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Resumo

As epilepsias sdo patologias que acometem em torno de 1% da populagdo mundial,
pondendo ser consideradas uma das doengas mais importantes do Sistema Nervoso Central,
resultando em morbidade significativa. Tratamentos medicamentosos s&o efetivos em até 70% dos
casos, mas nenhum tipo de cura, ou intervenc&o capaz de interromper a progresséo da doencga existe
na atualidade. Dessa forma, o estudo dos mecanismos epileptogénicos e a busca pela cura das
epilepsias, constituem-se em importantes objetivos para a neurologia moderna. O estudo das
epilepsias depende da utilizagdo de modelos animais e de ferramentas capazes de avaliar os varios
aspectos de sua fisiopatologia (p.e. imuno-histoquimica, eletrofisiologia, microdialise e neuroimagem).
Estudos através de registros de eletroencefalografia (EEG) tém contribuido imensamente no
entendimento da dindmica dos processos epileptogénicos. No entanto, a despeito de sua grande
resolugdo temporal (da ordem de milessegundos), essa técnica carece de resolugdo espacial
adequada. Por outro lado, técnicas de neuroimagem tem sido desenvolvidas com capacidade de
avaliar o funcionamento cerebral com resolugdo espacial da ordem de fragdes de milimetros, mas
com resolugdo temporal apenas da ordem de segundos. O objetivo dessa tese de doutorado foi
desenvolver técnica de aquisicao simultinea de EEG e RMf em animais, predominantemente para o
estudo das epilepsias. Desenvolvemos técnica de aquisicdo simultdnea de Eletroencefalografia
(EEG) e Ressonancia Magnética Funcional (RMf) baseada na utilizagdo de amplificadores e filtros
posicionados o mais préximo possivel dos animais, de forma a minimizarmos os efeitos do aparelho
de RMf sobre os registros de EEG; transmissdo de dados via fibra éptica possibilitou eliminar
artefatos de RF nas imagens de RM. Algoritmo de eliminagdo de artefatos elétricos baseados em
filtros FFT (software) eliminaram, em tempo real, ruidos elétricos provenientes do aparelho de RM
nos registros de EEG, possibilitando a identificagdo adequada de alteragdes morfologicas. Validamos
nossa metodologia em dois modelos diferentes de epilepsia: injegdes intraperitoniais de Picrotoxina
(um inibidor GABAérgico) e de Pilocarpina (um agonista Colinérgico). Estudando o periodo pré-ictal,
onde observamos resposta eletrodecremental no EEG, obtivemos, no modelo de Picrotoxina, areas
de inativacdo em caudado/putamen e nucleos acumbens e areas de ativagdo ao nivel de amigdalas
laterais, ao passo que padréo inverso foi observado no modelo de Pilocarpina. Analise conjuncional
(mostrando semelhangas entre os dois modelos) mostrou extensa area de inativagdo ao nivel de
nucleos septais. Além disso, registros de EEG profundo em caudado/putamen, amigdala, hipocampo
e cortex, mostraram, em animais tratados com Picrotoxina, um maior percentual de diminuigdo da
amplitude do EEG nos eletrodos de caudado/putamen, sugerindo uma correlagdo entre variagao da
amplitude do EEG e contraste do tipo BOLD. Concluimos que a técnica aqui apresentada possibilita a
obtencdo de registros verdadeiramente simultdneos de EEG e RMf com qualidade adequada para

sua aplicagao no estudo das epilepsias.



Abstract

The epilepsies are a widespread group of conditions with an estimated prevalence of 1% in
the total population, being considered one of the most important neurological diseases, resulting in
important morbidity. Drug control of seizures is achieved in up to 70% of the cases, but no cure or
treatment capable of blocking the progression of the disease is currently available. Therefore, the
study of the epileptogenic mechanisms and the quest for the definite cure of this pathology is one of
the most important goals of modern neurology. Several animal models of epilepsy are used to study
the different kinds of epileptic seizures, each one addressing a particular feature of a certain type of
epileptiform disorder. Different methodological tools are also used to assess different aspects of its
patophysiology (i.e. imunohistochemistry, electrophysiology, microdialisis and neuroimaging).
Electroencephalographic studies (EEG) have provided considerable insights about the dynamics of
epileptogenesis. However, besides its great temporal resolution (in the order of milliseconds), this
technique lacks spatial resolution. On the other hand, modern functional neuroimaging techniques can
assess the brain function with a sub-millimetre resolution, but with a poor temporal resolution. The
objective of this PhD thesis was to develop methodology for simultaneous acquisition of EEG and
fMRI in animals and its application in epilepsy research. We developed technique for simultaneous
acquisition of Electroencephalogram (EEG) and functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI) based
on amplifiers and filters placed as close as possible to the animals in order to minimize the effects of
the MR scanner in the EEG recordings; data transmission via fibre optics led to the elimination of RF
artefacts in the MR images. Artefact Elimination Algorithm based on FFT filters (software), applied in
real time, cleaned electrical noise induced by the scanner from the EEG, making it possible the
adequate identification of morphological alterations. We validated this methodology in two different
animal models of epilepsy: intraperitoneal injections of Picrotoxin (a GABAergic inhibitor) and
Pilocarpine (a cholinergic agonist). Studying the pre-ictal period, when the EEG recordings showed
electrodecremental response, we observed, in the Picrotoxin treated group, inactivation areas in the
caudate-putamen and acumbens nuclei and activation areas in the lateral amigdala, whereas an
inversed pattern was observed in the Pilocarpine treated group. Conjunctional analysis (depicting
similarities between the two groups) showed extensive inactivation in the septal nuclei. Furthermore,
depth EEG recordings in the caudate-putamen, amigdala, hippocampus and cortex, showed a greater
amplitude decrease percentage in the caudate-putamen in animals treated with Picrotoxin, suggesting
a correlation between EEG’s amplitude variation and BOLD response. In conclusion, the technique
herein described makes it possible to acquire truly simultaneous EEG and fMRI with adequate quality

for its application in epilepsy research.



1 — Introducéo

Durante a introducdo abordaremos os principais aspectos tedricos
relacionados com nosso trabalho, de forma a oferecer ao leitor conhecimentos
basicos suficientes para o bom entendimento das perguntas cientificas e dos
procedimentos experimentais desenhados para respondé-las.

Iniciaremos com consideragdes gerais sobre as epilepsias, abordando aspectos
historicos, epidemiologicos e clinicos, enfatizando os conhecimentos atuais sobre
seus mecanismos fisiopatologicos. Abordaremos em seguida os modelos animais
mais utilizados para estudo das epilepsias, dando especial énfase ao modelo
utilizado em nossos trabalhos. Também constam desta introdugdo consideracdes
gerais sobre os métodos utilizados e suas aplicagbes (i.e eletroencefalografia e
ressonancia nuclear magnética funcional), bem como uma revisdo sobre os métodos
de aquisicdo simultanea de eletroencefalografia e imagens de ressonancia
magnética funcional descritos na literatura.

Ao longo dessa introducdo abordaremos, quando pertinente, experimentos
preliminares realizados em nosso Laboratério que resultaram nas perguntas

cientificas e nos objetivos desse trabalho.



1.1) Epilepsias

1.1.1) Hist6rico®

As epilepsias sdo uma das entidades patoldgicas mais antigas da historia da
humanidade, sendo os primeiros relatos encontrados na medicina Indu do periodo
Védico, entre 4500 e 1500AC.

Na literatura Aiurvédica do Charaka Samhita (datada de 400AC), a epilepsia &
descrita como “apasmara’ que significa “perda de consciéncia”. O Charaka Samhita
contém varias referéncias a todos os aspéctos das epilepsias, incluindo
sintomatologia, etiologia, diagndstico e tratamento.

Em contraste com os escritos do Charaka Sambhita, encontramos no Tratado
de Medicina Babilonico, formado por textos que remontam a 2000AC (Temkin O,
1971), descricbes que enfatizam a natureza sobrenatural das epilepsias,
associando cada tipo de crise ao nome de um deus ou espirito, em geral maligno.
Dessa forma, a maioria dos tratamentos propostos eram de cunho espiritual. E
interessante salientar que um dos tratamentos preconizados era a trepanacio, ou
abertura do cranio (Figura-01). Esse procedimento, segundo os relatos, permitiria
que os espiritos malignos deixassem o corpo da pessoa acometida. Apesar de
conceitualmente errado, esse método provou ser efetivo em alguns casos,

provavelmente por alivio de uma condigdo de pressao intra-craniana elevada (p.e.

em casos de tumor ou infecgdo do sistema nervoso central).

@ Extraido de www.who.int/mediacentre/factsheet/fs168/en/



Figura 01 — Foto de crénio do periodo pré-colombiano mostrando trepanagéo realizada com fins
terapeuticos.

Os escritos Babilénicos sdo os precursores do conceito Grego de “Doenca
Sagrada” para as epilepsias. O termo “seleniazetai” era frequentemente usado para
descrever pessoas com epilepsia, pois elas eram consideradas como afetadas pelas
fases da lua ou pela deusa da lua (Selena), vindo dai o termo “lunéatico” (Wilson and
Reynolds, 1990).

Hipocrates, segundo o que consta em seus famosos tratados datados do
século 5AC, entitulado “Sobre a Doenga Sagrada”, acreditava que as epilepsias néao
eram entidades sagradas, mas sim desordens do cérebro, recomendando
tratamentos fisicos e postulando que se o disturbio se tornasse crbnico, seria
incuravel. Desta forma, Hipdcrates relaciona, pela primeira vez na histéria, um
disturbio do funcionamento cerebral com as epilepsias (O'Leary JL and Goldring S,
1976).

Apesar da visdo menos espiritualizada sobre as epilepsias encontrada no
Charaka Samhita e nos escritos hipocraticos, a percepg¢ao de que as epilepsias sao
na realidade disturbios do funcionamento cerebral s6 comegou a ser aceita nos

séculos XVIIl e XIX da era atual (Temkin O, 1971). Os 2000 anos iniciais da



“epileptologia” foram, portanto, dominados por uma visdo predominantemente
sobrenatural. Ao longo de todo esse periodo, pessoas portadoras de epilepsia eram
encaradas com medo e suspeita e eram sujeitas a enorme estigma social, sendo
muitas vezes proscritas e punidas. Algumas, entretanto, conseguiram ter sucesso e
tornar-se famosas. Entre outros, podemos citar Julius Caesar, o czar Pedro “O
Grande”, o papa Pio IX, o escritor Dostoyevsky e o poeta Lorde Byron; entre os
brasileiros ilustres estdo Machado de Assis e D. Pedro | (para uma lista de outros

epilépticos famosos: www.epilepsiemuseum.de).

Ja no século XIX, com o surgimento da neurologia como uma nova disciplina
distinta da psiquiatria, o conceito de epilepsia como uma doenca do cérebro tornou-
se mais aceita, especialmente na Europa e nos Estados Unidos da America. Isso
ajudou a reduzir o estigma associado a doenga. A Brometo, introduzida em 1857
como a primeira droga anti-epiléptica eficaz, tornou-se amplamente utilizada nesses
paises.

Os fundamentos da compreensao moderna das epilepsias como disturbios da
funcao cerebral podem ser atribuidos aos trabalhos de John Hughlings Jackson. Em
1873 esse neurologista londrino propds que as convulsdes epilépticas seriam
resultado de descargas eletro-quimicas curtas e repentinas ocorridas no cérebro. Ele
sugeriu ainda que as caracteristicas das convulsdes dependeriam da localizagéo
dessas descargas dentro do cérebro e da fungao das areas onde as mesmas foram
geradas (McHenry LC, 1969;Taylor J, 1958).

Com a invengdo da eletroencefalografia na Alemanha por Hans Berger
(Berger H, 1929), a presenca de atividade elétrica no cérebro péde ser observada.
Diferentes padrdes de ondas presentes em diferentes tipos de convulsdes puderam

ser estudados e descritos. O EEG viabilizou ainda a localizacdo de uma area



cerebral onde os disparos epileptiformes se originam (i.e. foco epileptogénico)
expandindo assim as possibilidades de tratamento neurocirurgico (Blumer D,
1984;Gibbs FA et al., 1936).

Durante a primeira metade do século 20, as principais drogas para o
tratamento das epilepsias eram o Fenobarbital (usado pela primeira vez em 1912) e
a Fenitoina (inicialmente usada em 1938). Na década de 60, observou-se um
aumento consideravel na velocidade de desenvolvimento de novas drogas para o
tratamento das epilepsias, baseado em parte numa melhor compreensao dos
mecanismos  eletro-quimicos da atividade cerebral, especialmente dos
neurotransmissores excitatérios e inibitérios. Em paises desenvolvidos, em anos
recentes, varias drogas entraram no mercado resultando num controle satisfatério de
70 a 80% dos novos casos diagnosticados tanto em adultos quanto em criangas.

Recentemente, o desenvolvimento de novas técnicas de neurocimagem tem
possibilitado uma melhor compreensao da fisiopatologia das epilepsias resultando
em avangos no tratamento dos disturbios epilépticos. Tal tecnologia tem
possibilitado a deteccdo de lesdes cerebrais sutis associadas aos disturbios
convulsivos, assim como o estudo da fungéo cerebral de forma nao invasiva (RMf,

Espectroscopia por RM, PET).

1.1.2) Conceito e Classificacao

a) Conceito®

Sempre que se trata das epilepsias, uma diferenciacao inicial deve ser feita

entre epilepsia e crises tipo-epilépticas.

® Extraido de http://www.ilae-epilepsy.org/Visitors/Centre/ctf/over_frame.html



Crises tipo-epilépticas, ou convulsdes, sdao eventos paroxisticos e auto-
limitados resultantes de atividade neuronal ritmica anormal e involuntaria, mas com
um fator desencadeande identificavel (p.e. febre, trauma, hipoglicemia, disturbios do
balango hidro-eletrolitico etc). Tais crises sao tipicamente curtas, com duragao de
nao mais do que 5 minutos, na grande maioria, podendo ser precedidas por um
periodo prodrémico (i.e. pré-crise) sintomatico, e seguidas por um longo periodo
pos-crise, durante o qual se observa um retorno lento, mas gradual ao estado de
consciéncia basal. Esse tipo de crise em geral termina de modo espontaneo sem
que nenhum tipo de intervengdo seja necessario. O periodo durante as crises é
também conhecido como periodo ictal, sendo o periodo prodrémico chamado de
pré-ictal e o periodo pds-crise de poés-ictal.

As epilepsias, por sua vez, sdao um conjunto de disturbios neurolégicos
caracterizados por crises espontaneas recorrentes e nao induzidas. Ou seja, quando
nos referimos as crises, estamos nos referindo a um conjunto de sintomas e quando

nos referimos as epilepsias, estamos nos referindo a entidades patoldgicas.

b) Classificagéo

As epilepsias tem sido classificadas segundo diversos parametros: (a) de
acordo com a etiologia suposta (b) ou local de origem, (c) com base em sua forma
clinica (generalizada ou focal), (d) de acordo com a frequéncia das crises (isolada,
ciclica, prolongada ou repetitiva), ou (e) através de seus correlatos
eletroencefalograficos.

A classificacdo mais adotada €& baseada na classificacdo proposta
inicialmente por Gastaut em 1970, posteriormente refinada pela comissdo de

classificagdo e terminologia da International League Against Epilepsy (1981)



(Commission of Classification and Terminology of the International League
AgainstEpilepsy, 1989;Dreifuss and Henriksen, 1992).

. Essa classificagdo, baseada principalmente na forma de apresentacao clinica das
crises € em suas caracteristicas eletroencefalograficas, tem sido adotada em todo o
mundo sendo referida como Classificagdo Internacional de Crises Epilépticas. A

tabela-01 apresenta uma versao modificada dessa classificacao.

Crises Parciais
Crise Parcial Complexa
Crise Parcial Simples
Motora
Sensorial
Autonomica
Psiquica
Crise Tonico-Clénica secundariamente generalizada
Crises Generalizadas
Tdnico-clénica (tdnico-cldnica primaria)
Auséncia
Mioclénica
Clénica
Tonica
Aténica
Auséncia Atipica

Espasmo Infantil

Tabela 01 — Classificagéo de Crises Convulsivas Modificada (ILAE)®

O maior mérito dessa classificagdo esta na facilidade de sua aplicagcdo em
pacientes epilépticos e em sua utilidade clinica, sendo capaz de prever a resposta
dos pacientes a tratamentos epecificos e, de certa forma, de possibilitar inferéncias
sobre o progndéstico em cada situagao.

Segundo essa classificacdo as crises podem ser divididas em dois tipos: (a)

parciais, onde um local ou foco inicial pode geralmente ser determinado e (b)

° Modificado de http://www.ilae-epilepsy.org/Visitors/Centre/ctf/over_frame.html



generalizadas, onde as crises aparentemente iniciam simultaneamente em todas as
areas do cérebro. Crises que comecam de forma focal ndo raramente evoluem para
a forma generalizada, sendo assim classificadas como secundariamente
generalizadas.

As crises parciais sao subdivididas em: (a) simples, quando nao ha alteragdes
do estado de consciéncia e (b) complexas, onde alteragcées do estado de cosciéncia
sao observadas, podendo ou ndo haver perda da mesma. As crises parciais simples
sdo ainda subdivididas de acordo com suas manifestagdes clinicas principais em: (a)
motoras, (b) sensoriais, (c) autondmicas ou (d) psiquicas. Quando manifestagoes
clinicas sensoriais, autonédmicas ou psiquicas antecedem a progressao para perda
de consciéncia, elas sdo consideradas como prédromos ou auras. Em esséncia, as
auras sao as manifestagoes iniciais de crises focais ou parciais. Nao raro, as auras
constituem a unica manifestacao clinica epiléptica.

As crises generalizadas sao de dois tipos: (a) convulsivas e (b) néao-
convulsivas. O esteredtipo das crises generalizadas convulsivas (e 0 mais
reconhecido entre o publico leigo) sdo as crises generalizadas ténico-clénicas
(antigamente chamadas de Grande Mal). Menos frequentemente as crises
generalizadas podem ser puramente tonicas, clénicas ou clénico-ténico-clénicas. A
crise generalizada nao-convulsiva classica € a chamada crise de auséncia (Pequeno
Mal), caracterizada por um periodo curto de inatividade (em torno de 5-10
segundos), com retorno ao estado normal imediatamente apds a crise, mas sem que

o paciente tenha consciéncia do que ocorreu no decorrer da crise.
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1.1.3) Etiologia, Epidemiologia e Prognostico

a) Etiologia®

As epilepsias sao frequentemente, mas ndo sempre, o resultado de uma
doenga neurolégica de base. Qualquer tipo de disturbio do Sistema Nervoso Central
(SNC) pode, em principio, resultar em epilepsia, mas nem todas as pessoas com a
mesma patologia cerebral irdo desenvolver uma condigao epiléptica. Em vista do
fato de que apenas uma porcentagem dos portadores de doenga cerebral
experimentam convulsées como um dos sintomas da doencga, acredita-se que
aqueles que realmente desenvolvem crises convulsivas sdo mais vulneraveis devido
a processos bioquimicos ou a alteragdes na neurotransmissao.

Comumente a causa da epilepsia ndo pode ser identificada. Nesses casos, a
teoria mais aceita é a de que a epilepsia é o resultado de um desbalango de certos
sistemas quimicos cerebrais (especialmente de neurotransmissores) causando uma
diminui¢cao do limiar convulsivo (vide secao sobre fisiopatologia das epilepsias).

Criancas e adolescentes sdo mais sucetiveis ao desenvolvimento de
epilepsias de causa desconhecida ou de origem genética. Quanto mais velho o
paciente na ocasidao do diagndstico, maior a probabilidade de que a epilepsia seja
secundaria a uma patologia cerebral.

Trauma e infeccdo do SNC podem resultar em epilepsia em qualquer idade e
podem ser responsaveis pela maior incidéncia de epilepsias em paises em
desenvolvimento. Por exemplo, atribui-se a ocorréncia de crises focais em paises
latino-americanos a calcificagbes secundarias a presencga de cistos de Taenia solium
(popularmente conhecida como solitaria) no cérebro (neurocisticercose); na Africa,

malaria e meningite sdo causas comuns enquanto que na india, neurocisticercose e

4 Extraido de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs165/en/
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tuberculose sao responsaveis por um numero consideravel de casos (Sander and
Hart, 1999).

Condigdes febris na infancia, seja qual for a natureza das mesmas, podem
desencadear crises convulsivas. Aproximadamente 3% das criangas que

apresentaram crises febris na infancia irdo desenvolver epilepsia na idade adulta.

b) Epidemiologia®

As epilepsias ndo conhecem barreiras geograficas, raciais ou sociais.
Ocorrem em homens e mulheres e podem comecar em qualquer idade, apesar de
serem mais frequentemente diagnosticadas na infancia, adolescéncia e na terceira-
idade. Qualquer um pode ser afetado por convulsées. De fato, até 5% da populagéo
mundial podera apresentar um episédio convulsivo durante sua vida, mas o
diagnostico de epilepsia € reservado para os casos em que se observam duas ou
mais crises espontaneas.

Em varios estudos ao redor do mundo, a prevaléncia (numero total de casos
na populacdo num dado momento) das epilepsias tem sido estimada em
aproximadamente 8,2 casos por grupo de 1000 pessoas da populagao geral (Hauser
et al.,, 1991). Entretanto esse valor pode estar subestimado uma vez que alguns
estudos realizados em paises em desenvolvimento (como Colémbia, Equador, india,
Libéria, Nigéria, Panama, Tanzania e Venezuela) sugerem uma prevaléncia acima
de 10 por 1000 pessoas. Dessa forma, € provavel que em torno de 60 milhdes de
pessoas no mundo sejam portadoras de epilepsia.

Estudos em paises desenvolvidos estimam a incidéncia (numero de novos
casos por ano) em aproximadamente 50 casos por grupo de 100.000 pessoas

(Dreifuss and Henriksen, 1992). Entretanto, mais uma vez, estudos em paises em

° Extraido de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs165/en/
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desenvolvimento apontam para cifras que podem chegar ao dobro desse valor, em
torno de 100 casos por 100.000 pessoas.

Umas das causas principais para a maior incidéncia de epilepsias em paises
em desenvolvimento é a maior exposicao da populagdo a patologias que podem
levar ao desenvolvimento de um quadro epiléptico, tais como, neurocisticercose,

meningite, malaria, complicacdes pre e perinatais e desnutrigao.

c) Prognéstico

As epilepsias sdo associadas a aumento no risco de mortalidade. Morte pode
ser relacionada a: (a) doenca neurolégica de base, tais como tumor ou infecgéo, (b)
convulsbes em situagdes perigosas, levando a afogamento, queimaduras ou
traumatismo craniano, (c) status epilepticus (crises convulsivas continuas), (d) morte
subita e inexplicavel, ou possivelmente parada cardio-respiratoria durante crise e (e)
suicidio (Raymond D.Adams et al., 1998).

Estudos, tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento,
mostram que até 70% dos casos recém-diagnosticados de epilepsias conseguem
ser tratados com sucesso (i.e., remissao completa e controle das crises por varios
anos) através do uso de tratamento medicamentoso adequado. Apds 2-5 anos de
tratamento com auséncia de crises, aproximadamente 70% das criangas e 60% dos
adultos podem ter seus tratamentos interrompidos sem reaparecimento dos
sintomas.

