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FUNDAMENTOS: Epilepsia, por conceito, ¢ a ocorréncia de crises repetitivas na

auséncia de disturbio toxico-metabolico, decorrente de uma atividade elétrica anormal
do encéfalo. Pode ser secundaria, causada por lesdo cerebral estrutural (tumores, areas
de gliose, malformagdes, etc.), ou decorrente de mutagdo genética com repercussao na
excitabilidade neuronal. A maior parte das crises epilépticas responde bem ao
tratamento medicamentoso; entretanto, 20-30% das epilepsias sdo refratarias ao
tratamento medicamentoso. Estes pacientes sdo candidatos a cirurgia da epilepsia, a
qual visa a ressec¢do da area de inicio das crises. Quando essa ressec¢do ndo é possivel,
como em dareas cerebrais eloqiientes, uma alternativa ¢ o procedimento cirurgico
denominado de transec¢do subpial multipla (TSM), que interrompe as conexdes

neuronais horizontais, reduzindo a propagacdo intracortical das descargas epilépticas

ictais. OBJETIVO GERAL: Avaliar a eficicia da TSM no controle das crises

epiléticas num modelo de epilepsia focal experimental. MATERIAIS E METODOS:

Foi realizado um estudo experimental com interven¢do, no qual foram estudados 25
ratos machos da raga Wistar, com idade aproximadamente entre 60-150 dias, divididos
em dois grupos e submetidos a implante de eletrodos de registro eletrencefalografico e
inducdo de foco epiléptico por injecdo de penicilina G potassica cristalina subpial. No
Grupo | (Experimental) os animais foram submetidos a craniectomia monitorados por
video-EEG por 10 minutos, induzidos ao foco epilético e videomonitorizados pelo
mesmo periodo; apds, foram submetidos 2 TSM e novamente videomonitorados por 10
minutos. No Grupo Il (Sham), os animais foram submetidos a craniectomia, submetidos
por 10 minutos a video-EEG; apds, o foco epilético foi induzido, mas nio foi realizada a
TSM, sendo novamente submetidos a 10 minutos de video-EEG. Todos os animais
foram submetidos a estudo histologico para avaliacdo da vascularizacdo e da

organizagao estrutural do cortex cerebral.



X
Multiple Subpial Transection in experimental model of focal

epilepsy

Object. Epilepsy is an occurrence of repetitive crises in absence of toxic-
metabolic disturb, causing from a brain abnormal electrical activity. It can be
secondary, caused by cerebral structural lesion (tumors, gliosis areas, malformations
etc), or from de genetic mutation with repercussion in neuronal excitability. The mayor
part of epileptic crisis has a good response from medical treatment. However, 20-30%
of epilepsy is refractory from medical treatment. Those patients are candidates to
epilepsy surgery, who aim at resects areas where crisis start. When this resection is not
possible like in eloquent area, an alternative is a surgical procedure called multiple
subpial transection (MST), which interrupts the neuronal horizontal connections,
getting down the intracortical propagation of ictal epileptic discharges. The goal in this
study was valuate the efficacy of TSM in the control of crises in epilepsy focal
experimental model. Methods. We used 25 Wistar male rats, with 60-150 days of life,
from Instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul, who seved like focal epilepsy model. The animals were kept under
controlled illumination and temperature. After anesthetic procedure the animals were
fixed in the stereotaxic apparatus and left craniotomy and Dura-mater were take out,
than five electrodes were fixed at the cerebral cortex and video-electroencephalogram
(video-EEG) were registered for 10 min. At this point we injected penicillin G potassic
crystalline subpial in the same local to the most anterior electrode who was always in
the forelimb motor cortex, than we registered 10 min video-EEG. After that procedure
we divided in two groups: experimental group who we did a Multiple Subpial
Trasection(MST) and a Sham group who we did not do MST, in both of that we

registered 10 min video-EEG. Results. The time to get seizures had the same median in



a surgical group and in the control group (180s). The rats which stopped crisis in the
surgical group was 10 (66,7%) and in control group no one. Two animals (11,1%) died
in a surgical group and 4(57,1%) in a control group. In the channel 3 the median post-
TSM was 7(1 to 16) and in the end of register of control group 20 (6 to 35), p=0,012.
For the interictal discharges in a surgical group the median post-penicillin against
post-TSM was 17 (p<0,001), in the control group was 14 post-penicillin and in the end
of the register 20 (p=0,091). Median in the surgical group for the post-penicillin was
1(0 to 6) and 0(0 to 1) (p=0,003). For the ictal discharges in the surgical group the
median post-penicillin was 1 and post-TSM was 0 (p=0,003). There was not motor
deficit after procedure in any animals; also there was no significant histological
alteration in the rats. Conclusion. These findings suggest a role of MST stop or
decrease tremendously the electrical spreading of epilepsy crisis in brain cortical layer
of rats. It demonstrates that it is a very effective surgical therapy for refractory epilepsy

focused on cerebral eloquent areas.

KEY WORDS: Epilepsy surgery,Multiple subpial transaction,cerebral eloquent areas
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1. INTRODUCAO

Epilepsia, que muitas vezes ¢ referida como crises convulsivas e algumas vezes
¢ subdiagnosticada, ¢ uma condi¢do neurologica cronica comum, pois tem a prevaléncia
de aproximadamente cinqlienta milhdes de pessoas no mundo, o que representa
aproximadamente 1% da populacdo geral, com idade de incidéncia mais comum entre
os 18 e 65 anos de idade. '

A prevaléncia da epilepsia no Brasil ¢ similar a de outros paises
subdesenvolvidos e a lacuna de tratamento ¢ geralmente grande. A epilepsia ¢ mais
prevalente entre pessoas de baixo nivel econdmico € em pessoas mais idosas (acima dos
59 anos). Entretanto, a lacuna de tratamento é similar entre as classes sociais >

A patologia ¢ caracterizada quando o paciente apresenta, no minimo, duas crises
convulsivas na auséncia de doenca toxica e/ou metabdlica, o que se caracteriza por febre
e alteracdes hemodinamicas e eletroliticas. Pode também ser secundaria, no caso
causada por lesdes cerebrais, como tumores intracranianos, malformagdes encefalicas,
lesdes cerebrais pds-traumaticas, disturbios genéticos, tais como a esclerose tuberosa,
cromossomo-20 em anel e doengas cerebrovasculares. Quando a epilepsia ndo tem
causa conhecida, denomina-se epilepsia criptogénica; as idiopaticas sdo as epilepsias
transmitidas geneticamente, com maior expressdo em determinadas faixas etarias, como
nos idosos, que representam aproximadamente 40% dos casos de epilepsias. '

Algumas situagdes precipitam ou sdo desencadeantes das crises convulsivas.
Essas condigdes sdo, basicamente, a hiperventilagao, o estimulo luminoso intermitente
(fotostimulagdo), a privagdo do sono, o cansago excessivo, a constipagdo, o periodo
menstrual, o estresse ¢ o consumo excessivo de alcool. As crises epilépticas sdo

desencadeadas nos pacientes que, de alguma maneira, t€ém predisposi¢ao em té-las, mas
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ndo costumam ocorrer em individuos que passam pelas mesmas situagdes, porém nao
possuem predisposicio para crises epiléticas. '

O tipo de crise convulsiva depende da area cerebral lesada e do grau de
propagagdo. Quanto a propagacgao, as crises sao classificadas clinicamente como focais,
quando a descarga epilética se mantém num local, ou seja, ndo se propaga além do foco
epilético, e generalizadas, quando os dois hemisférios cerebrais sdo atingidos pela
descarga elétrica iniciada num foco ou local especifico do cérebro. Os individuos com
epilepsia podem apresentar diferentes graus de propagacdo e diferentes localiza¢des do
foco epilético, originando, assim, as diferentes crises epilépticas que constituem a base
da sua classificacdo. '

As manifestagcdes clinicas da crise epilética dependerdo ndo s6 de onde a
descarga se localiza como também da sua possivel propagagdo para areas cerebrais
vizinhas. As crises epiléticas variam bastante na sua fenomenologia, podendo ser
caracterizadas por perda da consciéncia, distirbios do movimento, alteragdes sensitivas
ou sensoriais e, ainda, por sintomas vegetativos e comportamentais. Podem ser tdo
rapidas que passam despercebidas ou tdo prolongadas que exigem atendimento em
emergéncia médica, podendo acarretar seqiielas graves. Crises que duram mais de trinta
minutos, ou crises sucessivas sem recuperagdo do nivel de consciéncia entre elas
definem o chamado “estado de mal epilético”, que constitui uma das urgéncias
neurolégicas, especialmente na infancia.

As epilepsias sdo divididas, basicamente, em parciais, generalizadas e nao
classificaveis. As crises parciais sdo assim definidas por suas manifestagdes iniciais,
clinicas e eletroencefalograficas e por serem provenientes de um foco especifico no

cérebro, limitando-se a um hemisfério cerebral. Ainda, podem ser seguidas de alterag@o
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da consciéncia, por isso denominadas de “parciais complexas”; quando nao ha alteragao
da consciéncia, sio denominadas de “parciais simples”. *

Por sua vez, as crises generalizadas sdo assim definidas por provocarem perda da
consciéncia desde o inicio da crise; idiopaticas sdo as epilepsias transmitidas
geneticamente, € criptogénicas, as epilepsias de presumivel base organica, sem que se
esclareca a etiologia. *

Na Tabela 1 apresenta-se o resumo da classificagdo das epilepsias proposta e
validada em 1981 pela International League Against Epilepsy (ILAE), que ¢ aceita
como padrio internacional. >

TABELA 1
CLASSIFICAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS

Crises Parciais, Generalizadas e Crises Nao Classificaveis

Crises Parciais (ou Focais)

Crises Parciais Simples (cps)
com sinais motores
com sinais sensitivos somato-sensoriais ou especiais
com sinais ou sintomas autonoémicos
com sintomas psiquicos.

Crises Parciais Complexas (cpc)

inicio de crise parcial simples seguida por alteracao da consciéncia
alteracao de consciéncia no inicio

Crises Secundariamente Generalizadas

CPS evoluindo para crises tonico-clonicas generalizadas (CTCG)
CPC evoluindo para CTCG
CPS evoluindo para CPC e entao para CTCG.

Crises Generalizadas (desde o inicio)

CTCG Crises de auséncia
Crises de auséncia atipica
Crises mioclonicas

Crises tonicas
Crises clonicas

Crises atOnicas.

Crises Nao Classificaveis (informacoes incompletas ou inadequadas)

Fonte: http://www.epilepsia.org.br/epi2002/show_livrol.asp?cap=42
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As crises epilépticas apresentam sinais e sintomas transitorios, em virtude da
anormal e excessiva atividade neuronal sincronica no cérebro, e sdo geralmente
controladas com medicacdo. Entretanto, nos casos mais extremos, isto €, refratarios ao
tratamento clinico, o paciente necessita de tratamento cirurgico para controle total ou
parcial de suas crises. "

Dentre os varios tipos de cirurgia para epilepsia estdo as amigdalo-
hipocampectomias, que consistem na resseccdo da amigdala e do hipocampal em
pacientes com epilepsia mesotemporal. Rooyen et al., em 2006, demonstraram num
estudo experimental que as descargas elétricas propagadas do hipocampo podem causar
efeito a longa distancia no cortex motor. ’

Existem também as resseccdes das lesdes focais epileptogénicas, que podem
determinar sinais deficitarios e desencadear crises epilépticas refratarias ao tratamento
clinico.

A transeccdo subpial multipla (TSM) ¢ um tipo de cirurgia de epilepsia que foi,
primeiramente, descrito em 1969 por Frank Morrell e tem como objetivo principal tratar
cirurgicamente os pacientes com epilepsia refrataria que apresentem foco epilético em
areas eloqiientes com restrigdes a ressec¢ao cirurgica da lesdo, causando minimo ou
nenhum déficit neuroldgico; pode ser realizada isoladamente ou como complemento a
resseccdo da lesdo. Existe uma dificuldade para se avaliar a validade da TSM na
epilepsia, pois seus resultados ndo podem ser comparados com controles, ja que em
muitos casos a TSM ¢ realizada juntamente com a ressecc¢ao de lesdo cortical.

A resseccdo combinada com TSM ¢ utilizada para tratar crises refratdrias em
cortex eloqiiente e ndo eloqiiente que tenha multiplos focos, o que, segundo Devinsky et
al., em 2003, parece melhorar o controle das crises epilépticas. * Entretanto, tem-se

dificuldade de avaliar se a melhora das crises deve-se & TSM ou a resseccao seguida de
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TSM. ® O principio da TSM baseia-se na organizagdo neuronal cortical, no seu padrio
funcional e na atividade elétrica durante a propagacao da atividade epileptogena. Como
foi previamente demonstrado em gatos, o padrdo de organizagdo do cortex cerebral ¢
orientado por colunas de células neuronais capazes de fungdes independentemente da
atividade da sincronizagdo e propagacdo horizontal das descargas epiléticas. ° Assim, a
unidade de atividade funcional ¢ vertical e a propagagdo das crises epiléticas ¢
horizontal. Por ser necessaria minima quantidade de contigiiidade de cortex cerebral
para manter sua atividade funcional, Morrell sugeriu a transec¢do subpial multipla, que
interrompe apenas a propagacio horizontal. °

O procedimento consiste na delimitagdo das areas epileptogénicas pela
eletrocorticografia. A técnica cirurgica constituiu-se de coagulacdo com bipolar em
pontos distantes aproximadamente 5 mm entre si nas bordas dos giros cerebrais. Assim,
utilizando uma lamina angulada para este procedimento (transector), realiza-se a
transecgdo entre os pontos previamente coagulados. '

Kaufmann et al., em 1996, realizaram estudos neuropatoldgicos em oito pacientes,
os quais foram submetidos a transec¢do subpial multipla e, algum tempo depois, a
lobectomia temporal para resseccdo da lesdo e estudo histologico dos resultados da
TSM. Na maior parte dos casos, a técnica mostrou disjuncdo da propagagdo
epileptogénica horizontal com lesdo perpendicular ao cortex cerebral, mas num tergo
dos casos adicionou-se lesdo profunda na area que dividia neurdnios aferentes de
eferentes; também houve lesdo na jun¢do das substincias branco-cinzenta, o que foi
analisado como um fator de somagio no controle das crises epiléticas. !

