Os cortes foram montados sobre laminas previamente silanizadas (Amitel,
Brasil), coradas com Nissl (cresil-violeta), visualizadas e fotografadas com o
auxilio de um microscépio éptico (NIKON, H600L) como o objetivo de verificar o

posicionamento dos eletrodos e lesdes macroscoépicas.
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4. Resultados
4.1. Modelo experimental de Epilepsia do Lobo Temporal

A administracao de pilocarpina, em todos os protocolos utilizados,
resultou em crises comportamentais bem caracterizadas, com progressiva
severidade até o estabelecimento do SE. As alteracdes pré-ictais foram
observadas a partir de 1 - 5 min ap6s a administracao e consistiram em acinesia,
piloerecdo, tremor, automatismos orofaciais e chacoalhadas corporais (wet-dog
shakes). Essas altera¢des progrediram para crises limbicas e SE em 82% dos
animais (N = 14; 3 protocolos). O grupo que recebeu a pilocarpina intra-
hipocampal apresentou laténcia menor para o aparecimento da primeira crise
quando comparado com o0s grupos que receberam a pilocarpina sistémica,
associada ou ndo ao cloreto de litio (14 * 2 min, 26 + 12 min e 30 * 4 min,
respectivamente; p<0,05). A laténcia para o SE também foi menor para a via de
administracao intra-hipocampal quando comparada a via sistémica, associada ou
ndo ao cloreto de litio (23 £ 1 min, 39 + 13 min e 41 * 9 min, respectivamente;
p<0,05). Os animais tratados com acido cainico (N = 2) também apresentaram
crises limbicas e SE, entretanto com uma laténcia superior (44 + 11 min e 72 +

25 min, respectivamente).

Tabela 2 — Laténcia para a primeira crise e SE nos diferentes modelos de ELT.

Laténcia (min) Ocorréncia
Agente convulsivante Via Dose 1a crise SE SE
Pilocarpina i.p. 320 mg/kg 26+12 39+13 5/6 (83%)
30 k
Pilocarpina e Litio i.p. 30 me/ke 30+4 41+9 5/7(71%)
+ LiCl 127mg/kg

*
Pilocarpina intra-hpc 2.4mg/ul 14+2 23+1 4 /4 (100%)

- L . pAY
Acido cainico i.p. 12 mg/kg 44 + 11 7225 2 /2 (100%)

* e % p<0,05 em comparagdo com os demais grupos. Dados expressos como média + erro-padro. i.p.:
intraperitoneal e intra-hpc: intra-hipocampal.
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Apesar de todos os animais que entraram em SE terem recebido um dose
de diazepam (5 mg/kg, im) como forma de atenuar o insulto, muitos animais
vieram a oObtido. A Figura 12 mostra a funcdo de distribuicdo acumulada da
mortalidade na primeiras 40 horas apo6s o inicio do SE para os diferentes

protocolos utilizados.
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Figura 12 - Distribuicdo cumulativa (CDF) da probabilidade de obito dos animais que
evoluiram para o estado epiléptico (SE) de acordo com os protocolos utilizados. Note que a
administracdo sistémica da pilocarpina (Pilo) apresenta alta mortalidade, quer quando
administrada isoladamente (vermelho) ou quando administrada associada ao cloreto de litio
(LiCl; azul). A administragcdo intra-hipocampal de pilocarpina, bem como a administracao
sistémica de acido cainico (KA) tiveram baixa mortalidade.

Os animais que receberam acido cainico foram aqueles que apresentaram
maior taxa de sobrevida ap6s o SE (100%). Diante disso, os animais deste grupo
experimental foram os utilizados nos registros eletrofisioldgicos descritos a

seguir.

4.2. Atividade epileptiforme no hipocampo epiléptico

Animais cronicamente epilépticos e controles foram registrados de
maneira intermitente durante 8 meses apés o SE para quantificagdo de crises e
oscilagdes de alta frequéncia. Animais controle (i.e., que ndo receberam qualquer
administracdo de agentes convulsivantes) nao apresentaram crises ou qualquer

outra atividade epileptiforme em nenhum momento do registro (Figura 13A).
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Por outro lado, animais epilépticos (modelo do acido cainico) apresentaram
atividade epilepforme, como espiculas interictais (Figura 13B) e crises

espontaneas (Figura 13D e E). Importante mencionar que observamos diferentes
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Figura 13 - Registros eletrofisiolégicos de animais controle e epiléptico. (A) Potencial de
campo local (LFP) obtido por um eletrodo posicionado no hipocampo dorsal de um animal
controle. (B) LFP de um animal cronicamente epiléptico durante um periodo de imobilidade /
sono de ondas lentas, com presenca de espiculas interictais (setas mostram apenas os 4
primeiros eventos). (C) LFP de um animal (diferente de B) cronicamente epiléptico, durante
sono paradoxal. Note a presenca de oscilacbes de teta (6 - 9 Hz; linha sobre o tracado) e
completa auséncia de espiculas interictais. (D) LFP de um animal cronicamente epiléptico
mostrando uma crise espontanea, 2 meses apos o SE, com duragdo aproximada de 28
segundos. (E) LFP de um animal cronicamente epiléptico mostrando outro exemplo de crise
(outro animal), com duracdo aproximada de 52 segundos. A duracdo da crise é representada
em D e E por asteriscos e linhas pontilhadas. Note a diferenca na escala de tempo entre os
tracados. GD-hil: eletrodo posicionado no hilo do giro denteado. GD-mol: eletrodo
posicionado na camada molecular do giro denteado. CA3-pyr: eletrodo posicionado préximo
a camada piramidal de CA3.
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tipos de espiculas interictais (ver abaixo), e sua ocorréncia dependia
significativamente dos estados comportamentais e das oscilacdes espontaneas
do encéfalo. O exemplo mais interessante é ilustrado na Figura 13C, onde o sono
paradoxal, caracterizado por oscilacdes entre 4 e 12 Hz (ritmo teta) no
hipocampo dorsal suprime completamente as espiculas interictais. Importante
notar que a ocorréncia de espiculas interictais foi observada de maneira mais
abundante durante a ocorréncia de ritmos lentos, como o mostrado na Figura
13B. Nos animais com crises espontaneas (N = 2), observamos que a frequéncia
de crises nos primeiros meses pés-SE é bastante variada. Por esse motivo,
aplicamos o protocolo de estimulacao quando a frequéncia de crises ficou mais
estavel. Isso aconteceu aproximadamente 6 meses apés o SE, em apenas 1

animal. Os resultados descritos abaixo se referem a esse animal.

4.3. Espiculas interictais e oscilagdes de alta frequéncia

Espiculas interictais e crises espontaneas sdo os principais marcadores da
condicdo epiléptica. Os registros cronicos realizados em animais epilépticos
mostram que as espiculas interictais apresentam grande variabilidade, tanto de
amplitude, como também em duracgao e forma. Um tipo de espicula interictal, que
denominamos aqui de onda aguda interictal (ISW, do inglés, interictal sharp
wave), nos chamou a atengdo por apresentar em seu ponto de maior positividade
uma oscilacdo de alta frequéncia (Figura 14). Denominamos esse caracteristico
evento eletrofisioldgico de complexo onda aguda interictal associado a oscilagdo
de alta frequéncia (ISW-0OAF). O ISW-OAF ¢é de facil identificacdo e foi observado
em registros obtidos a partir de eletrodos posicionados tanto no GD como em
CA3. Sao eventos transientes, de alta amplitude, peridédicos e caracteristicos de
momentos em que o animal ndo estd engajado em nenhuma tarefa
comportamental especifica (como explorar, comer, beber, se limpar, entre
outras). Assim, observamos periodos de ISW-OAF mais frequentemente durante
o sono de ondas lentas e periodos de imobilidade. Nas 291,3 horas de registro
(17 = 7 h/dia; faixa 4,2 - 24 h / dia), identificamos 65 trechos com ISW-OAF
(duragdo média de 5,1 * 2,2 min), representando 1,91% do tempo total de

registro. A periodicidade das ISW-OAF é outra caracteristica interessante, pois
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observamos que o intervalo é pouco variavel, sendo de aproximadamente 5 s.
Todas as analises das OAF descritas a seguir se referem as obtidas durante o

ISW.
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Figura 14 - Registro interictal de um animal cronicamente epiléptico. (A) Atividade interictal
periddica caracterizada por espiculas (ondas agudas) periddicas de alta amplitude (ISW)
associadas a oscilacdes de alta frequéncia (ISW-OAF). O retangulo tracejado indica o trecho
do tragado que estd expandido na letra B. (B) As espiculas interictais com OAF ocorrem
durante periodos de imobilidade / sono de ondas lentas. A frequéncia de recorréncia da
ISW/OAF é de 0,2 Hz (i.e, um evento a cada 5 s). (C) Destaque para as oscila¢cdes de alta
frequéncia patoldgicas que ocorrem no pico da ISW tanto nos eletrodos posicionado no giro
denteado, como no CA3. Todas as quantificagdes dos OAF foram realizadas nesse tipo de
evento epileptiforme. Importante notar que as espiculas interictais mostradas na Figura 13B
(setas) se distinguem dessas por ndo apresentarem OAF.