Entretanto, até 30% dos pacientes podem nao responder adequadamente ao
tratamento farmacoloégico. Um fato que aumenta o progndstico negativo é a
presenca de doenga neuroldgica de base.

Crises parciais, especialmente se associadas a doenga neurologica de base,

sdo mais dificeis de serem controladas do que crises generalizadas.
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Crises secundarias nao-epilépticas, tais como aquelas relacionadas com
patologia neurolégica aguda de curta duracédo (p.e. trauma ou infeccao do SNC),

podem seguir um curso auto-limitado.

1.2) Fisiopatologia das Epilepsias

Durante o “Second Workshop on New Horizons in the Development of
Antiepileptic Drugs”, realizado em Massachusetts entre 3 e 5 de Dezembro de 2003,
foi proposto um novo paradigma de abordagem das sindromes epilépticas focado no
estudo dos mecanismo que levam ao desenvolvimento das epilepsias, baseando-se
em quatro alvos principais: (1) o estudo de formas de apresengao das epilepsias, (2)
o estudo de formas de se interferir no processo de progressao das epilepsias, (3) o
estudo da resisténcia medicamentosa em alguns casos e no desenvolvimento de
estratégias para interferir nesse processo e (4) a busca de cura, seja ela através de
terapéutica medicamentosa ou ndo farmacolégica (Loscher and Schmidt, 2004).

Entretanto, para que essa mudanga de paradigma seja efetiva, € necessario
mudar o foco de estudo, que na atualidade se concentra em formas de tratamento
das crises, para o entendimento profundo dos mecanismos celulares e moleculares
das epilepsias, de forma a se buscar intervir nos processos de génese e progressao
da patologia.

As epilepsias, como visto, sdo condi¢gdes cronicas, que se originam em
circuitos neurais, sendo que cada neurbnio ou grupo neural, dentro desse circuito,
participa provavelmente de uma forma particular e complementar em cada um dos
estagios do desenvolvimento das epilepsias (Loscher and Schmidt, 2004).

Uma das maiores contribuicdes para essa visao “circuital” das epilepsias

foram os trabalhos de Gloor e col. (Gloor et al., 1977;Quesney et al., 1977). Esses
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trabalhos demonstraram, utilizando-se do modelo de epilepsia generalizada por
injecdes de penicilina em gatos, que as crises eram o resultado de interagcdes entre
0 neocortex e estruturas talamicas. Eles concluiram que o fator desencadeante das
crises era o aumento da influéncia excitatoria cortical, mas que estruturas talamicas
eram necessarias para modular essa excitabilidade aumentada de forma a gerar os
complexos ponta-onda observados no EEG.

Existem evidéncias que suportam pelo menos dois outros circuitos
“epileptogénicos”. A primeira hipotese involve o circuito trisinaptico hipocampal,
formado por cortex entorrinal, giro denteado e Corno de Amon. Em estudos de
estimulagao do circuito trissinaptico em animais ndo anestesiados, Herreras e col.
observaram presenca de atividade epileptiforme reverberante antes que tal atividade
se espalhesse para regides adjacentes (Herreras et al., 1987). Outra hipotese
envolve a interagcédo entre estruturas talamicas de linha média (incluindo os nucleos
dorso-medial e reuniens em ratos) e varias regides do sistema limbico com as quais
essas estruturas taldamicas mantém conexdes reciprocas (amigdala, cértex piriforme,
cértex entorrinal e hipocampo). Neste tipo de circuito, assim como no circuito
descrito por Gloor e col. um estado de hiper-excitabilidade partiria de estruturas
limbicas sendo entdo modulado por estruturas talamicas (Bertram et al., 1998).

Tais circuitos, entretanto, sdo constituintes normais do cérebro e na maioria
das vezes nao funcionam de forma a desencadear crises convulsivas ou quadro de
epilepsia, subservindo a fungdes fisioldgicas essenciais ao funcionamento adequado
do sistema nervoso. Aparentemente, o SNC é uma rede de circuitos neurais com
funcionamento altamente restrito por circuitos inibitérios que mantém um rigido
controle do sistema (Roberts, 1974;Roberts, 1980). Tais circuitos neurais

aparentemente estdo sob constante efeito inibitério, predominantemente através do
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neurotrasmissor GABA (Acido gama-amino-butirico). Ocasionalmente, neurdnios do
tipo marca-passo, presentes nesses circuitos, sao liberados por processo de
desinibicdo, passando a exercer assim seu papel excitatorio dentro do circuito ao
qual pertencem. Tais circuitos excitatorios e inibitérios possuem extensas
interconexdes, recebendo tanto feedback positivo quanto negativo uns dos outros,
mantendo assim, um delicado equilibrio entre excitabilidade e inibi¢ao.

Teorias modernas sobre epileptogénese atribuem as causas das epilepsias a
trés principais processos: (a) disturbios do funcionamento de canais idnicos, (b)
disturbios da excitabilidade de certos circuitos neurais e (c) alteragdes do tdnus
inibitério por disturbios dos canais ibnicos relacionados aos receptores do tipo

GABAA (Loscher and Schmidt, 2004).

a)Anormalidades do Sistema Inibitorio GABAérgico

Pode-se demonstrar que o bloqueio farmacologico exdgeno da inibigao
mediada por GABA (o principal neurotransmissor inibitério do SNC) induz atividade
epiléptica. Injegcdes sistémicas de antagonistas GABAérgicos, tais como
Picrotoxina e Bicuculina (De Deyn et al., 1992;Fisher RS, 1989), induzem crises
epileptiformes sendo utilizados em modelos animais de epilepsia.

Dessa forma, é razoavel acreditar que disturbios desse sistema possam ser
responsaveis, ou pelo menos participar no desenvolvimento de certos tipos de
epilepsias (Meldrum BS, 1989). Evidéncias em suporte a essa hipétese incluem os
estudos de Ribak e col. (Ribak et al., 1982) e Sloper e col. (Sloper et al., 1980). Os
trabalhos de Ribak, envolvendo modelo convulsivo por deposicdo de aluminio no
cértex de macacos jovens, mostraram uma redugao relativamente maior de sinapses
inibitérias do que das excitatorias. Sloper e col. demonstraram uma perda seletiva de

terminacées GABAérgicas no cortex de macacos jovens apdés um periodo de 30
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minutos de hipdxia, sugerindo que esse fosse 0 mecanismo responsavel pela
epileptogénese nesses animais.

Entretanto, alguns trabalhos mostraram resultados conflitantes com a
hipotese de que a hiperexcitabilidade observada fosse decorrente da perda seletiva
de terminagcoes GABAérgicas.

Lloyd e col. (Lloyd et al., 1986) demonstraram resultados variaveis em foco
epileptogénico retirado cirurgicamente de pacientes, obtendo, em alguns casos,
reducao e em outros aumento de terminagdées GABAérgica. Babb (Babb TL, 1986),
investigando 24 casos de tecido ressecado de lobo temporal, ndo observou
nenhuma diminuicdo em sinapses GABAérgicas nestes tecidos. Em analises de
imuno-histoquimica através de marcagdo com GAD (glutamic acid decarboxylase —
que se liga a terminacbes GABAérgicas) de cérebros de animais submetidos a
abrasamento hipocampal, Babb e col. (Babb et al., 1989) observaram uma redugéao
da marcagao de GAD 24 horas ap6s crise, mas nao 3-7 dias apos. Tais resultados
sugerem que a redugao observada precocemente apos a crise seria consequéncia
da mesma.

Sloviter (Sloviter, 1987) demonstrou que neurdnios GABAérgicos eram mais
resistentes a morte celular induzida por estimulagao elétrica de hipocampo do que
células musgosas e neurbnios contendo somatostatina localizados no hilo do giro
denteado. A paradoxal preservagao preferencial de neurdénios GABAérgicos, com
concomitante perda da inibicdo mediada por GABA observadas em modelo de crises
intensas repetidas, levou Sloviter a propor a hipdtese das “células em cesto
dormentes” (Sloviter, 1991). Segundo essa hipétese a morte de neurbnios
excitatérios no hilo do giro denteado, resultaria em remogéo de excitagdo para as

células em cesto GABAérgicas, resultando assim numa diminui¢do da atividade das
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mesmas e uma consequente desinibicdo dos neurbnios com os quais essas células
fazem sinapse. Essa desinibicdo, uma vez iniciada, levaria a um ciclo de
hiperexcitabilidade de células granulares com aumento da morte celular resultando
no desenvolvimento de uma condicdo epiléptica anos apdés o insulto inicial

(McNamara JO, 1994).

b) Anormalidades dos Sistemas Excitatorios

Glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC, agindo em
diversos tipos de receptores: (a) receptores ionotrépicos do tipo NMDA (N-metil-D-
aspartato), AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxasol-4-propiénico) e Kainato e
(b) receptores metabotropicos. O Glutamato é sempre excitatério quando age sobre
receptores ionotropicos, mas pode ser tanto excitatério quanto inibitério quando age
em receptores metabotrépicos. Injegdes focais de agonistas desses receptores
podem induzir atividade epileptiforme, sendo utilizadas em modelos animais de
epilepsias (De Deyn et al., 1992;Fisher RS, 1989). Dessa forma, é provavel que
hipersensibilidade dos sistemas neurotransmissores excitatorios seja um fator
desencadeante de crises epileptiformes corticais focais.

Aumento de liberagdo de aminoacidos excitatdrios € observado tanto no
modelo animal de abrasamento limbico quanto em linhagens de animais suscetiveis
a epilepsia (EL - epilepsy-like) (Meldrum, 1994;Jarvie et al., 1990). Foi observado em
camundongos da linhagem EL uma concentracéo plasmatica elevada de glutamato
(Janjua et al., 1992). Estudos do modelo de abrasamento limbico mostraram uma
funcdo aumentada de receptores do tipo NMDA, aumento da densidade de
receptores do tipo Kainato e um aumento da resposta de receptores metabotrépicos
ao glutamato (Flavin et al., 1991;Jarvie et al., 1990;Represa et al., 1989;Akiyama et

al., 1992).
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Estudos preliminares de microdialise em pacientes epiléticos mostraram um
aumento transiente em aminoacidos excitatérios no inicio das crises (Klancnik et al.,
1992;Carlson et al., 1992). Estudos usando microdialise bilateral de hipocampo em
humanos mostrou um aumento da concentragao extra-celular de glutamato antes do
inicio de atividade eletrografica epileptiforme na area do foco (During and Spencer,
1993).

Tecido cirurgico (ressec¢cao de lobo temporal anterior) avaliado para
densidade de receptores glutamatérgicos, demostrou uma variedade de alteragdes
quando comparado com tecido extraido post morten de pacientes nao epiléticos,
sendo observado, predominantemente, um aumento da densidade de receptores do
tipo NMDA e Kainato no cértex entorrinal (Geddes et al., 1990;McDonald et al.,
1991). Aumento na densidade de receptores do tipo Kainato foi observado no giro
denteado de tecido extraido de criangas com diferentes tipos de epilepsias (estudo
post morten) (Represa et al., 1989).

Assim como nas anomalias dos circuitos inibitérios, acredita-se que
intervengdes farmacolégicas sobre os sistemas excitatérios possam ser eficazes no

tratamento de disturbios epilépticos.

c) Anormalidades dos Canais I6nicos Celulares

Variagdes no volume dos liquidos intersticiais ou de sua composig¢ao idnica
exercerem um papel importante na sustentagcdo de padrdes irregulares de disparos
dos neurdnios locais. Desta forma, alteragdes no transporte transmembrana e no
fluxo idnico de CI, K*, Na*, Ca®*, Mg?* etc, sdo, em diferentes graus, considerados
como responsaveis por determinados padrdes de disparos. O envolvimento desses

ions pode ser demonstrado através da capacidade de farmacos que agem sobre os
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canais de Na*, K* e/ou Ca** em modificar disparos epileptiformes (Honavar M and
Meldrum BS, 2002).

Células gliais com capacidade alterada de controlar niveis elevados de K*
intersticial, tem sido observadas em tecidos durante periodos de disparos
sustentados. Acredita-se que a incapacidade dessas células gliais em equilibrar a
composic¢ao ionica intersticial, seja responsavel pela transicdo entre disparos inter-
ictais para atividade ictal plena (Grisar, 1984).

O sistema de transporte anidnico das células gliais exerce um papel
importante na regulagdo da excitabilidade cerebral. Transportadores neuronais
aniénicos ativos sao necessarios para se estabelecer um gradiente transcelular de
ClI" que é essencial para a atividade neurotransmissora inibitéria. Falhas nesses
transportadores de CI tornariam impossivel para neurotransmissores tais como

GABA provocar hiperpolarizacao celular na membrana pdés-sinaptica.

Em resumo, estudos recentes tem demonstrado anormalidades na fungao
cerebral e de sua neuroquimica relacionados com as epilepsias, mas a exata ordem
de eventos e sua importancia para o processo epileptogénico como um todo ainda
necessita ser esclarecida. Para comegarmos a responder essas perguntas, estudos
com alta resolucao temporal e espacial, com a capacidade de avaliar o processo de
epileptogénese de forma seriada e nao invasiva sdo necessarios. Nos proximos
tépicos abordaremos diferentes modelos animais de epilepsias e algumas técnicas

para o estudo dos mesmos.
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1.3) Modelos Animais de Epilepsia

O estudo das epilepsias depende da utilizagdo de modelos animais. Devido a
diversidade de tipos de epilepsias, varios modelos vém sendo desenvolvidos
buscando mimetizar caracteristicas especificas a cada tipo de epilepsia,
possibilitando, assim, ndo sé o estudo dos mecanismos epileptogénicos como
também de drogas anticonvulsivas.

Para citar apenas alguns exemplos de modelos de epilepsia in vivo, temos:
(a) eletrochoque, (b) modelos genéticos, como os animais audiogénicos (que tém
crises convulsivas quando expostos a sons de alta intensidade) e os babuinos
fotossensiveis, (c) estimulacao elétrica de areas especificas, como amigdala lateral
e hipocampo, (d) modelos de lesbes, (e) modelos de pro-convulsivos sistémicos,
como pentilenotetrazol e picrotoxina e (f) modelos de pro-convulsivos tdpicos, como
penicilina, bicuculina e acido cainico (Para uma revisdo em modelos animais de
epilepsias veja: Fisher (Fisher RS, 1989) e De Deyn e col. (De Deyn et al., 1992)).

De forma geral, as drogas pro-convulsivas utilizadas nos modelos descritos
acima atuam inibindo as vias inibitorias GABAérgicas (p.e. bicuculina, estricnina,
penicilina, pentilenotetrazol e picrotoxina) ou agindo de forma a mimetizar a agéo de
neurotransmissores excitatorios (p.e. acido cainico, Pilocarpina).

Escolhemos os modelos de injecédo intra-peritoneal (i.p.) de Pilocarpina e
Picrotoxina (PTX) devido a (a) reprodutibilidade dos achados EEGraficos, (b) rapidez
da resposta, (c) facilidade de administragdo, (d) aspectos EEGraficos, incluindo
diferentes morfologias em diferentes pontos do EEG, com padrdo temporal de

alteragdes descrito previamente na literatura para algumas areas profundas (Turski
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et al.,, 1983;Mackenzie et al., 2002) e (e) sistema neurotransmissor afetado
(Acetilcolina e GABA. respectivamente).

A PTX provoca uma redugao da inibigdo ao ligar-se aos canais de cloro
relacionados aos receptores do tipo GABAa, bloqueando tais canais quando GABA
encontra-se ligado ao seu sitio especifico neste receptor (Edmonds, Jr. and Bellin,
1976).

O primeiro relato de estudo eletroencefalografico dos efeitos de injegcéao
sistémica de picrotoxina foi feito por Kaplan e Wiliamson em 1978 (Kaplan and
Williamson, 1978). Nesse trabalho os autores estudaram os efeitos de 6 diferentes
drogas pro-convulsivas, incluindo a PTX, em gatos implantados com eletrodos de
EEG, nos quais foram realizados registros de EEG continuo e de potenciais
evocados somatosensoriais. Foi observado, apdés administragcdo de PTX, aumento
da amplitude dos potenciais evocados e atividade eletroencefalografica
epileptiforme, de forma dose-dependente, sugerindo um aumento global da
excitabilidade cerebral.

Quando administrada sistemicamente em mamiferos, a PTX induz crises
minimas e maximas de forma dose-dependente. Em ratos, injecbes de 8mg de PTX
por quilo de animal induz hiperatividade, tremores e contracées clénicas de patas
anteriores, seguidos por extensao ténica das patas posteriores evoluindo para crises
generalizadas do tipo tdnico-clénica (De Deyn et al., 1992).

Observagdes realizadas em nosso laboratério, mostraram uma sequéncia
reprodutivel de alteragdes eletroencefalograficas em ratos injetados com PTX.
Inicialmente, um periodo pré-ictal péde ser observado, caracterizado por uma
diminuicdo da amplitude e frequéncia do EEG. Em seguida, uma fase de atividade

de baixa frequéncia e alta amplitude precede o aparecimentos dos primeiros
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complexos poli-pontas. Em conjunto com o aparecimentos dos fenbmenos motores
(pilo-erecao, mastigagdo, mioclonias de face e de orelhas), observa-se o
aparecimento de complexos ponta-onda. Tais achados estdo de acordo com as
descricdes desse modelo encontradas na literatura (Mackenzie et al., 2002;Kaplan
and Williamson, 1978), mas a presenca de alteragdes pré-ictais nao foi observada.

Observamos ainda, em experimentos preliminares de ressonancia magnética
funcional, areas especificas de respostas negativas e positivas em imagens em T,*
(vide Principios Fisicos de RM), apds a administragcdo de PTX em ratos, sugerindo
processos inibitérios e excitatorios concomitantes.

O outro modelo adotado em nossos trabalhos foi o de injecdes
intraperitoneais de Pilocarpina. As alteragdes eletroencefalograficas locais em
hipocampo e amigdala, observadas nesse modelo, foram descritas em 1983 por
Turski e col. (Turski et al., 1983). Nesse trabalho, injecdes i.p. de 100, 200 e 400 mg
de pilocarpina por quilo de peso, induziram alteragdes eletrograficas e
comportamentais progressivas em animais nao anestesiados, de forma dose-
dependente. Apds um periodo de 2-3 minutos de injecdo, resposta
eletrodecremental foi observada nos eletrodos corticais e na amigdala, enquanto que
ritmo teta dominou a atividade elétrica no hipocampo. Entre 15 e 20 minutos apds
injecao, ritmo rapido de alta tensdo, com presenga de disparos em ponta isolados,
se sobrepde ao ritmo teta hipocampal, sem que alteragdes significativas possam ser
observadas na resposta inicial tanto na amigdala quanto no cortex. Atividade
eletrografica epileptiforme progressivamente se espalha para todos os canais de
registro entre 30 e 50 minutos pds-injegdo. Tais alteragcbes eletrograficas sao
concorrentes com alteragées comportamentais tipicas de epilepsia de lobo temporal,

que aparecem também de forma progressiva, inicinado-se com automatismos
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gustatérios e olfatérios, evoluindo para crise limbica motora, constituida por
salivacgao intensa, mioclonia de patas anteriores, elevagdes e quedas.

A correlacao entre os achados eletroencefalograficos e as areas de ativagao
e inativacdo da ressonancia magnética funcional, possibilitaria uma compreenséao
mais abrangente da dinamica e dos circuitos neurais envolvidos no desenvolvimento

das crises induzidas nesses dois modelos.

24



1.4) EEG

A presenca de atividade elétrica em animais foi inicialmente proposta por
volta de 1780 quando Luigi Galvani observou a contragao de pernas de ras expostas
a correntes elétricas na presengca de tempestades com raios (Niedermeyer E,
1999b).

Entretando, mais de um século foi necessario entre as primeiras observacoes
de Galvani e as primeiras tentativas de se registrar e medir a atividade elétrica em
animais.

Richard Caton apresentou seus resultados iniciais em 1875 sobre a
exploracao da atividade elétrica em cérebros expostos de coelhos e macacos.
Utilizando-se de um galvandmetro, Caton descreveu pequenas oscilagoes
produzidas ao se posicionar os eletrodos em dois pontos distintos do cértex cerebral
ou um eletrodo na substancia cinzenta e outro na susbtancia branca do cérebro. Foi
de Caton também a primeira descricdo de que a substancia cinzenta possui um
potencial elétrico positivo em relagcdo a estruturas profundas e de que areas do
cérebro apresentam variagdo negativa em seu potencial em resposta a ativagao,
sendo essa ultima observagao considerada como uma das primeiras descri¢gdes de
potenciais evocados (Niedermeyer E, 1999b).

A descoberta do EEG humano € atribuida a Hans Berger. As primeiras
observagdes de atividade elétrica cerebral foram realizadas por Berger em 1924.
Berger descreve discretas oscilagbes observadas no galvanémetro em decorréncia
do posicionamento de eletrodos na cabeca de pacientes portadores de defeitos
0sseos cranianos, 0 que acreditava-se proporcionar um aumento da amplitude dos

potencias observados na superficie. Em 1925 Berger reconhece que tais defeitos
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0sseo0s nao eram necessarios e, em alguns casos, até prejudiciais a qualidade dos
registros. Entre 1926 e 1929 Berger finalmente obtem registros de boa qualidade de
atividade eletroencefalografica do tipo alfa em pacientes. Tais resultados sao entao
publicados em 1929 (Berger H, 1929), sendo essa publicagdo considerada a
primeira descrigao de registros de EEG em humanos.

Os modernos sistemas de eletroencefalografia sdo constituidos, de forma
geral, por um conjunto de componentes basicos. Eletrodos, geralmente de prata-
cloreto de prata, sao posicionados ao longo do escalpo utilizando-se pasta
eletrolitica para que se obtenha um contato elétrico adequado com a pele. Os
eletrodos sao entdo conectados a um conjunto de pré-amplificadores que tém como
objetivos principais eliminar pequenas distor¢des provocadas por movimentos dos
cabos e aumentar a amplitude do sinal adquirido. Além disso, em geral, o0s circuitos
pré-amplificadores possuem um estagio que filtra oscilagbes no potencial DC
(corrente continua) do sinal elétrico. Tais filtros sdo denominados filtros passa-alta,
pelo fato de rejeitarem oscilagdes com frequéncias abaixo da frequéncia de corte
(deixando passar aquelas acima dessa frequéncia). Tipicamente filtros passa-alta
possuem frequéncia de corte na faixa de 0,15 a 1,5 Hz. Uma vez amplificado e
filtrado o sinal pode ser conduzido por um longo cabo até o estagio final de
amplificacdo e filtragem. Em EEGs de rotina, uma amplificacdo de 1000 a 10000
vezes € Uutilizada. Filtros passa-baixa (i.e. que rejeitam frequéncias acima da
frequéncia de corte) com frequéncias de corte na faixa de 60 a 80 Hz eliminam
ruidos indesejaveis de alta frequéncia, assim como filtros do tipo Notch (50 ou 60
Hz, dependendo do pais) atenuam ruidos provenientes da rede elétrica. Atualmente,
a maioria dos sistemas modernos de EEG possuem um ultimo estagio onde os

sinais elétricos analdgicos sao transformados em sinais digitais, possibilitando a
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visualizagdo dos registros em computadores pessoais. A grande importadncia do
processo de digitalizacdo € a possibilidade de utilizagdo de métodos computacionais
na analise dos registros de EEG e possibilitar o arquivamento dos resultados e dos
registros em meio eletrénico. Além disso, sistemas de registro digital em conjunto
com a aquisicdo de imagens digitais dos pacientes submetidos a registros
prolongados sdo a base do video-EEG moderno (para uma revisdo sobre bases
tecnolégicas de EEG ver Kamp (Kamp A and Lopes da Silva F, 1999)).