Quanto a recorréncia tardia das crises epilépticas apos a TSM, Orbach et al., em
trabalho de 2001, sugerem que os maiores problemas da realizacdo somente da TSM sdo

o aumento da freqiiéncia e a recorréncia tardia dessas crises. Em seu estudo avaliando e
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acompanhando 54 pacientes submetidos a TSM por um periodo médio de 56 meses, os
autores verificaram que 79,6% deles tiveram redugdo significante da freqliéncia das
crises; 50 % ficaram praticamente livres de crises e 18,6%, depois de mostrar uma
melhora inicial, ndo sé tiveram mantida como aumentou a freqiiéncia das crises por
varios anos depois da cirurgia. '*

Wyler et al.,, em 1995, relataram o caso clinico de seis pacientes com crises
convulsivas parciais provenientes do cortex sensorio-motor, diagnosticadas por
videoeletroencefalograma (video-EEG) e mapeamento cortical transoperatorio, nos
quais realizaram TSM com uma modificagdo na técnica cirurgica: a TSM foi realizada
com o gancho da lamina de epilepsia mais profundamente que a descri¢do cirurgica
original, para obter menor lesio aos vasos piais. > Dentre os resultados obtidos no
estudo, quatro pacientes que ndo demonstravam anormalidades na RNM apresentaram
gliose cortical na bidpsia transoperatdria. Apenas um paciente ndo apresentou melhora
na freqiiéncia das crises, e testes neuropsicoldgicos realizados revelaram que os
pacientes ndo demonstraram déficits pos-operatdrios. Em conclusdo, os autores
propdem a hipotese de que esses pacientes representam a sindrome epiléptica central ou
perirolandica, referindo-se a gliose cortical ndo demonstrada por imagem
neurorradioldgica.

Estudos experimentais em animais que avaliam a TSM ou tentam esclarecer seu
mecanismo ¢ terapéuticas sdo limitados. Hashizume et al., em 1998, publicaram
resultados de um estudo que avaliou com EEG e medidas do metabolismo da glicose
cerebral o efeito da TSM em ratos como modelos de epilepsia. Neste estudo, as crises
convulsivas corticais focais foram induzidas pela inje¢do de acido kainico no cortex
sensorio-motor esquerdo, atividade que se propaga além do cortex para areas vizinhas e

para o cortex sensorio-motor contralateral. No mesmo estudo foram realizadas cirurgias
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de TSM em torno da area cortical do foco epileptogénico, o que impediu a propagagao
da crise no hemisfério ipsilateral, mas ndo no contralateral. O metabolismo cerebral da
glicose nos animais ndo foi alterado ap6s serem submetidos a TSM. Esses resultados
indicaram que a TSM suprimia a propaga¢ao das crises acerca do foco cortical, mas nao
as interrompia no hemisfério contralateral, por ndo inibir completamente a interagao
vertical entre o foco e as areas subcorticais. A preservacdo do metabolismo mensurado
da glicose revelou que a funcfo cortical na area da TSM fora preservada. '*

Tanto a TSM como outros tipos de cirurgia podem ser utilizados como
ferramentas para a melhora das crises da epilepsia intratdvel causada pela sindrome do
cortex duplo (SCD), caracterizada por uma heterotopia neuronal laminar ou em banda,
na qual uma camada extra de neurdnios (substincia cinzenta) localiza-se abaixo da
camada normal do cortex cerebral. Em estudo multicéntrico, Bernasconi et al., em 2001,
relataram oito casos de pacientes com SCD e epilepsia intratavel. Os autores obtiveram
resultados ndo satisfatorios com a ressec¢do focal da lesdo, além de perceberem que a
calosotomia oferecera uma melhora das crises dos pacientes, mas somente como
tratamento paliativo. Concluiram também que seria necessario estudar um grupo maior
de pacientes para poder confirmar a eficicia da TSM no tratamento cirirgico da
epilepsia intratavel em pacientes com SCD, ja que os dois pacientes tratados com TSM
ndo apresentaram melhora significativa e as crises eram consistentemente localizadas."

O controle do status epilético pode ter a TSM como ferramenta de auxilio, ja que
representa potencialidade fatal quando as crises ndo sdo controladas. Bristol et al., em
2006, relataram um caso de status epilético refratario a terapia medicamentosa,
incluindo o uso de trés drogas anti-epilépticas orais e ao coma induzido por barbiturico.
Os eletrodos de superficie localizaram vagamente o foco epilético no hemisfério

cerebral esquerdo, razdo por que foi colocada a placa de eletrodos subdurais para
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registro da atividade elétrica. As transecgdes subpiais multiplas foram realizadas
subseqiientemente ¢ o estado de mal epilético foi resolvido. Este caso ilustra a
potencialidade da técnica em status epilético refratario, podendo ser considerada em
pacientes com Status refratario a medicagdo sem etiologia aparente das crises
convulsivas. Quando ha localizagdo do foco epilético por eletrodos de superficie pobre,
especialmente no cortex eloqiiente, grades subdurais podem ser utilizadas para dirigir as
transec¢des e minimizar os déficits neurologicos. '

Estudos em longo prazo pés-cirurgia da epilepsia para malformagdes corticais sao
raros. Em seu estudo, de 2007, Kral et al publicaram resultados de tratamento cirargico
segundo a avaliagdo clinica anual da International League Against Epilepsy (ILAE) e a
avaliacao histoldgica de Palmimi num subgrupo de pacientes com displasia cortical
focal. Foram analisados, retrospectivamente, 49 pacientes com epilepsia de longa data,
nos quais a ressonancia de encéfalo mostrou lesdo cortical em 98% das vezes. A
transeccdo subpial multipla em &reas eloqiientes foi adicionada em 14 pacientes
submetidos a lesionectomia ou lobectomia. Apds quatro anos e meio de follow-up,
verificou-se que 76% estavam livres das crises e que um subgrupo de 47% havia se
livrado das crises desde o momento da cirurgia. O tratamento cirurgico da epilepsia na
displasia cortical focal (DCF) ndo s6 ¢ bem-sucedido em curto prazo, mas também em
longo prazo (acima de trés anos). Constatou-se, ainda, que a TSM ¢ uma ferramenta
auxiliar importante para a diminui¢io do niimero de crises na DCF. "

Boas respostas foram descritas por Chuang et al., em 2006, em pacientes com
espasmos infantis atipicos intrataveis com medica¢do, que ndo mostravam lateralizagao

a ressonancia de encéfalos e foram submetidos & transec¢o subpial multipla. *°
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Desde que o conceito de transsecgdo subpial multipla foi desenvolvido por Morrel
¢ Hanbery ', esta cirurgia tem sido utilizada para o tratamento de pacientes com
epilepsia droga-resistentes com foco epilético em areas eloqiientes. Véarias publicagdes
tém tido o intuito de apresentar séries de pacientes que foram tratados com transecc¢ao
subpial multipla associada a lesionectomias (ressec¢do das lesdes epileptogénicas) ou
somente lesionectomias. Uma coorte com vinte pacientes submetidos somente a
transec¢do subpial multipla, publicada em 2002 por Schramm et al., mostrou que, de
pacientes com epilepsia e classe III de Engel,”> 45% obtiveram melhora significativa
com a TSM; 45% revelaram respostas pouco satisfatérias e 5% ficaram piores do que
no pré-operatorio. Por sua vez, os que apresentavam lesdes detectdveis a ressonancia
magnética de encéfalo com grandes areas de TSM tiveram resultados pouco

satisfatorios 2.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do estudo ¢ verificar a eficacia da Transec¢do Subpial Multipla

(TSM) no controle das crises epiléticas num modelo de epilepsia experimental focal.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1: Quantificar as crises epiléticas apés a TSM e compara-las com as do
grupo de controle.

2.2.2: Verificar se a TSM interrompe a progressao horizontal da atividade
epileptogénica no cortex cerebral.

2.2.3: Analisar a possivel interferéncia da TSM na vascularizagdo encefalica e a

organizagdo estrutural do cortex cerebral.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados 25 ratos machos da raga Wistar, entre 60 - 150
dias de vida, com peso entre 255 a 423 gramas, procedentes do Instituto de Pesquisas
Biomédicas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, como modelo de
epilepsia focal. Os animais foram mantidos sob iluminacao e temperatura controladas

(ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura de aproximadamente 24 °C).

3.2. Delineamento Experimental

O estudo foi experimental, com intervencdo em 25 ratos machos da raga
Wistar. Apos a realizacdo de uma craniotomia hemisférica esquerda, foram implantados
no cortex cerebral dos animais os eletrodos de registro eletrencefalografico e
videomonitorizados por 10 minutos para se obter o registro basal. O foco epileptogénico
foi guiado por coordenadas estereotaxicas no cortex frontal correspondente a
motricidade do membro anterior direito e, entdo, provocado com injecdo subpial de
penicilina G potéssica cristalina a 1 mm de profundidade em todos os animais. Apos
esse procedimento, os animais foram observados com video-EEG por 10 minutos para a
quantificagdo e qualificacdo das crises. Os ratos foram divididos em dois grupos: Grupo
I (Experimental), com 18 animais, nos quais foram realizadas as craniotomias seguidas
de TSM; no Grupo II — Grupo Controle (Simulado ou Sham), com 7 ratos, foram
realizadas as craniotomias sem a realizagdo de TSM. Realizados esses procedimentos,

as crises foram monitoradas novamente com video-EEG por 10 minutos. Todos os
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encéfalos dos animais foram submetidos a estudo anatomico e histoldégico para

avalia¢do da vascularizagdo e da organizagao estrutural do cortex cerebral.

Anestesia injecdo de penicilina 1. Grupo experimental: TSM
Fixacdo halo estereotaxico subpial para obter 2. Grupo Sham: nao TSM sacrificio
Craniotomia esquerda foco em regido motora
Colocacgdo eletrodos do membro anterior
1)10 min )10 min 1)10 min
video-eeg - video-eeg - video-eeg

Fig.1. Linha do tempo do experimento realizado

3.3. Inducéo da epilepsia

Para a inducdo da epilepsia os animais foram fixados num aparato estereotaxico
ap6s terem sido anestesiados com xilasina (0,1mL/g peso corporal, i.p.) e ketamina
(0,ImL/g peso corporal, i.p.). Na regido previamente determinada por coordenadas
estereotaxicas (cortex cerebral esquerdo, correspondente a motricidade do membro
anterior direito) um eletrodo foi instalado, o qual serviu de guia para a administracao de
penicilina G potassica cristalina subpial a cerca de 1 mm profundidade do cortex,
formando um foco epilético.'” A dose de penicilina foi de 500 UI subpial, ** diluida em
solucdo aquosa com seringa de microdoses de Hamilton de 10 pl, num volume de 0,4
ul. Para colocagdo do eletrodo e indugdo do foco epileptogeno foi utilizado o Atlas de
cérebro de ratos de Paxinos & Watson (1998) '®, calculando-se o ponto em 3 mm
lateral a esquerda da linha média e 1 mm anterior ao bregma. A aplicacdao de penicilina
G potassica cristalina subpial ¢ um importante mecanismo para a elaboracao e formagao

de descargas sincronicas ponta-onda generalizadas, razdo por que foi aplicado este

modelo de inducdo de epilepsia. '’
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3.4. Colocagéo dos eletrodos

Conco eletrodos foram colocados nos animais, depois de mantidos sob anestesia
no aparato estereotaxico e submetidos a craniotomia hemisférica esquerda com um
pequeno drill e com a dura-mater aberta. Os eletrodos foram posicionados de acordo
com o Atlas de cérebro de ratos de Paxinos & Watson (1998). '* O eletrodo situado
mais anteriormente foi localizado na regido cortical cerebral correspondente a
motricidade do membro anterior direito; portanto, ficou a 1 mm anterior ao bregma, 3
mm lateral & linha média e meio milimetro de profundidade no cortex cerebral.'* Outros
dois eletrodos bipolares foram inseridos 2 mm posteriormente ao primeiro ¢ 4 mm

distanciados entre eles; outros dois foram posicionados na mesma disposi¢ao, porém 2

mm mais posteriormente.

Fig. 2. Colocacdo dos eletrodos e injegdo de penicilina na regido da motricidade do membro anterior

direito do rato.
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3.4. Técnica cirurgica experimental da TSM

Apbs a indugdo da epilepsia, os ratos foram mantidos com seu cranio fixado no
aparato estereotaxico, ainda sob anestesia, previamente realizada com xilasina e
ketamina. Apds o escalpo, o cranio e a dura-mater foram abertos; o cortex motor,
exposto e os eletrodos foram, entdo, colocados. Posteriormente, duas transecgdes
subpiais multiplas foram realizadas paralelas ao cortex cerebral e em sentido sagital,
entre os eletrodos, de maneira tal que o eletrodo que estava situado mais anteriormente
fosse isolado dos outros quatro. O objetivo era interromper a propagagdo das crises no
sentido horizontal do cortex cerebral, deixando, assim, o eletrodo mais anterior isolado,
com o foco epilético sem poder se propagar.