Ainda que o mecanismo gerador das OAF seja desconhecido, acredita-se
que essas oscilacdes sejam produzidas por pequenos grupos de neurdnios,
restritos a uma regido circunscrita do encéfalo. Conforme ilustrado na Figura
14C, as OAF foram registradas por eletrodos posicionados tanto no GD como em
CA3. Assim, procuramos determinar se o registro captado em ambos os canais se
referiam a um Unico evento propagado por conducdo de volume, ou se refletiam
oscilagdes de dois (ou mais) grupos neuronais ocorrendo no mesmo momento
do tempo. Para isso, calculamos a correlacao cruzada (fungdo xcorr no Matlab,
Signal Processing Toolbox) entre ambos os registros, tanto para a ISW como para

a OAF (Figura 15). Para o registro ndo filtrado, a correlacao cruzada mostra que a
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ISW ocorre primeiro no GD (Figura 15A). O atraso entre a onda aguda em ambas
as regioes é de aproximadamente 15 ms (inset no grafico da direita da Figura
15A). Para o sinal filtrado para frequéncias altas (Figura 15B), a correlacdo
cruzada mostra que as OAFs sdo sincronas em ambas as estruturas, com atraso
préximo a zero (inset no grafico da direita da Figura 15B). Entretanto, o
potencial de campo filtrado sobreposto mostra que a amplitude varia
diferentemente em ambos. Enquanto que no GD a amplitude tende a crescer na

metade final da OAF, a amplitude em CA3 tende a diminuir ap6s a metade da

oscilacao.
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Figura 15 — Correlacdo cruzada entre os registros do giro denteado e de CA3. (A) Exemplo do
LFP bruto registrado no giro denteado (azul) e em CA3 (vermelho) (esquerda) e a média da
correlacdo cruzada. O gréafico de barras inserido mostra o atraso (lag) entre os sinais (n=65
eventos pré-estimulagdo; giro denteado liderando). (B) Exemplo do LFP filtrado para
oscilagdes de alta frequéncia (150 — 800 Hz), como em A. Nesse caso, a correlacdo cruzada
(direita) mostra que os eventos estdo correlacionados, com atraso proximo a zero (gréafico de
barras), apesar de estarem fora de fase. Note ainda que a amplitude da oscilagdo de alta
frequéncia registrada com o eletrodo posicionado no GD aumenta ao longo dos ciclos,
enquanto que a registrada em CA3 diminui.

Com o objetivo de avaliar essa dinamica de maneira mais detalhada,
calculamos o espectrograma as OAF. A analise do espectrograma permite avaliar
a dindmica da frequéncia no dominio temporal. Como exposto na Figura 16A,
para a regido do GD, as oscilagdes de alta frequéncia iniciam com frequéncias
entre 100 e 200 Hz e depois aceleram, atingindo um pico de alta energia entre

200 e 300 Hz. Para a regiao de CA3 (16B) as oscilacdes atingem frequéncias mais
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altas quando comparado com o GD. Esta estrutura apresenta dois pontos de alta
anergia no espectrograma, um entre 200 e 320 Hz e outro entre 450 e 600 Hz. A
frequéncia das oscilagdes diminui ao longo dos ciclos, tanto para o GD como para
o CA3.

Giro Denteado

a (mv2)

Poténcia

Frequéncia (Hz)
Poténcia (mV2
Frequéncia (Hz)

0
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
Tempo (ms) Tempo (ms)

Figura 16 — Dinamica das oscilacbes de alta frequéncia patoldgicas registradas por eletrodos
posicionados no giro denteado e em CA3. (A) Espectrograma médio (n = 65 eventos) da
pOAF no giro denteado no periodo pré-estimulagdo. Como referéncia, o LFP bruto e filtrado
(80 — 800 Hz) é mostrado em branco. (B) O mesmo que em A, para o CA3. Note que a
frequéncia das oscilagdes diminui ao longo dos ciclos, tanto para o giro denteado como para
o CA3. Nesta regido existem dois picos no espectrograma um entre 200 e 320 Hz e outro
entre 450 e 600 Hz.

Apés analisar as caracteristicas espectrais das ISW-OAF e das oscilacdes
de alta frequéncia, analisamos a influéncia da estimulagdo de baixa frequéncia da

excitabilidade neuronal.

4.4. Estimulacao elétrica de baixa frequéncia e reducao de excitabilidade

A evolugdo temporal da amplitude do fEPSP e do PS da regido do GD
durante a aplicagdo da EBF por 12 horas é uma forma de mensurar a
excitabilidade neuronal dessa rede. E como exposto na Figura 17, observamos

que o protocolo de EBF influenciou a excitabilidade neuronal dessa rede. Houve
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diminuicdo progressiva da amplitude do PS em 45% (amplitude média da
primeira e da ultima hora de estimulagdo: 7,3 + 3,0 mV e 4,1 £ 1,5 mV,
respectivamente; p<0,05; teste t) e ndo houve modificagdo na amplitude do

fEPSP, que se manteve constante durante todo o protocolo.

o fEPSP

A Via Perforante (Cértex Entorrinal) ---> Giro Denteado (Hipocampo) - ps B - fEPSP PS

25 : :
Sl 1 20
=20 %
& 45 15
o
2 |4
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5[ 5

0 0
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Figura 17 — Evolucdo temporal das amplitudes do potencial de campo evocado apds
estimulacdo de baixa frequéncia (0,2 Hz) da via perforante e registrado no giro denteado do
hipocampo dorsal. Note que a amplitude do potencial extracelular pos-sinaptico (fEPSP) se
mantém constante ao longo das horas (circulo preto), enquanto que a amplitude do potencial
de acdo coletivo (PS) diminui progressivamente (quadrado vermelho).Tal protocolo reduziu
significativamente a excitabilidade no giro denteado (amplitude média da primeira e da
Ultima hora: 7 £+ 1 mV vs. 4 £ 1 mV; p<0,05; teste t de Student).

Este resultado demonstra que houve modula¢do da rede neuronal apds a
EBF, com redugdo da excitabilidade neuronal. Entretanto, a relacdo e a influéncia

da estimulacao elétrica sobre as oscilagdes sdo desconhecidas.

4.5. Modulagdo das oscilagdes de alta frequéncia por estimulagdo cerebral

elétrica de baixa frequéncia

Com o objetivo de caracterizar os eventos selecionados durante o
protocolo de estimulacao, a duracdo da ISW-OAF e das pOAF foi mensurada
(Figura 18). Durante a EBF, houve diminuicdao da duracdao de ambos os eventos.
A duracao da ISW-OAF passou de 72,8 + 9,0 ms para 68,0 + 6,4 ms e a duragao
das pOAF passou de 64,6 + 9,3 ms para 54,9 + 6,9 ms. Ap6s o término do
protocolo, a duragdo aumentou para ambos os eventos: 82,3 + 13,8 ms para a

onda aguda interictal e 70,5 + 11,5 para a pOAF (p<0,05; teste t).
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Figura 18 — Duracdo das ondas agudas interictais (ISW-OAF) (A) e das oscilacdes de alta
frequéncia patoldgicas (B) detectadas na regido do giro denteado antes, durante e apds a
estimulacdo de baixa frequéncia prolongada. Note que a duracdo dos eventos diminuiu e
aumentou durante e apés a aplicagdo dos estimulos, respectivamente. Dados expressos como
média + desvio padrdo. Pré (azul,n = 185 eventos); EBF (vermelho, n = 18 eventos); Pds
estimulacdo (preto, n = 618 eventos). *p<0,05; teste t de Student.

Apés isso, as caracteristicas espectrais das OAF foram mensuradas. A
partir da andlise de trés parametros principais: entropia, indice de oscilacdo de
alta frequéncia e modo espectral durante os trés momentos do protocolo foi
possivel avaliar o efeitos da estimulacao cerebral sobre a dinamica das OAF. O
nivel de organizacdo espectral foi mensurado a partir da entropia. (Figura 19).
Antes do protocolo, estes valores eram 3,7 + 0,3 para o GD e 3,7 £ 0,2 para a
regidao de CA3. Durante o protocolo, houve reducao significativa em ambas as
regides: 3,5 + 0,2 para o GD e 3,3 + 0,2 para CA3. Depois do protocolo, a entropia
para o GD apresentou tendéncia para aumento, mas seu valor permaneceu
inferior ao da situacdo basal: 3,6 * 0,3. J& para a regido de CA3, o valor da
entropia aumentou depois do protocolo, mas também permaneceu inferior ao da

situacdo basal: 3,5 + 0,2 (p<0,05; teste t).
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Figura 19 — Distribuicdo dos valores de entropia antes, durante e depois da aplicagdo do
protocolo de estimulacdo elétrica de baixa frequéncia na via perforante no (A) giro denteado
e (B) CA3. Dados expressos como média = desvio padrdo. Pré (azul, n = 185 eventos); EBF
(vermelho, n = 18 eventos); Pés estimulagdo (preto, n = 618 eventos). *p<0,05; teste t de
Student.

Com o objetivo de quantificar a propor¢dao do espectro nas faixas de
frequéncia das OAF (de 380 - 720 Hz), foi mensurado o indice de oscilacao de
alta frequéncia (Figura 20). Antes do protocolo, os valores obtidos para a regidao
do GD foram 0,20 + 0,10 e 0,24 * 0,07 para a regiao de CA3. Durante a EBF,
ambas as regides apresentaram reducao neste valor: 0,16 + 0,06 parao GD e 0,18
+ 0,05 para CA3. Apos o protocolo, os valores permaneceram menores do que o
da situagdo basal: 0,15 * 0,07 para o GD e 0,16 + 0,07 para a regido de CA3
(p<0,05; teste t).
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Figura 20 - Distribuicdo dos valores do indice de oscilacdo de alta frequéncia patoldgica
antes, durante e depois da aplicacdo do protocolo de estimulagdo elétrica de baixa frequéncia
na via perforante no (A) giro denteado e (B) CA3. Dados expressos como média + desvio
padrao. Pré (azul, n = 185 eventos); EBF (vermelho, n = 18 eventos); Pés estimulacdo (preto, n
= 618 eventos). *p<0,05; teste t de Student.