O EEG normal de um adulto acordado apresenta uma série de ondas que sao
descritas de acordo com a faixa de frequéncia em que elas aparecem. A faixa de
frequéncia das ondas do EEG pode se expandir desde frequéncias “ultra-baixas”
(abaixo de 0.15 Hz) até frequéncias “ultra-altas” (acima de 100 Hz), mas tais
extremos aparentemente ndo apresentam nenhuma importancia fisiolégica, apesar
de alguns relatos na literatura sugerirem a importancia de atividade do tipo gama
(acima de 30 Hz) nos processos de sincronizagao cerebral e a presenga de ondas
ultra-lentas durantes estados de coma profundo.

De uma forma geral as ondas do EEG podem ser classificadas em diversos
tipos de ritmos: (a) ritmo Delta, com frequéncias abaixo de 3,5 Hz (tipicamente entre
0,1 e 3,5 Hz), (b) ritmo Teta, entre 4 e 7,5 Hz, (c) ritmo Alfa, entre 8 e 13 Hz, (d)
ritmo Beta, entre 14 e 30 Hz e (e) ritmo Gama, com frequéncias acima de 30 Hz.
Alguns outros ritmos tém sido propostos, com faixa de frequéncia semelhantes as
descritas acima, mas com distribuicdo diferenciada ao longo da superficie
encefalica. Dessa foram podemos ter ritmo Pi ou ritmo lento posterior, descrito por
Dutertre (Dutertre F, 1977) sendo ondas de 3 a 4 Hz de distribuicao posterior; ritmo
Fi, sugerido por D. Daly (Silbert et al., 1995) para descrever ondas lentas (abaixo de

4 Hz) de distribuicdo posterior que ocorrem aproximadamente 2 segundos apos
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fechar os olhos; ritmo Kapa (ritmo tipo Alfa de distribuicdo temporal anterior) etc.
Além disso, varias morfologias de ondas tém sido igualmente descritas: espiculas de
sono, ondas lambda, complexo K, ondas Ro etc (Niedermeyer E, 1999a).

A atividade elétrica cerebral resulta de correntes ibnicas geradas por
processos bioquimicos ao nivel celular. Os principais responsaveis por gerar 0s
padrées eletroencefalograficos observados sdao os neurdnios piramidais corticais.
Um dipolo € um elemento com dois sitios diametralmente opostos com cargas
também opostas. fons positivos (Na*, Ca?*) sdo absorvidos em uma extremidade do
dipolo (também chamado de sink ou dreno) e emanam da extremidade oposta
(também referida por source ou fonte). O campo elétrico ao redor de um neurdnio
piramidal pode ser considerado um dipolo devido a morfologia desse tipo de
neurdnio, possuindo um longo eixo axonal, e a polarizagdo das conexdes sinapticas
que acontecem nas extremidades celulares. Potenciais poés-sinapticos (PPS)
excitatérios, mais do que os potenciais de agao, sao responsaveis pelas ondas
registradas pelo EEG. Apesar dos potenciais de agao terem uma amplitude maior,
os potenciais sinapticos sdo mais longos em duragéo e envolvem uma maior area de
membrana celular, permitindo uma somacgao tanto temporal quanto espacial. Os
potencias de agao sdo de 10 a 30 vezes mais rapidos do que os potenciais pos-
sinapticos o que necessitaria um sincronismo quase perfeito entre potenciais de
acao em neurdnios vizinhos para que haja somacgdo. Sincronismo e coeréncia
temporal dos potenciais também explicam a relacdo entre frequéncia e amplitude.
Ondas do tipo Delta podem durar de um quarto a meio segundo, e, mesmo que 0s
geradores estejam de 10 a 30% fora de sincronismo, uma grande propor¢cao dos
potenciais geradores estara em relativo sincronismo contribuindo assim para gerar

um potencial de grande amplitude (Gloor, 1985).
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Os fatores que influenciam a amplitude, morfologia e duracéo das ondas do
EEG sao: (a) a distadncia entre o eletrodo de registro e o gerador de corrente, (b) a
duracao do potencial pés-sinaptico (PPS), (c) o numero de PPS simultadneos e (d) a
orientacdo anatdbmica da camada de células piramidais geradoras de corrente com
relacado ao eletrodo (Schaul, 1998). O campo elétrico gerado pela camada de células
piramidais € chamado de “campo aberto”. O potencial de campo ao redor de um
campo aberto diminui inversamente com a distancia e pode ser, teoricamente,
visualizado de qualquer ponto ao longo do volume condutor (i.e. escalpo). Na
pratica, os sinais registrados nos eletrodos superficiais correspondem a atividade
elétrica gerada a aproximadamente 1-2 cm na profundidade do cértex adjacente.
Existem, entretanto, estruturas no SNC nas quais as células e seus processos
celulares nao estdo alinhados na forma de dipolos, sendo referidas como “campos
fechados”. Estruturas no talamo e tronco cerebral geram campos fechados que néo
sdo grandes o suficiente para serem detectados por eletrodos de superficie.

Na realidade, o que observamos nos registros eletroencefalograficos sao
correntes propagando ao longo do espaco extracelular, que por sua vez sao
resultante do efeito somatoério de inumeros potenciais sinapticos excitatérios. Apesar
dos geradores neurais da atividade registrada através do EEG estarem situados em
sua maioria ao longo do cortex, nucleos subcorticais, em especial nucleos talamicos,
sdo responsaveis por gerar certos ritmos corticais (Steriade et al., 1993;Kandel and
Buzsaki, 1993;Engel, Jr., 1996).

Pelo visto anteriormente, podemos inferir a dificuldade em se determinar,
apenas através do EEG, se estruturas mais profundas estdo apresentando atividade
elétrica aumentada ou diminuida em decorréncia de um processo anormal (p.e.

epiléptico). Dessa forma, torna-se necessario o uso de técnicas de EEG invasivo,
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com posicionamente de eletrodos na profundidade do cérebro ou de outras técnicas
que fornegam dados funcionais de estruturas profundas.

Nessa ultima categoria, recentemente um grande numero de técnicas foram
desenvolvidas com o intuito de observar a atividade cerebral em areas subcorticais
de forma néo invasiva, tanto num contexto clinico quanto de pesquisa. Entre outras,
podemos citar as técnicas de PET (positron emission tomography), SPECT (single
photon emission computerized tomography), auto-radiografia baseada em 2-Deoxi-

Glicose e ressonancia magnética funcional.
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1.5) Ressonancia Magnética Funcional

1.5.1) Historico

Comparando-se a quase imediata utilizacao clinica dos raios-x, logo apds sua
descoberta em 1896, com os quase 40 anos decorridos entre a descrigao inicial do
fendbmeno de Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) e a aquisicdo das primeiras
imagens clinicamente uteis, tem-se uma idéia da complexidade envolvida no
desenvolvimento dessa técnica. Apesar do conceito basico da RNM ter sido
incialmente proposto em 1936 pelo fisico alemao C.J. Gorter (Gorter CJ, 1936), o
fendbmeno de ressondncia magnética nao foi observado em materiais em
quantidades consideraveis até os trabalhos de Bloch e Purcell logo apds a segunda
grande guerra (Bloch F et al., 1946;Purcell EM et al., 1947). Nos anos subsequentes,
RNM foi utilizada apenas em estudos de fisica basica e de propriedades quimicas de
materias, sendo a técnica aplicada apenas a amostras em tubos de ensaio. Entre o
final da segunda grande guerra e o inicio da década de 70, apenas alguns poucos
estudos de RNM foram realizados utilizando-se tecidos humanos ou animais (Singer
J, 1959;Bratton CB et al., 1965;Jackson JA and Langham WH, 1968;Damadian R,
1971).

O ponto chave para a utilizagago da RNM na produgcdo de imagens
clinicamente uteis foi a proposta, por Lauterbur em 1973 (Lauterbur PC, 1973), de
que gradientes magnéticos poderiam ser utilizados para determinar a localizagao
espacial do sinal de RNM, sugerindo a possibilidade de se obter imagens de cortes
anatbmicos. Mas apenas em 1976 e 77 € que as primeiras imagens do corpo
humano foram registradas na Universidade de Nottingham (Mansfield P and

Maudsley AA, 1976). Apesar de varias técnicas terem sido propostas inicialmente
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para a decodificacdo espacial dos sinais de RNM, a metodologia mais utilizada foi a
da transformada de Fourier (Kumar A et al., 1975), que foi modificada do método
originalmente proposto para a realizacao de espectrografia por RNM. A metodologia
mais comum utilizada para a geragao de imagens anatdomicas foi denominada de
spin-warp ou spin-echo (Edelstein WA et al., 1980).

Algumas das descobertas e trabalhos cientificos e tecnolégicos chaves que
contribuiram direta ou indiretamente para o desenvolvimento da técnica de imagens
por ressonancia magnética (RM) clinica estao citados na tabela-02. Observando os
avangos em variados campos de ciéncias basicas que resultaram no
desenvolvimento dos aparelhos de RM, tem-se uma real idéia da complexidade da

técnica.
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Equacdes dos campos elétrico e magnético Maxwell (1873)

Mecanica estatistica dos atmos e moléculas Maxwell (1860), Boltzmann (1872), Gibbs (1878)
Ondas de radio Hertz (1887)

Supercondutividade Onnes (1911)

Estrutura atémica/nucleo atémico Rutherford (1911)

Teoria Quantica Bohr, Schroinger Schroinger e outros (1913-1926)
Magnetismo nuclear Pauli (1924)

Spin Uhlenbeck e Goudsmit (1926)

Conceitos de RNM Gorter (1936)

RNM observada em raios atémicos Rabi (1939)

RNM observada em sélidos e liquidos Bloch, Purcell (1946)

Equacdes de relaxamento de spin (T1, T2) Bloch (1946)

Mecanismos de relaxacdo de RNM Bloembergen, Pound, Purcell (1948)

Spin-echoes Hahn (1950)

Supercondutores de alto campo Matthais, Kunzler (1960)

Transformada de Fourrier para RNM Ernst, Anderson (1966)

Tomografia computadorizada de raios-x Oldendorf (1961), Hounsfield (1973), Jackson (1968),

Damadian (1972), Abe(1973)

Campos de gradientes magnéticos para imagens por RNM  Lauterbur (1973)

(zeugmatografia)
Excitagdo seletiva de plano anatémico Mansfield (1974), Hoult (1977)
Imagens humanas usando gradientes Aberdeen, Nottingham, EMI (1976-1979)

Imagens humanas usando campo de grande intensidade General Electric, Oxford Instruments (1981)
(1,5T)

Aplicagdes clinicas de rotina Varios (1980-presente)

Tabela 02 — Alguns marcos técnicos e cientificos no desenvolvimento dos aparelhos de RM (Schenck
JF and Leue WM, 1998)

A RM tem sido utilizada predominantemente para o estudo anatdomico do
cérebro. Comparada com técnicas de imagem mais antigas, a RM é claramente
superior em contraste e equivalente em resolucao espacial ao Raio-X.

Entretanto, varias doengas e disturbios neurolégicos ndo possuem um
substrato anatdbmico alterado visivel macroscopicamente. Tais estados patologicos
incluem, por exemplo, os processos isquémicos hiper-agudos, deméncia e disturbios
psiquiatricos. Além disso, algumas entidades patolégicas ndo podem ser

caracterizadas apenas por alteracdes anatomicas associadas. Entre elas, podemos
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citar algumas neoplasias, particularmente apds tratamento, infarto cerebral e
epilepsias. Finalmente, para o planejamento cirurgico, € frequentemente util o estudo
nao s6 da anatomia, mas também da funcdo dessas areas ou de areas proximas.
Em todos os casos descritos anteriormente, a fisiologia local € de maior interesse do
que a anatomia.

Ressonancia Magnética Funcional (RMf) € o nome dado as técnicas de
aquisicao de imagens funcionais dos tecidos, usualmente cérebro, através de RNM,
mantendo-se a especificidade anatdémica. O termo RMf engloba varias técnicas de
imagens por RNM, entre elas (a) imagens da mobilidade microscépica de moléculas
de agua (imagens por difusao), (b) hemodindmica microvascular (imagens de fluxo
sanguineo e volume sanguineo cerebral) e (c) técnicas sensiveis ao nivel de
oxigenagao sanguineo (também chamado de contraste BOLD — Blood Oxygenation
Level Dependent). Tais técnicas dependem da aquisigdo de um plano anatdémico em
aproximadamente 100 ms, de forma a adquirir uma imagem completa do cérebro
(volume) em apenas alguns segundos (tipicamente um volume completo em 2-3
segundos). Apesar dessas técnicas ainda ndo serem capazes de gerar imagens
diretas da atividade neural, a atividade fisiolégica do tecido pode ser inferida através
da correlacdo bem estabelecida entre atividade neural, metabolismo celular, e
alteragdes hemodinamicas associadas (volume sanguineo cerebral, fluxo sanguineo
cerebral, estado de oxigenacédo do sangue e indice de difusdo de agua através dos
tecidos cerebrais (Roy CS and Sherrington CS, 1890)).

Como proposto ainda em 1895, as respostas hemodinamicas cerebrais locais
estdo intimamente relacionadas a atividade neural (Roy CS and Sherrington CS,
1890;Petersen et al., 1988;Posner et al., 1988). Apesar da RMf ainda nao ser

sensivel diretamente a atividade neural, alteragbes hemodinamicas locais podem ser
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utilizadas para se inferir o nivel de atividade neural. A RMf pode detectar alteracdes
hemodinamicas, seja através da injecdo de contraste paramagnético intravenoso
(usualmente compostos a base de Gadolinio), ou através de contraste tecidual
intrinseco (BOLD).

Dois mecanismos basicos de contraste tecidual intrinseco sao utilizados na
obtencdo de imagens funcionais. O primeiro mecanismo € o chamado contraste
BOLD. Esse tipo de contraste basea-se no fato descrito por Linus Pauling (Pauling L
and Coryell C, 1936) de que a deoxi-hemoglobina é paramagnética, enquanto a oxi-
hemoglobina perde o paramagnetismo, sendo, desta forma, diamagnética. Thulborn
e col. (Thulborn et al., 1982) demonstraram o efeito paramagnético da deoxi-
hemoglobina encurtando o valor de T, (vide proximo tépico — principios fisicos de
RM), o que, em ultima analise, leva a uma diminuigdo da intensidade do sinal de
RNM em areas com uma maior concentracao relativa de deoxi-hemoglobina. Tal
fendbmeno ja era conhecido dos neurorradiologistas como a causa de areas hipo-
intensas em imagens de ressonancia de pacientes que sofreram hemorragia
cerebral. Ogawa e col. (Ogawa et al., 1990) propuseram entdo a utilizacdo desse
contraste hemodinamico intrinseco para a obtengcdo de imagens funcionais através

da técnica de imagens por gradient-echo (GE).

1.5.2) Principios Fisicos de RM

De uma forma geral, todos os atomos que possuem numero impar de prétons
em seu nucleo podem apresentar o fendmeno de ressonancia magnética. Como os
organismos bioldgicos sdo compostos em grande parte por agua, que por sua vez

possui dois atomos de hidrogénio em sua molécula, a maioria dos experimentos e
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das técnicas de ressonancia nuclear magnética utilizam-se dos nucleos de
hidrogénio (um proton em seu nucleo) para gerar os sinais.

De forma simplificada, podemos considerar os atomos de hidrogénio como
minusculos pedes, apresentando movimentos de rotagado e precessao em torno de
seu proprio eixo. Ao posicionarmos atomos de hidrogénio dentro de um campo
magnético (By), os eixos de rotagdo desses atomos, chamados de spin, sofrerdo um
processo de alinhamento com esse campo magnético. Parte dos spins se alinharao
no mesmo sentido do campo magnético enquanto que uma parte ligeiramente menor
se alinhara em sentido oposto. Dessa forma, teremos como resultante um diminuto
vetor de mesma diregdo e sentido que o campo magnético principal. Os atomos de
hidrogénio estardo entdo alinhados com o campo magnético e realizando
movimentos de precessdao com uma frequéncia que € diretamente proporcional a
magnitude do campo magnético principal, frequéncia essa chamada de frequéncia
de Larmor. Para se ter uma idéia, nos modernos aparelhos de ressonancia
magnética, a magnitude do campo magnético principal €, em geral, de 1.5 a 3 Tesla
(em comparagao com o0 campo magnético da terra que € de aproximadamente 2,0 x
10®° T ou 0,2 gauss).

Consideremos agora que um pulso de radio-frequéncia (RF) seja aplicado
perpendicularmente a esse vetor de spins resultante, com frequéncia igual a
frequéncia de Larmor. O que observamos € que os spins gradualmente saem de seu
estado de “repouso” em alinhamento com o campo magnético adquirindo uma
orientagcdo perpendicular ao mesmo. Além disso, os atomos de hidrogénio em
ressonancia com o pulso de RF estardo realizando movimento de precessao em
sincronia (dizemos que os spins estdo em coeréncia de fase). Nessa situacéo, os

atomos de hidrogénio acumularam energia, estando em um estado de equilibrio
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instavel que é mantido pelo pulso de RF. Uma vez retirado o pulso de RF, os spins
retornardo rapidamente ao estado de repouso inicial, alinhados com o campo
magnético principal, emitindo, nesse processo, energia em forma de RF,
proporcional a energia absorvida na primeira fase do processo. Esse sinal de RF é
utilizado na geragao das imagens.

No processo de realinhamento, dois tempos podem ser descritos. O primeiro
tempo, denominado tempo de relaxamento spin-latice (relaxamento longitudinal) ou
T4, € 0 tempo gasto pelo conjunto de spins para voltar a situagao de equilibrio inicial.
O segundo tempo, chamado de relaxamento spin-spin (relaxamento transverso) ou
T,, € 0 tempo gasto para que os spins percam a coeréncia de fase, ou seja, é o
tempo gasto para que ocorra uma completa defasagem dos spins. O processo de
retorno ao estado de equilibrio é influenciado pela inomogeneidade do campo
magnético e pelas interagdes entre spins vizinhos e entre spins e 0 meio. Dessa
forna, atomos de hidrogénio presentes em tecidos diferentes, apresentardo
diferentes tempos T¢ e T,. Essa diferenga € o que proporciona o contraste natural
entre diferentes tipos de tecido.

Para que seja possivel a obtengdo de imagens do corpo, € necessario que
algum tipo de decodificagdo espacial seja empregada. Como a frequéncia de
oscilagdo dos spins de um mesmo tipo de atomo depende do campo magnético ao
qual tais atomos estdo sujeitos, pequenas variagbes controladas no campo
magnético resultardo em grupos de spins com frequéncias discretamente diferentes.
Dessa forma, para se conseguir uma decodificagdo espacial aplicam-se gradientes
magnéticos nos trés eixos ortogonais de forma a controlar a frequéncia e a fase dos
spins em diferentes posi¢cdes do corpo. O sinal medido pode ser entdo analisado

através da Transformada Rapida de Fourrier (FFT) revelando os componentes em
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frequéncia do sinal, que serao proporcionais a quantidade de atomos de hidrogénio
oscilando em cada frequéncia especifica.

O processo de manipulacdo dos spins para obtencdo de imagens pode ser
traduzido em diferentes sequéncias de imagens. As duas sequéncias de imagens
mais utilizadas sdo as chamadas spin-echo (SE) e gradient-echo (GE). De forma
bem simplificada as técnicas de SE utilizam-se de pulsos de RF para realinhar os
spins dos atomos de hidrogéneo, manipulando assim a forma com que os tecidos
liberam a energia, também chamado de decaimento de indugéo livre (free induction
decay ou FID), enquanto as técnicas de GE utilizam-se de gradientes magnéticos
para obter o FID.

No processo de aquisigdo das imagens de ressonancia magnética, duas
variaveis de tempo irdo determinar o tipo de contraste a ser obtido nas imagens: séo
eles TR (tempo de repeticao) e TE (tempo de eco). TR é o intervalo de tempo entre
duas estimulagbes consecutivas de um mesmo grupo de atomos. TE é o tempo
gasto entre a estimulacédo de um determinado grupo de atomos e a aquisicdo do
FID. Variando-se esses valores podemos obter imagens com diferentes tipos de
contraste. Por exemplo, TR longos, possibilitam que todos os spins retornem ao
estado inicial de equilibrio, resultando assim num numero maior de spins suscetiveis
a estimulagdo e, consequentemente, em uma maior amplitude do sinal. Em
contraste, longos TE resultam em registro do FID em um ponto onde a maior parte
do sinal ja foi emitido pelos atomos de hidrogénio, resultando em um sinal de menor
intensidade.

Existem trés tipos basicos de contraste: (a) imagens sensiveis a T4, onde
temos TR médio e um TE curto, (b) imagens sensiveis a T,, onde temos TR e TE

longos, e (c) imagens de densidade de prétons, com TR muito longo e TE curto. Em

38



geral, as imagens de GE, dependendo dos paradmetros de aquisi¢cdo, sdo mais
suscetiveis as inomogeneidades do campo magnético principal. Dizemos que tais
técnicas produzem imagens com reforgo em T,*.

Quando duas substancias com constantes magnéticas significativamente
diferentes sdo separadas por uma interface bem definida (p.e. sangue na superficie
do cortex), observamos uma perda de sinal devido a um aumento da
inomogeneidade do campo magnético entre essas duas substancias. Esse
fendbmeno é chamado de artefato de susceptibilidade, pois as duas substancias

possuem diferentes susceptibilidades magnéticas.

1.5.3) Contraste BOLD

Por que o estado de oxigenagdo local, e por sua vez o sinal de RNM,
aumentam em decorréncia do aumento da atividade neural local?

Estudos de PET e outras técnicas (p.e. fluxometria doppler de infra-vermelho),
mostraram que a liberagc&o de oxigénio, o fluxo sanguineo cerebral (FSC) e o volume
sanguineo cerebral (VSC) aumentam com o aumento da atividade neural local,
observando-se um aumento quase que duas vezes maior do FSC em relacdo ao
VSC (Grubb, Jr. et al., 1974). Entretanto, observa-se, pelo menos na maioria dos
paradigmas experimentais, uma despropor¢do entre o aporte e o consumo de
oxigénio, com um aumento apenas discreto do consumo (DeYoe et al., 1994;Fox
and Raichle, 1986;Fox et al., 1988). O aumento no aporte de oxigénio, sem que haja
um aumento substancial do consumo, com um aumento apenas discreto do VSC,
leva a uma diminui¢ao relativa da deoxi-hemoglobina tecidual local durante periodos
de aumento da atividade neural. Essa diminuig&o relativa da deoxi-hemoglobina leva

a um aumento da intensidade do sinal de RNM em sequéncias de imagens sensiveis
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a variagcoes de sucetibilidade magnética (i.e. imagens em T, e T,* - Figura-02)

(Kwong et al., 1992).

coanitiva
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Aumento local de atividade
neural
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Figura 02 — Bloco esquematico explicando os mecanimos do contrate do tipo BOLD(DeYoe et al.,
1994).