O procedimento em si, a transeccdo subpial multipla, teve como medidas
padrdes para todos os animais 6 mm de comprimento no sentido antero-posterior do
encéfalo dos animais ¢ 1 mm de profundidade no cérebro, o que foi anteriormente
testado e realizado em ratos por Hashisume e Tanaka (1998). A TSM foi realizada com
um bisturi lamina 11 ou um material proprio e especifico, chamado de transector, feito
de arame de ac¢o inoxidavel, medindo 0,3 mm de didmetro e com uma ponta de angulo
reto de 1 mm."*

Na Figura 3 a craniotomia hemisférica esquerda ¢ esquematizada e representada
pelo desenho do cranio de um rato na linha hachurrada. Os pontos representam o local
da posicdo dos eletrodos no procedimento; a linha sélida, o local da craniotomia, ¢ a
linha hachurrada, as transecc¢des subpiais multiplas feitas entre os eletrodos, com 6 mm

de extensdo e 1 mm de profundidade no encéfalo.



25

Na Figura 3a vé-se o cranio de um rato Wistar de
aproximadamente 290 g, mostrando na regiao hachurrada
a craniotomia esquerda feita em todos os ratos do
experimento. Retirado do Atlas Paxinos e Watson.

Interaural Line

Figura 3b

Na Figura 3b mostra-se um cérebro de rato com os
eletrodos que foram colocados. As linhas pontilhadas
representam as transeccoes subpiais multiplas, isolando
o eletrodo gerador do foco epilético na regiao frontal
esquerda(Fa), a par do qual foi injetada penicilina.
Este esta colocado na regiao correspondente a
motricidade do membro anterior do rato.

Fig. 3. O cranio de um rato e um encéfalo demonstrando os locais dos procedimentos realizados no
experimento.

Fonte:http://www.apuche.org/OIA/Anatomical %20Images/WB01_Puche300x225.jpg
http://www.apuche.org/OIA/Anatomical %20Images/WB01_Puche300
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Fig. 4. Momento da transecg¢do subpial multipla com bisturi lamina 11

3.6. Quantificacao e monitorizacéo das crises com video-EEG

Para avaliar se a TSM diminuira a freqiiéncia das crises e/ou se interrompera sua
propagacao horizontal foram analisadas as manifestagdes comportamentais dos animais
e o videoeletroencefalograma (video-EEG). O registro foi realizado com o sistema de
video-EEG, e os dados, transmitidos ao computador, digitalizados e armazenados para
analise posterior. Os eletrodos corticais de platina ou prata/cloreto de prata foram
fixados nas projecdes das dreas corticais previamente estabelecidas. Identificaram-se
como crises convulsivas as manifestacdes visiveis e graduadas conforme a observagao
por video e descargas paroxisticas no registro eletrencefalografico. Os dados de EEG e a
quantificacdo das crises no periodo do procedimento foram analisados por dois
pesquisadores independentes, sem informacgdes sobre o tipo de tratamento realizado. A
localizag¢do do foco epileptdogeno (atividade interictal) ou do inicio da atividade ictal foi

realizada utilizando-se a montagem bipolar. A deflexdo para cima foi determinada pelo
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polo negativo na entrada 1 (linha cheia) e positiva na entrada 2 (linha hachurrada), a
deflexdo para baixo acontece em situagdo inversa. Utilizamos a seguinte montagem:

1. Canal 1 (CH1): entrada 1: frontal anterior (Fa); entrada 2: frontal lateral (F1)

2. Canal 2 (CH2): entrada 1: frontal lateral (F1); entrada 2: parietal (P)

3. Canal 3 (CH3): entrada 1: parietal (P); entrada 2: frontal medial (Fm)

4. Canal 4 (CH4) entrada 1: frontal medial (Fm); entrada 2: frontal anterior (Fa)

A freqiiéncia das descargas interictais foi verificada com contagem de pontas
(spikes) no eletroencefalograma; de polipontas, denominadas descargas ictais
recrutantes, com duragdo minima de 10 segundos. A contagem foi realizada por dois
especialistas em neurologia, cegos quanto ao trabalho, um com especializacdo em
polissonografia e outro em neurofisiologia. Foi também considerado para a contagem
dessas descargas ictais e interictais o local do tragado eletroencefalografico a ser
analisado; para isso foram escolhidos, em todos os tragados, os ultimos 60 segundos de
cada 10 minutos registrados, tanto no registro basal como no registro pos-injecao de

penicilina e no registro pos-transec¢ao subpial multipla
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Fig. 5. Tragado eletroencefalografico e a videomonitorizacdo sincronizadas
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3.7. Analise da vascularizacdo e organizacdo estrutural do cortex cerebral pos-

transeccao subpial multipla

A vascularizagdo do cortex cerebral do rato e, principalmente, na regido
sensoOrio-motora ¢ basicamente realizada pela artéria cerebral média, que cursa na face
lateral do hemisfério cerebral em direcdo posterior e superior, ramificando-se
amplamente por toda face dorsal do hemisfério cerebral. A drenagem venosa da regido
sensorio-motora ¢ feita pelas veias cerebrais superiores que drenam no seio sagital
superior ¢ por ramos das veias cerebrais inferiores. A TSM foi realizada no sentido
sagital, cuidando-se sempre em preservar estes ramos, tanto arteriais como venosos. A
analise das estruturas vasculares pds-procedimento (TSM) foi realizada
macroscopicamente, comparando-se as estruturas com a anatomia previamente
conhecida.

Para a avaliagcdo da histologia e da organizagdo estrutural do cortex cerebral
foram utilizadas a técnica histologica de Nissl e a analise microscopica das fatias de
cérebro, buscando-se alteracdes da organizagdo estrutural pelo procedimento cirurgico
ou pela colocagdo dos eletrodos. A avaliacdo teve também o objetivo de revelar a
acuracia da TSM quanto a sua profundidade e posi¢do perpendicular ao cortex. Os
animais foram anestesiados com xilasina (0,1mL/g peso corporal, i.p.) e ketamina
(0,1mL/g peso corporal, i.p.) e foram perfundidos com solu¢do lavadora de tampao
fosfatado com heparina (50 mL em de 11-dias e 100 mL em 90-dias ratas), seguido por
paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1M (pH 7.4) a 4 °C.

A velocidade da condugdo das solucdes utilizadas na perfusdo intracardiaca foi
de, aproximadamente, uma gota por 5 segundos. Apos a perfusdo, o encéfalo foi

extraido do cranio e permaneceu na mesma solug¢do fixadora por 48 horas. Depois de
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fixado, a solucdo de paraformoaldeido foi substituida por sacarose 30% até que o
material afundasse, ou seja, estivesse devidamente desidratado. Apds esse
procedimento, o cérebro foi congelado em nitrogénio liquido e isopentano a -10 °C e
colocado imediatamente no freezer para posterior sec¢do. Foram realizadas secgdes
coronais seriadas do cérebro, com 20 um de espessura, cortadas em um criostato e
coletadas em série de fatias. Para a coloracdo de Nissl, as seccdes foram coradas com
cresil violeta, e depois, desidratadas por meio de séries de 4lcool, clareado com xilol e

encoberto com Entellan (Merk).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise de idade, peso, quantidade de penicilina subpial aplicada, tempo
até os animais terem crises, animais que desenvolveram crises € animais que morreram,
foram descritas as varidveis quantitativas com distribuicdo simétrica pela média +
desvio-padrao e comparadas pelo teste t de Student para amostras independentes.

Foram descritas as varidveis quantitativas com distribuicdo assimétrica pela
mediana (minima a méaxima) e comparadas pelo teste de Mann Whitney.

Foram descritas as varidveis categoricas pela freqiiéncia absoluta e freqiiéncias
relativas percentuais e comparadas pelo teste exato de Fisher.

Para a andlise quantitativa das crises convulsivas a varidvel nimero de crises foi
descrita pela mediana e valores minimo e maximo dada a distribuicdo assimétrica do
numero de crises convulsivas. Foram comparadas entre os grupos pelo teste de Mann-
Whitney e dentro dos grupos pelo teste de Wilcoxon. Em virtude das comparagdes
multiplas realizadas, foi realizado um ajuste dos valores de P pela corregdo de
Bonferroni modificada por Finner no programa PEPI. Foi considerado um nivel de
significancia de 5%.

Os dados foram coletados e digitados no programa Excel e, posteriormente,

exportados para o programa SPSS v. 15.0 para analise estatistica.
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5. RESULTADOS

Os resultados mostram que os animais tiveram peso ¢ idade adequados tanto
para o grupo cirurgico como para o grupo de controle. A média dos ratos foi de 3,6
meses no grupo cirurgico (intervengdo) e de 3,0 meses no grupo de controle (Sham).
Essa diferenga também foi constatada, porém com muito menor intensidade, no peso
dos animais, os ratos foram selecionados ou escolhidos pelo peso, nao pela idade.

A quantidade de penicilina aplicada subpial foi obtida com dilui¢ao em solugdo
salina e injetada com seringa de Hamilton acoplada para inje¢ao de 500 UI; em apenas
um animal injetou-se por duas vezes a solugdo, por ndo ter apresentado crise epilética
com uma dose unica de 500 UI de penicilina subpial. Esse fato resultou no uso de 1000
UI de penicilina subpial no animal para provocar-lhe crise convulsiva. Por isso, no
grupo cirargico houve uma diferenca numérica com relagdo ao padrdo previamente
estabelecido de injecdo subpial de penicilina, que foi de 500 UI subpial por animal. **
Todos os animais apresentaram crise convulsiva (focais, generalizadas ou ambas) com
esta dose de penicilina subpial e nenhum animal teve déficit motor pds-inje¢do de
penicilina, tanto no grupo cirurgico agudo (os animais que foram sacrificados no dia do
experimento) como no grupo cirargico cronico (os animais que foram sacrificados trinta
dias apos o procedimento).

Quanto ao tempo que os animais levaram para apresentar crise
convulsiva, variou de 1 a 1080 segundos no grupo intervencdo, tendo como mediana
180 segundos; no grupo Sham, o tempo variou de 1 a 300 segundos, tendo como
mediana também 180 segundos.

A avaliacdo do numero de animais que tiveram suas crises interrompidas, com

avaliagdao dicotomica de ter cessado ou ndo a crise, mostrou que, de 18 animais do
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grupo intervengdo, 10 tiveram cessadas as crises com a transec¢do subpial multipla, o
que significa 66,7% dos casos. Quanto aos animais do grupo Sham, nenhum teve
cessadas as crises antes da administragdo de Diazepam i.p. Todos esses resultados
tiveram significancia estatistica (p=0, 005).

No grupo cirtrgico, dos 18 animais, dois morreram por provavel estado de mal
epilético, o que significou 11,1% do total; no grupo Sham, quatro animais morreram
pela mesma provavel causa, correspondendo a 57,1% dos ratos. Assim, verifica-se
significancia estatistica se comparados os grupos e tem-se como “p” calculado 0,032,
mostrando um maior indice de sobrevivéncia no grupo cirargico. Os  resultados e
nimeros comparativos entre essas variaveis do grupo cirargico e do grupo Sham, suas
médias e medianas e a relevancia estatistica representadas por “p” estdo descritos e
demonstrados na Tabela 2.

O niimero de animais do grupo Sham foi pequeno em relagdo ao grupo cirargico,
pois todos os animais, até certa etapa do procedimento, sofreram exatamente as mesmas
intervengdes, apenas com a diferenca da transec¢do subpial multipla. O grupo de
controle permitiu demonstrar que sem a cirurgia 0S animais morrem mais em

decorréncia do ndo-tratamento cirurgico e conseqliente estado de mal epilético.

TABELA 2

COMPARAGAO E VALOR ESTATISTICO ENTRE O GRUPO CIRURGICO
(INTERVENCAO) E O GRUPO DE CONTROLE (SHAM).

Resultados Intervencéo (Cirtrgico) n=18 Nao intervencao (Sham) n=7 p
Laténcia para a primeira 180 (1 a 1080) 180 (1 a 300) 0,413
crise convulsiva clinica

(segundos)

Numeros de animais 10 (66,7%) 0 (0) 0,005
cujas crises cessaram

Numero de animais 2(11,1%) 4 (57,1%) 0,032

que morreram
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A andlise da freqii€éncia das descargas elétricas foi realizada com a contagem
numérica de spikes para descargas interictais e de polipontas recrutantes para descargas
ictais nos ultimos 60 segundos dos 10 minutos de video-EEG do registro basal, nos
ultimos 60 segundos dos 10 minutos do registro de video-EEG pds- inje¢do de
penicilina subpial e nos ultimos 60 segundos do registro de video-EEG poés-transec¢ao
subpial multipla. Os resultados foram compativeis com um registro basal sem crises ou
alteracdes que pudessem caracterizar descargas elétricas patoldgicas. Todos os animais
tiveram esse tipo de registro nos 10 primeiros minutos; alguns animais apresentaram
alteracdo no EEG antes do procedimento, porém nenhum teve crise convulsiva clinica
ou descarga ictal durante os 10 minutos iniciais de registro basal. A montagem foi
realizada a partir do foco feito com penicilina, que se localizava imediatamente ao lado
do eletrodo F3. Obteve-se, desse modo, o tracado do eletroencefalograma em quatro
registros, assim descritos: Fa em relacdo a F1 (CH 1), Fl em relagdo a P (CH 2), P em
relacdo a Fm (CH 3), Fm em relacdo a Fa (CH 4).