Apos isto, a frequéncia de maior poténcia no espectro foi mensurada por
meio do modo espectral (Figura 21). Antes do protocolo, as duas regides
apresentaram valores altos: 237,5 + 15,8 Hz para o GD e 248,0 + 15,3 Hz para a
regido de CA3. Durante a EBF, este parametro comportou-se de maneira
diferente entre as duas regides, apresentou tendéncia para aumento na regido do
GD: 240,5 * 7,6 Hz e tendéncia para reducao na regidao de CA3: 242,2 + 8,0 Hz.
Ap0és o protocolo, a frequéncia de maior poténcia diminuiu, atingindo o valor de
228,7 + 15,2 Hz para o GD, que também permaneceu inferior ao da situacao
basal. Para a regido de CA3, este valor permaneceu inferior ao da situagdo pré-

estimulacao: 239,9 £ 15,8. (p<0,05; teste t).
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Figura 21 - Distribuicdo dos valores do modo espectral antes, durante e apds a aplicacdo do
protocolo de estimulacdo elétrica de baixa frequéncia na via perforante no (A) giro denteado
e (B) CA3. Dados expressos como média + desvio padrdo. Pré (azul, n = 185 eventos); EBF
(vermelho, n = 18 eventos); Pés estimulacdo (preto, n = 618 eventos). *p<0,05; teste t de
Student.

Assim, os resultados obtidos nesta sessdao foram bastante promissores.
Houve interferéncia positiva da EBF sobre a organizacado espectral das oscilagcdes
de alta frequéncia nos canais registrados. Houve reducao de todos os parametros

mensurados quando comparando os periodos “pré” e “p6s” estimulacdo. Diante

disso, buscou-se analisar as consequéncias de tais achados para as crises

espontaneas.

4.6. Consequéncias para as crises espontaneas

A andlise eletrofisiologica foi realizada durante 17 dias, totalizando 291,3

horas de registro. Durante este periodo, foram computadas 325 crises. Destas, 93
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Figura 22 — Frequéncia das crises espontaneas antes, durante e depois do protocolo de
estimulacdo elétrica de baixa frequéncia. (A) Numero de horas de registro eletrofisiolégico
analisadas por dia. No total, foram analisadas 291,3 horas. Dia 0: dia da estimulacdo. (B)
Evolugdo da frequéncia e (D) duracdo média de crises ao longo dos dias experimentais. Note
que a frequéncia de crises diminui durante a estimulacdo elétrica de baixa frequéncia e que
esse efeito persiste apos o término da estimulacdo. (C) Curiosamente, a duragdo média das
crises aumenta apds o término da estimulagdo elétrica (E). Dados expressos como média +
desvio padrao. *p<0,05; teste t de Student.

aconteceram antes do protocolo de estimulacao, 4 durante a estimulacdo e 228
crises depois do protocolo. Em decorréncia da variabilidade do niimero de horas

analisadas por dia (Figura 22A), a frequéncia de crise foi normalizada.

O protocolo de EBF empregado foi eficaz em reduzir a frequéncia de
crises. Antes do protocolo, a média de crises por hora era de 1,8 + 0,4 e depois da
estimulacdo, a frequéncia de crises reduziu para 1,0 * 0,3 crises/hora.

Importante notar que esse efeito persistiu apds o término da estimulacado (Figura

22Be ().
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Curiosamente, observamos um aumento na duracdo média das crises
espontaneas apos o término do protocolo de EBF. A duracdo média das crises
passou de 39,7 = 6,0 segundos para 51,6 + 12,5 segundos (Figura 22D e E).
Diante do exposto, observamos que a EBF influenciou as crises espontaneas,
promovendo reducdo na frequéncia de crises por hora e aumento na sua duracao

média.
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5. Discussao

O trabalho apresentado nessa disserta¢do teve como objetivo interferir
com a dindmica das oscilagbes hipocampais patoldgicas em animais
cronicamente epilépticos. Para isso utilizamos a estimulacdo elétrica
intracerebral, aplicada a uma baixa frequéncia durante um longo periodo, como
forma de reduzir a excitabilidade da principal aferéncia hipocampal.
Paralelamente, avaliamos as consequéncias sobre as crises espontdneas. De
maneira resumida, os resultados obtidos foram: (i) o modelo de epilepsia do lobo
temporal induzido pelo acido cainico mostrou-se mais eficaz do que o da
pilocarpina, dada a menor mortalidade; (ii) animais cronicamente epilépticos
apresentaram oscilagdes de alta frequéncia patoldgicas no giro denteado e em
CA3, sendo que essas oscilacdes ndo foram detectadas em animais controle (nao
epilépticos); (iii) a estimulacgdo elétrica intracerebral de baixa frequéncia reduziu
a excitabilidade hipocampal, além de alterar a dindmica espectral das oscila¢bes
de alta frequéncia patolégicas; e (iv) ambos os eventos foram acompanhados por
uma reducdo na frequéncia e um aumento na duracao das crises espontaneas.
Abaixo, discutimos esses resultados com o auxilio da literatura cientifica da area
de epilepsia, plasticidade sindptica, oscilacbes de alta frequéncia e

neuromodulacao.

5.1. Epilepsia do Lobo Temporal: em busca de um bom modelo experimental

A descoberta de que a administracio de que alguns agentes
convulsivantes produzem uma crise sustentada, e que esta resulta em crises
espontaneas e recorrentes depois de alguns dias, mudou completamente nossa
compreensao a respeito das epilepsias. O estabelecimento desses modelos é
complexo e depende de varios fatores, como a titulagdo da droga conforme o
peso do animal, a duragdo do SE (sendo atenuado ou ndo com agonistas
GABAérgicos), as condi¢des de saude do animal e sanitarias do biotério que ele
se encontra, bem como dos cuidados tomados pelos pesquisadores durante o
estabelecimento do modelo. Nesse trabalho confirmamos achados prévios ao
mostrar que a intensa ativacao colinérgica, com subsequente participacao do

sistema glutamatérgico, produz crises comportamentais de caracteristicas
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compativeis com ativacao limbica (Turski e cols., 1986; Cavalheiro e cols., 1991;
Mello e cols., 1993). Entretanto, a mortalidade encontrada em nosso trabalho
superou significativamente a descrita na literatura. Depois de 40 horas do inicio
do SE, a mortalidade de nossos animais chegou a 80% (Figura 12). Nos primeiros
trabalhos com o modelo, Turski e colaboradores reportaram uma mortalidade de
14% (Turski e cols., 1986). Nos muitos estudos subsequentes, os valores variam
entre 38% (Bortel e cols., 2010) e 50% (Glien e cols., 2001). A utiliza¢cdo de uma
dose de diazepam (5 mg/kg) 90 minutos ap6s o inicio do SE ndo foi suficiente
para reduzir a mortalidade em nosso estudo (Bortel e cols., 2010). Outro fator
importante para a sobrevivéncia dos animais é a atenuacdo da ativacdo
autondémica, em especial a parassimpatica, apés a administracao de pilocarpina.
O uso prévio de metil - escopolamina ndo foi suficiente para evitar a alta
mortalidade no nosso estudo. Por isso, resolvemos utilizar uma variacao do
modelo, na qual a dose de pilocarpina é significativamente reduzida pela

administracdo prévia de cloreto de litio.

O cloreto de litio exerce agdo modulatoria sobre a atividade colinérgica, e
quando associado com a pilocarpina em baixas doses, induz a convulsdes que
evoluem para o SE (Honchar e cols., 1983; Druga e cols., 2003; Gao e cols., 2007;
Ekstrand e cols., 2011). Quando a associacao com litio foi proposta, acreditava-se
que a mortalidade seria menor, sem entretanto, interferir com a porcentagem de
animas que evoluiriam para o SE (Clifford e cols., 1987; Rigoulot e cols., 2003).
Isso ndo foi observado em nossos experimentos. Nossa mortalidade com litio e
pilocarpina foi de 100%, conforme mostrado por outros (Glien e cols., 2001).
Nesse trabalho a mortalidade foi de 100% para animais com SE com mais de 4
horas de duragdo. Para aqueles experimentando SE de até 90 minutos, a
mortalidade foi de 45%. Esses achados sugerem que a mortalidade no modelo da

pilocarpina sistémica é dependente da duragdo do SE.

Quando administrada por via intra-hipocampal, a pilocarpina mostrou-se
de fato com alta eficiéncia na indu¢do do SE e com baixa mortalidade. A laténcia
para a primeira crise comportamental e para o desenvolvimento do SE nesses
animais foi menor, consistente com os dados da literatura (Tabela 2) (Furtado e

cols., 2002; Furtado e cols.,, 2011). Entretanto, a realizacdo de uma segunda
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cirurgia esterotaxica para posicionamento da matriz de eletrodos prejudicou a
qualidade do sinal obtido. Dos 3 animais que sobreviveram ao SE e que
receberam o implante da matriz de eletrodos, um teve de ser sacrificado 11 dias
ap6s o insulto devido a uma infeccao generalizada. Os outros dois animais
apresentaram baixa qualidade no sinal eletrofisiolégico obtido e tiveram que ser
retirados do experimento. Assim, concluimos que diminuir a ativacdo colinérgica
periférica é fundamental na reducdo da mortalidade. Apesar da administracao
intra-hipocampal permitir o controle de qual estrutura serd estimulada,
contribuindo para maior especificidade na génese do foco epiléptico, o implante
cronico de uma canula dificulta o implante subsequente de uma matriz de
eletrodos. Uma saida, apesar de maior complexidade, seria realizar uma unica
cirurgia esterotaxica, para implante concomitante da canula e da matriz de

eletrodos. Tal abordagem sera tratada em experimentos futuros.