A atividade neuronal focal, através do acoplamento neurovascular, leva a uma
interacdo complexa entre fluxo sanguineo, volume sanguineo e consumo de
oxigéneo, o que, em ultima instancia determina a intensidade do sinal medido. O
resultado final desse processo € uma variagao discreta (alguns pontos percentuais a
1,5T), mas prolongada do sinal de RM, em técnicas sensiveis a variagbes de
susceptibilidade (p.e. imagens de gradient-echo/echo-planar — GE/EPI; contraste do

tipo BOLD). Chamamos de fungcdo de resposta hemodinamica (FRH) a curva de
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variagcdo de intensidade do sinal observada em decorréncia da resposta
hemodinamica induzida por uma tarefa especifica.

O mecanismo preciso de relagdo entre atividade neuronal e as alteragdes
observadas no contraste do tipo BOLD continuam em debate (Arthurs and Boniface,
2003;Hyder et al., 2002a;Shulman et al., 2002;Aubert and Costalat, 2002a;Hess et
al., 2000;Logothetis and Wandell, 2004). Provaveis candidatos incluem potenciais de
acao (atividade neuronal individual) e atividade sinaptica de uma populagado de
neurdnios, sendo que as evidéncias mais fortes apontam para potenciais pos-
sinapticos como os principais responsaveis (Logothetis and Wandell, 2004).

Fica claro, dessa forma, que a interpretacdo dos resultados da analise de
imagens obtidas por métodos sensiveis ao contraste do tipo BOLD deve ser feita de
forma cuidadosa. Além disso, a correlagdo dessas imagens com medidas objetivas
de variaveis fisiologicas (p.e. eletroencefalografia) acrescentaria significado aos
resultados observados, devendo ser perseguido de forma a validar os dados obtidos
por neuroimagem funcional e optimizar a forma que essas imagens sao

interpretadas.

1.5.4) Andlise de Imagens de RMf

O que se obtem apds a realizagdo de um experimento ou exame de RMf &
uma série de imagens digitais compostas por uma matriz de valores que
representam a intensidade de cada ponto da imagem (ou pixels — picture elements).
Voxels (volume elements) sdo a representacao tridimensional dos pixels, sendo a
terceira dimensdo (i.e. espessura), correpondente a espessura dos planos
anatémicos obtidos pelo processo de aquisigdo de imagens. O objetivo da analise de

imagens é detectar variagdes estatisticamente significativas nos valores de voxels
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localizados na mesma posigao dentro de matrizes de imagens correspondentes (i.e.
mesmos planos anatémicos), variagdes estas que devem ocorrer de acordo com o
conjunto de tarefas as quais o individuo foi submetido (chamamos ao conjubto de
tarefas de paradigmas).

Antes da realizacdo dos testes estatisticos, entretanto, as imagens devem
passar por um pré-processamento que visa aumentar o poder estatistico das
analises. Os passos basicos do pré-processamento sao: (a) realinhamento de
imagens, que tem por objetivo corrigir movimentos, que séo inevitaveis durante a
realizacdo das imagens, (b) suavizagédo, ou smoothing, processo no qual valores de
voxels vizinhos sdo combinados entre si (média, mediana etc), com os objetivos de
diminuir a presenca de “ruido” nas imagens (p.e. se um voxel apresenta um valor
muito alto ou muito baixo em relacdo aos voxels vizinhos, é provavel que essa
discrepancia seja devida a ruidos inerentes ao aparelho. Combinando-se esse voxel
com o0s seus vizinhos, faremos com que seu valor se aproxime dos valores dos
demais voxels) e, dependendo do tipo de analise estatistica utilizada, fazer com que
os valores das intensidade dos pixels tenham uma distribuicdo gaussiana, e (c)
normalizagdo, que consiste em transformar as imagens de um individuo em uma
imagem padréo, o que permite que varios individuos sejam comparados entre si.

Apds pré-processamento, as imagens estdo prontas para o tratamento
estatistico. De uma forma geral, a maioria das técnicas de tratamento estatistico de
imagens de RMf baseam-se em alguns pressupostos. Inicialmente, conhecendo-se o
paradigma de estimulagdo podemos inferir a variacdo esperada do valor dos voxels
em areas onde se suspeita a ocorréncia de ativacao (ou inativagéo) de acordo com a
tarefa realizada e a FRH. Aqueles voxels nos quais as variagdes de intensidade

ocorram de acordo com o previsto no modelo estatistico e que obedegam ao limiar
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de significancia definido, serdo considerados como estatisticamente significativos

(dependendo do nivel de significancia estatistica do teste). Em seguida, cada voxel é

codificado, através de padrbes de cores por exemplo, de acordo com o poder

estatistico da correlagdo, resultando assim num mapa de ativagdo. Finalmente, uma

imagem do mapa de ativacdo € sobreposta a uma imagem de alta resolugdo do

plano anatbmico correspondente. A Figura-03 apresenta, de forma esquematica,

uma sintese do processo de analise de imagens.

Desenho
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(paradigma)

\ 4 4
Realinhamento = “Smoothing” = Modelo Linear Geral Mapa de Ativacdo
Cerebral
= Normalizag&o {E fﬁ'{ *M‘; T;" Inferéncia
K IR | If T Estatistica
REEN Lo
T T L T
IBIRIREE
TIRTERVIR A
I S {

Espaco de “Talairach”

Figura 03 — Bloco esquematico resumindo os passos principais do processo de analise de imagens

(vide texto — Modificado do manual do usuario do aplicativo SPM99f).

"Wellcome Department of Cognitive Neurology. Institute of Neurology. UCL. Reino Unido
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1.5.5) RMf e Epilepsias

A utilizacdo das imagens de RMf no estudo e na avaliagdo clinica de
pacientes epilépticos encontra-se atualmente nos estagios iniciais de
desenvolvimento, mas constitui-se em promessa de ferramente poderosa para o
futuro. Os grandes desafios na utilizagdo de RMf em epilepsia sdo a dificuldade em
se obter imagens no periodo ictal, devido aos inevitaveis artefatos de imagens
produzidos por movimento do paciente (ou do animal no contexto de pesquisa), na
dificuldade em se determinar quando o paciente apresenta atividade EEGrafica inter-
ictal epileptiforme e na baixa resolugdo temporal da técnica (da ordem de 3-5
segundos, intrinseca a resposta hemodinamica) (Ogawa et al., 1990). Entretando,
algumas das capacidades da técnica sao a excelente resolugéo espacial (da ordem
de fracbes de milimetros em scanners [i.e. aparelhos de RM] mais modernos de
maior poténcia, i.e. Bp>3T), ser ndo invasiva e possibilitar estudo seriado de
pacientes (ou de outro modelo experimental) por ndo utilizar radiagéo ionizante.

A grande promessa de utilizacdo da técnica de RMf é na avaliagdo pré-
cirurgica de pacientes portadores de epilepsia refrataria aos tratamentos
farmacologicos padrdao. Nesses pacientes, a RMf pode ser usada na determinagéo
de lateralidade de linguagem, de fun¢gdes motora-sensoriais e, com menor precisao,
de memodria, auxiliando assim na localizagdo de areas eloquentes que devem ser
poupadas durante o procedimento cirurgico. Outra possibilidade € a identificagcado do
foco epileptogénico, possibilitando um melhor delineamento da area a ser
ressecada.

Um dos grandes desafios no desenvolvimento da RMf nos estudos das
epilepsias esta na substituicdo do teste do Amital Sédico (teste de Wada). Tal

técnica consiste em anestesiar seletivamente um hemisfério cerebral por vez,
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possibilitando aferir a lateralizagcao de fungdes de linguagem e meméria. Atualmente,
tal procedimento € o padrdo-ouro na avialiagdo pré-cirurgica de pacientes
epilépticos, mas devido ao grau de invasividade e aos possiveis riscos da técnica,
grande esforgo tem sido direcionado no desenvolvimento de paradigmas capazes de
gerar respostas sensiveis e especificas nas imagens de RMf.

A utilizacdo de RMf na localizacdo de areas motoras e sensoriais em
pacientes em avaliagdo pré-cirurgica constitui um grande avangco em relagdo as
metodologias padrao (i.e. eletrocorticografia e teste do amital). RMf é capaz de
localizar com grande precisdo areas atividadas por tarefas motoras e sensoriais, de
forma reprodutiva e néo invasiva, possibilitando que o cirurgido tenha uma viséo
tridimensional das areas eloquentes. Atualmente, a técnica padrdao para o
mapeamento de areas eloquentes € o uso do eletrocorticograma (ECoG) intra-
cirargico, técnica que se utiliza de eletrodos posicionados na superficies cortical,
necessitando-se que o paciente permaneca consciente para que possa realizar
tarefas motoras enquanto se colhe o registro da atividade elétrica cerebral (Quesney
LF and Niedermeyer E, 1999). Apesar da grande resolugédo temporal dessa técnica,
deve-se salientar a invasividade, sendo realizada apenas durante o ato cirurgico, € 0
estresse ao qual o paciente é submetido, tendo de ser mantido consciente durante o
procedimento. Nesses casos a avaliagdo através de imagens de RMf desponta
como uma alterantiva atraente.

Atualmente a capacidade da RMf em determinar a lateralizagao da linguagem
€ de uma forma geral aceita, e varios artigos recentemente abordaram tal assunto,
propondo varios paradigmas para a avaliagao dos diversos aspectos do processo de

linguagem (Deblaere et al., 2002;Adcock et al., 2003).
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Com relacdo a avaliacdo da lateralizacdo da memdria, a validacdo da RMf
ainda depende do desenvolvimento de paradigmas robustos, capazes de
desencadear respostas reprodutiveis relacionadas aos diversos aspectos do
processo de aquisicdo e recuperacdo de memoéria (Akanuma et al., 2003).
Entretando, considerando-se a relativa inespecificidade do Teste de Wada na
determinacao da lateralizacdo de memoaria, acredita-se ser apenas uma questdo de
tempo para que o mesmo seja completamente substituido pela RMf.

Finalmente, um dos aspectos mais promissores da técnica de RMf é a
identificacdo do foco epileptogénico. Existem basicamente trés formas de se realizar
RMf para a localizagao do foco epileptogénico: (a) realizagdo de RMf em pacientes
com crises focais clinicas frequentes, até que um numero suficiente de disparos seja
observado durante a aquisicdo de imagens, (b) provocando-se as crises em
pacientes portadores de epilepsia reflexdgena, durante a aquisicao de imagens e (c)
correlacionando atividade epileptiforme registrada através de EEG continuo ou
intercalado com as imagens de RMf.

Por nao fornecerem uma indicacao direta das alteragdes elétricas cerebrais
em decorréncia da atividade epileptiforme, as duas primeiras técnicas sdo de pouca
utilidade. Para que seja possivel uma correlagao real entre atividade elétrica e RMf,
€ desejavel que se obtenham registros de EEG de boa qualidade simultaneos a

aquisicao das imagens funcionais. Tal topico sera abordado a seguir.
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1.6) EEG e RMf

A grande vantagem em se associar duas técnicas, tais como EEG e RMf,
para se estudar atividade cerebral espontanea e alteragcdes dessa atividade basal
secundaria ao uso de drogas ou outros tipos de condi¢des, esta em se aproveitar as
potencialidades de cada uma das técnicas, numa tentativa de suprir as fraquezas de
cada técnica isoladamente.

Dessa forma, a promessa da associacao entre EEG e RMf é a de fornecer
uma técnica que possua grande resolugado tanto espacial quanto temporal. Dados
fornecidos pelos registros de EEG podem ser utilizados para estabelecer quando
determinado tipo de atividade (p.e. complexos ponta-onda isolados em meio a EEG
basal normal) ocorre, ditando assim a forma como as imagens de RMf serao
analisadas (determinando o paradigma que ira orientar a analise estatistica). Por
outro lado, dados da RMf servem para restringir as possiveis solugdes existentes
para o calculo dos geradores de atividade eletroencefalografica, permitindo assim
que se determine o foco através da analise do EEG.

Entretando, a realizagcdo de registros elétricos simultdneos a aquisicdo de
imagens de RM é uma tarefa técnica das mais complexas.

Os problemas técnicos de se registrar atividade elétrica dentro de um
aparelho de ressonancia magnética, podem ser divididos em trés categorias: (a)
seguranga do paciente, (b) efeitos do sistema de EEG sobre as imagens de RM e,
(c) efeitos do aparelho de RM sobre o sistema de EEG.

Além dos problemas basicos inerentes a qualquer tipo de exame de RM (i.e.,
problemas com objetos metalicos magnéticos dentro do aparelho de RM, risco de

vida para pacientes portadores de marca-passos e de proteses metalicas
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magnéticas), outros aspectos da seguranca devem ser levados em conta ao se
realizar registros eletrofisiolégicos dentro de um aparelho de RM. Existem,
basicamente, dois tipos de risco. Inicialmente, o pulso de RF utilizado para se defletir
os spins dentro do corpo do paciente, podem também induzir correntes elétricas nos
eletrodos de EEG/ECG/EMG, levando assim a queimaduras. Outra fonte potencial
de risco de queimadura sao os campos de gradientes magnéticos. Sabemos, pela
Lei de Faraday, que em todo corpo condutor submetido a um campo magnético
variavel, teremos uma corrente induzida que é proporcional a area transversal desse
corpo condutor exposta ao campo magnético e a intensidade desse campo
magnético. Apesar do risco real, a utilizagdo de simples resistores entre os eletrodos
e os pré-amplificadores é suficiente para eliminar o problema. Além disso, o uso de
pré-amplificadores alimentados a pilha e a conexdo dos mesmos ao sistema de
registro através de cabos de fibra optica, diminuem ainda mais os riscos ao paciente
(Lemieux et al., 1997).

O impacto do sistema de registro de eletrofisiologia sobre o aparelho de RM é
observado basicamente na qualidade das imagens obtidas na presenca de eletrodos
e de equipamentos eletronicos dentro do aparelho de RM. Eletrodos metalicos
produzem uma diminui¢ao do sinal de RM por efeito de susceptibilidade magnética,
isto é, diminuindo a homogeneidade do campo magnético local, ou através da
absorcao de energia de RF (tanto na fase de deflecgdo dos spins quanto na fase de
deteccdo do sinal induzido nos tecidos). Dessa forma, dependendo do tipo de
material utilizado nos eletrodos, poderemos obter imagens completamente
comprometidas por esses artefatos de imagem. Outra fonte de artefatos de imagens
estd nos circuitos eletrbnicos utilizados para se registrar eletrofisiologia. Se tais

circuitos emitirem sinais de radio-frequéncia em uma faixa de frequéncia que
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coincida com a frequéncia de utilizagao do aparelho de RM (frequéncia de Larmor),
as imagens resultantes apresentardo artefatos na forma de linhas horizontais ou
verticais. Esses artefatos resultam da captacéao, pelo aparelho de RM, dos sinais de
RF produzidos pelos circuitos eletronicos dos equipamentos de eletrofisiologia.
Outra possivel fonte de artefatos de RF sdo cabos de conexao interligando o interior
da sala do scanner com o exterior. Tais cabos, funcionando como antenas, podem
conduzir sinais de RF do lado de fora para o lado de dentro da sala do scanner,
resultando nos artefatos de RF descritos anteriormente. De uma forma geral, esses
problemas sao resolvidos através da utilizagdo de eletrodos adequados, blindagem
dos circuitos eletrénicos, cabos de fibra de carbono, conexao via fibra optica e uso
de aparelhos alimentados a pilha.

Finalmente, o problema técnico mais importante e de mais dificil solucéo é a
interferéncia do processo de aquisicao de imagens nos registros de eletrofisiologia.
Essa interferéncia é observada na forma de artefatos nos registros eletrofisiolégicos,
que podem ser decorrentes de varios processos: (a) movimento dos cabos de
registro dentro do campo magnético do aparelho de RM (segundo a lei de Faraday),
(b) pequenas oscilagdes dos eletrodos decorrentes de pulsagado sanguinea (também
conhecidos como “balistocardiogramas”) e (c) correntes induzidas pelos gradientes
magnéticos durante o processo de aquisicdo das imagens.

As primeiras tentativas de se registrar EEG dentro de um aparelho de RMf
foram feitas por Ives e col.,, em 1993 (lves et al., 1993). Nesse trabalho eles
descrevem modificagdes realizadas no sistema de registro de EEG para que as
imagens de RMf nao fossem afetadas por artefatos provenientes do mesmo,
preocupando-se apenas com o registro de EEG entre aquisi¢des de imagens para o

controle fisioldgico dos pacientes.
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Em 1995, Bush e col. (Busch et al., 1995) descreveram a utilizacdo de
eletrodos de calomel para o registro de potenciais DC e EEG em animais durante
estudos de RM.

Warach e col. (Warach et al., 1996) descreveram, em 1996, técnica para
aquisicao de RMf utilizando-se o sinal do EEG para iniciar a aquisicao das imagens
(RMf gatilhada por EEG). Com o sistema descrito, eles conseguiram obter imagens
de boa qualidade, que mostraram, em dois pacientes portadores de epilepsia, areas
ativadas no cérebro (contraste BOLD) em concordancia com atividade epileptiforme
observada ao EEG.

Em 1997, Lemieux e col. (Lemieux et al., 1997) descreveram os riscos para
pacientes submetidos a aquisicdo de EEG dentro do aparelho de RM, bem como os
procedimentos para a aquisigao segura.

Em 1998, Muri e col. (Muri et al., 1998) descreveram o registro de RMf e
potenciais evocados visuais simultaneamente. Registros de potenciais visuais foram
obtidos através de processo de promediagdo, onde a média de varios registros é
calculada, resultando na rejeicao de sinais aleatérios e reforgo dos sinais acoplados
ao estimulo. Técnica de promediagao foi também utilizada para a remogao de
artefatos de balistocardiograma.

Allen e col. (Allen et al., 1998) estudaram os artefatos de pulso (AP), artefatos
correlacionados ao fluxo sanguineo, presentes no EEG de pacientes posicionados
dentro do aparelho de RM, na auséncia dos gradientes magnéticos. Apos o estudo
da distribuicdo dos AP nos canais de EEG e da caracteristica espectral desses
sinais, os autores propuzeram metodologia, através de programa de computacéo,

para a remogao desse tipo de artefato.
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Em 1999, Felblinger e col. (Felblinger et al., 1999) descreveram metodologia
para remocao de artefatos provocados por gradientes magnéticos em registros de
ECG. Apesar da metodologia ter sido descrita originalmente para registros
eletrocardiograficos, os autores sugeriram que a mesma metodologia poderia ser
utiizada para outros tipos de registro eletrofisiolégico, incluindo EEG. Tal
metodologia basea-se na aquisicao de um sinal proveniente do aparelho de RM, que
informa a um programa de computagao o exato momento em que cada gradiente (x,
y ou z) é ativado. Com esses dados, o programa produz um modelo esperado dos
artefatos para cada canal, subtraindo o mesmo do sinal de ECG.

Bonmassar e col. (Bonmassar et al., 1999), descreveram metodologia para
registro simultdneo de EEG/Potenciais Evocados e RMf, utilizando 64 canais de
EEG para criar um filtro espacial, através de programa de computagdo. Apos
aplicagao desse filtro, os sinais resultantes eram limpos o suficiente para permitir a
obtencao de potenciais evocados visuais. Além disso, areas ativadas mostradas nas
imagens de RMf estavam de acordo com os potenciais visuais evocados registrados
no EEG.

Sijbers e col. (Sijbers et al., 1999) descreveram metodologia para remog¢ao de
artefatos de gradiente de registros de EEG, através da utilizagdo de redugéao
adaptativa de ruido. Os autores mostraram preservagao adequada dos componentes
de frequéncia, através de analise espectral (FFT) do EEG filtrado pela técnica
proposta.

Baunmann e col. (Baumann and Noll, 1999) descreveram a confec¢ao de um
capacete de EEG com 64 eletrodos. Utilizando-se de andlise de imagens de
fantasma (esfera preenchida com agua/sulfeto de cobre), eles estudaram o impacto

de diferentes componentes do capacete nas imagens de RM, substituindo aqueles
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componentes que produziam artefatos. Esse processo de substituicdo de
componentes resultou em imagens com perda apenas discreta de sinal.

Logothetis et col. (Logothetis et al., 1999) descreveram o primeiro registro
simultaneo de RMf e EEG unitario e multiunitario em primatas. Os autores utilizaram-
se de trés bobinas posicionadas ortogonalmente como sensores de campo
magnético, sendo o sinal gerado por elas usado para eliminar os artefatos de
gradientes dos sinais de EEG.

Allen e col. (Allen et al., 2000), descreveram um sistema de registro de EEG
destinado a aquisicdo de sinais elétricos dentro do aparelho de RM, durante
aquisicao de imagens. Tal sistema foi baseado na constru¢cdo de pré-amplificador,
filtro passa alta e estagio amplificador final capaz de registrar, com boa resolugéo e
sem saturacdo, tanto os diminutos sinais de EEG quanto os artefatos induzidos
pelos gradientes magnéticos. Os sinais registrados foram entdo digitalizados e
programa de computagao foi desenvolvido para a eliminagdo dos artefatos de
gradientes. O algoritmo de subtragdo de artefatos baseou-se na aquisicdo da média
dos artefatos magnéticos (por processo de promediagao) e subsequente subtragéo
do mesmo do sinal registrado. Em seguida, algoritmo de redugdo adaptativa de
ruido foi utilizado para filtrar artefatos remanescentes (principalmente
balistocardiograma).

Kruggel e col. (Kruggel et al., 2000) descreveram metodologia para aquisi¢ao
de potenciais evocados visuais intercalados com aquisicdo de imagens de RM
(GE/EPI). Os autores analisaram o impacto do EEG sobre as imagens de RMf e
vice-versa e descreveram metodologia para minimizar esse efeitos de forma efetiva,
através de modificacbes no equipamento de EEG e de filtragem post hoc dos sinais

de EEG.
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Van Audekerkea e col. (Van Audekerkea et al., 2000) construiram um sistema
para aquisicdo de EEG e RMf simultaneamente em ratos anestesiados. Esse
sistema baseou-se no uso de bobinas de RF de superficie associadas com eletrodos
de fibra de carbono para a aquisicdo de EEG de superficie. A metodologia utilizada
para remocao de artefatos do EEG foi a descrita por Sijbers e col. (Sijbers et al.,
1999) baseada no uso de reducéo adaptativa de ruidos.

Hoffmann e col. (Hoffmann et al., 2000) descreveram metodologia de filtragem
baseada na analise espectral, para a remocdo de ruidos provenientes dos
gradientes magnéticos em imagens do tipo eco-planar (EPI). Essa metodologia
baseou-se no fato de que os artefatos elétricos induzidos pelos gradientes se
restringem a faixas estreitas de frequéncia e suas harménicas. A partir desse
principio um algoritmo de reconhecimento dessas frequéncias foi utilizado
resultando na subsequente subtracdo dessas frequéncias do sinal de EEG. Apesar
do comprometimento de alguns componentes de frequéncia, tal metodologia
resultou em registros limpos com preservagcdo morfolégica, possibilitando a
identificagdo adequada de atividade epileptiforme (i.e., poli-pontas, ponta-ondas etc).

Goldman e col. (Goldman et al., 2000), descreveram sistema de aquisi¢ao de
EEG e RMf simultaneos, com especial atencdo a confec¢cdo de capacete de
eletrodos baseado em cabos de fibra de carbono dispostos em pares trangados, de
forma a diminuir os espacgos livres entre cabos, obtendo assim uma redugéo
significativa dos artefatos magnéticos. A metodologia utilizada para remocédo de
artefatos do EEG foi bastante simples, baseada na substituicdo de trechos de EEG
afetados por artefatos provenientes do aparelho de RM por zeros (foi utilizada

sequéncia de imagens intercaladas por periodo de siléncio — método intercalado —

53



baseado em GE/EPI), e na substracio da média dos artefatos de
balistocardiogramas do sinal de EEG.