Pode-se observar na Figura 6 que o CH 1 ¢ composto por Fa, cuja linha ¢
continua, e Fl, cuja linha ¢ hachurrada; o CH 2 ¢ composto por Fl, cuja linha ¢ continua,
e por P, cuja linha ¢ hachurrada; o CH 3 ¢ composto por P, cuja linha ¢ hachurrada, e
por Fm, cuja linha ¢ continua; e o CH4 ¢ composto por Fm, cuja linha ¢ continua e por

Fa, cuja linha ¢ hachurrada.
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Fig. 6. Ilustragdo dos quatro canais registrados no eletroencefalograma (CH1, CH2, CH3 e CH4).

Na Figura 7 pode-se observar na letra “A” a imagem do eletroencefalograma em
registro basal sem alteragdes de qualquer natureza epileptogénica, mostrando que o
animal ndo era epilético antes da injecdo de penicilina; o video revelou que o animal
ndo teve crises convulsivas comportamentais. Na imagem “B” pode-se vizualizar um
tragado eletroencefalografico de 20 segundos apos a injecao de penicilina subpial, com
crises e spikes de alta freqiiéncia e amplitude, sendo acompanhadas pelo video com
crises focais no membro anterior do rato e crises convulsivas generalizadas
acompanhando ciclicamente as alteragdes do eletroencefalograma. Na imagem “C”
exemplifica-se um tracado de desaparecimento da atividade ictal e interictal com
atenuacio do ritmo de base do EEG logo apds a TSM (inferindo depresséo alastrante) *°
por 20 segundos, € a imagem “D” mostra um tragado ap6s as duas transecgdes subpiais
multiplas com retorno da atividade de base a amplitude fisiologica 5 min apds a TSM e

diminui¢do importante da amplitude e da freqiiéncia das pontas (Spike) ¢ das crises
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clinicas generalizadas. As crises focais permaneceram nos animais, uma vez que o foco
de penicilina foi isolado para ndo propagar crises generalizadas.

Observou-se por alguns segundos, em todos os animais, depois do trauma da
aplica¢ao de droga e da transeccdo subpial multipla, um fendmeno correspondente ao
desaparecimento da atividade ictal e interictal. As amostras de registros da Figura 7 s3o
de 30 segundos, onde se podem observar diferengas nitidas entre os tragados
eletroencefalograficos do registro basal pds-aplicagdo, como freqiiéncia e amplitude de

tragado.
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Fig. 7. A) Amostra de 30 segundos do registro basal, B) Amostra de 30 segundos pods-injecao de

penicilina.
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Fig. 7. C) Amostra de 30 segundos de EEG com atenuagao do ritmo de base p6s-TSM; D) Amostra de

30 segundos apds o retorno do ritmo de base e po6s-TSM.
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A andlise quantitativa das descargas interictais foi realizada nos ultimos 60
segundos dos procedimentos, tanto no grupo cirurgico (intervengdo) como no grupo de
controle (Sham). Assim, foram colocadas em equivaléncia a mediana das crises pos-
tratamento cirargico (TSM) no canal 3(CH3), que foi 7 (1 a 16 ), ¢ a mediana do grupo
Sham, que foi 20 (6 a 35). Esses resultados revelam que a TSM diminuiu as crises no
canal 3 (canal isolado com a TSM) em comparagdo as do grupo de controle, o que
ocorreu também na monitorizagdo por video. Os valores de p tiveram significancia

estatistica, pois resultaram em 0, 012. (Tabela 3).

TABELA 3
VALORES EM MEDIANA DAS DESCARGAS INTERICTAIS DOS ANIMAIS
DO GRUPO CIRURGICO E DE CONTROLE E O VALOR DE p

GRUPO CIRURGICO X GRUPO DE CONTROLE

MEDIANA
POS-TSM ULTIMOS 60 seg DO EEG p
CH 3 7(1a16) 20(6 a 35) 0,012

Foram quantificadas as descargas interictais nos ultimos 60 segundos do
registro basal e nos tltimos 60 segundos no registro pos-penicilina do grupo cirargico e
apos, devidamente comparados. Obteve-se um aumento das descargas interictais com a
inje¢do de penicilina subpial com mediana para registro basal de 1,5 (0 a 15) e mediana
para pos-penicilina de 17,5 (7 a 60), e um valor de p significativo <0,001(Tabela 4).

Quantificaram-se, também, as descargas interictais nos ultimos 60 segundos do
grupo cirurgico pds-inje¢do de penicilina e nos ultimos 60 segundos pds-TSM. Os

resultados revelaram diminui¢do importante (com valores de mediana no canal 3 pos-
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penicilina de 17,5 (7 a 60) e de 7 (1 a 16); no p6s-TSM, o valor de p se mostrou <0,001)

das descargas ictais com o tratamento cirurgico (TSM) (Tabela 4).

TABELA 4
DESCARGAS INTERICTAIS NO GRUPO CIRURGICO COM MEDIANAS E O VALOR DE p

GRUPO CIRURGICO (descargas interictais)

MEDIANA

POS-PENICILINA POS-TSM p

CH3 17,5(7 a 60) 7(1 a 16) <0,001

Também foram comparados o numero de descargas ictais nos ultimos 60
segundos logo apds a inje¢do de penicilina e o nimero de descargas ictais dos ultimos
60 segundos ao fim do procedimento no grupo de controle. Essa comparagdo mostrou
que as descargas ictais ndo tiveram diminui¢do sem o tratamento cirurgico (TSM), mas
um aumento do nimero de atividades interictais. Os valores no canal 3 em medianas
foram de 14 (0 a 26) para p6s penicilina e de 20 (6 a 35) para o fim do registro ou do
procedimento, com valor de p de 0,091, como se pode ver na Tabela 5. Consideram-se
como descargas interictais pontas (Spikes).

TABELA 5

DESCARGAS INTERICTAIS NO GRUPO DE CONTROLE E O VALOR DE p

GRUPO DE CONTROLE (descargas interictais)

MEDIANA

POS-PENICILINA ULTIMOS 60 seg DO EEG p

CH3 14(0 a 26) 20(6 a 35) 0,091
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A freqliéncia das descargas ictais no grupo cirargico foi mencionada e relatada
em mediana dos registros pos-inje¢do subpial de penicilina (droga) e pds-cirargico (pos-
TSM) no canal 3 do eletroencefalograma. O canal 3 foi escolhido para a contagem das
descargas ictais, pois era um canal em que ndo havia interferéncia nenhuma pds-TSM
do foco epilético realizado em F3 com injecdo de penicilina subpial. Quando
comparadas as medianas dos registros pos-penicilina e p6s-TSM, verificou-se uma
diminui¢do das atividades ictais pds-tratamento cirurgico (p6s-TSM) com relevancia
estatistica e valor de p=0,003. Os valores de mediana (com minima ¢ maxima) ficaram
1 (0 a 6) na analise do registro pds-penicilina e de 0 (0 a 1) no grupo p6s-TSM (Tabela
0).

Considerou-se como descargas ictais polipontas recrutantes aquelas com

duracdo minima de 10 segundos na analise do eletroencefalograma.

TABELA 6
VALORES DE MEDIANA DE DESCARGAS ICTAIS NO CANAL 3 NOS REGISTROS POS-
APLICACAO DE PENICILINA E POS-TSM. VE-SE TAMBEM O VALOR DE P REFERENTE A
COMPARAGAO DE VALORES POS-PENICILINA E POS-TSM

GRUPO CIRURGICO (descargas ictais)

MEDIANA

POS-PENICILINA POS - TSM p DROGA/TSM

CH3 1(0a 6) 0(0a1l) 0,003

Foram analizadas as medianas da freqliéncia das descargas ictais do grupo de
controle (Sham) entre o registro basal (com valores de mediana de 1 (0 a 2) do canal 1,
0 (0al),canal 3 e 0 (0 al)e canal 4) com registro realizado apds a injecao de

penicilina (com os valores de mediana 11 (2 a 38) no canal 1, 10 (2 239) no canal 3 e 7
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(0 a 40) no canal 4). Observou-se, assim, um aumento significativo das crises clinicas
(registradas no video) e, principalmente, das descargas ictais elétricas (registradas no
eletroencefalograma). Esse aumento foi comprovado pela significancia estatistica do p
final entre os registros basal e pds-penicilina (droga), no valor de 0,053 em todos os
canais do eletroencefalograma (Tabela 7). O resultado mostrou que a penicilina aplicada
em regido subpial exerce um potente efeito epilético focal e generalizado, pois apos
alguns minutos gera a descarga epileptogénica para praticamente todo o hemisfério
cerebral no qual foi injetada. No grupo de controle, em especial, obteve-se boa captagdo
elétrica nos eletrodos, com exce¢do do canal 2 (CH 2), no qual o registro em alguns

animais exibiu alta impedancia e por esta razao nao foi considerada na presente analise .

TABELA 7

MEDIANA DE DESCARGAS ICTAIS DOS REGISROS BASAL E POS-APLICACAO DE
PENICILINA COM VALORES DE p

GRUPO DE CONTROLE

MEDIANA
BASAL DROGA P BASAL/DROGA
CH1 1(0a2) 11(2 a 38) 0,053
CH3 0(0a1l) 10(2 a 39) 0,053

CH4 0(0a1l) 7(0 a 40) 0,053




42

Os resultados da andlise histologica foram analisados por meio de laminas
obtidas das regides do cérebro do rato com cortes histologicos por toda a extensdo
antero-posterior das transecgdes subpiais multiplas. A Figura 8 (imagem inferior)
representa um corte histologico do encéfalo de um animal, dando-se énfase ao
hemisfério cerebral esquerdo do rato. Nela se podem observar setas em preto, que
mostram as transec¢des subpiais multiplas com profundidade (1 mm) e espagamento
entre elas (2 mm) adequados; verifica-se também minima lesdo da citoarquitetura do
cortex cerebral, o que deixa as fibras verticais motoras integras. Na Figura 8 (imagem

superior) apresenta-se a figura correspondente ao Atlas de Paxinos ¢ Watson. '*

Evteranral K70 st Breama -0.30 mm

Fig. 8. Imagem histologica ampliada correspondente ao slice do Atlas Paxinos e Watson
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Com relagdo a idade dos animais, observou-se uma diferenga estatistica entre os
do grupo cirurgico e os do grupo Sham, ja que a média de idade dos ratos do grupo
interveng¢ao foi de 3,6 meses e, no grupo Sham, de 3,0 meses. Essa condigdo ndo parece
ter tido impacto nos procedimentos realizados entre um grupo e outro, pois todos os
animais tinham mais que 60 dias; logo, ndo havia diferenga significativa de maturagao
cerebral ou de tamanho dos seus encéfalos. Portanto, a idade dos animais nio
representou perda para o resultado do trabalho.

Durante os procedimentos utilizou-se como regra padrdo a aplicagdo de 500 Ul
de penicilina G potassica de maneira subpial na sintopia cerebral do membro anterior
dos animais para gerar crises convulsivas, ou seja, para torna-los epiléticos. Todos os
animais desenvolveram crises momentos apds a injecdo de penicilina, exceto um, no
qual se utilizou o dobro da dose de penicilina para que desenvolvesse crises
convulsivas. As injegdes neste animal foram espagadas por um tempo de 20 minutos;
portanto, passaram-se 20 minutos de observacao para que fosse injetada nova dose de
droga epileptogénica. O animal que mais demorou ter crise teve-a com 18 minutos; por
isso, a droga injetada novamente foi de importancia para que ele desenvolvesse crise
convulsiva. Esse fato provocou diferenca estatistica entre os grupos na quantidade de
droga subpial injetada. Assim, todos os animais tiveram crise convulsiva por indugdo
com penicilina.

Todos os animais se tornaram epiléticos com inje¢do de droga em regido
eloqliente (regido cerebral correspondente ao membro anterior direito do rato), mas
nenhum desenvolveu déficit motor tanto no periodo agudo (24 horas) como no periodo

cronico (30 dias apds o procedimento), demonstrando que a lesdo da injecdo de
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penicilina e as transecgdes subpiais multiplas ndo interferiram de nenhuma maneira e
em nenhum animal na motricidade. Essa constatagdo reforga o conceito de que as fibras
motoras sdo exclusivamente verticais, iniciando-se no cortex cerebral ¢ avangando na
direcdo da profundidade do encéfalo para regides como o talamo e o tronco cerebral. *

O tempo que os animais demoraram a apresentar crises variou de 1 a 1080
segundos no grupo cirurgico ¢ de 1 a 300 segundos no grupo de controle, havendo
medianas equivalentes; porém, houve diferenga estatistica, o que remete a deducdo de
que, como o grupo cirdrgico tinha um “n” maior, por conseqiiéncia, isso poderia ter
causado uma diferenga no tempo decorrido para os animais terem crises. Segundo
Hashisume e colaboradores (1998) as crises e descargas iniciaram-se somente 30 min
apos injecdo de acido kainico. '* Utilizando o mesmo modelo do presente trabalho,
Bagirici e colaboradores (2006) demonstraram que as atividades elétricas apos a inje¢ao
cortical de 500UI de penicilina G potassica iniciaram-se em 5,2+1,9 minutos, o que esta
de acordo com os nossos achados.”*

Entre o grupo cirurgico e o grupo de controle houve uma comparagio sobre a
interrup¢do das crises ou ndo. Aproximadamente 67% dos animais do grupo cirurgico
tiveram suas crises interrompidas com a transec¢do subpial multipla; os outros 33%
necessitaram receber diazepam intraperitoneal para que cessassem as crises. No grupo
de controle todos os animais receberam diazepam intraperitoneal, pois em nenhum deles
as crises cessaram. A taxa de mortalidade foi consideravelmente maior no grupo Sham,
j& que os animais do grupo de controle ndo tiveram interrompidas suas crises por
cirurgia e todos necessitaram de diazepam intraperitoneal para controle do estado de
mal epilético, o que aumentou muito a morbidade e a mortalidade. *°