Como forma de contornar os problemas descritos acima, buscamos outro
modelo experimental de epilepsia do lobo temporal. O modelo do acido cainico é
bastante popular entre os pesquisadores das epilepsias (Lothman & Collins,
1981; Sloviter, 1992; Hellier & Dudek, 1999; Queiroz e cols., 2009). Apesar do
grande custo do acido cainico, essa toxina mostrou-se bastante eficaz em induzir
o SE e apresentou-se com baixa mortalidade (0%). Além disso, esses animais
apresentaram crises espontaneas por até 8 meses pos-SE. Essas crises (Figura
13C) sdao compativeis com as descritas na literatura, e caracterizam-se por um
aumento gradativo da amplitude e da sincronia das ondas agudas interictais,
seguida por oscilacdes rapidas e finalmente por uma depressdo (alastrante?) de

longa duracao associada a disparos em salvas.

5.2. Gerador das ondas agudas interictais (ISW-OAF) e a sua relagdo com as

oscilagbes de alta frequéncia

Oscilacoes de alta frequéncia foram primeiramente descritas por Bragin e
colaboradores no final do século passado (Bragin e cols., 1999b). O registro
dessa “nova” atividade epileptiforme foi feito em animais tratados com acido
cainico. Apds essa primeira descricdo, outros artigos se seguiram, confirmando a

existéncia de oscilagdes de alta frequéncia patolégicas no hipocampo de animais
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submetidos ao SE (Bragin e cols., 2003; Bragin e cols., 2004; Bragin e cols., 2007).
Nesse trabalho, descrevemos oscilacbes de alta frequéncia patoldgicas
tipicamente associadas a ondas agudas interictais (ISW-OAF; Figura 14).
Conforme mencionado anteriormente, esse tipo de oscilagdo nado foi observado

em animais ndo submetidos ao SE (Figura 13).

Interpretamos que uma possivel origem das ondas agudas interictais da
regido do GD e de CA3 seja a somatéria de despolarizacdes dos neurdnios
granulares ou piramidais apds a ativacdo sincrona da via perforante. Analise de
correlacdo sugere que essa despolarizacdo acontece primeiro no GD, refletindo
uma maior proximidade anatémica com o CTXent ou alteracdes na atividade pré-
sindptica na epilesia (Figura 15A). Disparos neuronais que seguem essa
despolarizacao contribuem para as oscilagdes de alta frequéncia registradas, que

ocorrem com laténcias proximas a zero entre ambas as estruturas (Figura 15B).

Importante notar que escolhemos estudar pOAF associadas a ondas
agudas interictais, e ndo todas as OAF, como forma de reduzir nossas analises a
um evento especifico, estereotipado e bem definido. A co-ocorréncia de ondas
agudas interictais e pOAF ja foi descrita em trabalhos experimentais (Jiruska e
cols., 2010b; Jiruska e cols., 2010a) e clinicos (Worrell e cols., 2008), sendo a
prevaléncia superior a 90%. Isso significa que outros tipos de OAF podem ser
registrados (Bragin e cols.,, 2002b; Bragin e cols., 2007), entretanto, a sua
ocorréncia e significado eletrofisiolégico ndo foram avaliados no presente

trabalho.

5.3. Mecanimos celulares da génese das oscilagdes de alta frequéncia

patologicas

As pOAF tem sido identificadas no hipocampo de animais cronicamente
epilépticos e de pacientes com epilepsia ha aproximadamente 12 anos.
Entretanto, a sua base celular permanece controversa. Segundo Bragin e
colaboradores, estas oscilagdes sdo decorrentes do disparo hipersincrono de
populacdo de neurdnios patologicamente interconectados que disparam a altas

frequéncias (Bragin e cols, 1999b). No espectrograma, tais oscilacoes
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apresentam apenas um pico de frequéncia e sdo classificadas como pOAF puras
(Ibarz e cols., 2010). Os dados do presente trabalho (Figural6) mostram que as
pOAF, nas duas estruturas registradas, apresentam-se com dois picos de
frequéncia no espectrograma, o que sugere um mecanismo de génese diferente
do proposto anteriormente. Foffani e colaboradores, utilizando um modelo de
epilepsia do lobo temporal induzido por cloreto de litio e pilocarpina, em uma
preparacdo in vitro (baixas concentracdes de Mg2*, de Ca2+*e altas concentragdes
de K*), mostraram que na situacdo epiléptica, os neurénios disparam em
frequéncias fisiolégicas, mas de forma desorganizada. Ou seja, os neurdnios
disparam fora de fase e as frequéncias registradas apresentam-se mais altas do
que as oscilagdes fisioldgicas. Tal desorganizacdo favorece o aparecimento de
pOAF emergentes, o que resulta em diferentes picos no espectrograma (Foffani e
cols., 2007). Fatores como a perda neuronal, reducdo das interacdes efaticas,
aumento da flutuacao do potencial de membrana ou alteragdes em canais i6nicos
sao citados como determinantes nas modificagdes observadas (Foffani e cols.,
2007; Ibarz e cols., 2010). E importante ressaltar que um mecanismo nio exclui o
outro. Utilizando simula¢des computacionais, Ibarz e colaboradores sugerem que
as pOAF sdo resutado de ambos os fendmenos descritos acima (Ibarz e cols.,

2010).

Independente do mecanismo gerador das pOAF, existem fortes evidéncias
que as consideram marcadores da zona epileptogéncica. Modelos experimentais
sugerem que a presenca de pOAF é correlacionada positivamente com a
probabilidade e severidade das crises epilépticas (Bragin e cols., 2003, 2007;
Levesque e cols., 2011). No modelo da epilepsia induzido pelo acido cainico, as
pOAF podem ser detectadas no GD dias antes das crises espontianeas e
recorrentes acontecerem (Bragin e cols., 2004). Importante ressaltar que esta
regido ndo apresenta oscilacbes de alta frequéncia em situagoes

fisiologicas(Bragin e cols., 1995).

5.4. Reduzindo a excitabilidade do giro denteado e da regido de CA3

Desde a descoberta da potenciacao de longa duracao por Bliss e Lomo

(Bliss & Lomo, 1973), o numero de protocolos de estimulacdo elétrica
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empregados no estudo da plasticidade celular cresceu significativamente (Ito,
1989; Malenka, 1994; Errington e cols., 1995; Abraham e cols., 1996; Bear &
Abraham, 1996; Mockett e cols., 2002). Além disso, outras regides e vias neurais
comecaram a ser estudadas. Esses estudos mostraram que a plasticidade é
especifica para cada regido e via neural. Por exemplo, uma diminuicdo aguda e
persistente do potencial evocado no coértex pré-frontal pode ser induzida por
estimulos de baixa freqiiéncia (1 Hz) aplicados em CA1 (Abraham & Bear, 1996;
Abraham e cols., 1996; Bear & Abraham, 1996; Aguiar e cols., 2012) e no GD
(Trommer e cols., 1996; Manahan-Vaughan, 1998; Poschel e cols.,, 2005).
Fendmeno comumente conhecido por depressao de longa duragdo. Entretanto,
alguns trabalhos (Errington e cols., 1995; Abraham e cols., 1996; Fung e cols.,
2011) demonstram que a estimulagdo elétrica de baixa frequéncia aplicada a via
perforante ndo provoca depressdo de longa duracdo no GD. Essa diferenca
adiciona mais um grau de complexidade (i.e., as especificidades de cada via
neural) a formulacio de uma regra ou propriedade geral a respeito dos

mecanismos de plasticidade sinaptica.

De nosso conhecimento, o protocolo utilizado no presente trabalho é o
mais longo ja relatado no estudo da plasticidade sindptica do GD (8640 pulsos a
0,2 Hz, durante 12 horas). Comparando as respostas iniciais (0 - 1 h) e finais (11
- 12 h), observamos uma redug¢ao de 45 % na amplitude do PS (Figura 17). Este
parametro reflete a sincronia neuronal e a sua diminuicao sugere que protocolos
longos, de baixa frequéncia, podem ser mais eficazes na plasticidade do GD, em
comparacao com protocolos breves (~15 min), com frequéncias entre 1 — 15 Hz

utilizados com sucesso em CA1 e no cortex pré-frontal.