Lemieux e col. (Lemieux et al., 2001) descreveram a realizacao de EEG e
RMf simultaneos em paciente epilépticos, correlacionando atividade epileptiforme
espontanea com as imagens funcionais, sendo capazes de produzir um mapa de
ativagdo mostrando o foco epileptogénico. Tal foco foi demonstrado estar de acordo
com dados derivados de localizagao de gerador através do EEG, confirmando a
utilidade da metodologia na localizagao de foco em pacientes epilépticos.

Véarios outros artigos foram publicados recentemente descrevendo,
basicamente, métodos para aumentar a eficacia dos processos anteriormente
propostos. Salek-Haddadi e col. (Salek-haddadi et al., 2003) publicaram excelente
revisdo sobre aquisicao simultdnea de EEG e RMf abrangendo todos os aspectos

metodoldgicos.
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1.7) Consideracdes Preliminares

A idéia da realizagdo dessa tese de doutorado surgiu de resultados obtidos
durante meus trabalhos de mestrado onde sentimos a necessidade do
desenvolvimento de técnica capaz de observar o funcionamento de areas
especificas do cérebro, com resolugdo espacial suficiente para distinguir diferentes
estruturas e nucleos no cérebro do nosso modelo experimental (ratos), em resposta
a drogas epileptogénicas.

A realizagado de estudos eletrofisiolégicos, apesar de sua grande resolugao
temporal, carece de resolugdo espacial adequada. Dai a idéia da utilizacdo de
ressonancia magnética funcional para avaliar os efeitos de drogas epileptogénicos
em modelos animais de epilepsia.

Ndo é nosso intuito, entretanto, advogar que a RMf seja um substituto
completo de técnicas de eletrofisiologia, mas sim, um complemento visando
aumentar a resolugao espacial do EEG. Além disso, estudos de RMf, como veremos
ao longo dessa tese de doutorado, fornecem um indicativo de quais areas estédo
envolvidas em determinados processos cerebrais, sendo essas areas, candidatas ao
implante de eletrodos de EEG profundo. Dessa forma, inicialmente correlacionamos
os dados de EEG superficial com as imagens de ativacdo hemodindmica por
contraste BOLD da RMf para escolhermos as areas candidatas a posterior estudo
detalhado por EEG invasivo.

Grande parte do tempo gasto na realizacdo dessa tese foi dedicado ao
aprendizado de técnicas de neuroimagem funcional por ressonancia magnética,
técnica essa completamente nova para mim e ainda inexistente no Brasil em

pesquisa basica e apenas em seus estagios iniciais em ambiente clinico.
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Um tempo ainda maior foi necessario, uma vez dominadas as técnicas de
aquisicao de RMf convencional, para que a técnica de aquisicado de EEG simultadneo
pudesse ser desenvolvida ao ponto de utilizagcdo simples e confiavel, tendo sido
esse um dos objetivos principais dessa tese de doutorado.

Nosso foco de interesse, ao determinarmos e desenharmos os protocolos
experimentais, foi voltado para as alteragdes pré-ictais identificaveis nos modelos
experimentais utilizados. Em estudos pilotos com o modelo de picrotoxina,
observamos, em 100% dos animais, resposta eletrodecremental precedendo o inicio
da atividade epileptiforme. Esse mesmo tipo de resposta pdde ser observada em
nossos trabalhos de mestrado com a utilizagdo de toxina escorpidnica (dados nao
publicados) que possui mecanismo de agao completamente diferente da picrotoxina
(retardo da inativagao de canais de sédio versus inibicdo GABAérgica) e em outros
modelos animais de epilepsia, como por exemplo, o modelo de injegao sistémica de
Pilocarpina (Fisher RS, 1989). Considerando-se o grande numero de trabalhos na
literatura dedicados a tentar predizer o acontecimento de crises epileptiformes
através da analise do EEG (Lehnertz et al., 1999;Lehnertz et al., 2003;Litt and
Echauz, 2002), acreditamos ser a area de estudo de alteragdes pré-ictais essencial
para um melhor entendimento dos mecanismos epileptogénicos e para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais efetivas.

Decidimos manter, ao longo do texto, o original em inglés de alguns termos
técnicos referentes ao método de neuroimagem. Acreditamos que isso facilitara ao

leitor por ocasido de consulta a literatura cientifica sobre esse assunto.
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1.8) Consideracg@es Eticas Sobre Experimentacdo Animal

Procuramos observar, durante a realizacdo dos protocolos experimentais, os
padrdes internacionais quanto a utilizagdo de animais em pesquisa: “3R’s — Replace,
Reduce and Refine” com o minimo de sofrimento animal possivel. (para
regulamentacao sobre cuidado animal em pesquisa ver

http://grants.nih.gov/grants/policy/requlatoryburden/animalcare.htm).

Pensando nisso, realizamos grupos experimentais com 0 menor numero
possivel de animais, o suficiente para a realizacdo confiavel das analises
estatisticas. Extraimos, de cada procedimento experimental, a maior quantidade de
dados observaveis e passiveis de analise.

Os processos de sacrificio (i.e. deslocamento de coluna cervical ou guilhotina)
utilizados em nossos trabalhos sdo rapidos e provocam sofrimento relativamente
pequeno, além de serem amplamente empregados em trabalhos cientificos
internacionais.

Os animais foram sempre mantidos em gaiolas limpas, com acesso livre a
comida e agua, com ciclo claro e escuro fisiolégico e controlado. O ambiente foi
mantido com baixo nivel de ruidos e com ventilacdo e temperatura controladas de
forma a induzir o menor estresse possivel e permitir condicbes adequadas de vida.

Cuidados com o manuseio também foram tomados, de forma a estressar o
minimo possivel os animais e minimizar o desconforto dos mesmos.

Ambiente de absoluto respeito a vida animal foi e € cultivado em nosso
Laboratério, de forma a conscientizar todos os componentes de nossa equipe sobre

a importancia dos cuidados com os animais. Seminarios ministrados por veterinarios
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e cursos de bioterismo e cuidado animal fazem parte do treinamento das pessoas
vinculadas ao Laboratorio.

Finalmente, todos os trabalhos foram realizados sob a licenga pessoal
numero 70/18068 e licenca de projeto numero 70/5831, emitidas pelo Home Office
do Reino Unido, sendo todos os procedimentos experimentais aprovados de acordo

com o Animals (Scientific Procedures) Act 1986 (Reino Unido).
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2 — Objetivos

a) Desenvolver metodologia para aquisi¢ao simultdnea de EEG e RMf em
modelos animais de epilepsia, com as seguintes caracteristicas:

1 — Sistema robusto, capaz de manter funcionamento confiavel durante
extenso periodo de tempo e resistente a manipulagao constante;

2 — Baixo custo tanto de producédo quanto de manutencéo;

3 — Facil contrugao, utilizando-se componentes comuns e amplamente
disponiveis no mercado;

4 — Flexivel, podendo ser utilizado para a realizacdo de outros tipos de
registro eletrofisiolégicos (p.e. EMG, ECG, PE) e em ambiente
clinico.

b) Validar a técnica desenvolvida no modelo animal de epilepsia por inje¢cao
intraperitoneal de Pilocarpina;

c) Estudar o modelo animal de epilepsia induzida por Picrotoxina utilizando a
metodologia de EEG e RMf;

d) Avaliar as areas com respostas positivas e negativas nas imagens de RMf
através de EEG profundo;

e) Comparar as respostas obtidas nos experimentos de RMf nos dois grupos.
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3 — Grupos Experimentais

3.1) Aquisicao Simultanea de EEG e RMf

3.1.1) Consideracdes Preliminares

Como descrito anteriormente na introdugao desse trabalho, varias técnicas
para aquisicao e filtragem de sinais de EEG adquiridos simultaneamente a imagens
de RMf foram descritas, cada qual com vantagens, desvantagens e aplicagdes
especificas. Entretanto, poucos grupos se dedicaram ao desenvolvimento de
sistemas especificos para o estudo de modelos animais de epilepsia, sendo que nao
ha atualmente nenhum sistema disponivel comercialmente. Dai a necessidade de se
desenvolver nosso proprio sistema.

Levamos em consideracgao, além disso, que tal sistema devera ser adotado
em experimentos futuros a serem desenvolvidos por nosso grupo no Brasil. Sendo
assim, toda a metodologia aqui desenvolvida podera ser diretamente aplicada em
nossos laboratorios com pouca ou nenhuma alteragao.

Dessa forma, durante a elaboragdao do projeto de constru¢do do nosso
sistema mantivemos em mente trés objetivos principais: facilidade de fabricagao e
de utilizagao do sistema, baixo custo e flexibilidade.

Além disso, tentamos desenvolver um sistema que possibilitasse a aquisi¢ao
nao s6 de EEG, mas também de outros tipos de registros eletrofisiolégicos (p.e.
potenciais evocados, ECG, EMG).

Finalmente, buscamos construir um sistema cujos principios pudessem ser

utilizados também para realizagao de registros em pacientes num contexto clinico.
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3.1.2) Materiais e Métodos

A) Eletrodos

Como visto anteriormente, dois problemas basicos tém que ser considerados
na escolha e confecg&o dos eletrodos de registro.

Inicialmente, devemos escolher materiais que produzam o minimo possivel de
artefatos de susceptibilidade, evitando assim o comprometimento da qualidade das
imagens.

Em segundo lugar, devemos levar em consideragao a segurancga do paciente
no que diz respeito ao risco de queimaduras por aquecimento dos eletrodos.

Em nossos trabalhos optamos pelo uso de eletrodos superficiais de fibra de
carbono (Goodfellow, UK). Tal material, além de nao produzir artefatos de
susceptibilidade identificaveis nas imagens obtidas por ressonancia magnética,
possui baixa resisténcia elétrica (na faixa de apenas alguns ohms), sendo bons
condutores de eletricidade. Além disso, como ndo sdo bons condutores de calor,
eletrodos de fibra de carbono sado ideais no que diz respeito a seguranga do
paciente, ajudando a prevenir queimaduras por corrente elétrica induzida.
Entretando, uma das desvantagens desse tipo de material € a impossibilidade de se
soldar o mesmo a conectores metalicos, o que dificulta a sua manipulagao.

Para resolver esse problema, desenvolvemos o eletrodo descrito na Figura-
04. Uma pequena quantidade de fibra de carbono (Goodfellow - fornecido em forma
multi-filamentar) com 10 cm de extensdo, é introduzida dentro de um tupo de
polietileno (Western Laboratory Service — 800/100/100/100), com aproximadamente
9 cm. Uma das extremidades da fibra de carbono é entdo colada ao tubo de
polietileno com Superbonder®. Enquanto isso, outro tubo de polietileno (Western

Laboratory Service — 800/100/260/100) é colado a metade de um conector de
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circuito integrado (Tyco/Electronics/Augat — 808-AG11DESL) de 8 pinos. Para que o
contato entre a fibra de carbono e o conector seja perfeito, os tubos PE50 sao
preenchidos com uma pequena quantidade de mercurio metalico que serve como
meio condutor entre as fibras de carbono e o conector. Finalmente, o tubo de
polietileno contendo as fibras de carbono é introduzido dentro do tubo de polietileno

contendo o mercurio metalico, sendo fixado ao mesmo através de Superbonder®.

\ PE10

./ Cola

Fibra de Carbono

\ PESO

Mercurio

Conector

Figura 04 — Eletrodos de fibra de carbono. A esquerda, foto de eletrodo de fibra de carbono
desenvolvido para realizagdo de EEG simultaneo com RMf. O eletrodo mostrado na foto possibilita a
realizagéo de registros em dois canais, sendo o eletrodo central usado como referéncia e os das
extremidades como eletrodos de registro. A direita, desenho esquematico mostrando os componentes
do eletrodo.

Apds confeccdo os eletrodos sao testados para condutividade, através da
medida individual da resisténcia de cada canal. Eletrodos que apresentaram
resisténcia superior a 50 ohms foram descartados.

O uso de eletrodos de superficie no lugar de eletrodos implantaveis, elimina a
necessidade de procedimento cirurgico e perfuragdo do cranio, o que pode resultar

em artefatos de imagens pela presenga de espago morto ou por acumulo de sangue,
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principalmente em experimentos agudos onde os eletrodos sdo implantados

imediatamente antes dos procedimentos experimentais.

B) Pré-Amplificadores

Como descrito na introdugcao desse trabalho, o primeiro estagio de um
sistema de registro de EEG, apds os eletrodos, consiste em circuito que visa
aumentar a amplitude desses sinais algumas vezes (em geral em torno de 10 vezes)
de forma que possam ser conduzidos a uma distancia relativamente grande sem que
sejam corrompidos por ruido externo, resuntando assim numa melhora da relagao
sinal ruido (RSR). Considerando-se que o ambiente onde nossos registros foram
adquiridos (i.e. dentro do aparelho de ressonadncia magnética) € extremamente
ruidoso, em termos elétricos, o posicionamento dos pré-amplificadores € um aspecto
critico na configuragao do sistema de registro.

Dessa forma, uma das principais solu¢gdes adotadas pelo nosso sistema
consistiu em tentar amplificar o sinal de EEG com o minimo de contaminagao
originaria de artefatos provenientes do aparelho de RM. Partindo do principio de que
a corrente induzida é diretamente proporcional a magnitude do campo magnético e a
area do volume condutor exposta a esse campo, tentamos posicionar o primeiro
estagio de amplificagdo o mais proximo possivel da extremidade dos eletrodos. Além
disso, como descrito anteriormente na introducdo, utilizamos cabos trancados de
forma a eliminar ao maximo a presenga de areas livres. Mantendo-se o comprimento
total dos cabos/eletrodos o menor possivel, evita-se ainda que os mesmo funcionem
como “antenas” para a captacgao de radiofrequéncia (RF) proveniente do aparelho de
ressonancia. Em nossas condigdes experimentais (4,7T), os pulsos de RF sdo da
ordem de 200 MHz, o que resulta num comprimento de onda em torno de 1,5 metros

(A=C/f, onde A é o comprimento de onda em metros, C é a velocidade da luz em
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metros por segundo e f a frequéncia em Hertz). Devemos, portanto, tentar manter o
comprimento dos cabos/eletrodos menor do que um quarto desse valor, ou seja,
menor do que aproximadamente 37,5 cm.

O obijetivo principal foi o de manter o estagio de pré-amplificacdo a nao mais
do que 25 cm da extremidade dos eletrodos. Os cabos de conexdao entre os
eletrodos de fibra de carbono e o pré-amplificador foram confeccionados com cabo
composto por dois pares trangados blindados por carcaca metélica (Belden —
1804A). Apesar da presenga de material metalico dentro do aparelho de RM, o
mesmo € composto por material ndo magnético (cobre estanhado) resultando em
efeito ndo detectavel nas imagens (ver segao 3.2). A extremidade do cabo destinada
a conexao com o eletrodo foi soldada ao conector de circuito impresso de 8 pinos
(do mesmo tipo usado nos eletrodos). A extremidade destinada a conexdo com o
circuito pré-amplificador foi “crimpada” ao conector tipo telefénico de 4 vias (Molex —
90075-0027). A extensado final do cabo deveria ter em torno de 15 cm, o que,
contando com os 10 cm dos eletrodos, resultou em 25 cm, dentro dos limites

requeridos (Figura-05).

Figura 05 — Foto mostrando cabo de conexdo usado dentro do aparelho de ressonancia magnética.
Podemos observar o conector do tipo circuito integrado em uma das extremidades e tipo telefénico na
extremidade oposta. O fio preto saindo da extremidade do conector do tipo circuito integrado é
soldado a uma agulha (G25) que é inserida no tecido subcuténeo do animal de forma a possibilitar o
aterramento do mesmo.
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Medigdes prévias, mostraram que os eletrodos de fibra de carbono poderiam
gerar um potencial de ponta da ordem de + 20 a £+ 30 mV. Devido a isso,
escolhemos um primeiro estagio de amplificacdo de 10 vezes, o que resultaria num
potencial DC de base da ordem de + 200 a £ 300 mv, potencial esse perfeitamente
dentro dos limites do estagio pré-amplificador, da ordem de £ 6 V.

Para eliminar as oscilagdes DC devidas aos potenciais de ponta dos
eletrodos, logo apds o estagio pré-amplificador, foi utilizado um filtro RC do tipo
passa alta, com frequéncia de corte de 1.56 Hz. Com isso, obtivemos registro com
linha de base estavel. A escolha da frequéncia de corte foi feita com base na relacao
custo-beneficio entre rapido retorno a linha de base apds transientes e a
preservacgao de informacgao de baixa frequéncia nos registros de EEG.

Ap0ds filtragem, os sinais passam por um segundo estagio de amplificagao de
200 vezes, resultando numa amplificagdo total de 2000 vezes (Figura-06). Essa
amplificagdo, de acordo com registros prévios, permitiria o adequado registro dos
sinais de EEG (da ordem de 10 a 500 uV, incluindo aqui atividade epileptiforme),
assim como dos artefatos gerados pelos gradientes magnéticos (que podem
alcancgar até 1 mv de acordo com as condigdes experimentais), sem que houvesse
risco de saturacdo dos amplificadores (com resultante perda de informagédo dos
sinais). Por outro lado, obtivemos amplificagdo suficiente para que a amplitude dos
sinais registrados fossem suficientemente grandes para serem transmitidos pelos

transmissores de fibra ptica.

65



PB=1.56 Hz

Pl
, ~

Sinal

Ref

Figura 06 — Desenho esquematico do circuito eletrénico pre-amplificador adotado. Podemos
observar o filtro RC do tipo passa-alta com frequéncia de corte de 1.56 Hz, posicionado entre os
dois estagios amplificadores. A amplificagdo total fornecida por esse circuito € de 2000 vezes.
PB = frequéncia de corte do filtro passa-baixa; Ref = sinal referéncia.

De forma a reduzir ao maximo o tamanho das placas de circuito impresso e,
consequentemente, a area de superficie condutora sobre as mesmas (reduzindo
assim a corrente induzida no circuito), todos os componentes eletrénicos usados
foram de montagem de superficie. Os amplificadores operacionais utilizados
(INA126, National Instruments) possuem um modo de rejeigdo comum adequado ao
tipo de registro e ao ruido ambiente, além de terem uma impedancia de entrada da
ordem de 10° ohms, tendo sido cuidadosamente escolhidos por essas
caracteristicas. Tais caracteristicas sao criticas para se obterem sinais com o menor
ruido possivel, ao mesmo tempo impedindo que correntes significativas pudessem
ser induzidas nos eletrodos, fornecendo a protecdo requerida para evitar

queimaduras nos animais.

C) Fibra Optica

Apds amplificacdo do sinal de EEG e de se eliminar os possiveis niveis DC do
sinal, o0 mesmo deve ser enviado para fora do scanner de forma a ser tratado e
convertido em sinal digital passivel de visualizagdo e manipulagdo em computador

pessoal.
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Como visto anteriormente, um dos problemas da aquisicao de eletrofisiologia
e RMf é a inducédo de artefatos de RF nas imagens tanto gerados pelos circuitos
eletrbnicos quanto veiculados pelos cabos de transmissédo de dados/sinais. A Figura-
07A mostra imagens obtidas em nossos experimentos com equipamento de EEG
convencional. As setas vermelhas mostram artefatos de imagens produzidos por
contaminagdo de RF. Além das linhas correspondentes aos artefatos de RF
podemos notar que o fundo das imagens aparenta ser significativamente mais
‘ruidosa” do que imagens do mesmo animal obtidas na auséncia do sistema de
EEG, resultando em bordas menos precisas e perda de contraste entre os tecidos

(Figura-07B).
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Figura 07 — Imagens de ressonancia magnética de rato obtidas com sequéncia gradiente-echo. Em A
podemos ver imagens com presencga de artefatos de RF (setas vermelhas), provocados pelo sistema
de registro de EEG convencional e ruido de fundo comprometendo qualidade das images. Em B
podemos ver imagens do mesmo animal (mesma sequéncia de imagem) na auséncia do sistema de
registro, mostrando eliminagdo completa dos artefatos.
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Dessa forma, adotamos a transmissao de dados analdgicos através de fibra
Optica, que, devido ao fato de nao utilizar-se de cabos metalicos para transmissao
de sinais, ndo conduz sinais de RF. A decisdo de se utilizar sinais analdgicos
decorreu do fato de se eliminar assim a necessidade de introduzir conversores
analogico-digitais dentro do aparelho de RM. Tais circuitos se utilizam de
temporizadores que geram sinais de RF que poderiam contaminar os sinais de RM.

Transmissores analégicos de fibra 6ptica (HFBR-1416 — Agilent Technologies)
foram posicionados na mesma placa que os circuitos amplificadores descritos no
item anterior. Escolhemos esse modelo de transmissor devido a seu baixo custo,
disponibilidade e caracteristicas de transmissao e de alimentacéo.

Os sinais sao entdo enviados para fora do aparelho de RM por meio de cabos
de fibra optica de 5 m de extensao (Molex — 91.11.522.0050E) até um circuito
receptor.

O circuito receptor foi construido baseado no receptor analégico de fibra
optica HFBR-2416 (Agilent Technologies) A Figura-08 mostra desenho esquematico
da placa de circuito impresso desenvolvida, bem como desenho esquematico de

todo o circuito e foto do sistema.
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Figura 08 — Circuito amplificador/transmissor. O desenho esquematico do circuito completo (A)
mostra o estagio pré-amplificador, com o filtro RC passa-alta, o transmissor de fibra éptica e o
receptor de fibra dptica. O circuito receptor, apesar de estar no mesmo desenho esquematico,
localiza-se no exterior do aparelho de ressonancia. Em B, desenho esquematico da placa de
circuito impresso desenvolvida para a montagem dos circuitos com componentes de montagem
de superficie e em C foto do sistema posicionado préximo ao animal, durante experimento real.
PB = frequéncia de corte do filtro passa baixa; Ref = sinal referéncia; -V = polo negativo da
alimentagao; +V = polo positivo da alimentacdo; Tx = transmissor de fibra éptica; Rx = receptor de
fibra 6ptica.

Os circuitos amplificador/transmissor e receptor foram alimentados

independentemente através de baterias de 6 e 3 V respectivamente.

D) Condicionador de Sinais

Dependendo to tipo de registro eletrofisioldgico a ser realizado, necessitamos

realizar um condicionamento do sinal “cru” de forma a filtrar componentes fora da
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faixa de frequéncia de interesse. Uma faixa de frequéncia entre 0,15 e 80 Hz é
adequada para a maioria das aplicagdes em eletroencefalografia.

Além disso, os sinais provenientes do receptor de fibra éptica, na faixa de
poucos mV, necessitam ser amplificados antes da etapa de digitalizacao de forma a
melhorar a resolugao do registro.

Em nossos trabalhos utilizamos o condicionar programavel de sinais
CyberAmp 380A (Axon Instruments). Tal equipamento permite a programacao dos
filtros (passa-alta, passa baixa e notch) e da amplificacdo de forma individual em
cada canal.

Os parametros utilizados nos experimentos de EEG e RMf foram: (a) filtro
passa-alta = 1 Hz, (b) amplificacao inicial de 10 vezes, (c) filtro passa-baixa = 80 Hz,
(d) amplificacao final de 200 vezes e (e) filtro notch ativado em 50 Hz (frequéncia de

transmissao de energia no Reino Unido).