A freqiiéncia das descargas interictais foi verificada com contagem de pontas

(spikes) no eletroencefalograma; de polipontas, denominadas descargas ictais
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recrutantes, com duragdo minima de 10 segundos. A contagem foi realizada por dois
especialistas em neurologia, cegos quanto ao trabalho, um com especializacdo em
polissonografia e outro em neurofisiologia. Foi também considerado para a contagem
dessas descargas ictais e interictais o local do tracado eletroencefalografico a ser
analisado; para isso foram escolhidos, em todos os tragados, os ultimos 60 segundos de
cada 10 minutos registrados, tanto no registro basal como no registro pos-inje¢ao de
penicilina e no registro pds-transeccdo subpial multipla. Essa escolha deveu-se ao fato
de que nos ultimos 60 segundos de cada registro observaram-se menos artefatos de
movimento ¢ ndo se notava mais o importante fato do desaparecimento da atividade
ictal e interictal, com atenuagao do ritmo de base do eletroencefalograma logo apds cada
trauma sofrido pelo cortex cerebral do rato. Relata-se o fato de que na maioria dos
animais pdde-se observar esse fendmeno, sugerindo que seja depressdo alastrante, que
consiste em diminuicdo importante da amplitude elétrica do cortex cerebral
imediatamente apds um estimulo artificial. Essa diminui¢do da amplitude inicia-se no
local da lesdo e propaga-se para as areas vizinhas. Observou-se esse fendmeno
principalmente ap6s as lesdes pelas transec¢des subpiais multiplas, provavelmente por
ser, durante todo o procedimento, o maior trauma direto e mecanico ao encéfalo
provocado nos ratos. Esse fenomeno foi descrito por Aristides Ledo em 1955 * ¢
denominado como depressdo alastrante, no qual ocorre uma queda acentuada na
amplitude da atividade elétrica espontanea do cortex cerebral quando estimulado
artificialmente; essa depressdo se propaga a areas vizinhas e, apds certo periodo de
tempo, ha retorno ao quadro normal. O estimulo pode ser provocado por um toque, um
choque elétrico ou substancia quimica. No entanto, até hoje ndo se identificou o
mecanismo que origina naturalmente o fendmeno, embora se saiba que trata-se de uma

corrente DC (Direct Current) a qual se propaga devido a polarizagao progressiva do
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cortex cerebral. > Diante desse quadro e considerando que ndo realizamos registro de
corrente DC, poder-se-ia inferir que houve tal fendmeno apds os traumas ocorridos
durante o procedimento cirurgico, como colocagao dos eletrodos, contato com o sangue
cortical, a craniotomia per se e a propria TSM, capazes de induzir esta onda de
propagacao de corrente DC.

Ao final dos procedimentos, tanto no grupo cirurgico como no grupo de
controle, foi realizada uma comparagao entre numeros de interictais nos canais 1, 2, 3 e
4. Estes nimeros mostraram descargas em menor quantidade ao final do procedimento
cirargico do grupo que realizou transecg¢ao subpial multipla do que no grupo de controle
(que ndo realizou transec¢@o subpial multipla). Com esse resultado, pode-se inferir que,
experimentalmente, em ratos, a transecc¢ao subpial multipla diminui o niumero total final
de descargas interictais, assim como crises clinicas observadas ao video-EEG, em
comparagdo as de um grupo de controle (sem TSM). Entretanto, apesar dos resultados
obtidos, os nimeros ndo se mostraram estatisticamente relevantes, com valor de p
>0,05. O resultado ndo coletado no canal 2 do grupo de controle explica-se em razdo de
um defeito técnico no transmissor do eletroencefalograma, porém nao causou prejuizo
ao video ou a observagdo comportamental dos animais.

A freqliéncia das descargas ictais foi analisada em momentos distintos no grupo
cirargico; por isso, pdde-se observar pela mediana feita no registro basal que houve
aumento das crises apos a inje¢do de penicilina subpial em todos os canais
estatisticamente significativo, com p=0,003. Fazendo uma comparacdo entre as
descargas ictais nos ultimos 60 segundos pos-inje¢cao de penicilina e nos ultimos 60
segundos pds-TSM, verificou-se uma diminuicao estatisticamente significativa para os
canais 1 e 3 com p<0,001, ao passo que os canais 2 e 4 tiveram alteragdes técnicas no

eletroencefalograma que ndo permitiram a contagem correta das descargas. Isso se
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deveu, possivelmente, ao fato de os eletrodos ndo terem tido o devido contato com a
superficie cortical, ou simplesmente ndo terem registrado adequadamente as alteracdes
eletroencefalograficas. Em trabalhos anteriores como de Hashisume e colaboradores
(1998), houve a descrigdo de que pontas (Spikes) surgiram logo apo6s a administra¢do de
acido kainico e que as pontas ritmicas e as crises do lado contralateral da aplicagdo
cortical logo foram detectadas e tornaram-se ritmicas em 5-10 minutos, porém nao
houve compara¢ao do numero de pontas, crises ou descargas ictais , como realizamos
em nosso trabalho. Bagirici ¢ colaboradores (2006), quantificaram as pontas (Spikes)
evidenciando aumento na sua freqiiéncia apds a aplicacdo de penicilina G potéssica
intracortical e conseqiliente diminuigdo apds a aplicagdo de nimodipina intracortical.
Estes dados sdo semelhantes aos nossos achados, mas os autores mencionados nio
realizaram registro das crises epiléticas (manifestacdo clinica).

Outro resultado que merece comentario relevante ¢ que os animais apresentaram
algumas descargas interictais no eletroencefalograma antes de serem induzidos para tal
com a droga. Como a craniotomia causou minimo trauma ao encéfalo em alguns ratos,
mas houve algumas vezes contato de sangue com o cortex cerebral e até mesmo o
contato com o soro (solugcdo salina) usado para a lavagem da craniotomia, pode-se
sugerir que seja esta a causa de os animais terem crises elétricas no registro basal, em
pequena quantidade, ¢ verdade, mas com capacidade para induzir irritagdo cortical e
gerar algunas pontas sem, porém, ter gerado crise clinica ou descarga ictal. Isto estd de
acordo com os experimentos de Jyoti e colaboradores (2008), que utilizaram um modelo
de epilepsia induzida por ferro (FeCl(3) intracortical ¢ com Sharma e colaboradores
(2007), que utilizaram um modelo experimental de epilepsia com ferro subcortical, em
areas do hipocampo, observando-se, assim, a acdo epileptogena do sangue e/ou do

ferro da hemoglobina.””*
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A avaliagdo das descargas interictais, ictais e crises convulsivas no grupo de
controle permitiu estabelecer a evolu¢do natural do procedimento de indu¢do do foco
epileptogeno. Assim, as descargas interictais observadas e avaliadas poés-inje¢do de
penicilina nos nos animais sem tratamento cirargico (TSM) foram aumentando durante
o registro eletroencefalografico e os animais tiveram um maior nimero de crises
clinicas, o que os levou ao estado de mal epilético até o controle com a utilizagcdo de
diazepam i.p. para tentar evitar a morte destes animais. *° Nossos achados reforgam o
valor terapéutico da TSM nas epilepsias refretarias. '¢2% ! 2% 23

Uma preocupagdo freqiiente € quanto ao potencial de lesdo determinado pelo
procedimento da TSM. Para responder este questionamento, analisamos dois aspectos:
identificacdo de eventual déficit motor e andlise histologica do cortex transectado. Os
trabalhos experimentais t€ém limitado ao periodo agudo a avaliagdo de eventual déficit
funcional *°. Neste trabalho num grupo de animais estendemos a observagdo clinica e
histologica a um periodo de 30 dias pos-TSM. Observou-se que nenhum animal
apresentou déficit motor na fase aguda (sacrificados no dia do procedimento) e cronica
(sacrificados 30 dias apds o procedimento). Embora se relate na literatura o aumento das
crises pelo trauma cirtirgico da transec¢ao subpial multipla, isso ndo foi observado em
nenhum animal analisado neste estudo. Portanto, de maneira experimental, neste
trabalho, pode-se inferir que a transec¢do subpial multipla ndo causou nenhum déficit
motor aos animais nem provocou qualquer tipo de crise convulsiva tardia em trinta dias
de observagao, o que ¢ um longo periodo considerando-se o ciclo de vida do rato. Nos
procedimentos realizados em pacientes, Orbach e colaboradores (2001) verificaram que
em 18,6% dos casos ndo houve melhora com a TSM ocorrendo inclusive o aumento do
nimero de cries pos-TSM. Por outro lado Morrell e colaboradores (1989), em um

trabalho com 32 casos de pacientes com epilepsia prévia, 9 delas apresentam crises
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tardias e recorrentes apds a transec¢ao subpial multipla, porém em nenhum dos casos as
crise originavam-se do foco de onde a TSM foi realizada. ' Provavelmente a
recorréncia ou ndo resolugdo das crises epiléticas num percentual de pacientes tratados
com TSM decorre da atividade epileptégena localizada fora dos limites da TSM e/ou da
complexidade maior da patologia epiléptica em seres humanos.

A anélise histologica foi realizada para se verificar a profundidade do
corte das transec¢Oes subpiais multiplas e para analisar se este procedimento nao
causaria lesdo significativa estrutural ao encéfalo e sua vascularizagdo. Essas
observacdes foram esclarecidas com os cortes histologicos, ndo tendo havido lesdo
cortical e vascular significativa nem comprometimento das fibras verticais dos encéfalos
dos animais. Caracterizamos por lesdo significativa aguda aquela que ultrapasse os
limites de profundidade e extensdo lateral da transecc¢aso. Sugiyama e colaboradores
(1995) realizaram experimentos com o proposito de estabelecer as mudangas
histologicas em cérebros de coelhos pds-TSM, os resultados sugeriram que a TSM
interrompe ndo somente a sincroniza¢do neuronal, mas também condugdo excitatdria
interneuronal, mas nio determinou lesdo significativa. *

Portanto, teve-se o objetivo neste trabalho fazer simultaneamente um controle
das crises clinicas, registradas por video-EEG durante todo o procedimento associada a
andlise do eletroencefalograma, verificando as descargas ictais e interictais e
quantificando-as. As descargas interictais tinham relacdo direta e foram observadas e
quantificadas no video-EEG com as crises focais do membro anterior direito dos
animais. As descargas ictais foram diretamente relacionadas e quantificadas com as
crises convulsivas generalizadas que eram também visualizadas no video-EEG o que
ndo foi realizado por outros pesquisadores. '* Padronizaram-se, assim, as observagdes

eletrofisiologicas, as observagdes clinicas e comportamentais dos animais
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quantificando-as com o intuito de se obter uma visdo global do procedimento com a
preocupagdo de definir o bloqueio da propagacdo das descargas epileptogenas.

Assim, neste trabalho procurou-se associar as discussdes eletrofisiologicas,
histoldgicas e clinicas com o objetivo de melhor entender esta modalidade de tratamento
para pacientes com epilepsia refrataria, pois com freqliéncia observamos que os
trabalhos experimentais careciam de rigor metodologico e/ou de visdo clinica. A
transeccdo subpial multipla € uma técnica cirargica de epilepsia que fornece respostas
positivas no sentido de interromper a propagacdo horizontal das crises epiléticas
corticais sem causar dano as projegdes verticais dos neur6nios motores €, a0 mesmo
tempo, causar minimo dano estrutural ao cortex cerebral, conforme analisado

histologicamente.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo permite as seguintes conclusoes:
7.1. A transeccdo subpial multipla diminuiu significativamente o nimero de crises
convulsivas induzidas por penicilina G potassica aplicada em area motora do encéfalo
de rato.
7.2. A transec¢do subpial multipla interrompeu as descargas elétricas interictais em
66,7% dos animais.
7.3. Houve reducdo na amplitude e na freqiiéncia das descargas ictais no grupo
experimental em comparagado as do grupo de controle.
7.4. O grupo tratado com TSM apresentou significativamente menor nimero de mortes
provavelmente por estes animais ndo evoluirem para estado de mal epilético.
7.5. Nao houve evidéncia de comprometimento das fibras de projecdo do cértex motor

quando avaliados pela integridade da fungdo motora e pela histologia.
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Object. Epilepsy is an occurrence of repetitive crises in absence of toxic-
metabolic disturb, caused by a brain abnormal electrical activity. The major part of
epileptic crisis has a good response with medical treatment. However, 20-30% of
epilepsy is refractory to medical treatment. Those patients are a candidate to epilepsy
surgery, which aims at resects areas where crises start. When this resection is not
possible like in eloquent area, an alternative is a surgical procedure called multiple
subpial transection (MST), which interrupts the neuronal horizontal connections, getting
down the intracortical propagation of ictal epileptic discharges. The goal in this study
was to evaluate the efficacy of TSM in the control of crises in epilepsy focal
experimental model.

Methods. We used 25 Wistar male rats, with 60-150 days of life, from Instituto
de Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul,
which served as a focal epilepsy model. The animals were kept under controlled
illumination and temperature. After anesthetic procedure the animals were fixed in the
stereotaxic apparatus and left craniotomy and Dura-mater were take out, than five
electrodes were fixed at the cerebral cortex and video-electroencephalogram (video-
EEG) were registered for 10 min. At this point penicillin G potassic crystalline was
injected subpialy in the same local to the most anterior electrode which was always in
correspondence to the forelimb motor cortex, than we registered 10 min video-EEG.
After that procedure we divided in two groups: experimental group in which a multiple
subpial trasection (MST) was performed and the Sham group in which MST was not
performed, in both groups a ten-min video-EEG was registered.