Apo6s o término da EBF nao voltamos a estimular a via perforante para
evitar possiveis interferéncias entre os potenciais evocados e a dinamica das
pOAF. Entretanto, acreditamos ser importante monitorar a excitabilidade
neuronal nos dias subsequentes como forma de estudar a correlacdo entre a
excitabilidade neural, a dindmica das pOAF e as crises espontaneas o que sera

perseguido em préximos experimentos.
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5.5. Modulacdo das oscilagbes de alta frequéncia patoldgicas e as

consequéncia para a génese de crises

Através do protocolo de estimulacdo de baixa frequéncia (0,2 Hz) por 12
horas foi possivel modular as pOAF no GD e na regido de CA3. A Figura 23 exibe a
influéncia da estimulacdo elétrica sobre a poténcia das oscilacées. Observa-se
que antes da estimulacdo existia um pico a 232 Hz para o GD e dois picos para a
regiao de CA3: 247 Hz e 500 Hz. Fatores estes que contribuem para o alto valor
da entropia no sistema (Figura 19). Apds a estimulacdo, observa-se que o efeito
foi mais marcante para a regido de CA3: o pico da frequéncia em 500 Hz
desaparece. Para a regidao do GD, houve aumento da poténcia das oscilagdes
menores de 200 Hz e o pico antes a 232 Hz, reduziu para 222 Hz. Embora os
mecanismos pelos quais a estimulacdo elétrica intracerebral modula as pOAF
sejam desconhecidos, os dados do presentes neste trabalho indicam que houve

reorganizac¢do da rede neuronal a nivel da dinamica espectral.

A B
Antes da Estimulacao Depois da Estimulacao
-4 -4
2 x 10 i ' ' ' 2x 10
— GD - GD
— 247 Hz — CA3 ' — CA3
o
> >
= / E
© =
e 1r 232 Hz 1 g1 222 Hz
«@ @
o °
& <
500 Hz
0 0 =
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 23 — Espetros de poténcia das oscilagdes de alta frequéncia no giro denteado e CA3
antes (A) e depois (B) da estimulacdo elétrica de baixa frequéncia. Em CA3 (vermelho), onde o
efeito foi mais marcante, o espectro de poténcia antes do protocolo de estimulagdo apresenta
dois picos: um em 247 Hz e 500 Hz. Essas oscila¢des sdo significativamente atenuadas apds o
protocolo de estimulacdo. Note que o pico da frequéncia em 247 Hz permanece o mesmo,
enquanto que o de 500 Hz desaparece.
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Uma vez que o nosso protocolo modulou a dindmica espectral das pOAF e
reduziu a excitabilidade neuronal, avaliamos a consequéncia de tais achados
para as crises espontaneas e encontramos reduc¢ao na frequéncia de crises por
hora. Como previamente exposto, em um modelo experimental de epilepsia com
acido cainico, Bragin e colaboradores encontraram correlacdo positiva entre a
reducdo do PS e o aumento do limiar para a ocorréncia das crises espontaneas
(Bragin e cols., 2005). Dados que corroboram com os obtidos neste trabalho
(Figura 17 e Figura 22B). Em outro estudo, Bragin e colaboradores estimularam
a via a perforante de animais cronicamente epilépticos 1 vez por dia durante 15
dias. Com o mesmo protocolo utilizado para induzir o abrasamento (estimulagdo
a 5 Hz, pulsos quadrados, duracdo de 0,2 ms e intensidade entre 50 - 200pA), os
autores encontraram aumento do limiar para a indu¢do da pés-descarga e
diminuicdo da frequéncia das crises espontdneas. Os autores sugerem que a
estimulacao diaria pode induzir mecanismos de plasticidade sinaptica que
mantém o estado interictal por um tempo mais prolongado (Bragin e cols.,

2002a).

Na pratica clinica, independente da estrutura estimulada e dos
parametros da estimulacdo, ha reducdo de aproximadamente 50% na frequéncia
das crises apds o protocolo de estimulagdo elétrica intracerebral (Hodaie e cols.,
2002; Vonck e cols., 2002; Boon e cols., 2007; Vesper e cols., 2007; Anderson e
cols., 2008; McLachlan e cols., 2010). Entretanto, além de ndo se conhecer os
mecanismos de acdo da estimulagdo, muitos desses trabalhos foram feitos de
modo ndo controlado e/ou pouco documentados e as suas conclusdes nao

sobrevivem a um estudo controlado.

Além do mecanismo de redugdo da excitabilidade, outro potencial
mecanismo é proposto para reorganizar a rede neuronal epiléptica apos a
estimulacao elétrica de baixa frequéncia. A condicdo epiléptica pode acontecer
em decorréncia de canalopatias (Lee e cols., 2009). Esses autores encontraram
que os canais retificadores de K* encontram-se diminuidos na condi¢do
epiléptica e conforme sugerem Foffani e colaboradores, a diminuicdo da
expressao desses canais promove desorganizacdo no padrao fisiolégico de

disparo neuronal e as pOAF emergentes surgem (Foffani e cols., 2007). Baseado
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nestes aspectos, os canais retificadores de K*, principalmente as subunidades
Kv3 exibem uma importante fun¢do na manutencado das propriedades de disparo
rapido dos interneur6nios (Storm, 1993). Desta forma, se a estimulacgdo elétrica
de baixa frequéncia for capaz de aumentar a expressao desses canais, pode haver
uma reorganizacao no padrao de disparo neuronal com reducdao das pOAF e
consequentemente, uma diminuicdo na frequéncia das crises espontaneas. Tal

hipétese sera tratada em experimentos futuros.

Interessantemente, a duracdo das crises aumentou (Figura 22D).
Acredita-se que as crises epilépticas podem cessar mediante fatores como
diminuicdo da quantidade de neurotransmissores excitatérios na fenda
sindptica, aumento dos neurotransmissores inibitérios, pelo bloqueio da
despolarizacao, dessensibilizacdo dos receptores ou por alteragdes no pH do
meio (Lado & Moshe, 2008). A depender da dinamica da crise, as vezes um
desses mecanismos é o suficiente para cessa-la. Uma vez que a estimulacdo foi
habil em aumentar o limiar para a ocorréncia das crises, parece ter havido um
mecanismo compensatério em relacdo ao seu término, onde mais eventos de

defesa necessitaram ser ativados para interrompé-las.

Embora este trabalho tenha encontrado resultados positivos sob o
protocolo de estimulacdo de baixa frequéncia, os mecanismos sugeridos acima
sdo hipotéticos. Os dados mostram que o modo de a¢do da estimulacdo elétrica
intracerebral in vivo é complexo e os efeitos vao além da simples ativacao e
inativacdo das estruturas alvo. Entretanto, estes resultados sao animadores e
experimentos futuros fornecerao informacgdées a respeito dos mecanismos

responsaveis pela modulacgao crises pela estimulacao elétrica.
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6. Conclusoes

O presente trabalho mostra que estimulos elétricos aplicados a baixas
frequéncias sao capazes de reduzir a excitabilidade do GD. Essa reducdo de
excitabilidade foi acompanhada de uma reducdo das oscilacdes de alta
frequéncia patoldgicas, bem como da frequéncia de crises espontaneas. Apesar
das limitacdos que a baixa amostra coletada neste trabalho impde as conclusdes
gerais, acreditamos que os resultados obtidos servem como “prova de principio”
de que a estimulacdo elétrica intracerebral pode ser utilizada no tratamento das
epilepsias. Ainda, a preparacdo experimental desenvolvida nesse trabalho
possibilitard a investigacdo dos mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos
anti-ictogénicos da estimulacdo elétrica, como possivelmente a modulacao de
canais ionicos. Se confirmados, os beneficios terapéuticos decorrentes do uso da
estimulacao elétrica intracerebral serdo significativos para os pacientes com
epilepsias do lobo temporal de dificil controle. O maior proveito dessa tecnologia
ndo se dara apenas pela reducao dos custos e riscos associados a cirurgia de
resseccdo do foco epiléptico, mas principalmente, na recupera¢do da qualidade
de vida de um individuo com epilepsia. Esse é objetivo ultimo dos pesquisadores
de ciéncia basica interessados em desenvolver novas terapias e tratamentos para

essa sindrome neurolégica.
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ANEXO A

Estimulacao cerebral elétrica de baixa frequéncia em animais anestesiados
e nao epilépticos 2

Com o objetivo de avaliar os efeitos da estimulacao elétrica intracerebral
de baixa frequéncia na plasticidade sinaptica e a sua influéncia sobre o potencial
de campo, experimentos pilotos foram realizados em animais anestesiados e nao
epilépticos. Primeiro para familiarizagdo com os procedimentos técnicos e

segundo, pela dificuldade em se obter animais cronicamente epilépticos.

A estimulacao cerebral elétrica da via perforante com registro na regido
do giro denteado do hipocampo dorsal foi realizada para modular as oscilagdes
hipocampais em animais anestesiados e ndo epilépticos com dois diferentes

farmacos: a cetamina/xilazina e o uretano.

Para isso, os animais (N = 8) foram anestesiados por via sistémica com um
mistura de cetamina 10% e xilazina 2% (Agener Unido) na dose de 100 e 20
mg/kg respectivamente ou uretano (SIGMA) na dosagem de 1,5 g/kg e foram

colocados em um aparelho estereotaxico.

Pares de eletrodos feitos de aco inoxidavel (100 um de diametro;
California Fire Wire Company) para estimulacdo foram posicionados na via
perforante (a partir do bregma, em mm, AP: 7,2; ML: 4,5; DV: 2) e foram
utilizados para fornecer pulsos monofasicos quadrados (200 ps de duragao) em
diferentes frequéncias. Potenciais de campo espontianeos e evocados foram
registrados a partir do GD do hipocampo dorsal (a partir do bregma, em mm, AP:
3,2; ML: 2; DV: 2,8) de acordo com o atlas de estereotaxia (Paxinos & Watson,
1997) utilizando uma matriz contendo um feixe de 4 eletrodos feitos de
microfilamentos de tungsténio cobertos por teflon (50 ym, 1.0-1.2 MOhm @
1KHz; California Fire Wire Company) em diferentes niveis (250 um entre os
niveis). Parafusos de referéncia foram colocados no cranio, acima do cértex

frontal. A Figura 24 exibe algumas caracteristicas da preparac¢do experimental.