E) Conversor Analdgico Digital

O ultimo estagio na aquisicao dos registro de EEG consiste na digitalizagao
dos sinais previamente condicionados.

Utilizamos o conversor analégico/digital (A/D) MP100 (Biopac Systems Inc).
Tal equipamento fornece uma resolugao de 12 bits (aproximadamente 4.8 mV/bit)
com taxa de aquisicdo de até 5000 registros por segundo. Para visualizagéo e
processamento dos sinais digitais, utilizamos o software AcgKnowledge® versao
3.7.1, fornecido com o sistema de converséo A/D.

Para os registros de EEG durante aquisicdo de imagens de RMf, utilizamos
frequéncia de amostragem de 500 registros por segundo. Os seguintes canais foram

registrados: (a) EEG hemisfério esquerdo, (b) EEG hemisfério direito, (c) EEG
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hemisfério esquerdo ou direito filtrado (vide préximo item), (d) temperatura retal do
animal e (e) respiracgao.

Realizamos registro filtrado de apenas um dos canais de EEG de forma a
diminuir o tamanho final do arquivo e o espaco ocupado no disco rigido do
computador de registro, uma vez que os canais de EEG poderiam ser
individualmente filtrados apds a realizagdo dos registros. A importancia de se ter o
registro em tempo real do EEG estd no controle adequado das condigoes
experimentais, permitindo a deteccdo de problemas durante a realizacdo dos

experimentos.

F) Método de Subtracdo de Artefatos Elétricos do EEG

De uma forma geral, todos os passos descritos anteriormente sdo comuns a
qualquer tipo de registro de EEG, talvez com a excegao do sistema de fibra éptica,
que, entretanto, é utilizado em alguns sistemas modernos de eletroencefalografia
para aumento da qualidade dos sinais e diminuicdo dos riscos para os pacientes.

Entretanto, os sinais registrados durante a aquisicdo dos registros de RMf sao
contaminados por artefatos provenientes dos gradientes magnéticos e dos pulsos de
RF, como discutido anteriormente na introdugao desse trabalho.

Dessa forma, tivemos que desenvolver metodologia para subtracdo desses
artefatos. Dois aspectos ditaram qual metodologia deveria ser empregada: (a)
facilidade de implementacdo e disponibilidade e (b) adequagdo ao processo de
aquisigao de imagens de nosso aparelho de RM.

Com esses dois aspectos em mente, resolvemos adotar uma solugdo
semelhante a descrita por Hoffmann e col. (Hoffmann et al., 2000), isto é, definicdo
das frequéncias de contaminacgao e subtracdo das mesmas do sinal de EEG através

da aplicacao de filtros digitais do tipo band-stop.
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Apesar da aparente superioridade dos outros métodos sobre a metodologia
de subtracdo das frequéncias contaminantes, tais métodos sao mais aplicaveis a
imagens adquiridas através de sequéncias de imagens do tipo eco-planar, onde um
volume cerebral completo é registrado em apenas alguns segundos. Isso é essencial
para que o processo de promediagdo ou de redugao adaptativa de ruido possa ser
utilizado de forma étima. A técnica de imagem usada em nossos trabalhos (gradient-
echo sensivel a T,*) possui velocidade limitada, com aquisicdo de um volume
completo em aproximadamente um minuto. Isso inviabilizaria a utilizacdo das
metodologias anteriormente citadas, sendo a remogao seletiva de frequéncias de
contaminacgao a solucio ideal.

Além disso, nosso maior interesse era a preservagao da morfologia do EEG, o
que pode ser conseguido de forma adequada com a metodologia utilizada.

Finalmente, o fato de o software utilizado para os registros possuir também
capacidade de tratamento digital dos sinais através da aplicagdo de filtros do tipo
passa-baixa e band-stop (filtragem de uma faixa de frequéncia especifica), inclusive
em tempo real, significa que nenhum tipo de software teve que ser desenvolvido
pelo grupo, sendo ja disponivel no pacote de registro por nés utilizado. Deve-se
ainda salientar que o sistema MP100 é amplamente utilizado em instituicbes de
pesquisa.

Dessa forma, inicialmente realizamos estudos pilotos para determinar as
frequéncias de contaminacgao produzidas pela aquisicdo das imagens de RMf (Vide
Resultados). Apds a determinagdo dos contaminantes, aplicamos um algoritmo
simples de filtragem que constituia em 3 passos: (a) aplicagao de filtro passa-baixa
em 60 Hz, de forma a reforgar a filtragem de sinais de alta frequéncia, (b) aplicagcéo

de filtro band-stop em 38 Hz e (c) aplicagédo de filtro band-stop em 76 Hz. Como a
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digitalizacao do sinal foi feita a 500 registros por segundo, componentes de
frequéncia acima de 250 Hz n&o sao significativos no sinal. O sinal resultante é
praticamente indistinguivel do sinal registrado na auséncia da aquisi¢ao de imagens,
sendo adequado, portanto, para a identificacdo de morfologias associadas a

processos epileptiformes (vide resultados).

3.1.3) Resultados

A) Andlise dos Efeitos do Sistema de Aquisicdo de EEG na

Qualidade das Imagens de RMf

Para mostrarmos os efeitos de diferentes tipos de eletrodos na qualidade das
imagens de ressonancia comparamos eletrodos metalicos convencionais e eletrodos
de fibra de carbono desenvolvidos em nossos trabalhos com imagens obtidas na
auséncia de eletrodos. A Figura-09 mostra imagens adquiridas com eletrodos
convencionais de EEG (i.e. eletrodos metalicos de cobre), com eletrodos de fibra de
carbono e sem eletrodos. Em A podemos observar a presenca de extenso artefato
de imagem (artefato de susceptibilidade) resultante da utilizacdo de eletrodos
metalicos. Tais imagens apresentam comprometimento completo das regides
cerebrais localizadas imediatamente abaixo e ao redor dos eletrodos. Em B
podemos ver imagens obtidas com mesmo protocolo de imagem, mas com utilizagédo
de eletrodos de carbono. Nenhum tipo de artefato de susceptibilidade, decorrente da
utilizacdo dos eletrodos de carbono, pode ser identificado. Em C podemos ver
imagens obtidas com o mesmo protocolo utilizado em A e B na auséncia de

eletrodos. Esses resultados mostram que os eletrodos de fibra de carbono sao
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efetivos na eliminacdo de artefatos de susceptibilidade, sendo qualitativamente

comparaveis a imagens obtidas na auséncia de eletrodos.
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Figura 09 — Comparagéo entre imagens obtidas
com diferentes tipos de eletrodos e sem eletrodo.
Extenso artefato de susceptibilidade (seta
vermelha em A) pode ser observado quando as
imagens s&o adquiridas na presencga de eletrodo
metdlico, mas nenhum artefato identificavel
aparece na presenca de eletrodos de fibra de
carbono (B). As imagens obtidas na presenca de
eletrodos de fibra de carbono (B) sao
qualitativamente comparaveis aquelas obtidas
sem eletrodos (C), em termos de auséncia de
artefatos.

Para determinar os efeitos dos circuitos eletrénicos e dos eletrodos sobre a

qualidade das imagens de ressonancia funcional, realizamos uma série de
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experimentos com “fantasma” (vide metodologia de aquisicado de imagens — sec¢ao
3.3.2-B), composto por tubo de plastico com didmetro de aproximadamente 2 cm
preenchido com solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%), usando a mesma sequéncia e
parametros a serem utilizados nos experimentos com animais (gradiente-echo
sensivel a T,*), com imagens adquiridas em duas condi¢des: (a) fantasma sem a
presenca de circuito e cabos dentro do scanner e (b) fantasma com todo o
equipamento de EEG conectado e funcionante, incluindo eletrodos de fibra de
carbono fixados sobre a superficie do fantasma da mesma forma que nos
experimentos com animais (vide secao sobre aquisicao simultdnea de EEG e RMf
em animais).

Uma série de 15 volumes (cada volume composto por 40 planos anatémicos
“coronais”) foram colhidos de forma randomizada (com ou sem EEG) sendo o
célculo da relagado sinal ruido (RSR) feito de acordo com a seguinte formula:
RSR=lsina/DPsinal (ONde Isinal € média da intensidade dos voxels dentro de uma regido
de interesse dentro do fantasma e DP.,4 € o desvio padrao da intensidade dos
voxels dentro da mesma regido de interesse). Obtivemos sempre valores dos cinco
planos anatdmicos centrais (planos 18 a 22), sendo o valor para cada experimento
igual @ média dos valores nesses 5 planos. As regides de interesse (circulares)
foram sempre tracadas no centro do plano anatdémico, com raio aproximadamente
igual a metade do raio do fantasma. A Figura-10 mostra em A imagens de fantasma
obtidas sem a presenca do sistema de EEG. O retangulo vermelho mostra os planos
anatbmicos usados no calculo da RSR. Em B imagens do mesmo fantasma obtidas
na presenca de todo o sistema de EEG. Podemos observar auséncia de diferenca

detectavel na qualidade das imagens com ou sem o sistema de EEG.
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Figura 10 — Calculo de relagao sinal ruido em “fantasma” preenchido com solugéo salina fisioldgica.
As imagens obtidas na auséncia do sistema de registro de EEG (A) ndo séo qualitativamente
diferentes daquelas obtidas na presenga do sistema (B). O retdngulo vermelho indica os planos
anatdémicos utilizados para o calculo da relagao sinal ruido.

A medida da intensidade e do desvio padrdo da intensidade do sinal foi
realizada através do software xdispanal (Department of Medical Physics &
Bioengineering - UCL) em ambiente UNIX.

Inicialmente realizamos comparacado, através de teste-t, da diferenca de
intensidade do sinal dentro da area de interesse (Grafico-01). Enquanto nas imagens
do fantasma sem o sistema de EEG encontramos uma intensidade de 16537 + 393
(média + desvio padrdo), nas imagens obtidas na presenca de todo o sistema a
intensidade foi de 16388 + 414 (média £ desvio padréo). O teste-t ndo mostrou
diferenca estatistica entre os valores das intensidades médias nas duas condi¢des

(p=0,78).
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Grafico 01 — Comparagéo entre as médias das intensidades dos sinais de imagens de “fantasma”
preenchido com solugao fisioldgica salina obtidas na auséncia e na presenca do sistema de EEG. A
intensidade média do sinal das imagens obtidas na auséncia do sistema de EEG foi de 16537 + 393
(média + desvio padrao) enquanto que na presenca do sistema de EEG, obtivemos intensidade de
16388 + 414 (média + desvio padrédo). Ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa
(p=0,78; teste-t ndo pareado) entre os sinais medidos nas duas condi¢des (barras de erro indicam
erro padrao).

Da mesma forma, ndo observamos diferenca estatisticamente significativa
(p=0,48) entre os desvios padrao da intensidade do sinal nas duas condicbes
experimentais, sem e com o equipamento de EEG, sendo os desvios padrdes

respectivamente de 663 £ 127 e 700 + 148 (média * desvio padrao).
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Grafico 02 — Comparagao entre os desvios padrédo das médias das intensidades dos sinais de
imagens de “fantasma” preenchido com solugéo fisioldgica salina obtidas na auséncia e na presencga
do sistema de EEG. O desvio padrdo na auséncia do sistema de EEG foi de 663 + 127 (média +
desvio padrao), enquanto que na presenga do sistema foi de 700 + 148. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p=0,48; teste-t ndo pareado) entre os desvios padrao da média das
intensidades dos sinais medidos na duas condigbes (barras de erro indicam erro padrao).
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Finalmente, calculamos a relagdo sinal ruido para as duas condi¢cbes
experimentais, obtendo 25,5 + 1,2 e 24,5 £ 1,5 para as imagens sem e com sistema
de EEG, respectivamente. O teste-t (p=0,62) mostrou auséncia de diferenca

estatistica significativa entre os dois grupos.
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Grafico 03 — Comparagao entre relagédo sinal ruido (RSR) calculada para imagens de “fantasma”
preenchido com solugéo fisioldgica salina obtidas na auséncia e na presenca do sistema de EEG.
N&o foi observada diferenga estatisticamente significativa (p=0.62; teste-t ndo pareado) entre a RSR
das imagens obtidas na auséncia do sistema de EEG (25,5 + 1,2; média + desvio padrdo) e na
presenca do mesmo (24,5 + 1,5; média + desvio padrao) (barras de erro indicam erro padrao).

Dessa forma, concluimos que, apesar de uma tendéncia de maior “ruido” nas
imagens obtidas na presenga do sistema de EEG (de aproximadamente 4%),
nenhuma diferenga significativa foi observada na presenga do sistema, indicando
que a qualidade das imagens é preservada mesmo durante realizagcao de registro de
eletroencefalografia simultdnea com a aquisicdo das imagens de RMf.

A Figura-11 compara imagens do tipo gradient-echo obtidas ambas com
sistema de registro de EEG dentro do scanner. Em A observamos imagens
adquiridas na presencga de sistema de EEG convencional (sem trasmissao de sinais
por fibra 6ptica, mas com eletrodos de fibra de carbono). Podemos observar

presenca de artefatos de RF, além de fundo evidentemente mais ruidoso do que o

78



observado em B, que mostra imagens obtidas com mesmos parametros de imagens

utilizados em A mas com o sistema de registro de EEG desenvolvido por nés.
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Figura 11 — Comparacédo entre qualidade de imagens obtidas na presenga de sistema de EEG
convencional (A) e na presenga do sistema de EEG desenvolvido por nés (B). Em A podemos
observar presenga de artefatos de RF nas imagens (linhas claras no topo dos planos anatdémicos)
bem como ruido de fundo, quando as imagens sdo adquiridas na presenca de sistema de EEG
convencional. Por outro lado, nas imagens adquiridas na presenga do nosso sistema de EEG, n&o ha
evidéncias de artefatos de RF, sendo a qualidade das imagens comparavel aquelas obtidas na
auséncia de sistema de EEG.

B) Analise dos Efeitos da Aquisicdo de Imagens de RMf na

gualidade do EEG

Como visto na introdugéo deste trabalho, o registro de EEG de qualidade
dentro de um aparelho de ressonancia magnética apresenta uma série de desafios
metodoldgicos. Basicamente, podemos citar como principais problemas (a) a
seguranga do paciente, no que diz respeito a possibilidade de queimaduras por
corrente induzida nos eletrodos, (b) artefatos elétricos nos registros de EEG devido a

movimentos dos cabos e dos eletrodos dentro do campo magnético principal do
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aparelno e (c) artefatos elétricos nos registros de EEG devido aos campos
magnéticos gerados pelos gradientes magnéticos e pelos pulsos de RF durante a
aquisigao das imagens.

Com relagao ao risco de inducdo de calor nos eletrodos e consequente
queimadura de tecidos, eliminamos esse problema através do uso de eletrodos de
carbono e da utilizagdo de amplificadores com alta impedancia de entrada (10°
Ohms), o que elimina a possibilidade da inducéo de corrente no sistema capazes de
gerar calor nos eletrodos.

Com relagdo aos artefatos de movimento, ao longo de nossos trabalhos,
realizamos todos os registros de EEG e RMf silmultdneos em animais anestesiados,
fixos firmemente a um sistema de contencdo através de parafusos auriculares.
Apesar disso, nenhum outro tipo de contencao foi aplicado as demais partes do
corpo, possibilitando que movimentos respiratorios fossem um grande gerador de
artefatos nos registros de EEG devido a pequenos movimentos dos cabos. A Figura-
12A mostra a presenca desses artefatos em experimento tipico realizado dentro do
aparelho de RM sem presencga de gradientes (sem aquisi¢ao de imagens). O tragcado
superior mostra monitorizacdo da respiracdo do animal enquanto que o tragado
inferior mostra o registro de EEG. Podemos observar que neste experimento o EEG
esta contaminado por artefatos provocados por movimentos dos cabos e dos
eletrodos dentro do aparelho de ressonancia provocados pelos movimentos

respiratorios do animal.
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Figura 12 — Artefato provocado por movimento dos cabos/eletrodos dentro do campo magnético do
aparelho de ressonancia magnética e solugdo adotada. Em A podemos observar no registro de EEG
(tracado inferior) presenga de artefatos coincidentes (linhas tracejadas mostrando dois exemplos)
com movimentos respiratérios do animal (tragado superior). Apos fixagdo dos cabos a base do
aparato de contengdo do animal (B), observamos eliminagdo desses artefatos. Os registros foram
obtidos na auséncia de aquisi¢gdo de imagens.

Para eliminarmos esses artefatos realizamos a fixagao dos cabos a base do
aparato de contengdo do animal (Figura-13), mantendo, dessa forma, os cabos sob
o animal e impedindo a movimentacdo dos mesmos. Além disso, o circuito pré-
amplificador/transmissor foi fixado a base do aparato de contengcao através de
velcro®. A Figura-12B mostra registro realizado na mesma condicdo mostrada na
Figura-12A, mas com a fixacdo dos cabos, demonstrando a eficacia desse sistema

na eliminagao de artefatos de respiragao.

Figura 13 — Fixacdo dos cabos a base do aparato de contengao animal. Em A podemos ver a fixagao
da conexao entre os eletrodos e 0 cabo. Em B podemos ver a extremidade oposta do cabo fixada ao
aparato de contengdo. Podemos observar, abaixo do conecctor tipo telefénico, o velcro® utilizado
para fixar o circuito pré-amplificador/transmissor.
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Os artefatos elétricos induzidos pelos gradientes magnéticos constituem-se
no principal desafio a realizagdo de EEG de qualidade durante a aquisicdo de
imagens. Pelos principios ja discutidos na introdugao deste trabalho, sabemos que
todo campo magnético variavel induz uma corrente em qualquer corpo condutor
submetido a esse campo magnético. A amplitude dessa corrente € proporcional a
variagao da intensidade do campo e a area do corpo condutor. Ja que a intensidade
do campo magnético é uma propriedade inerente a metodologia de imagem, o Unico
recurso para tentarmos minimizar os artefatos de corrente induzida seria diminuir ao
maximo a area condutora exposta aos gradientes. Além disso, diminuindo-se o
comprimento dos cabos e o tamanho dos circuitos, diminuimos também os artefatos
induzidos pelos pulsos de RF (vide seg¢ao sobre confecgdo dos eletrodos 3.1.2-A).
Assim, nosso primeiro passo foi a construcdo de um sistema que diminuisse ao
maximo a amplitude dos artefatos induzidos através da limitagao das dimensdes dos
circuitos, cabos e eletrodos.

Dessa forma, como ja exposto anteriormente, idealizamos um sistema de
aquisicao onde a distancia entre o local de contato dos eletrodos com a cabeca dos
animais e o primeiro estagio amplificador fosse a menor possivel. Isso resultou na
obtencdo de registros com artefatos apenas algumas vezes maiores do que a
amplitude do sinal de EEG (em torno de 2,4 vezes maior). A Figura-14 mostra como
esse processo € efetivo na reducdo dos artefatos induzidos pelos gradientes
magnéticos. Em A observamos registro realizado com sistema de registro onde o
primeiro estagio pre-amplificador foi posicionado a aproximadamente um metro do
animal; B corresponde a registro realizado com distancia ponta do eletrodo/pré-
amplificador de apenas 25 cm. Podemos confirmar, dessa forma, que a diminuigéo

dessa distancia é efetiva na diminuicdo dos artefatos.
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Figura 14 — Artefatos induzidos nos registros de EEG pela agdo dos gradientes magnéticos durante
aquisicdo de imagens de ressonancia magnética. Em A podemos observar registro efetuado com
cabo/eletrodos com um metro de extensdo. Nessas condi¢des, observamos presenca de artefatos
elétricos varias vezes mariores do que o registro basal de EEG. Diminuindo-se a extensdo do
cabo/eletrodos para apenas 25 cm, obtemos diminuigao significativa da amplitude dos artefatos nos
registros de EEG (B).

O segundo passo foi determinar de que forma o processo de aquisicdo de
imagens interferia nos registros de EEG.

Para respondermos a essa questdo realizamos uma série de registros de
EEG durante a aquisicdo de imagens, variando-se alguns dos parametros de
aquisicao. Observamos que em um experimento padrao a distribuicio de frequéncia
desses artefatos estava em torno de 38 Hz e seus harménicos (i.e. 76, 114 e 152
Hz). Essa frequéncia corresponde a aquisi¢do de 40 planos anatémicos em 1,05
segundos (f = 1/(TR/namero de fatias), i.e. f = 1/(1,05/40) = 38 Hz; onde TR = tempo
de repeticdo). Essa relagdo pbéde ser confirmada variando-se o numero de planos

anatébmicos, mas mantendo-se o tempo de repeticdo (Figura-15).
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Figura 15 — Analise espectral dos registros de EEG obtidos durante aquisicdo de imagens com
diferentes numeros de planos anatdémicos, mas com mesmos TR (tempo de repeticdo). O
componente principal observado obedece a relagéo f=1/(TR/ns) (onde TR é o tempo de repeticéo e
ns é o numero de planos anatdmicos), sendo os demais componentes suas harmdnicas. A presencga
de componente em 50 Hz corresponde a interferéncia proveniente da frequéncia da rede elétrica (que
€ de 50 Hz no Reino Unido).

Dessa forma, uma vez determinadas as frequéncias correspondentes aos
artefatos, aplicamos o algoritmo de remogdo de artefatos descrito anteriormente
(metodologia). A Figura-16 mostra o resultado da aplicacdo desse algoritmo em
registro real de EEG obtido simultaneamente a aquisicdo de imagens de RMf.
Podemos observar como os artefatos induzidos pelos gradientes magnéticos
(porgdo a esquerda da linha tracejada) sdo progressivamente eliminados por esse
processo, ao mesmo tempo mantendo as caracteristicas morfologicas principais do
EEG, resultando em tragado praticamente indistinguivel do registro obtido quando a

aquisicao de imagens é interrompida (porgéo a direita da linha tracejada).
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Figura 16 — Algoritmo de remocgao de artefatos em tragados obtidos durante (a esquerda da linha
tracejada) e apos (a direita) aquisicdo de imagens de RMf. Os passo A, B e C correspondem a
aplicacdo de filtro passa-baixa de 60 Hz, filtro band-stop de 38 Hz e filiro band-stop de 76 Hz,
respectivamente. Podemos observar como os artefatos sdo progressivamente removidos do tragado
de EEG, resultando em tragcado qualitativamente indistinguivel daquele obtido no periodo sem
atividade do aparelho de ressonancia.
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A Figura-17 mostra registro de EEG de caso tipico onde o tragado superior
apresenta registro nao filtrado do EEG e o tragado inferior apresenta o mesmo
registro apos aplicagao do algoritmo de filtragem. O algoritmo de filtragem é aplicado
em tempo real, ndo havendo nenhum tipo de atraso entre a aquisicdo dos dois
tracados. Cabe ressaltar que o tragado filtrado mantem as caracterisitcas
morfolégicas do tragado original, o que pode ser observado na Figura-17 durante
registro na auséncia de aquisigdo de imagens (por¢do mais a esquerda dos

tracados).
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Figura 17 — Resultado da aplicagdo do algoritmo de filtragem de registro de EEG realizado
simultaneamente a aquisicao de imagens de RMf. O tragado superior corresponde a registro de EEG
nao filtrado e o inferior ao mesmo registro apés aplicagdo do processo de remogao de artefatos. No
inicio dos registros, antes do inicio da aquisigdo de imagens, podemos observar que as
caracteristicas morfolégicas do tragado original sdo preservadas no tragado filtrado. Apds inicio da
aquisi¢do de imagens, o tragado original apresenta artefatos induzidos pelos gradientes magnéticos,
enquanto que 0s mesmos ndo sao visiveis no tragado corrigido

Dessa forma demonstramos ser possivel a aquisicdo de EEG de qualidade
adequada para a identificacao de alteragdes morfolégicas simultaneo a aquisi¢ao de

imagens de ressonancia funcional.
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3.1.4) Discusséao

Pelo que demonstramos nos resultados dessa secdo, consideramos que a
técnica adotada para realizacdo de EEG simultdneo com RMf é adequada aos
objetivos dos nossos estudos.