Results. The time to get seizures had the same median in a surgical group and in
the control group (180s). The rats which stopped crisis in the surgical group was 10
(66,7%) and in control group no one. Two animals (11,1%) died in a surgical group and
4(57,1%) in a control group. In the channel 3 the median post-TSM was 7(1 to 16) and
in the end of register of control group 20 (6 to 35), p=0,012. For the interictal discharges
in a surgical group the median post-penicillin against post-TSM was 17 (p<0,001), in
the control group was 14 post-penicillin and in the end of the register 20 (p=0,091). For
the ictal discharges the median in the surgical group for the post-penicillin was 1(0 to 6)
and 0(0 to 1) post- MST (p=0,003). There was not motor deficit after procedure in any
animals; also there was no significant histological alteration in the rats.

Conclusion. These findings suggest a trial of MST stops or decreases the
electrical spreading of epilepsy crisis in brain cortical layer of rats. It demonstrates that
it is an effective surgical therapy for refractory epilepsy focused on cerebral eloquent
areas.



Introduction

Epilepsy is a neurologic common chronic condition, also known as seizures, it is
sometimes sub diagnosed and has prevalence approximately at fifty millions of people
in the world what represents 1% of general population with most common incidence
between 18 ¢ 65 years old. ° The prevalence of epilepsy in Brazil is similar to other
developed countries and the lack of treatment is very big. The Epilepsy is most
prevalent between poor economic social people and in older people (above 59 y o).
However, the lack of treatment is similar between social classes. '* This pathology is
characterized when the patient presents at least two seizures without toxic-metabolic
disease (i.e.: fever, hemodynamic and electrolytic alterations), it can be secondary,
caused by cerebral lesions (tumors, malformations, post traumatic injuries and genetic
disturbs, and vascular disease). When epilepsy does not have a known cause it is called
cryptogenic and idiopathic when it is directly related with transmitted genetic
transmitting. °

There are some situations that unchain seizures. These conditions are basically
the hyperventilation, photo stimulation, sleepless, fatigue, constipation, menstrual
period, stress and alcoholism. These seizures are broken out just in patients who have
some predisposition to have it. ° The kind of seizures depends on the injured area and its
degree of spread. Epilepsy can be classified clinically as focal when epileptic discharge
do not spread and generalized when both cerebral hemispheres are reached by epileptic
discharges initiated in a focal cerebral. The people with epilepsy can present different
degrees of propagation and different localization of epileptic focus, originating from
different kinds of seizures getting this way the base of its classification.®

The clinical epileptic crisis manifestations depend on the discharge localizations
as well as their possible spread neighbors’ areas. The crisis has a big variety of
presentations like lack of consciousness, movement disturbance, sensitive and sensorial
alterations, vegetative and compartmental symptoms. It can be very fast or very
prolonged which demands emergency treatment, if it has a long duration (more than 30
min) or it is successive crisis we can call it status epileptic. *

Epilepsy is divided basically in partials, generalized and none classified. The
partial ones are defined for their initial manifestation coming from a specific area in the
brain confined in just one cerebral hemisphere. However, they can be conscious after
alteration, and then it can be called complex partials; if there is no conscious alteration
they are called simple partials. '> ™ generalized seizures are that one’s which have a
loss of conscious since the beginning, idiopathic if they are transmitted genetically and
cryptogenic if there they have a supposed organic cause with no clear etiology.'® There
is an epilepsy classification resume validate in 1981 for International League Against
Epilepsy (ILAE) which is accepted internationally as we can see below. >



TABLE 1

INTERNATIONAL CLASSIFICATION OF EPILEPTIC SEIZURES
From: ILAE

Partial seizures, Generalized and non classified seizures

Partial Seizures (or focal)

Partial simple seizures (pss)
with motor signs
with somatic-sensitive or special signs
with autonomic signs and symptoms
with physique symptoms.

Partial complex syndrome (pcs)

Beginning of simple partial seizures followed by alteration of the conscience

Conscious alteration at the beginning
Secondarily Generalized Seizures

PSSevolving for generalized tonic-clonic (TCGC) seizures
PCSevolving for GCTC
PSS evolving for PCC and then for GCTC.

Generalized seizures (since begining)

TCGC absence seizures

Atipical absence seizures
Mioclonic seizures

Tonic seizures
Clonic seizures

Atonic. seizures

None classified (incomplete or indequate informations)

From: http://www.epilepsia.org.br/epi2002/show_livrol.asp?cap=42

Seizures present transitory symptoms and signs due to abnormal and excessive
synchronic neuronal activity in the brain and they are usually controlled with
medication. However, in some cases they have refractory clinical treatment, and then
the surgery treatment is needed for partial or total control of it. *'®

Within all kinds of epilepsy surgery there are amigdalohipocampectomies which
consist of a resection of amygdale and hippocampus in patients with mesotemporal
epilepsy. Rooyen and cols, in 2006, demonstrated in an experimental study that electric
discharge spread from hippocampus can cause long distance effects in a motor cortex. *!
There are also resections of epileptogenic focal lesions that can determinate deficits
signals and break out seizures refractory to the clinical treatment.

The multiple subpial transection is a type of epilepsy surgery, which was first
described in 1969 by Frank Morrell and has a principal goal to treat surgically, with



refractory epileptic patients with epileptic focus in eloquent areas and serious restrictions
for lesion resection, causing this way a minimum or any neurological deficit; it can be
done alone or complementary to a lesion resection. It is a difficult to evaluate the MST
validity because of the results; they cannot be compared with controls, therefore in many
cases MST is carried out with cortical lesion resection. The resection combined with
MST is used to treat refractory seizures in eloquent cortex areas and none eloquent areas
which have multiple focus, according to Devinsky and cols (2003) it seems to improve
epileptic crisis control. ® That difficulty in evaluation was due to an unknown if the
seizures got better because of TSM or surgical resection plus MST. '® The principle of
MST is based in a cortical neuronal organization, in its functional model and in its
electric activity during the epileptogenic activity spreading.

Previously demonstrated in cats, the cerebral cortex organization is oriented for
standard columns of neuronal cells which are capable of any functions independently of
synchronization activity and horizontal spread of epileptic discharges. ' In such case, the
functional activity unity is vertical and epileptic crisis spreading is horizontal. Because
there is a minimally continuous quantity necessary of cerebral cortex to maintain the
functional activity, Morrell proposed the MST which breaks off just horizontal
spreading.'®

The procedure consists of a delimitation of epileptogenic areas from
electrocorticography. The surgical technique consists of a bipolar coagulation in distant
points approximately within 5 cm of distance between them, after that the MST is
performed with a transector or with a blade connecting those points previously
coagulated.

Kaufmann and cols (1996), did neuropathology studies in eight patients, which
was submitted to MST and sometime after were submitted to a temporal lobectomy for
lesion resection and histopathology studies of results of MST

In most of the cases, this technique showed horizontal epileptogenic spreading
disjunction with perpendicular lesion in cerebral cortex, but in a third part of cases it
cause an additional lesion in a deep area which would divide afferent and efferent
neurons and also lesioned the white-gray matter junction, which was analyzed as an
additional factor in the control of epileptic crisis. ' '

Considering later epileptic crisis recurrence after MST, Orbach and cols (2001),
proposed that the biggest problem of the MST did alone is an increase of frequency and
later recurrence of that crisis. In this paper the authors studied and followed 54 patients
who were submitted to a MST for a medium period of 56 months. They verified that
79,6% of patients decreased significantly frequency of crisis; 50% get free from crisis;
however 18,6% after a initial decrease of crisis they get worse many years after
surgery. '

Wyler and cols (1995), described a clinical case of six patients with partial
seizures started from sensory-motor cortex, diagnosed by video-electroencephalogram



and cerebral mapping in trans-op which did a MST with a surgical technique
modification (the MST was done with a sharpened epilepsy hook deeper than the
original description to get less pial vessels lesion).” Among the obtained results in this
study, four patients who did not demonstrate magnetic resonance image abnormalities
showed cortical gliosis in a trans-op biopsy. Just one patient did not get better in
frequency of crisis and neuropsychological tests concluded that those patients did not
get post-op deficits. For that, the author recommended the hypothesis that these patients
represented the Perirolandic or Central Epileptic Syndrome reporting to a cortical
gliosis that neurorradiological studies did not show.

Experimental studies in animals that evaluated the MST or at least tried to
elucidate its mechanism and therapeutic are limited. Hashizume and cols (1998)
published results from a study which valuated with electroencephalogram and glucose
brain metabolism the effect of MST in rats like epilepsy models. In this study cortical
focal epileptic crisis were induced by injection of kainic acid directly in the left sensory-
motor cortex, this activity spreaded besides cortex for neighbor areas and for contra
lateral sensory-motor cortex. At the same study an MST was done in all area of cortical
epileptogenic focus, which suppressed the spreading at ipsilateral cerebral hemisphere
but did not at the contra lateral hemisphere. The animals’ cerebral glucose metabolism
has not changed after submitted to an MST. This results indicated that MST decrease
the spreading of crisis near cortical focus, but it would not stop crisis at contra lateral
hemisphere, because it do not inhibit completely the vertical connection between focus
and sub cortical areas. The preservation of glucose metabolism showed that cortical
function at MST area was preserved.''

As well as MST the other surgical kind of surgeries can be used like tools to
improve crisis in intractable epilepsy caused by Double Cortex Syndrome (DCS), which
is characterized for a laminar neuronal heterotopy or in bands were gray matter is
localized under the normal cortex brain layer. In a multicentre study, Bernasconi and
cols (2001) related eight cases of patients with DCS and intractable epilepsy. In this
study the authors got no satisfactory results with focal lesion resection and noticed that
colostomy offered better results in patients’ crises, but just like a palliative treatment.
They also concluded that it would be necessary to study a larger group of patients to
confirm the efficacy of MST in surgical treatment of intractable epilepsy in patients
with DCS, since both patients treated with MST did not get better and crises were
consistently focal.®

The status epileptic represents potentially a fatal disease when crises are not
controlled. Bristol and cols (2006) described a case of status epileptic refractory to a
medical therapy, including the use of three antiepileptic drugs combined to a barbituric
coma. The superficial electrodes localized discreetly the epileptic focus in the left
cerebral hemisphere and for that a subdural electrodes strip was placed to register
electric activity.



The multiple subpial transections were carried through subsequently and the
state of badly epileptic was decided. In that case that it illustrates the potentiality of the
technique in refractory epileptic status. It could be able to be considered in patients with
refractory status to medication without apparent etiology of the convulsive crises. When
it has the localization of the epileptic focus for electrodes of poor surface, especially in
the eloquent cortex, subdural gratings can be used to direct the neurological transections
and to minimize deficits.’

Studies in the long run after surgery of the epilepsy for cortical malformations
are rare. In a study, Kral et al published its results of surgical treatment according to
annual clinical evaluation of international league against epilepsy (ILAE) and
histological evaluation of Palmimi in a sub-group of patients with focal cortical
dysplasia. They analyzed, retrospectively; forty-nine patients with epilepsy of long date
and brain magnetic resonance showing cortical injury in 98% of the times. The multiple
subpial transaction in eloquent areas was added in 14 patients who had been submitted
to the lesionectomy or lobectomy. After four years follow-up 76% had been free of the
crises and a 47% sub-group had been free of the crises since the moment of the surgery.
The surgical treatment of the epilepsy in the focal cortical dysplasia (DCF) is not only
successful in a short-term, but also in the long run (above three years), it also evidences
that the TSM is an important tool auxiliary for the reduction of the number of crises in
the DCF."

Good answers had been described for Chuang and cols. in patients with
untreatable atypical infantile spasms with medication, that did not show lateralization to
the resonance of encephalon and that they had been submitted to the multiple subpial
transection. * Since that the concept of multiple subpial transection was developed by
Morrell and Hanbery '®, this surgery has been used for the treatment of drug-resistant
patients with epilepsy with epileptic focus in eloquent areas.

Some publications have been generated with the intention to present a series of
patients who had been dealt with multiple subpial transection associate to
lesionectomies or then only lesionectomies. A cohort with 20 patients only submitted to
the published multiple subpial transection in 2002, for Schramm et al showed that
patients with epilepsy with class III of Engel ', forty-five percent had gotten significant
improvement with the TSM, forty five percent poor outcome, five percent had been
worse. The ones that had detectable injuries to the magnetic resonance of encephalon
with great areas of TSM had had poor results.”

Methods

Adult Wistar rats (25 animals) were used in this study. They had from 255 to
423¢r, and between 60 to 150 days of life. Treatment of all animals was in accordance
with the guidelines set by the ethic Committee of animal studies of Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). The animals came from IPB-PUCRS
like a focal epileptic model of epilepsy they were kept under controlled illumination and



temperature (dark-light cycle of 12 hours and temperature approximately 24°C). After a
left hemispheric craniotomy was performed, electrodes of electroencephalographic
register were implanted in cerebral cortex of all animals and then video monitored for
10 minutes to get a basal register. The epileptogenic focus was guided for the
stereotactic coordinates in cerebral cortex in area which corresponds to right forelimb
motricity and then potassic G penicillin was injected subpialy with 1 mm deep in all
animals. When epileptic focus was done the animals were video and
electroencephalographic monitored for 10 minutes to quantify and qualify seizures. The
rats were basically divided in two groups: Group I (Experimental), with eighteen
animals, the craniotomy was performed forwarded to MST, in Group II (Sham), with
seven animals, the craniotomy was performed without performing MST. With these
procedures done the seizures were again monitored with video EEG for 10 minutes. All
rat brains underwent anatomic and histological study to evaluate vascularization and
organization of structural cerebral cortex.