2 0 resumo desse trabalho foi enviado para a XXVI Reuniido Anual da Federagdo de Sociedades de
Biologia Experimental (FeSBE) e foi apresentado no formato de banner.
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Figura 24 - Ilustracdo esquematica exibindo algumas caracteristicas béasicas da preparacao
experimental. (A) Imagem do animal no aparelho estereotaxico. (B) Ilustracdo que exibe a
localizacdo dos eletrodos implantados no hipocampo dorsal (registro, azul) e na via
perforante (estimulagdo, vermelho). (C) Fotografia de um corte coronal de hipocampo corado
com a técnica de Cresil Violeta, exibindo a marca do eletrodo de registro e a marcagdo das
principais estruturas do hipocampo dorsal. (D) Ilustracao gréafica do algoritmo utilizado para
calcular a amplitude do fEPSP e do PS.

Os perfis eletrofisiologicos dos potenciais evocados foram utilizados para
melhor posicionar os eletrodos de registro e de estimula¢do no encéfalo (Queiroz
e cols., 2009). Para cada animal, a intensidade de estimulacdo minima capaz de
evocar uma resposta (limiar) e a intensidade de estimulacdo maxima onde a
resposta saturada foi determinada e as intensidades foram selecionadas usando

esses dois valores como 0 e 100%, respectivamente.

Para estudar a plasticidade sinaptica dependente da atividade, nosso

desenho experimental foi composto por trés momentos:

Pré-Estimulacdo: Pulsos pareados (70ms) foram aplicados a 80% da

resposta maxima por 20 minutos (um pulso a cada 10 segundos).

Estimulacdo de Baixa Frequéncia: 900 pulsos simples foram aplicados a

80% da resposta maxima por 15 minutos (EBF, 1 Hz).

Pos-Estimulacdo: Pulsos pareados (70ms) foram aplicados a 80% da

resposta maxima por 45 minutos.

Os registros eletrofisioldgicos, a analise do potencial evocado, a perfusdo
e a analise histologica foram previamente descritos no corpo da presente
dissertacao no topico 3.5. As amplitudes do fEPS e do PS foram normalizadas

para a situacao Pré-Estimulagao.

Os animais foram distribuidos em dois grupos: cetamina/xilazina (N=4) e
uretano (N=4), entretanto a localizacdo dos eletrodos s6 foi confirmada em 6

animais (3 em cada grupo) e apenas estes fizeram parte de nossa andlise.
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A andlise da curva-estimulo resposta para os parametros fEPSP e PS
(Figura 25), mostra que nao houve diferenga entre o limiar de excitabilidade e a

intensidade de estimulagdo maxima entre os grupos.
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Figura 25 - Curvas de estimulo-resposta que relatam a amplitude do fEPSP (A) e PS (B)
Observa-se que ndo houve diferenca entre os grupos. Todos os dados sdo expressos como
media + erro padrao.

Depois de padronizar a intensidade de estimulacdo a 80% para os grupos,
o protocolo de EBF foi aplicado. A Figura 26 expde os resultados. Durante os 15
minutos do protocolo, a EBF ocasionou uma reducdo na amplitude do fEPSP para
os animais anestesiados com cetamina/xilazina (1 vs. 0,82 = 0,05; “pré” e
“durante” estimulacdo respectivamente; p<0,05; teste t). Ap6s o protocolo de
EBF, os animais desse grupo apresentaram plasticidade sinaptica de curta
duragao (0,82 + 0,05 vs. 1,19 = 0,12; “durante” e “p6s” estimulacdo
respectivamente; p<0,05; teste t). Em relacdo a amplitude PS, a EBF ocasionou
diminuicdo em ambos os grupos (cetamina/xilazina: 1 vs. 0,42 *+ 0,12 e uretano:
1vs. 0,61 £ 0,14; “pré” e “durante” estimulacao respectivamente; p<0,05; teste t).
Apb6s o término da EBF, os animais anestesiados com cetamina/xilazina
apresentaram tendéncia para potenciacao de curta duracao: 0,42 + 0,12 vs. 1,67

+ 0,44 “durante” e “pds” estimulacao respectivamente).
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Figura 26 - Efeitos do protocolo de estimulacdo de baixa frequéncia (900 pulsos, 1 Hz). (A, D)
Amplitudes fEPS e PS (média de cinco pontos), antes (azul), durante (vermelho), depois (preto)
do protocolo de estimulacdo. A excitabilidade foi reduzida (fEPS e PS) durante a estimulagdo
de 1Hz (B,E). (C,F) A estimulacdo de 1 Hz atenuou a facilitagdo do pulso pareado (IPI = 70ms)
em ambos os grupos. Desde animais anestesiados com uretano ndo apresentam plasticidade
sinaptica, as modificacbes na razdo do PS2/PS1 ndo sdo inteiramente explicadas por um
aumento na amplitude do PS. * Teste t de Student p<0.05.

A andlise da atividade modulatéria da razao do segundo pulso pelo
primeiro (Figura 26C-F), expde que o grupo anestesiado com cetamina/xilazina
apresentou tendéncia para reducdo da facilitacio do pulso pareado no
parametro fEPSP, 1,26 0,17 vs. 1,06 + 0,07; “pré” e “p6s” estimulacdo
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respectivamente. O parametro PS apresentou resultados semelhantes para
ambos os grupos, cetamina/xilazina: 2,10 + 0,65 vs. 1,29 * 0,23 e uretano: 1,61 *

0,35vs.1,24 £ 0,3; “pré” e “p6s” estimulagdo respectivamente.

Depois de mensurar a influéncia da EBF no potencial de campo evocado,

buscamos avaliar a influéncia da EBF sobre o potencial de campo espontaneo.

A andlise linear no dominio da frequéncia antes e depois da EBF, expoe
que a aplicacdo do pulso pareado (70ms) a 0,1Hz induz atenuacao de oscilagdes
rapidas (>20Hz) em ambos os grupos. Dados mostrados apenas para

cetamina/xilazina (Figura 27).
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Figura 27 - Espectrogramas do potencial de campo espontaneo e evocado. (A) Potencial de
campo representativo (vermelho) e espectrogramas nos animais anestesiados com
cetamina/xilazina. Podemos observar diminuicdo da poténcia de 40-120 Hz.

Feito isso, buscamos avaliar a existéncia de correlagdo entre os
parametros do potencial evocado com as oscilagdes espontaneas. Encontramos
correlacdo positiva entre a reducdo da poténcia nas bandas de frequéncia de 20-
40 Hz e 40-120 Hz com a amplitude do PS precedente apenas para os animais

anestesiados com cetamina/xilazina (Figura 28).
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Figura 28 - Espectro da Densidade de Poténcia (PSD — do inglés Power Density Spectrum) de
oscilagbes espontaneas. As oscilagbes espontaneas sdo modificadas pela estimulagdo de 1Hz
em ratos anestesiados com cetamina. (A) Exemplo representativo de um PSD antes (azul) e
depois (preto) da estimulacao de 1Hz. Observe a reducdo das bandas de frequéncia acima de
20 Hz. Depois da estimulacdo de 1Hz, a poténcia de 20 - 40Hz. (B) e a poténcia de 40-120Hz
(C) foram correlacionadas com a amplitude do PS precedente. * Teste t de Student p<0.05.

Assim, os resultados sugerem que a EBF induz uma plasticidade sinaptica
leve que é dependente do anestésico utilizado. Interessantemente, potenciacao
de curta duracdo foi observada apenas em animais anestesiados com
cetamina/xilazina e o protocolo foi capaz de atenuar a poténcia de oscilagdes
rapidas (>20Hz) no hipocampo. A redugdo na poténcia foi significantemente

correlacionada com a amplitude do PS precedente.

E sabido pela literatura que protocolos de EBF (geralmente 1-5 Hz/ 10 -
15 minutos) induzem depressdo sinaptica de longa duragdo (LTD, do inglés,
Long-term Depression) (Malenka, 1994; Abraham & Bear, 1996). Tal mecanismo
requer ativacdo de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), dos receptores
metabotrépicos do glutamato e dos fons Ca2*(Dudek & Bear, 1992; Malenka &
Bear, 2004). A depressao sinaptica é saturavel, reversivel, especifica para o local
estimulado, dependente dos parametros da estimulacdo e diminui com o
aumento da idade do animal (Dudek & Bear, 1992; Malenka & Bear, 2004). As