Um dos pontos de critica a técnica de eliminacédo de artefatos de gradientes
através da aplicagéo de filtros do tipo band-stop € a perda de informagéo do EEG
contida na frequéncia de corte e nas frequéncias imediatamente vizinhas a ela.
Como veremos na segdo seguinte sobre caracterizagao eletroencefalografica do
modelo animal de epilepsia induzida por Picrotoxina em animais anestesiados, o
EEG em nossas condi¢gdes experimentais possui pouca informacdo em frequéncias
superiores a 30 Hz. Além disso, mostramos que a técnica € perfeitamente capaz de
preservar, pelo menos visualmente, as principais caracteristicas morfolégicas do
EEG. Considerando-se que o principal objetivo da realizagdo de EEG simultédneo a
RMf foi o de determinar o momento exato em que episddios epileptiformes ocorriam,
de forma a utilizarmos essa informagéo para tragcarmos o nosso “paradigma” para as
analises de imagens (vide secdo 3.3.2-E), a informacdo eventualmente perdida
durante o processo de eliminacio de artefatos foi considerada desprezivel.

No que diz respeito a qualidade das imagens obtidas na presenga do sistema
de aquisicdo de EEG, mostramos que a relagéo sinal ruido nao foi significativamente
diferente daquela obtida na auséncia do sistema. Apesar de existirem varias formas
de calculo da RSR, resolvemos adotar a formula que considera a intensidade do
sinal e o desvio padrdao do mesmo, por ser essa a formula que melhor reflete as
variagdes de sinal e ruido dentro da regido de interesse. Além disso, como veremos
no item de analise de imagens, as imagens adquiridas em experimentos com

animais sao mascaradas de forma a preservar apenas o cérebro eliminando as
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demais areas, diminuindo assim a influéncia dos tecidos adjascentes e do ruido de
fundo nas analises.

O fato de os artefatos elétricos observados durante os registros de EEG
coincidirem com a frequéncia do gradiente de sele¢cao de plano anatémico (slice
selection) pode ser explicado pelo fato de a frequéncia de acdo desse gradiente
estar dentro da banda de frequéncia preservada pelo processo de filtragem, sendo
os efeitos dos demais gradientes eliminados pelo processo de filtragem, podendo o
gradiente de seleg¢do de plano anatdmico ser considerado como o unico gerador de
artefatos. A presenga das harmoénicas deve-se ao fato de que em todo registro longo
o suficiente, tem-se o aparecimento de harmébnicas de um componente de
frequéncia que se mantém estavel ao longo do tempo (Hoffmann et al., 2000) o que
€ o0 caso dos artefatos produzidos pela agdo dos gradientes magnéticos do aparelho
de ressonancia. Tais gradientes obedecem a uma sequéncia pré-estabelecida pelo
método de imagem adotado, se repetindo de forma idéntica a cada volume de
imagem (TR x 64, onde 64 é o tamanho da matriz de imagem no sentido de
decodificagao de fase). O resultado € um ruido previsivel e estavel ao longo de todo
o registro.

Outra critica ao sistema de registro decorre da utilizacdo de fibra éptica.
Detectamos uma diminuigao gradual da amplitude dos sinais registrados ao longo do
tempo. Tal diminuicdo foi decorrente da perda de “carga” da bateria que alimentava
o sistema de transmissao. Uma solugcéo para esse problema seria a utilizagdo de
fonte de alimentacdo de corrente continua regulada. Por outro lado, antecipamos
que a utilizacdo de fonte de alimentagédo conectada a rede elétrica poderia introduzir
ruido de RF no sistema, anulando a vantagem da utilizagdo do transmissor de fibra

optica. Dessa forma, optamos por manter a alimentagdo dos circuitos através de
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bateria, desde que a mesma fosse checada antes de cada secao de registro. Todos
os registros foram obtidos com bateria apresentando tensdo nunca menor que £5.8V
0 que garantiu registros estaveis durante toda a realizacdo dos protocolos
experimentais.

O objetivo de se desenvolver sistema flexivel o suficiente para que outros
tipos de registros eletrofisioldgicos, i.e. EMG, ECG e Potenciais Evocados, nao foi
levado a frente por limitagdo de tempo e de fundos. Entretanto, alguns experimentos
foram realizados tanto na tentativa de obtencdo de ECG quanto de Potenciais
Evocados Somatossensoriais por estimulagdo de pata anterior. Tais experimentos
mostraram-se promissores, apesar da evidente necessidade de ajustes para cada
tipo de registro (dados nao mostrados).

Finalmente, com relagdo a possibilidade de se utilizar esse sistema em
pacientes, realizamos alguns pilotos para a detecgdo de reflexo de piscamento
provocada por estimulo auditivo de grande volume (120 dB) durante a aquisi¢ao de
imagens de ressonancia magnética funcional por EPI, obtendo resultados também
bastante promissores.

Concluimos, dessa forma, que os objetivos principais de desenvolvimento
foram atingidos e que a possibilidade de aprimoramento da técnica para outras

aplicagdes sao realistas.
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3.2) Caracterizacdo Eletroencefalografica do Modelo
Animal de Epilepsia por Injecdo Intraperitoneal de

Picrotoxina

3.2.1) Consideracdes Preliminares

Em nossos trabalhos de RMf, foi condi¢do si ne qua non a imobilizagdo dos
animais através de procedimento anestésico por dois motivos. Inicialmente,
precisadvamos manter os animais iméveis durante a realizagdo das imagens de RM,
de forma a diminuirmos o impacto de movimentos sobre a qualidade de images.
Segundo, de acordo com as leis de experimentagdo animal vigentes no Reino Unido
(Animal Act 1986), experimentos de RMf s6 podem ser realizados com animais sob
anestesia.

No entanto, poucos estudos existem na literatura abordando disturbios
epilépticos em animais anestesiados (Busch et al., 1995;Brinker et al., 1999;Sim and
Chua, 1989;Sawamura et al., 2002), sendo que nenhum estudo foi realizado, até o
momento, envolvendo animais anestesiados onde crises epileptiformes foram
induzidas por Picrotoxina.

Portanto, devido as caracteristicas particulares dos protocolos experimentais
de registro de EEG simultaneamente a aquisicdo de imagens de RMf, foi necessario
realizar, sob as mesmas condicbes experimentais adotadas nesses protocolos,
caracterizacao eletroencefalografica do modelo de Picrotoxina de forma a avaliar o
impacto da anestesia no desenvolvimento das crises convulsivas e caracterizar os

registros de EEG basal e ictal nos animais sob anestesia.
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3.2.2) Metodologia

A) Grupos Experimentais

Ratos Wistar machos, pesando entre 350 e 400 g, fornecidos pelo biotério
central da BioMedical Sciences Unity - Queen Mary and Westfield University, foram
distribuidos aleatoreamente em trés grupos: (a) 4 animais anestesiados com uretana
(1,4 g/Kg i.p.) submetidos a 10 minutos de registro de EEG superficial em dois
canais (hemisférios direito e esquerdo, respectivamente) previamente a injegao i.p.
de 1 ml/Kg de salina (grupo controle salina) seguido por 30 minutos de registro de
EEG, (b) 5 animais anestesiados com uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a 10
minutos de registro de EEG superficial em dois canais (hemisférios direito e
esquerdo, respectivamente) previamente a injecao i.p. de 1 ml/Kg de veiculo (etanol
20% em salina - grupo controle veiculo) seguido por 30 minutos de registro de EEG
e (c) 5 animais anestesiados com uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a 10 minutos de
registro de EEG superficial em dois canais (hemisférios direito e esquerdo,
respectivamente) previamente a injecao i.p. de 10 mg/Kg de Picrotoxina (solugao de
10 mg/ml diluidos em solugdo 20% de etanol em salina - grupo experimental)
seguido por 30 minutos de registro de EEG. Os registro de EEG foram realizados
sem interrupgao entre os periodos pré e pos injegao.

Todas as solugdes foram preparadas no dia dos experimentos, possibilitando

assim uma melhor homogeneidade de resultados.

B) Sistema de Registro de EEG Superficial

De forma a obtermos caracterizacdo mais proxima possivel as condigdes

experimentais exigidas nos protocolos de registro simultdneo de EEG e RMf,
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utilizamos o mesmo sistema de registro de EEG desenvolvido para a realizagdo dos

experimentos dentro do aparelho de ressonancia magnética, descrito na seg¢ao 3.1.

C) Procedimentos Experimentais

Inicialmente, os animais foram anestesiados através de injecao i.p. de uretana
(1,4 g/Kg). Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados sobre cobertor
térmico controlado por termdmetro retal (Harvard Instruments), tendo a temperatura
controlada em 37,5 + 0,3 °C, e fixados a estereotaxico (Kopf). A seguir, procedeu-se
tricotomia da cabeca e posterior limpeza da pele com alcool, de forma a eliminar
tecido epidérmico morto e possibilitar uma superficie adequada de contato para os
eletrodos de EEG. Apds limpeza da pele, realizou-se fixagdo de par de eletrodos de
fibra de carbono superficiais (fixos a uma matriz de acrilico), através de micropore®.
Uma pequena quantidade de gel eletrolitico é aplicada a ponta dos eletrodos de
carbono de forma a fornecer uma interface de contato adequada ao registro de EEG
superficial.

Os eletrodos de fibra de carbono foram conectados ao pré-amplificador
através de cabo de par-trancados, sendo o sinal amplificado e convertido em sinais
Opticos através de sistema de fibra-6ptica. Os sinais foram entdo transmitidos
através de par de cabos de fibra Optica de 5 metros para o receptor de fibra 6ptica,
convertidos novamente para sinais elétricos e entdo transmitidos para o sistema de
condicionamento de sinais (CyberAmp). Apos condicionamento dos sinais, conforme
descrito na secao 3.1, os sinais analdgicos foram convertidos em registros digitais
(MP100) sendo entao visualizados em computador pessoal.

Todos os parametros de registro foram mantidos exatamente iguais aos
parametros a serem utilizados nos protocolos de ressonancia funcional

(Amplificagao total de 200 vezes — amplificagdo total efetuada apds aplicagdo dos
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filtros; filtro passa alta em 1 Hz; filtro passa baixa em 80 Hz; Notch filter ativado;
frequéncia de amostragem de 500 registros/seq).
Todos os registros de EEG tiveram duracéo total de 40 minutos ininterruptos,
divididos em 10 minutos pré-injecao e 30 minutos pds-injecao.
Apos os registros, os animais foram sacrificados por descolamento da coluna

cervical.

3.2.3) Resultados

Foram observadas crises eletrograficas em todos os animais injetados (i.p.)
com 10 mg de picrotoxina por quilo de peso. Além da crise eletrografica, foram
observados em todos 0s animais crise motora iniciando-se com mioclonias de face e
de orelhas e movimentos mastigatérios, progredindo para piloeregédo e espasmos
clénicos de intensidade progressiva, culminando em espasmos clonicos violentos ao
final dos experimentos.

O tempo médio para inicio das crises foi de 17,3 + 1,5 minutos (média +
desvio padrdo). O inicio das crises foi definido como a primeira ocorréncia de
polipontas recorrentes com duragédo de mais de 10 segundos.

A Figura-18 mostra evolucéo das alteragdes eletrograficas de animal tipico.
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Figura 18 — Evolugéo das alteragdes eletroencefalografica em animal tipico do grupo injetado (i.p.)
com Picrotoxina. O padréo do EEG basal em animais anestesiados é caracterizado por auséncia de
ritmo predominante (A). Em B podemos observar resposta eletrodecremental pré-ictal evoluindo para
crise epileptiforme eletrografica culminando em status epilepticus (SE) no final dos experimentos (C).

Na Figura-18A podemos observar padréao do EEG basal do animal. Ao
contrario do EEG de animais ndo anestesiados, ndo é observado, no caso dos
animais anestesiados com uretana, ritmo predominante, o que pode ser confirmado
pela auséncia de componente principal em frequéncia na analise dos registros por
Transformada Rapida de Fourrier (Figura-20A). Resposta eletrodecremental foi
observada apods injecdo i.p. de picrotoxina momentos antes da ocorréncia do
primeiro episédio epileptiforme, com tempo médio de inicio de 9,4 + 1,3 minutos
(média + desvio padrao) (Figura-18B), sendo esse fendmeno observamos em todos
0os animais. Apods resposta eletrodecremental, o EEG evoluiu para atividade
epileptiforme iniciando com ondas de alta amplitude e baixa frequéncia, seguida por
poli-pontas com frequéncia de aproximadamente 2 Hz (Figura-18C), passando para
poli-pontas de maior amplitude e frequéncia (em torno de 3 Hz) culminando em
“trens” de disparos de alta amplitude com frequéncia em torno de 5 Hz.

A Figura-19 mostra tragcado de EEG de animal tipico em janela temporal

englobando todo o experimento (40 minutos de registro). A resposta
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eletrodecremental ocorre de forma abrupta (seta), sendo seguida por alteragdes

epileptiformes progressivas como descrito no paragrafo anterior.

1V

10 min

Figura 19 — Tragado de EEG de animal tipico injetado com Picrotoxina, mostrando a evolugéo
temporal das alteragdes. Podemos observar, aproximadamente no centro do registro (seta), resposta
eletrodecremental que ocorre de forma abrupta, seguida por alteragbes epileptiformes progressivas,
culminando em status epilepticus eletrografico.

Realizamos, em seguida, avaliagdo da amplitude do EEG em trés intervalos
diferentes do registro: (a) média das amplitude em bloco de 60 segundos medido
imediatamente antes da injegdo de picrotoxina, (b) média das amplitudes em bloco
de 60 segundos durante resposta eletrodecremental pré-ictal e (c) média das
amplitudes em bloco de 60 segundos 2 minutos apds inicio de status epilepticus
(SE). Os valores das amplitudes médias (pico-a-pico) foram normalizados utilizando-
se amplitude média (pico-a-pico) medida no inicio dos registros (bloco de 60
segundos). Essa normalizagdo foi realizada devido as variagbes inerentes ao
sistema de transmissao de fibra optica descritas na discussao da sec¢ao 3.1.

O Grafico-04 mostra as amplitudes médias dos EEGs obtidos nos
experimentos de inje¢do de picrotoxina, controle salina e controle veiculo. No grupo
tratado com Picrotoxina, o teste-t (pareado) mostrou diminuigdo estatisticamente

significativa da amplitude do EEG durante resposta eletrodecremental (pré-Ictus)
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(p<0.0001), quando comparado com o EEG basal (pré injecdo). Diferenca
significativa foi também observada entre EEG basal e EEG ictal (p<0.001).

As amplitudes do EEG nos grupos controle salina e controle veiculo foram
calculadas em intervalos correspondentes aos intervalos utilizados para a medida
das médias das amplitudes no grupo experimetal de inje¢cao de picrotoxina, ou seja,
60 segundos antes da inje¢ao — pre inje¢ao —, 60 segundos obtidos ap6s 10 minutos
de injecao — pre “Ictus” — e 60 segundos apés 18 minutos de injecao — “Ictus”. Nao
foi observada diferenga estatisticamente significativa (teste-t pareado considerando
intervalos dois a dois) entre nenhum dos intervamos nos dois grupos controle. A
Tabela-03 mostra os valores referentes aos trés intervalos para os trés grupos além
dos percentuais de variagao entre os intervalos pré injecao e pre-ictal e pre injegao e

ictal.

Amplitude do EEG Superficial
Caracterizagcao do Modelo

3_
© —— PTX
© .
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()
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Grafico 04 — Comparagao entre a variagdo das amplitudes corrigidas médias nos momentos pré-
injecdo, pré-ictus e ictus, entre os grupos experimentais. O grupo experimental injetado com
Picrotoxina apresentou diminuigédo significativa (*p<0,0001; teste-t pareado) da amplitude média do
EEG durante o periodo pré-ictal comparado com o periodo pré-inje¢cdo. No periodo ictal, aumento
significativo (**p<0.001; teste-t pareado) foi observado na amplitude média do EEG dos animais
tratados com Picrotoxina, comparando-se com a amplitude média do EEG basal (pré-injegdo).
Nenhuma variagédo significativa foi observada nos grupos controle. (barras de erro indicam erro
padrao).
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Amplitude Amplitude Amplitude % Variacdo | % Variacao

Pré-Injecéo Pré-Ictus Ictus Pré-Ictus Ictus
Picrotoxina 0,933 £ 0,106 0,594 + 0,143* 2,568 +0,320** -65.41+50.75 63.03+7.73

Controle 0,933 + 0,100 0,960 £ 0,154 0,945 £ 0,121 2.25+5.43 0.87 +7.26
Salina
Controle 1,045+ 0,127 0,995 + 0,092 1,063 + 0,093 -5.18 +11.42 1.58 £9.76
Etanol

Tabela 03 — Valores de amplitude média corrigida do EEG para os grupos injetado com Picrotoxina
(n=5), Controle Salina (n=4) e Controle Etanol (n=5), nos intervalos pré-inje¢éo, pré-ictus e ictus e
variagdo percentual das amplitude entre pré-injecdo e pré-ictus e pré-injecao e ictus. Diferenga
estatisticamente significativa foi observada apenas no grupo injetado com Picrotoxina entre o periodo
pré-injecao e os demais periodos (*p=0,008, **p=0,0003)

Finalmente, a Figura-17 mostra a analise espectral de EEG de animal tipico
do grupo experimental injetado com Picrotoxina. Podemos observar que o EEG
basal dos animais anestesiados (Figura-20A) ndo apresenta nenhum componente
dominante de frequéncia no intervalo pré-injecdo. Entretanto, no intervalo pré-Ictus
(Figura-20B), podemos observar aparecimento de componentes de frequéncia
predominantes em torno de 5 Hz (setas). Durante o periodo ictal (Figura-20C)
observamos componentes em torno de 7,5 Hz (setas). Além disso, ndo observamos
componentes em frequéncia significativos acima de 30 Hz. Esse fato é importante no
que diz respeito as limitagdes impostas pela técnica de eliminacdo de ruidos

utilizada nos registros simultaneos a RMf.

97




v

C “ \“

7.5 Hz 15Hz 225Hz

Figura 20 — Analise espectral (FFT) dos registros de EEG de animal tipico do grupo injetado com
Picrotoxina. Em A observamos auséncia de componente dominante em frequéncia em trecho de EEG
retirado do periodo pré injecdo. Durante o periodo de resposta eletrodecremental (B), componentes
dominantes aparecem em frequéncias em torno de 5 Hz. Durante status epilepticus eletrografico,
varios componentes podem ser vistos na analise espectral, sugerindo sobreposi¢cao de diferentes
padrdes eletrograficos.

3.2.4) Discusséao

De acordo com o observado nos experimentos descritos acima, obtivemos
progressao das crises provocadas por Picrotoxina semelhante ao descrito na
literatura (Mackenzie et al., 2002;Kaplan and Williamson, 1978), inclusive com
laténcia entre injegao e inicio das crises semelhante (King GA, 1978). Apesar disso,
analise espectral dos tracados de EEG realizados sob anestesia por Uretana nao
mostrou dados significativos tanto nos tragados basais quanto nos tragados pré-
ictais e ictais. Dessa forma, uma analise espectral como a realizada por Mackenzie e
col. (Mackenzie et al., 2002), abrangendo as faixas de frequéncia correspondentes
aos principais ritmicos eletroencefalograficos (de 1 a 100 Hz), ndo foi possivel.
Entretanto, cabe ressaltar a tendéncia de aparecimento de componente em torno de
2 Hz no periodo pré-ictal. Esse fenbmeno, observado em todos os animais do grupo

experimental, pode sugerir uma sincronizagdo dos circuitos neurais durante o
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processo de progressdao para crise epileptiforme eletrografica. Processos de
sincronizagao neural (Engel, Jr., 1996), predominantemente através da modulagao
de nucleos taldmicos (Steriade et al., 1993) tem sido propostos como um dos
mecanismos epileptogénicos.

Além da preservacdo das caracteristicas eletroencefalograficas das crises,
observamos também componentes motores correlacionados com a atividade
epileptiforme eletrografica. Tais comportamentos (mioclonias faciais e espasmos
clénicos) sdo exatamente os mesmos observados em crises induzidas por
Picrotoxina em modelos de animais ndo anestesiados (Fisher RS, 1989;De Deyn et
al., 1992;Mackenzie et al., 2002).

Nao observamos na literatura descricdes de resposta eletrodecremental pré-
ictal relacionadas ao modelo de Picrotoxina. Apesar disso, esse tipo de fendmeno foi
observado no modelo de Pilocarpina (Turski et al., 1983) e no modelo de inje¢des
intracerebroventriculares de Tityustoxina (dados de nosso laboratério ainda nao
publicados), ambos em animais ndo anestesiados. Entretanto, o(s) mecanismo(s)
responsavel(eis) por tal fenbmeno permanecem desconhecidos. O papel de
alteracgdes eletroencefalograficas pré-ictais como componentes indispensaveis ao
processo de génese das crises epilépticas continua em debate, mas trabalhos sobre
analise de EEG através de métodos nao lineares e Teoria do Caos, com o objetivo
de predizer a ocorréncia de crises eletrograficas (Lehnertz et al., 1999;Lehnertz et
al., 2003;Litt and Echauz, 2002) apontam para tais fenbmenos pré-ictais como
constituintes comuns as epilepsias. Além disso, alguns padrdes eletrograficos
especificos, tais como complexos ponta-onda, sdo utilizados na clinica neuroldgica,

sendo inclusive considerados patognomonicos de crises de auséncia.

99



O estudo de tais alteracbes pré-ictais, através de metodologia com alta
resolugao temporal/espacial, poderia abrir novas perspectivas sobre o entendimento
dos mecanismos de desenvolvimento dos estados epilépticos, resultando assim em
intervengdes terapéuticas destinadas a interromper a progressdao do processo
epileptogénico, objetivo esse advogado recentemente como sendo um dos principais
a serem perseguidos pelos centros de pesquisa em epilepsia (Loscher and Schmidt,
2004).

Concluimos, finalmente, que o regime anestésico adotado (i.e. Uretana),
apesar de interferir no padrao eletroencefalografico basal dos animais, nao interfere
significativamente nem na evolugéo eletrografica e nem nos componentes motores
das crises induzidas por Picrotoxina, sendo, dessa forma, um regime anestésido
adequado aos nossos experimentos. Além disso, o uso de Uretana ndo induz
alteragdes respiratérias ou cardiovasculares significativas (Hara and Harris, 2002),
fato esse essencial na realizagao de estudos de RMf, onde tais alteracbes, caso
presentes, podem levar a uma modificagdo das respostas hemodinamicas cerebrais
0 que constitui-se no principio basico do contraste do tipo BOLD, resultando em

interpretacao errébnea dos dados experimentais.
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3.3) Avaliacdo por EEG e RMf Simultaneos do Modelo
Animal de Epilepsia por Injec&o Intraperitoneal de

Picrotoxina

3.3.1) Consideracdes Preliminares

Uma vez caracterizado o modelo de Picrotoxina, através da realizacdo de
registros de EEG de superficie, partimos para a realizagao de protocolo de aquisigao
simultdnea de EEG de superficie e imagens de RMf. Os objetivos principais desse
protocolo foram dois.