Anesthesia subpial penicillin injection 1. Experimental group: MST
Stereotaxic fixation to get anterior member 2. Sham group: no MST Sacrifice
Left craniotomy motor region epileptic focus
Positioning electrode
110 min 1Y10 min )10 min
video-eeg video-eeg video-eeg

Fig .1.Diagram of the experimental protocol used in this study

Epilepsy Induction

To epilepsy induction the animals were anesthetized with xilasin (0,1ml/g
corporal weight, i.p.) and ketamin (0,1ml/g corporal weight, i.p.) and fixed in a
stereotaxic apparatus. In the region previously determined by stereotaxic coordinates
(cerebral cortex left correspondent to the motricity of the right forelimb) an electrode
was placed, that served as guide for potassic penicillin G crystalline subpial about 1 mm
depth of the cortex, what formed an epileptic focus.” The penicillin injection was in
dose of 500 UI subpialy diluted in an aquose solution with microdoses Hamilton syringe
of 10 pl, in a volume of 0,4 pl. The placement of electrodes and epileptic focus
induction was based on the brain rat atlas of Paxinos & Watson (1998), '® the point
always was calculated in three millimeters lateral to the left of the midline and one
millimeter anterior to bergma. The potassic penicillin application G crystalline subpial
is an important mechanism for the elaboration and formation of generalized
synchror710us discharges tip-wave, the reason why this model of epilepsy induction was
applied
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Electrodes positioning

The animals, after being kept under anesthesia in the stereotaxic apparatus and
submitted to the left hemispheric craniotomy with small drill and dura-mater open, had
five electrodes been placed on. These electrodes were positioned according to the de
Paxinos & Watson brain rat atlas (1998), *° the most anterior situated electrode was
located in the cortical cerebral region corresponding to the motricity of the right
forelimb, then, located to the one millimeter anterior to bregma, three millimeters lateral
to the midline and half millimeter of depth in the cerebral cortex.'' The other two
bipolar electrodes were inserted two millimeters posterior to first and four millimeters
of distance between them, beyond others two electrodes located in the same disposal,
however more two millimeters farther.

A

Fig.2. Electrode placed and penicillin injection in a cerebral motricity area (right forelimb)

Experimental surgical technique of the MST

After the induction of the epilepsy, the rats were kept with its skull settled
in the stereotaxic apparatus, still under anesthesia previously carried through with
xilasin and ketamin. After scalp, the skull and dura-mater were opened, motor cortex
displayed and the electrodes placed. Posteriorly, two multiple mubpial transections were
carried through parallels to the cerebral cortex in sagittal direction, between the
electrodes that were situated more anteriorly which was isolated from the others, having
as objective to interrupt the propagation of the crises in the horizontal direction of the
cerebrum, thus leaving the isolated electrode previous with the epileptic focus without
power to be propagated. The procedure itself (MST) had, as measured standards, for all
the animals six millimeters of length (anteroposterior direction) and one millimeter of
depth, what previously it was tested and carried through in rats by Hashisume and
Tanaka (1998). The MST was carried through with an eleven blade or proper and
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specific material, called transector, made of stainless steel wire measuring 0,3 mm of
diameter and with a tip of straight angle measuring 1 mm."'

In the figure 3a we can see the Wistar rat skull with
approximately 290 g, showing at the hacker region
a left craniotomy done in all rats of experiment.
Removed from Paxinos e Watson atlas.

Interaural Line

Figure 3b

In the figure 3b we show a rat brain with

electrodes placed. The hacker lines represent the
multiple subpial transaction, isolating the epileptic
focus generator electrode at the left frontal region (Fa),
beside that penicillin was injected.

It is placed at the region corresponding a anterior
member rat motricity.

Fig.3a. shows the place of craniotomy, Fig.3b. Shows the electrodes and MST

From: http://www.apuche.org/OlA/Anatomical%20Images/WB01 Puche300x225.jpg
http://www.apuche.org/Ol1A/Anatomical%20Images/WWB01 Puche300
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Fig. 4. MST in its moment with eleven blade.

Quantification and seizures monitoring of the crises with video-EEG

To evaluate if it the TSM reduced the frequency of the crises and/or interrupted
its horizontal propagation and had been analyzed manifestations of the animals through
video electro-encephalogram (video-EEG). The register was carried through with the
video-EEG system, the data had been transmitted the computer, digitalized and stored
for posterior analysis. The cortical platinum electrodes or silver chloride was fixed in
the projections of the cortical areas previously established. Seizures with visible
manifestations were register in video-EEG as the paroxysm and discharges in the
electroencephalographic register will be identified. The data of EEG and the
quantification of the crises in the period of the procedure were analyzed by two
independent researchers, without information on the type of through treatment carried.

The localization of the epileptic focus (interictal activity) or from the beginning
of the ictal activity was realized using the bipolar installation. The up deflexion was
determined as a negative pole at entrance 1 (full line) and positive in entrance 2 (hacker
line), the down deflexion happen in the reverse way. To EEG register we utilized the
following installation:

Channel 1 (CH1): entrance 1: frontal anterior (Fa); entrance 2: frontal lateral (F1)
Channel 2 (CH2): entrance 1: frontal lateral (F1); entrance 2: parietal (P)

Channel 3 (CH3): entrance 1: parietal (P); entrance 2: frontal medial (Fm)
Channel 4 (CH4): entrance 1: frontal medial (Fm); entrance 2: frontal anterior (Fa)

P

The interictal discharges was verified counting spikes in electroencephalogram,
ictal discharges as recruiting polispikes with 10 seconds of minimum duration. Two
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blind neurologists analyzed those EEG at the last 60 seconds of witch register
(basal, post-penicillin and post- MST).
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Fig.5. Video-EEG at the same time

Analysis of the vascularization and structural organization of the cerebral cortex
after multiple subpial transections

The vascularization of the cerebral cortex of the rat and, mainly, in the sensory-
motor region, basically is carried through by the average cerebral artery, that attends a
course in the lateral face of the cerebral hemisphere in posterior and superior direction,
branching off widely for all dorsal face of the cerebral hemisphere. The venous draining
of the sensory-motor region is made by the superior cerebral veins that drain in the
superior sagittal sinus and by branches of the inferior cerebral veins. The TSM was
carried through in the sagittal direction, searching always the preservation of these
branches, arterial as in such a way venous. The analysis of the vascular structures after
procedure (MST) was carried through macroscopically, comparing the structures with
the anatomy previously known.

For the evaluation of the histological and structural organization of the cerebral
cortex the histological technique of Nissl and the microscopically analysis of the slices
of brain had been used, searching alterations of the structural organization for the
surgical procedure and or the rank of the electrodes. The evaluation was also given
searching to disclose to the accuracy of the TSM as for its depth and perpendicular
position to the cortex. The animals were anesthetized with xilasin (0,1ml/g corporal
weight, i. m.) and ketamin (0,1ml/g corporal weight, i.p.) and were prefunded with
solution washer of drain plug phosphataded with heparin (50 ml in of 11-days and 100
ml in 90-days rats), followed by paraformaldeid 4% in drain plug phosphate 0,1M (pH
7,4) in 40 C.

The speed of the conduction of the used solutions in the intracardiac perfusion
was of approximately a drop per 5 seconds. After the perfusion, encephalon was
extracted of the skull and remained in the same fixing solution for 72 h. After fixed, the
brain was washed by 1 h in water current and dehydrated in different concentrations of
alcohol (70%, 80%, 90%, 95% and absolute alcohol) and enclosed xylol and in the final
position with a resin paraplastic (Histosec - Merk). Seriates coronal sections of the brain
had been carried through, with 30 (thickness m each cut with one vibrotom and
collected in a series of slices. For the coloration of Nissl, the sections had been corades
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with violet cresil and later dehydrated by means of alcohol series, cleared with xylol and
hidden with Entellan (Merk).

Results

The rats got clinical seizures after penicillin application and for that they had
latency that was 180 sec (median of 1 to 1080) in the surgical group and in the control
group 180 sec (median of 1 to 300). The animal evaluation which had their crises
stopped, showed that 10 animals from surgical group had crisis stopped with MST
(66,7%) and no one had crises stopped in the control group (p=0,005). Two animals
died in the surgical group (11%) and 4 in the control group (57,1%) (p=0,032).

Table 2

STATISTIC RELATION BETWEEN SURGICAL GROUP AND CONTROL GROUP

Results Intervention (surgical) n=18 Non intervention (Sham) n=7 P
Latency for first 180 (1 a 1080) 180 (1 a 300) 0,413
clinical seizures

(seconds)

Number of animals 10 (66,7%) 0(0) 0,005

whose seizures had ceased

Number of animals 2 (11,1%) 4 (57,1%) 0,032
who died

The frequency analysis of electric discharges in EEG was realized with a
numeric count of spikes (intrictal discharges) and multispikes recruits <10 seg (ictal
discharges). All of it was counted in the last 60 seconds of 10 min of basal video-EEG
register, in the last 60 seconds of 10 min of post-penicillin injection video-EEG register
and in the last 60 seconds of video-EEG register post-MST. All animals got this kind of
video-EEG register; some of them had alteration in EEG at basal register, but no one
with ictal discharges even in clinical crisis. The electrodes installation was done starting
from Fa, which was a penicillin focus to immediately beside it. This way we got a
drawing of EEG in 4 channels (CH) described like that: Fa in relation to F1 (CH1), Fl in
relation to P (CH2), P in relation to Fm (CH3) and Fm in relation to Fa (CH4). In the
Figure 6 we are able to identify those channels.
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Fig.6. lllustration of four channels registered at EEG (CH1, CH2, CH3, CH4)

In Figure 7a we can see in the letter “A” a 30-second sample of EEG basal
register, proving that the animals were not epileptic after the procedure. In letter “B” we
can visualize a 30-second sample of register exemplifying interictal discharges after
penicillin subpial application.

In Figure 7b in letter “C” we visualize a 30-second sample of disappearance of
ictal and interictal activity with EEG base rhythm attenuation immediately after MST
realization. In letter “D” a 30-second sample of the register after two MST shows a
return of base activity to physiologic amplitude five minutes after MST.
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A. BASAL REGISTER IN ELECTROENCEPHALOGRAM
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Fig.7a. A) 30-second sample of EEG basal register, B) 30-second sample of EEG
post penicillin injection.



C. DISAPPEARANCE OF ICTALAND INTERICTAL ACTIVITY WITH REDUCTION
OF ELECTROENCEPHALOGRAM BASE RHYTHM AFTER MST

Marcelo, 15-04-2008, m, Exame: 15-04-2008, 13:59, 14:40, Epoca: 0063-0063

@ 14:31, tela: 30 seg DESPERTARES

ey
CH4 fiy i LAY s Ay ﬂ"'lA""\MM""’“"\«'V\"Lﬂ» H J,,H.‘f\w\‘_m«\.,“, Wag

" " ) Lt
CHA bviovi o id NV SOV T Lo ST ARD TR VIR PRNTEY TP S ol L (YR M,‘w.‘\)l,\..,m."’”m‘ Lo "\"w,”
—
Fa-Fl
CH2 ot TPV M
HWM%»WM‘M"MM»W PP b Mbbd g s e MW‘WM
PP

CH M | wﬂw‘r”""’“*W"*M"’W‘WWWWWWMwaw—WﬂMﬁWM M«www

A i A
FPT, AT v , " WA
Al -\‘*.",-W‘g-{\v o v vy (I P Tl Al l""w"‘ ) V“'x\’_ Ayt

d

S04V

Marcelo, 15-04-2008, m, Exame: 15-04-2008, 13:59, 14:40, Ej

NI A Ly I .'N"‘ i ™ Vil
CH1 ,.‘ul;..-,‘v" vy A{' ’*'\]f'iu‘.'|,\“‘4’1l"' “'J\""(J'U"QM ,"ﬂ‘ﬁ' f'“‘”‘w "\Filr"mf’“ﬂ‘m/"-f'.d.‘. MM

Fa-Fl

CHZIV\"V-WP“L‘ PR JI[UFL m

: 0078-0078 @ 14:38, tela: 30 seg DESP|

ERTARES

""”lf‘l‘"“"l/\'\'w ""'w‘ﬂf“pflh,\

ot cedl) MVt
Wi e B iy .
Uladli wﬁ%‘ e 14’1 oy

A b
cnal™ W.MW~¢.M\N,M!\JW KA WAL

N
I

] | 1 1 /
CH4 (I N T L T [ A AR Y T
W q..,ua\“u“j Uihlh‘f‘\ll‘l. | U‘I,'UI Lj lu.[‘l n’;l"" \Lﬂ;u |\ ™ | W l|,."|,ﬂuy"“‘.
i

=

" |F'}I.' am\laﬁ'f

" | .
I '“'MIFK/M n“w r*wm..l“wﬂ"\:«ym. V“WN" WW

M
a-l‘ujr’ﬂ’\v}'“'vﬁnl"’h

| o |
fb.,!r’«‘.;f-‘Jh’\uw',r*"-ww‘»uwwm’

M)rr‘n ! ‘|‘, A AH Ny "

b0 LR Pt
¥ Lju\’n Vi K e

|
il .‘t\fl\p L"l“.‘“,.l,’\ﬂl“ln o J\‘.‘"vh\‘\'vl']"l"ml‘rlr-N,J“ﬂ"“f I

inslpte b

<,

e

h’AvM"H%Y ’W#ﬂwnvﬂw

A ﬁ i\ [ A i
1) ) Hl, )
'M I l '\.ﬁ"u'y”“' | f ! |.|J\v‘“ it \,aj}rﬂv

17

Fig.7b. C) 30-second sample of register with interictal discharges after penicillin
subpial application, D) 30-second sample of the register after MST with a return of

base activity to a physiologic amplitude five minutes after MST.
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The quantitative analysis of interictal discharges was done in 60 seconds of
procedures, in the surgical group and in the control group. The medians from that was 7
(1 to 16) post MST in the surgical group and in the last 60 seconds of control group it
was 20(6 to 35) in the channel 3 (p=0,012).