circuitarias hipocampais sao bastante exploradas para estudar os mecanismos
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da LTD. Entretanto, neste trabalho, a EBF (900 pulsos a 1 Hz) ndo foi capaz de
ocasionar depressdo sindptica de longa duracdo na regido do GD em animais
anestesiados. Resultados semelhantes foram encontrados por Errington e
colaboradores. Neste experimento, animais em livre curso e anestesiados com
uretano receberam a estimulacdo de baixa frequéncia 1-5 Hz (900 pulsos, 20-50
us, 60-140 pA) na via perforante ou via comissural com os eletrodos de registro
posicionados na regido do giro denteado ou em CAl. Os autores ndo
encontraram depressdo sinaptica em ratos adultos. Apenas os animais jovens
anestesiados (10 - 11 dias pdés-parto) apresentaram depressdo sindptica na
regido de CA1 que permaneceu por 30 minutos ap6s o fim da estimulagao de 2
Hz. Embora os autores ndo expliquem tais achados, eles sugerem que fatores
como a idade do animal e as diferengas regionais dentro da circuitaria
hipocampal sdo fatores chaves para a indugdo da depressao sinaptica (Errington
e cols., 1995). Em outro experimento, 600 pulsos a 1 - 5 Hz, também entregues
na regiao da via perforante nao foram capaz de ocasionar LTD no giro denteado
de animais anestesiados com uretano (Fung e cols., 2011). Abraham e
colaboradores testaram diferentes quantidades de pulsos entregues da regiao da
via perforante em animais em livre curso e encontraram que a estimulacao de
baixa frequéncia (1 Hz - 100 ou 900 pulsos e 3 Hz - 900 pulsos) também nao foi
capaz de elucidar LTD no giro denteado (Abraham e cols., 1996). Segundo
Mocket e colaboradores, ha uma relagao nao linear entre o nimero de pulsos a
1Hz e a depressao sinaptica. Ha pouca depressado apds 600 ou 900 pulsos e uma
significante depressao apds 1200 pulsos (Mockett e cols., 2002). Além de tais
fatores, Yeckel e colaboradores ratificam que os mecanismos celulares que
subsidiam a plasticidade sindptica sdao dependentes da estrutura alvo, onde
diferentes estruturas podem modificar as respostas obtidas apés os regimes de
estimulacao (Yeckel & Berger, 1998). Diante do exposto, os resultados desses
trabalhos favorecem os obtidos neste trabalho, onde fatores como o anestésico
utilizado, idade dos animais, regime da estimula¢cdo e o posicionamento dos

eletrodos podem ter interferido com o processo de plasticidade sinaptica.

A cetamina é um anestésico dissociativo geral que possui acdo de curta
duracdo com poucos efeitos adversos. E um antagonista ndo competitivo dos

receptores NMDA e pode inibir varios canais sensiveis a voltagem, incluindo os
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canais de sddio, calcio e o potassio. Ja o uretano é um anestésico que possui agcdo
de longa duracdo e promove aumento da condutancia do potassio e deprime a
neurotransmissao glutamatérgica. Entretanto, é carcinogénico (Hara & Harris,
2002). Estudos prévios mostram que animais anestesiados com cetamina
apresentam oscilacdes hipocampais com picos na frequéncia de 1.66Hz e entre
30 - 80 Hz (Sharma e cols., 2010) e produzem diminuicdo da poténcia nas
frequéncias entre 3-7 Hz, 8 - 12 Hz. Os animais anestesiados com uretano
apresentam oscilagdes com picos na frequéncia de 1 Hz (Sharma e cols., 2010).
Entretanto, ndo ha estudos que mostrem a influéncia de estimulacdes de baixa

frequéncia sobre as oscilagdes espontaneas em animais anestesiados.

Neste trabalho, a estimulacdo de baixa frequéncia mostrou-se eficaz em
reduzir a poténcias das oscilagdes rapidas (>20 Hz) no hipocampo apenas nos
animais anestesiados com cetamina/xilazina. A redu¢do na poténcia foi
significantemente correlacionada com a amplitude do PS precedente. Fatores
como a reorganizacao da dindmica espectral podem estar envolvidos em tal
efeito, entretanto, analises mais acuradas necessitam ser feitas para comprovar

tal hipdtese.
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ANEXO B

Consideracdes sobre modelos experimentais em epilepsia

Por motivos éticos, a pesquisa em epileptologia é, em sua maior parte,
realizada com modelos animais. Existem modelos in vitro e in vivo que
mimetizam os diferentes tipos de crises epilépticas, sindromes e/ou aspectos
especificos da doenga, visando compreender os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na génese, na manuten¢do e na propagacao das crises epilépticas,
bem como para desenvolver e testar potenciais novos tratamentos para a
epilepsia (Raol & Brooks-Kayal, 2012). Existem modelos de crises (modelos
agudos) e modelos de epilepsia (modelos cronicos). Neste caso, os modelos

devem necessariamente apresentar crises esponténeas e recorrentes.

No grupo dos modelos cronicos, destacam-se os modelos que reproduzem
a epilepsia do lobo temporal. Esses modelos induzem uma condig¢do inicial de
estado epiléptico (SE) que é definido como crises epilépticas suficientemente
prolongadas ou repetidas em intervalos curtos, que é seguido por um periodo
latente, sem crises, com subsequente desenvolvimento de crises espontaneas e
recorrentes. Esse modelo pode ser reproduzido por estimulos elétricos (modelo
do abrasamento) ou pela administracdo de agentes convulsivantes, como a
pilocarpina (agonista colinérgico muscarinico) e o acido cainico (agonista
glutamatérgico). Neste trabalho, utilizamos modelos quimicos. Abaixo, uma

apresentacdo detalhado desses modelos.

Pilocarpina

A pilocarpina é o principal alcaléide obtido das folhas das plantas sul-
americanas do género Pilocarpus sp., a qual possui propriedades colinérgicas
com acao predominantemente muscarinica, especifica para os receptores do
subtipo M1 (Barany, 1962). O modelo da pilocarpina foi proposto em 1983 por
Esper Cavalheiro, da Escola Paulista de Medicina, e colaboradores (Turski e cols.,

1983).
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Esses autores observaram que quando administrada sistemicamente,
pilocarpina na dose de 400 mg/kg era capaz de desencadear hipotonia e
automatismos orofaciais, seguidas por crises motoras limbicas: clonia das patas
anteriores, elevacdo postural e queda. Esses efeitos aparecem apods 15 - 20
minutos da administracdao da droga. Aproximadamente 45 minutos depois, os
animais apresentam um estado de crises continuas auto-sustentadas, o SE. Caso
o SE permane¢a por pelo menos 90 min, os animais apresentam crises

espontaneas e recorrentes (Turski e cols., 1983).

O principal mecanismo de a¢do da pilocarpina inclui ativacdao dos
receptores muscarinicos do subtipo M1, que sdo receptores metabotréopicos.
Além desta via, ocorre ativacao secunddaria do sistema glutamatérgico por meio
dos receptores do tipo NMDA (Freitas e cols.,, 2007). Essa ativacdo ocasiona
excitotoxicidade no hipocampo e em demais estruturas, o que resulta em
levando a perda de neuro6nios piramidais na regido de CA1, CA3 (Lason e cols.,,
1997; Furtado e cols., 2011) e de interneurdnios na regiao do hilo do GD (Gorter
e cols., 2001; Furtado e cols., 2011), ativacdo de mecanismos de reorganizacdo
sindptica, sinaptogéneses, neurogénese e mudancas nas propriedades
eletrofisioldgicas neuronais e em circuitos inibitérios (Freitas e cols., 2007).
Todas estas alteracdes neuropatologicas sdao compativeis com a esclerose mesial

hipocampal, encontrada em pacientes com epilepsia.

Em decorréncia da coativagdo parassimpatica periférica apos a
administracao da pilocarpina, é necessario o pré-tratamento com um antagonista
colinérgico muscarinico. O pré-tratamento de escolha é a administracdao da metil
escopolamina, que ndo atravessa a barreira hematoencefalica e por isso atenua a
ativacdo periférica da pilocarpina. Sem esse pré-tratamento, os animais podem

apresentar piloerecdo, salivacdo, tremor e diarréia (Turski e cols., 1983).

A pilocarpina pode ser administrada por via sistémica em dose Unica de
320 - 400mg/kg (Turski e cols., 1983; Turski e cols., 1986; Garcia-Cairasco e
cols., 2004), em baixas doses com associacao com o litio (Glien e cols., 2001) ou
intra-hipocampalmente (2,4 mg/1ul), por exemplo (Furtado e cols., 2002;
Furtado e cols., 2011).
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Além de ser administrada isoladamente, a pilocarpina pode ser associada
com outros fairmacos. O modelo da pilocarpina associado com o cloreto de litio é
o exemplo mais utilizado. O cloreto de litio exerce acao modulatdria sobre a
atividade colinérgica e quando associado com a pilocarpina em doses baixas e
ndo toxicas, diminui o limiar das convulsdes. O cloreto de litio (3mEq -
127mg/kg) é administrado 24 horas antes da pilocarpina (30-40mg/kg)
(Honchar e cols., 1983; Clifford e cols., 1987; Rigoulot e cols., 2003; Druga e cols.,
2010).

A permanéncia do SE por algumas horas é suficiente para ocasionar o
aparecimento de crises espontaneas e recorrentes (Cavalheiro e cols., 1991) A
duracdo do SE pode ser controlada pela administracdo de benzodiazepinicos,
como o diazepam (5-10mg/kg) (Glien e cols., 2001), barbitiricos (Scharfman,
2002) e da cetamina (50mg/kg) (Chatillon e cols., 2011; Levesque e cols., 2011).

A laténcia para o desenvolvimento e o percentual de animais que
desenvolvem crises espontaneas e recorrentes depende de varios fatores (i) da
genética, (ii) da idade do animal, (iii) do tempo de manutencao do SE e (iv) das
drogas utilizadas para aborta-lo (Glien e cols., 2001). A frequéncia e o padrao das
crises espontaneas é variavel (Scorza e cols., 2009). As crises sdo classificadas de
acordo com a Escala de Racine (Racine, 1972), uma das ferramentas mais
frequentemente utilizadas para avaliar a intensidade das crises em modelos
experimentais de epilepsia (Pitkanen e cols., 2007; Luttjohann e cols., 2009). Esta
escala categoriza 5 estagios de severidade e é baseada no repertdrio
comportamental durante a crise: estagio 1, automatismos orofaciais; estagio 2,
clonia cabeca; estagio 3, clonia patas anteriores; estagio 4, elevacao; estagio 5,

elevacdo com posterior queda (Racine, 1972).