TABLE 3

MEDIAN VALUES OF INTERICTAL DISCHARGES OF SURGICAL AND CONTROL GROUP
RATS AND p VALUE

SURGICAL GROUP X CONTROL GROUP

MEDIAN

POST MST LAST 60 sec OF EEG p

CH3 7(1a 16) 20(6 a 35) 0,012

The interictal discharges were quantified in the last 60 seconds of basal register
and in the last 60 seconds in the post penicillin register in the surgical group and after
that they were compared. There was an increase of interictal crisis with penicillin
subpial injection with median for basal register 1,5 (0 a 15) and median for post
penicillin 17,5 (7 a 60), and a p value <0,001.

We quantified the interictal discharges, in the last 60 seconds of the surgical
group post penicillin injection and in the last 60 seconds post. The results disclosed na
important decrease of interictal discharges (median values in the channel 3 post
penicillin injection of 17,5 (7 a 60) and in post MST 7 (1 a 16) (p<0,001). (Table 4).

TABELA 4
INTERICTAL DISCHARGES IN THE SURGICAL GROUP WITH MEDIANS

AND p VALUE

SURGICAL GROUP (interictal discharges)

MEDIAN

POST PENICILIN POST MST p

CH3 17,5(7 a 60) 7(1a 16) <0,001
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There was a comparison to a number of interictal discharges in the last 60
seconds after penicillin injection and the number of interictal discharges in the last 60
seconds of the EEG register in the control group. This comparation showed that
interictal discharges got an increase of interictal discharges without surgical treatment
(MST). The values in the channel 3 in medians were 14 (0 to 26) for post penicillin and
20 (6 to 35) for the last 60 seconds of register (p=0,091), as we can see at table 5.

Table 5

INTERICTAL DISCHARGES IN A CONTROL GROUP AND p VALUE

CONTROL GROUP (interictal discharges)

MEDIAN

POST PENICILLIN LAST 60 sec OF EEG p

CH3 14(0 a 26) 20(6 a 35) 0,091

Ictal discharges frequency was relatated in median in the post penicillin injection
register and post MST at the channel 3 of EEG. There was a decrease of ictal discharges
post surgical treatment (MST) with p value 0,003. The medians were 1 (0 to 6) in a post
penicillin analysis and 0 (0 to 1) in the post MST group. There was considering ictal
discharges recruiting spikes with at 10 seconds of duration.

TABLE 6

MEDIAN ICTAL DISCHARGES VALUES IN THE CHANNEL 3 AT POST PENICILLIN
APLICATION AND POST MST AND p VALUE

SURGUCAL GROUP (ictal discharges)

MEDIAN

POST PENICILLIN POST MST p DRUG/MST

CH3 1(0a6) 0(0a1l) 0,003

In the last stage we compared ictal discharges in the control group between basal
register with median values 1(0 to 2) in the channel 1, 0(1 to 1) in the channel 3 and 0(0
to 1) in the channel 4 with register done after penicillin injection with median values
11(2 to 38) in the channel 1, 10(2 to 39) in the channel 3 and 7(0 to 40) in the channel 4.
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This way we observed an increase in a clinical crisis (video) and in an ictal discharges
(EEG) with p value 0,053.

TABLE 7
ICTAL DISCHARGES MEDIAN OF BASAL AND POST PENICILLIN INJECTION

REGISTERS AND p VALUE

CONTROL GROUP
MEDIAN
BASAL DRUG P BASAL/DRUG
CH1 1(0a2) 11(2 a 38) 0,053
CH3 0(0a1l) 10(2 a 39) 0,053
CH4 0(0a1l) 7(0 a 40) 0,053

The histological analysis was done by the slices obtained from the rat brains
from all its extension. In figure 8 it can be observed those black arrows showing
multiple subpial transections with appropriate spacing and depth.
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Interaural £.70 mm Breema -0.30 mm

Fig. 8. Histoligical slice corresponding to a Paxinos and Watson atlas

Discution

With regard to the age of the animals, a difference was observed statisticaly
between of the surgical group and of the Sham group, since the average of age of the
rats of the group intervention was of 3,6 months and, in the Sham group, of 3,0 months.
This condition does not seem to have had impact in the procedures carried through
between a group and another one; therefore all the animals were more than 60 days;
soon, it did not have significant difference of cerebral maturation or size of its
encephalon. Therefore, the age of the animals did not represent a loss for the result of
the work.

During the procedures the application of 500 UI of potassic penicillin G in
subpial way in the cerebral sintopy was used as a standard rule in forelimb animal to
generate seizures, to make them epileptics. All the animals developed crises moments
after the penicillin injection, except one, in which it was used the double of the dose of
penicillin so that it developed convulsive crises. The injections in this animal had been
spaced by a time of 20 minutes; therefore, 20 minutes of comment had been transferred
so that new dose of epileptogenic drug was injected. The animal had this crises delayed
was 18 minutes; therefore, the injected drug was again of importance so that it
developed convulsive crises. This fact provoked difference statisticaly between the
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groups in the amount of injected subpial drug. Thus, all the animals had convulsive
crises when penicillin was intrduced.

All the animals developed epilepsy with injection of drug in eloquent
region (corresponding cerebral region to the right forelimb of the rat), but none in such a
way developed motor deficit in the acute period (24 hours) as in the chronic period (30
days after the procedure), demonstrating that the multiple injury of the penicillin
injection and subpial transections had not intervened in any way and with no animal in
the motricity. This verification strengthens the theory of that the motor staple fibers are
exclusively vertical, initiating themselves in the cerebral cortex and advancing in the
direction of the depth of encephalon for two regions as the thalamus and the cerebral
trunk. The time that the animals delayed to present crises varied from 1 the 1080
seconds in the surgical group and from 1 the 300 seconds in the group of control, having
medium equivalents; however, it had difference statistics, what it sends to the
conclusion that, as the surgical group had a bigger “n”, as a consequence this could have
caused a difference latency in which the animals had crises. According to Hashisume
and cols (1998) the seizures and discharges began 30 minutes after kainic acid
injection.'* Using the same model of the present manuscript, Bagirici and cols (2006)
demonstrated that electric activities post-penicillin injection started in 5.24+1.9 minutes.
This is according with ours findings.™

Between the surgical group and the group of control there was a comparison
considering the interruption of the crises or not. Approximately 67% of the animals of
the surgical group had had its crises interrupted with the multiple subpial transection;
the others 33% had to receive diazepam intraperitoneal so that the crises ceased. In the
group of control all the animals received diazepam intraperitoneal, therefore in none of
them the crises ceased. This fact allows to infer that, experimentally, the multiple
subpial transec¢do in rats, in this work, significantly reduced (p=0, 005) the number of
convulsive crises in animals with induced epilepsy for potassic penicillin G in eloquent
areas of encephalon. The mortality tax was considerably bigger in the Sham group,
since the animals of the group of control had not interrupted its crises for surgery and all
had needed diazepam intraperitoneal for control of the state of badly epileptic, what it
increases the morbidity very and, consequently, mortality.

The frequency of the interictal discharges was verified with counting of tips
(spikes) in the electroencephalogram; of multispikes, called recruit ictais discharges,
with minimum duration of 10 seconds. The counting was carried through by two
specialists in neurology, blind people, one with specialization in polissonography and
another one in neurophysiology. Also the place of the electroencephalographic tracing
was considered for the counting of these ictais and interictais discharges to be analyzed;
for this they had been chosen, in all the tracings, in last 60 seconds of each 10 minutes
registered, in the basal register as in the register penicillin after-injection and the register
after transection multiple subpial. This choice was done in the last the 60 seconds of
each register because there was fewer movement observed and it was not register the
important fact of the disappearance of the ictal and interictal activity, with attenuation of
the rhythm of base of the electroencephalogram soon after each trauma suffered by the
cerebral cortex of the rat. The fact is that in the majority of the animals this
phenomenon could be observed, suggesting that it is spreading depression, which
immediately consists of important reduction of the electric amplitude of the cerebral
cortex after an artificial stimulation. This reduction of the amplitude is initiated in the
place of the injury and spreads to the neighboring areas. This phenomenon was
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observed mainly after the injuries of the multiple subpial transections, probably for
being, during all the procedure, the biggest direct and mechanical trauma to encephalon
provoked in the rats. This phenomenon was described for Ledo in 1955 which is called
spread depression and consists in a decrease of cerebral cortex electric activity
amplitude when stimulated artificially, spreading to the neighborhood areas of brain. *
The spread depression is observed by direct current, and since we did not use direct
current to analyze the electric current, this phenomenon was not analyzed.

At the end of the procedures, in the surgical group as well as in the group of
control, a comparison was carried through between numbers of interictal discharges in
canals 1, 2, 3 and 4. These numbers showed discharges in lesser amounts to the end of
the surgical procedure of the group that carried through multiple subpial transection
than in the control group (that it did not carry through multiple subpial transection).
With this result, it could be inferred that, experimentally, in rats, the multiple subpial
transection reduces the final total number of interictal discharges, as well as the
observed clinical crises to the video-EEG, in comparison to the ones of a group of
control without TSM. However, although the results obtained, the numbers had not
revealed statistical excellent, with value of p >0,05. The result collected in canal 2 of
the group of control does not justify the reason of a defect technician in the transmitter
of the electroencephalogram; however it did not cause damage to the video or the
observation of the animals.

The frequency of the ictal discharges was analyzed at distinct moments in the
surgical group; therefore, it could be observed for medium the done one in the basal
register that had increase of the crises after the subpial penicillin injection in all the
canals statistical significant, with p=0,003. Making a comparison according to penicillin
after-injection between the ictal discharges in the last 60 seconds and in last the 60
seconds after-TSM, a statistical significant reduction for canals 1 and 3 with p 0.001
was verified<, to the step that canals 2 and 4 had had alterations techniques in the
electroencephalogram that they were allowed the correct counting of the discharges.
Due to that the electrodes did not have the due contact with cortical surface, or simply
did not register adequately the electroencephalographic alterations. In anterior papers as
Hashisume and cols (1998), there were description witch spikes appear after kainic acid
injection and the rhythmic spikes 5-10 minutes after, but did not have any comparation
in number of spikes, seizures or discharges, as we have done in our procedures. Bagirici
and cols (2006) quantified spikes showing an increase of it frequency post-penicillin
intracortical application and decrease of spikes after nimodipin application. These data
are similar to ours findings, and the mentioned authors did not realized seizures
registers (clinical analysis).**

Another result that deserves excellent commentary is that the animals presented
some interictal discharges in the electroencephalogram before being induced with the
drug. As the craniotomy caused minimum trauma to encephalon in some rats, but it had
sometimes contact of blood with the cerebral cortex and the contact with the saline
solution that was used to wash out the craniotomy, can be suggested that it is this the
cause of the animals to have electric crises in the basal register, small amount, truly, but
with capacity to induce cortical irritation and to generate some electric peaks as spikes,
without, however, having generated clinical crises or ictal discharges. This is according
to the Jyoti and cols (2008) which utilized an epilepsy model induced by iron (FeCl(3)
injected intracorticaly and with Sharma and cols (2007) witch utilized iron in
hippocampus making the rats epileptics.*®?’
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The evaluation of interictal and ictal discharges and seizures in the control group
allowed establish the natural evolution of procedure of epileptic focus induction. So, the
interictal discharges was observed and evaluated after-injection of penicillin in the
animals without treatment (MST) was increasing during the electroencephalographic
register and the animals had an addition of clinical crises, what took them to the status
epileptics until being controlled with the use of diazepam i.p.to avoid its death.

A common preoccupation is about a potential lesion caused by the procedure
(MST).To answer this question we analyzed two aspects: identification of eventual
motor deficit and histological analysis of transected cortex. The experimental papers
have been limited to the acute period of eventual functional deficit. In this paper, in a
group of animals we observed clinically and did histological analysis for a period of 30
days. Beyond that it was observed that no animal presented motor deficit. Amongst
these effects the increase of the crises for the surgical trauma of the multiple subpial
transections is mentioned, what it was not observed in any animal analyzed in this
study. Therefore, in experimental way, in this work, it can be inferred that the multiple
subpial transections did not cause any motor deficit to the animals nor provoked any
type of delayed convulsive crisis in thirty days of comment. Probably the seizures
recurrence or not resolution of epileptic crises in a percentual patients treated with MST
comes from epileptic activity localized out of the MST limits and/or the high
complexity of epileptic pathology in humans.

The histological analysis was carried out to verify the depth of the cut of the
multiple subpial transections and because this procedure would not cause structural
serious injury to the brain and its vascularization. These comments were clarified with
the histological slices, as it shows Figure 8, not having had serious cortical and vascular
injury or compromising of horizontal staple fibers of the brains of the animals.

Therefore our paper wished to associate the eletrofisiologic, clinical and
histological observations aim at better understand this variety of treatment in patients
with refractory epilepsy, because many experimental papers needed methodological
rigidity and clinical vision. The multiple subpial transection is a surgical epilepsy
technique which gives good outcome in the way to interrupt the horizontal propagation
of cortical seizures without cause any damage to vertical projections in motor neurons,
and also causing minimal structural damage to the brain cortex of rats as we
demonstrated in the histological way.

Conclusion

The results of the present study show that, in animals, the multiple subpial
transection get down significantly the number of seizures induced by potassic G
penicillin injected in motor areas of encephalon of rats. The MST interrupted the
interictal electric discharges in 66,7% of animals. There was an important decrease in
amplitude and in a frequency of ictal discharges in an experimental group comparing to
the control group. The group treated with MST showed significantly lower number of
deaths probably for those animals not suffer status epileptics. There was no evidence of
motor cortex projection fiber compromising when evaluated with integrity of motor
function by histology
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