Acido Cainico

0 acido cainico é um acido isolado da alga vermelha Digenea, encontrada
em 4guas tropicais e subtropicais (Ben-Ari e cols, 1984). E um agonista

glutamatérgico com potentes propriedades excitotoxicas e convulsivantes.
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Uma vez administrado, o acido cainico liga-se aos canais ionotrdpicos do
glutamato do subtipo AMPA (Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol
propidnico) e cainato (Ben-Ari & Cossart, 2000). Ap6s sua administragdo,
ocorrem mudancas na expressdo génica dos receptores glutamatérgicos do tipo
Glu2, Glu3 e GABA nas camadas piramidais e granulares do hipocampo,
(Friedman e cols., 1994) extensiva neurodegeneracao na regiao do hilar do GD e
de CA3, (Sloviter, 1992; Ben-Ari & Cossart, 2000) e parcialmente na regiao de
CA1, (French e cols., 1982) destruicao neuronal em estruturas extrahipocampais
(Friedman e cols., 1994) bem como preservacao das células granulares do GD
(Sloviter, 1992). A alta afinidade dos receptores na regiao de CA3 com o
convulsivante pode ser responsavel pela deflagracao das descargas paroxisticas
encontradas no modelo. Receptores com propriedades cinéticas similares na
amigdala e no cértex piriforme exibem importante fun¢do no modelo (Ben-Ari e

cols., 1984).

0 acido cainico pode ser administrado por via sistémica, (Ben-Ari e cols.,
1984; Popovici e cols., 1990; Sloviter & Bumanglag, 2012) em areas especificas
do encéfalo como o hipocampo, por exemplo (French e cols., 1982) ou por via
intravenosa (Lothman & Collins, 1981). O tratamento pode ser efetuado
sistemicamente com doses altas (8 - 15mg/kg) (Sloviter, 1992) ou com repetidas
baixas doses (2,5 - 5mg/kg/h atingindo a dose maxima de 50mg/kg) (Hellier &
Dudek, 1999) e na dosagem de 0,2 - 0,8ug/0,2pl por via intra-hipocampal
(Bragin e cols., 1999b; Bragin e cols., 2002b; Bragin e cols., 2003; Ibarz e cols.,
2010).

Na dosagem de 8 mg/kg, o agente induz crises motoras limbicas que
atingem o estagio V da Escala de Racine cerca de 60-120 minutos apds a sua
administracdo (Popovici e cols., 1990; Friedman e cols., 1994). Na dose de
15mg/kg a mortalidade é cerca de 10% (Friedman e cols.,, 1994), mas pode

variar até 20%, mesmo com doses mais baixas (5mg/kg) (Zahn e cols., 2008).

Sob o registro eletroencefalografico, a atividade epileptiforme inicia-se
cerca de 5-60 minutos depois da administra¢cdo da droga e consiste de disparos
continuos que aumentam gradualmente em amplitude e frequéncia que

culminam para o padrao de crises epilépticas (Stringer & Sowell, 1994) O padrao
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eletrografico inicia-se no hipocampo, e posteriormente propaga-se para a

amigdala e para outras estruturas (Ben-Ari, 1985).

A duragdo do SE pode ser controlada pela administragio de
benzodiazepinicos, como o diazepam (5-10mg/kg). As crises espontdneas e
recorrentes aparecem cerca de 14 - 35 dias depois da administracao do acido
(Lothman & Collins, 1981; Sloviter, 1992) e a sua frequéncia aumenta em funcao

do tempo (Hellier & Dudek, 1999).
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ANEXO C

CEUA-AASDAP: Parecer - protocolo #07/2010

Marcelo Carvalho <marcelo@natalneuro.org.br> Tue, Jun 8, 2010 at 9:03 AM
To: Claudio Queiroz <clausqueiroz@gmail.com>
Cc: Arboes <arboes@natalneuro.org.br>

Prof. Claudio,

A comissao considerou que os esclarecimentos feitos no seu protocolo de pesquisa estdo de acordo com o
solicitado. Portanto, ele esta Aprovado.

Protocolo 07/2010

Titulo: Interferindo com oscilagbes de alta frequéncia (80-500Hz) no hipocampo epiléptico:
consequéncias para as crises espontaneas.

Parecer: Aprovado

Por favor, entregue-nos a copia impressa da verséo final assinada. Vocé podera entregar a Valéria, como
Responsavel Técnica pelos Biotérios, o cronograma de uso dos animais, que possibilitara o planejamento de
reproducao dos animais e a garantia da disponibilidade dos mesmos quando vocé necessitar.

Atenciosamente,
Marcelo

Em 7 de junho de 2010 18:41, Claudio Queiroz <clausqueiroz@gmail.com> escreveu:
Prezado Marcelo,

Envio em anexo o formulario CEUA-AASDAP revisado, conforme solicitagcdo do Comité. Para sua ciéncia,
gostaria de esclarecer rapidamente os dois pontos de questionamento:

Item (5.a1): A comiss&o entendeu corretamente o nimero de animais que sera utilizado no trabalho
(N=65). Esse numero, ja mencionado ao final do segundo paragrafo do item 3, foi ressaltado com negrito
nesse item e incluido no item 5, sob o subtitulo "Indug&o de estado de mal epiléptico (SE)".

Item (5.a2): A palavra ictogénese significa geracdo de crise e tem sua origem no termo icere do latim (=
crise). O presente projeto tem como objetivo principal reduzir a frequéncia de crises em um modelo
experimental de epilepsia utilizando protocolos de estimulagéo elétrica. Teoricamente, essa redugéo pode
ser decorrente (1) de um efeito agudo da estimulac&o elétrica sobre as crises ou (2) de uma maodificacéo
da condicéo epiléptica. Nesse segundo caso, diz-se que o efeito é anti-epileptogénico, pois foi capaz de
modificar a condig&o patolégica. Para separarmos um efeito do outro, utilizaremos um biomarcador da
condicéo epiléptica, as oscilagdes de alta frequéncia ("fast ripples"). As alteracdes no texto foram feitas
em azul, para facilitar o trabalho do revisor.

Espero que as explicacbes sejam suficientes e me encontro a disposic&o para os eventuais
esclarecimentos que ainda se fizerem necessarios. Tomei a liberdade de encaminhar essa mensagem
para a Valéria Arboes, com o objetivo dar maior agilidade e transparéncia ao processo. Gostaria ainda de
registrar o meu agradecimento ao trabalho realizado por essa comisséo.
Um cordial abrago,
Claudio Queiroz
2010/6/7 Marcelo Carvalho <marcelo@natalneuro.org.br>

Prezado Prof. Claudio,

A CEUA-AASDAP discutiu em assembléia, no dia 04/06/2010, a necessidade de esclarecimentos sobre

seu protocolo de pesquisa. Como resultado dessa discusséo, venho em nome da CEUA informa-lo que
o protocolo esta "pendente” até que os esclarecimentos descritos a seguir sejam feitos:
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Protocolo 07/2010
Titulo: Interferindo com oscilagbes de alta frequéncia (80-500Hz) no hipocampo epiléptico:
consequéncias para as crises espontaneas.

a) Item 5: Métodos

a.1) A comiss&o entende que 60 animais serdo submetidos a injec&o de pilocarpina € 5 animais seréo
submetidos a injecdo de solugcdo salina. Favor confirmar e inserir a informac¢&o no formulario.

a.2) No inicio da pagina 3, favor esclarecer a frase "Utilizaremos a freqiiéncia de crises esponténeas
como pardmetro anti-ictogénico e a ocorréncia dos 'fast ripples' como parametro antiepileptogénico”.

Apos feitas as alteracdes solicitadas, favor enviar o formulario revisado por email e entregar uma copia
impressa a mim. Estando em conformidade, o protocolo podera ser aprovado pela vice-presidente da
comissdo sem necessidade de assembléia.

Em caso de duvidas por favor entrar em contato.
Atenciosamente,
Marcelo

AASDAP / IINN-ELS

phone: +55 (84) 4008-0566

e-mail: marcelo@natalneuro.org.br
www.natalneuro.org.br
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ANEXO D
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Universidade Federal do Rio Grande do Norte
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N.° 039/2011

Professor/Pesquisador: CLAUDIO MARCOS TEIXFIRA DE QUEIROZ

Natal (RN), 21 de marco de 2012.

Prezado Professor/Pesquisador,

Vimos, através deste documento, informar que o projeto “INTERFERINDO COM
OSCILA(;ﬁES DE ALTA FREQUENCIA (80-500 HZ) NO HIPOCAMPO EPILEPTICO: CONSEQUENCIAS PARA
AS CRISES ESPONTANEAS”, protocolo n° 039/2011, apds andlise das adequacdes, foi
considerado APROVADO por esta Comissao.

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, é funcao do
professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatério(s) de
acompanhamento que devera(do) ser entregue(s) dentro do(s) prazo(s) estabelecido(s)
abaixo:

- Relatério Final: JULHO DE 2014 (30 dias apds a conclus&o do projeto).
Agradecemos a sua atencdo e nos colocamos a disposicao para eventuais

esclarecimentos.

Cordialmente,

Ol Lo

Coordenadora dé& CEUA

UFRN — Campus Universitério — Gentro de Biociéncias Telefone: (84) 3215-3419 ramal 210
Av. Salgado Filho, S/N — CEP: 59072-970 — Natal/RN e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br
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