Inicialmente, ficou patente, a partir dos dados dos experimentos de registro
superficial realizados na bancada, a ocorréncia de alteragdes pré-ictais culminando
em atividade ictal generalizada. A definicdo de quais areas cerebrais estariam
envolvidas nesse fendmeno através de registros de EEG superficial carece de
resolugcdo espacial adequada. Dessa forma, o objetivo inicial dos experimentos de
aquisicao simultdnea de EEG e RMf foi o de langcar mao da alta resolucao espacial
da técnica de neuroimagem para avaliar quais areas estariam envolvidas nas
alteracbes pré-ictais. Nesses experimentos, a aquisicdo simultanea de EEG é
essencial para que possamos correlacionar as imagens obtidas pela RMf com as
alteragdes observadas na atividade elétrica cerebral. Dessa forma, utilizamos os
dados do EEG para tragarmos o “paradigma” de analise das imagens de RMf (vide
introdugéo).

Nosso segundo objetivo foi o de validar a técnica de aquisi¢do simultédnea de
EEG e RMf desenvolvida, utilizando o modelo de Picrotoxina previamente

caracterizado.
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3.3.2) Metodologia

A) Grupos Experimentais

Ratos Wistar machos, pesando entre 350 a 400 g, fornecidos pelo biotério
central da BioMedical Sciences Unity - Queen Mary and Westfield University, foram
distribuidos aleatoreamente em dois grupos: (a) 5 animais anestesiados com
uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a aproximadamente 11,5 minutos
(correspondentes a 10 volumes de imagens de RMf) de registro de EEG superficial
em dois canais (hemisférios direito e esquerdo, respectivamente) e aquisigcdo de
imagens de ressonancia magnética funcional, previamente a injecao i.p. de 1 ml/Kg
de salina (grupo controle salina) seguido por aproximadamente 33,5 minutos
(correspondentes a 30 volumes de imagens de RMf) de registros, (b) 5 animais
anestesiados com uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a aproximadamente 11,5
minutos (correspondentes a 10 volumes de imagens de RMf) de registro de EEG
superficial em dois canais (hemisférios direito e esquerdo, respectivamente) e
aquisicao de imagens de ressonancia magnética funcional, previamente a injecao
i.p. de 10 mg/Kg de Picrotoxina (solu¢do de 10 mg/ml diluidos em solugéo 20% de
etanol em salina - grupo experimental) seguido por aproximadamente 33,5 minutos
(correspondentes a 30 volumes de imagens de RMf) de registros. Todos os registros
foram realizados sem interrupgao entre os periodos pré e poés injecao, resultando na
aquisicao de aproximadamente 45 minutos de EEG e 40 volumes de imagens de
RMf por animal.

Todas as solugdes foram preparadas no dia dos experimentos, possibilitando

assim uma melhor homogeneidade de resultados.
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B) Sistema de Registro de EEG Superficial

Utilizamos o sistema de registro de EEG desenvolvido para a realizagdo dos
experimentos dentro do aparelho de ressonancia magnética, descrito na sec¢ao 3.1.

Além disso, o algoritmo de remocéao de artefatos foi aplicado em tempo real
em todos os registros, resultando em tracados de EEG adequados em todos os

experimentos.

C) Procedimentos Experimentais

Inicialmente, os animais foram anestesiados através de injecao i.p. de uretana
(1,4 g/Kg). Uma vez anestesiados, os animais foram submetidos a tricotomia do
abdomen e implantagdo de cénula intra-peritoneal (escalpe G25 dobrado a 90°,
Figura-21A) de forma a possibilitar que as injecbes fossem realizadas de forma
remota sem a necessidade de interrupgao dos experimentos. Em seguida, procedeu-
se tricotomia da cabecga e posterior limpeza da pele com alcool, de forma a eliminar
tecido epidérmico morto e possibilitar uma superficie adequada de contato para os
eletrodos de EEG. Apéds limpeza da pele, os animais foram fixados a suporte de
acrilico compativel com o aparelho de ressonancia, através de parafusos auriculares
e barra para fixacdo da arcada dental superior. Realizou-se entdo fixacdo dos
eletrodos de fibra de carbono (fixos a matriz de acrilico), através de micropore®
posicionada ao redor da cabeca (Figura-21B). Uma pequena quantidade de gel
eletrolitico é aplicada a ponta dos eletrodos de carbono de forma a fornecer uma
interface de contato adequada ao registro de EEG superficial. Deve-se, entretanto,
evitar o uso de gel eletrolitico em excesso devido ao risco de se produzir artefatos

de susceptibilidade nas imagens de RMf.
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Figura 21 — Fotos mostrando (A) canulagdo da cavidade peritoneal através de escalpe dobrado a 90°
suturado ao abdomen e (B) fixacdo dos eletrodos (fixados a matriz de acrilico) através da aplicagdo
de micropore®. Além disso, podemos observar nessa figura a fixagdo do animal ao aparato de
contengao através de parafuso auricular.

Os eletrodos de fibra de carbono foram conectados ao pré-amplificador
através de cabo de par-trancados, sendo o sinal amplificado e convertido em sinais
opticos através do sistema de fibra-6ptica.

Finalmente, um baldo preenchido com agua destilada e conectado a
transdutor de pressao (Biopac Systems Inc. — RX104A) posicionado no exterior do
aparelho de ressonancia, através de tubo de polietileno também preenchido com
agua destilada, foi posicionado sobre a regiao toracica do animal e mantido nessa
posicao através de uma cinta de velcro de forma a possibilitar a monitorizagao dos
movimentos respiratérios dos animais durante a realizacdo dos experimentos. Além
disso, os animais foram também conectados a cobertor térmico controlado por
termdmetro retal (Harvard Instruments) sendo a temperatura controlada em 37,5 +
0,3 °C.

Uma vez realizada fixacdo em aparato de contencdo, os animais foram
posicionados dentro do aparelho de ressonancia. Os sinais de EEG foram
transmitidos para o exterior através de par de cabos de fibra 6ptica de 5 metros para
o receptor de fibra optica, posicionado fora da linha de 15 gauss (linha que indica a

intensidade do campo magnético ao redor do scanner), convertidos novamente para
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sinais elétricos e entdo transmitidos para o sistema de condicionamento de sinais
(CyberAmp). Apos condicionamento dos sinais, conforme descrito na sec¢ao 3.1, os
sinais analdgicos foram convertidos em registros digitais (MP100) sendo entao
visualizados em computador pessoal.

Os parametros de registro de EEG foram os seguintes: amplificacao total de
200 vezes — amplificacao total efetuada apds aplicacdo dos filtros; filtro passa alta
em 1 Hz; filtro passa baixa em 80 Hz; Notch filter ativado; frequéncia de amostragem
de 500 registros/seg. Além dos registros de EEG registramos também a temperatura
retal e os movimentos respiratorios.

Apds os experimentos, os animais foram sacrificados por deslocamento da

coluna cervical.

D) Protocolo de aquisicdo de Imagens de Ressonancia Magnética

Funcional (RMf)

Todos os experimentos de ressonancia funcional realizados em nossos
trabalhos foram feitos em scanner de 4,7T Oxford 200/300 Mkll (Oxford
Instruments), acoplado a bobinas de gradiente hpag18 (Oxford Instruments) com
abertura de 12 cm e poténcia maxima de 100 mT/m. Utilizamos bobina
transmissora/receptora de RF de quadratura do tipo “gaiola” (Varian). O sistema de
controle de aquisigao usado foi o V"™Inova (Varian), constituindo-se em consoles de
controle de gradientes e pulso de RF, através de software VNMR 6.1B (Varian)
baseado em ambiente UNIX.

Apds posicionamento dos animais dentro do aparelho de ressonancia, uma
série de procedimentos foi seguida de forma a determinar os parédmetros 6timos de

aquisicao de imagens.
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Inicialmente, realizamos calibragdo da bobina de RF de forma a obtermos o
maior sinal possivel proveniente dos tecidos. Esse processo faz com que a
frequéncia de oscilagdo da bobina seja casada com a frequéncia de resposta dos
tecidos fazendo, em outras palavras, com que a bobina ressone na mesma
frequéncia que os tecidos.

Em seguida realizamos imagem piloto através de sequéncia rapida baseada
em gradient-echo, para confirmacédo da localizagdo do animal dentro do scanner.
Apoés corregao do posicionamento, quando necessario, efetuamos shimming do
campo magnético principal de forma a aumentar a homogeneidade do mesmo. O
processo de shimming consiste em se produzir pequenos campos magnéticos,
através de eletro-imas localizados ao redor das bobinas de gradiente, de forma a
compensar deformidades na homogeneidade do campo magnético principal do
aparelho de ressonancia. O processo de shimming é seguido por determinagao da
frequéncia de ressonancia dos nucleos de hidrogénio (frequéncia de Larmor) e
determinacao da diferenga entre a frequéncia calculada (200,057 MHz a 4,7T) e a
frequéncia real medida. Esse procedimento possibilita a melhora da relagao sinal
ruido das imagens aumentando a amplitude do sinal de RF proveniente do atomos
de hidrogénio. Finalmente, realizamos calibracdo dos pulsos de RF de forma a
obtermos uma deflexdo de 180° da resultante dos vetores dos spins dos nucleos de
hidrogénio. Essa calibracdo é essencial para que possamos obter angulo de
deflexdo preciso durante a aquisigao de imagens.

Obtivemos sempre, para cada animal, um conjunto de imagens estruturais
baseadas em spin-echo e um conjunto de imagens funcionais baseado em

sequéncia gradient-echo multi-eco (3 ecos).
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As imagens estruturais foram obtidas através de sequéncia do tipo spin-echo
com TR=2,000 s, TE=0,040 s, matriz de aquisicdo de 128x128 pixels e campo de
visao de 3,2x3,2 cm. Foram obtidos 40 planos anatdbmicos coronais com espessura
de 0,5 mm, resultando em voxels anisotrépicos de 0,25x0,25x0,5 mm, englobando
todo o cérebro desde cerebelo até bulbos olfatérios. Um total de 8 imagens foram
adquiridas para cada plano anatdémico sendo a imagem final o resultado da média
dessas 8 imagens. Esse processo resulta em aumento da relagéo sinal ruido das
imagens. O processo de aquisicdo de imagens estruturais leva em torno de 34
minutos para ser completado.

Imagens funcionais foram adquiridas através de sequéncia de 3 ecos
baseada em gradient-echo (sensivel a T,*), com TR=1,050 s, TE=0,005, 0,010 e
0,015 s, sendo a imagem final composta pela média dos 3 ecos, com matriz de
aquisicado de 64x64 pixels com campo de visdo de 3,2x3,2 cm. Foram obtidos 40
planos coronais idénticos aos obtidos nas imagens estruturais, com espessura de
0,5 mm, resultando em voxels isotrépicos de 0,5x0,5x0,5 mm. Foram coletados 40
volumes por experimento, com tempo total de aquisicdo de aproximadamente 45
minutos.

Apds aquisi¢ao, as imagens foram convertidas do formato nativo (sisco) para
formato Analyze, através dos softwares sisco2unc e unc2analyze (Desenvolvidos
pelo Neuroimaging Research Group — loP King's College London), possibilitando o
posterior pds-processamento das imagens através do pacote de analise de imagens
SPM99 (Wellcome Department of Cognitive Neuroscience. Institute of Neurology,

UCL. Reino Unido).
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E) Analise das Imagens de RMf

As images de ressonancia funcional foram extensamente pré-processadas
anteriormente a analise estatistica. Todo o processo de pré-processamento e
analise estatitica foi realizado através do pacote de analise de imagens SPM99, com
excecao do processo de mascaramento, que foi realizado por meio dos softwares
MRIcro® e IMGCON".

Imagens de cada animal foram primeiramente visualizadas, através do
software MRIcro, de forma a identificar artefatos de movimento que
impossibilitassem a analise de volumes adquiridos durante movimentos intensos dos
animais. Apos isso, as imagens foram realinhadas usando algoritmo “least-square” e
transformacao espacial de corpo rigido, através do software SPM99. Os volumes
assim realinhados foram utilizados para criar um volume “médio” de cada individuo,
resultado da média aritmética de todos os voxels correspondentes de todos os
volumes adquiridos.

Apoés realinhamento, as imagens de cada individuo foram “mascaradas” de
forma a eliminar todas as areas das imagens que nao correspondessem ao
encéfalo. Esse processo foi realizado em dois passos. Inicialmente um arquivo
contendo as regides de interesse para cada plano anatdmico do volume médio
calculado de cada animal foi criado no formato ANALYZE (Mayo Foundation),
através do software MRIcro. Essa “mascara” foi entdo aplicada a todas as imagens
realinhadas do mesmo animal através do software IMGCON. As imagens assim
resultantes, continham apenas o encéfalo, sendo os demais voxels da imagem
substituidos por zeros. No processo de anadlise estatistica das imagens, a

intensidade de todos os voxels é levada em consideracdo nos calculos. Dessa

9 http://www.psychology.nottingham.ac.uk/staff/cr1/mricro.html
h http://www.fmrib.ox.ac.uk/~yongyue/imgcon.html
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forma, em caso de experimentos com animais, torna-se necessario eliminar-se os
tecidos que nao correspondam ao encéfalo de forma a eliminar a interferéncia dos
mesmos nas analises estatisticas.

Apds processo de “mascaramento”, os volumes (conjunto de planos
anatbémicos adquiridos durante um TR) de cada animal foram normalizados para um
volume modelo, de forma a possibilitar a realizagdo de anélise estatistica de grupo.
O modelo usado foi derivado das imagens médias de todos individuos, obtidas no
processo de realinhamento, co-registrada a um Unico individuo escolhido
aleatoreamente.

Finalmente, todas as imagens devidamente normalizadas foram “suavizadas”
através de algoritmo gausiano usando um “kernel” “full-width half-maximum” de 1,0
mm (duas vezes a resolugdo dos planos anatémicos). O processo de “suavizagao”
impde uma distribuicdo gaussiana aos dados, um pré-requisito para a utilizagdo da
Teoria dos Campos Gaussianos (Worsley KJ and Friston KJ, 1995).

Todo o processo de realinhamento, normalizacdo e suavizacao, foi realizado
através do software SPM99. O mesmo software foi utilizado para realizar as analises
estatisticas e gerar os mapas de ativagao cerebral.

A andlise das imagens foi realizada usando um modelo geral linear de efeito
fixo para caracterizar os efeitos fisioldgicos em termos de resposta regional
especifica, analizando cada voxel de forma independente e criando um mapa
paramétrico de significancia estatistica (Friston KJ et al., 1995). O modelo do
desenho experimental (ou input function) foi derivado da analise do EEG de cada
individuo. Dessa forma, o EEG de cada animal foi utilizado para determinar em que
momento o periodo ictal iniciou. Uma vez determinado o volume correspondente ao

momento extato de inicio do periodo ictal, utilizou-se os 10 volumes anteriores, de
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forma a utilizar apenas imagens obtidos no periodo pré-ictal. Esses 10 volumes
foram entao comparados aos 10 volumes obtidos pré-injecdo, sendo a input funcion
utilizada iguala00000000001234567 8910 (0 para os volumes obtidos
pré-injecao e valores crescentes para o periodo pré-ictal — de forma a modelar um
efeito progressivo da droga). Foram sempre realizadas analises de grupo entre as
imagens dos experimentos de injecdo de Picrotoxina e as imagens obtidas nos
experimentos com injegao de veiculo (onde utilizamos sempre os 10 volumes de
imagens pré-injecao e dos volumes 15 a 24 obtidos no periodo pds-inje¢céao). A input
function utilizada para o grupo controle foi a mesma utilizada para o grupo tratado
com Picrotoxina (000000000012345678910).

Os mapas estatisticos dos grupos foram sobrepostos a imagens anatdbmicas
também corregistrada ao modelo anatémico padrdo. O limiar de significAncia
estatistica foi corrigido para comparagdées multiplas com limiar de P<0,05 e imagens

foram criadas com sobreposi¢ao de correlagdes tanto positivas quanto negativas.

3.3.3) Resultados

A) Analise do EEG obtido durante aquisi¢cdo de imagens

Inicialmente comparamos os resultados obtidos nos registros de EEG durante
os experimentos de RMf com os resultados obtidos na bancada, de forma a
determinar possiveis interferéncias no modelo.

O tempo médio de inicio de crise nos experimentos de aquisicdo simultdnea
de EEG e RMf foi de 17,0 £ 2,1 minutos (média * desvio padrdo), enquanto que o
mesmo tempo medido nos experimentos de bancada foi de 17,3 £ 1,5 minutos

(média + desvio padréo). A analise estatitica (teste-t ndo pareado) ndo mostrou
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diferenga significativa (p=0,76) entre os tempos de inicio de crise entre os dois
grupos. Além disso, resposta eletrodecremental foi observada em todos os animais
tratados com Picrotoxina, sendo o tempo médio de inicio dessa resposta igual a 10,3
+ 2,9 minutos (média * desvio padrao), nao sendo esse tempo significativamente
diferente (p=0,57; teste-t ndo pareado) daquele medido nos experimentos de
bacanda (9,4 + 1,3 minutos; média * desvio padrao). Esses dados podem ser

observados no Grafico-06.
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Grafico 06 — Comparagédo entre tempos (em segundos) de inicio de resposta eletrodecremental (T
Eletrod) e de inicio de atividade ictal (T Ictus) entre experimentos realizados na bancada (EEG
Bancada) e experimentos de aquisicao simultdnea (EEG Simultaneo). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupos em nenhum dos dois intervalos (teste-t nao
pareado).(barras de erro indicam erro padrao)

Procedemos entdo a analise qualitativa das alteragdes morfolégicas do EEG
obtido durante a aquisicdo de imagens de forma a determinar se o processo de
eliminagdo de ruidos € compativel com preservacdo morfoldgica dos registros.

As alteracbes morfoldégicas observadas no EEG dos experimentos de
aquisicdo simultdnea foram qualitativamente indistinguiveis daqueles realizados na
bancada, apresentando a mesma sequéncia de alteragdes. A Figura-22 mostra a

progressao das alteragbes morfolégicas do EEG de animal representativo do grupo
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tratado com Picrotoxina, submetido a registro simultdneo de EEG e RMf (mostrando
apenas registro filtrado através do algoritmo de remocgao de artefatos em tempo
real). Podemos observar na Figura-22A padrao eletroencefalografico basal extraido
de periodo imediatamente pré injecdo. Na Figura-22B podemos observar morfologia
tipica de resposta eletrodecremental, semelhante aquela observada nos registros de
EEG superficial realizados na bancada. Ao fim dos experimentos todos os animais
apresentaram padrao tipico de status epilepticus eletrografico (Figura-13C),

constituido por atividade em poli-pontas.

6 Seg 1v

Figura 22 — Tragados eletroencefalograficos de canal filtrado através da aplicacdo do algoritmo de
remogao de artefatos, de animal representativo do grupo tratado com Picrotoxina. Sequéncia de
alteragbes morfolégicas identica aquelas observadas nos experimentos de bancada puderam ser
também observadas nos experimentos de aquisi¢cdo simultanea. Em A podemos observar EEG basal,
evoluindo para resposta eletrodecremental (B) culminando em status epilepticus eletrografico (C).

A Figura-23 mostra trecho de registro (aproximadamente 40 minutos de
duracdo) de EEG de animal representativo do grupo tratado com Picrotoxina
mostrando a evolucido temporal da crise. Resposta eletrodecremental abrupta pode
ser observada aproximadamente no meio do registro, progredindo para atividade

epileptiforme subsequente.
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10 min

Figura 23 — Trecho de registro de EEG de animal representativo do grupo tratado com Picrotoxina. O
canl mostrado nessa figura foi submetido ao algoritmo de remocédo de artefatos em tempo real.
Podemos observar resposta eletrodecremental abrupta ocorrendo alguns minutos antes da evolugéo
da crise epileptica eletrografica.

Finalmente, realizamos analise espectral por Transformada Rapida de
Fourrier (FFT) dos registros de EEG filtrados nos periodos pré-injecéo, pré-ictal e
ictal. A Figura-24 mostra FFT de registro tipico (janela de 60 segundos) nesses trés
intervalos. Nenhum componente significativo pdde ser observado no EEG basal
antes da injecao de Picrotoxina (Figura-24A). Entretanto, componente em torno de 2
Hz (Figura-24B seta) foi observado durante resposta eletrodecremental, sendo que
outros componentes nas frequéncias de 5, 8 e 12 Hz, aproximadamente, foram

observados no periodo ictal (Figura-24C setas).
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Figura 24 — Analise espectral (FFT) dos tragados de EEG filtrado nos periodos pré-injecao (A), pré-
ictal (B) e ictal (C). Podemos observar auséncia de componente significativo no periodo pré-injegéo
(A). Presenca de componentes dominantes podem ser observados tanto em B (seta fina), em torno
de 2 Hz, quanto em C (setas grossas) em torno de 5, 8 e 12 Hz.

Uma vez determinado que os padrdes morfolégicos observados nos registros
de bancada puderam ser também identificados nos registros realizados dentro do
aparelho de ressonancia, simultaneamente a aquisicao de imagens, procedemos a
analise das variagdes das amplitudes do EEG nos periodos pré-injecao, pré-Ictus e
Ictal.

O Grafico-07 mostra a média das amplitudes dos EEGs nesses trés intervalos
para os grupos injetado com Picrotoxina (n=5) e controle (n=5)(para o grupo
controle, tais periodos foram definidos de acordo com os experimentos de EEG
superficial de bancada, ou seja, 60 segundos antes da inje¢gao — pre injecdo —, 60
segundos obtidos apds 10 minutos de inje¢cao — pre “Ictus” — e 60 segundos apés 18
minutos de injecdo — “Ictus”). Podemos observar resposta eletrodecremental no
periodo pré-ictal semelhante aquela observada nos experimentos de bancada. A

variagao percentual média observada no periodo pré-ictal no grupo experimental foi
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de -77,81 + 44,20 (média * desvio padréo). As analises estatisticas (teste-t pareado)
mostraram que as amplitudes sao significativamente diferentes entre os periodos
pré-injecdo e pré-ictal e entre pré-injecdo e ictal (p<0,002 e p<0,001,
respectivamente). A Tabela-04 mostra os valores referentes aos trés intervalos para
os dois grupos além dos percentuais de variagao entre os intervalos pré injecéo e

pre-ictal e pre injecao e ictal.

Amplitude EEG Simultaneo
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Gréafico 07 — Comparacéao entre as amplitudes médias dos EEG nos periodos pré-injecao, pre-ictal e
ictal nos grupos experimental (PTX) e controle (Controle Etanol). Diminuigdo estatisticamente
significativa da amplitude média do EEG basal péde ser observado no periodo pré-ictal nos animais
injetados com Picrotoxina (*p=0,0014). Durante a atividade epileptiforme, aumento significativo da
amplitude do EEG é observada neste grupo (**p=0,00052) quando comparado com atividade basal
(pré-injegéo).(barras de erro indicam erro padrao)

Amplitude Amplitude Amplitude % Variacdo | % Variacao

Pré-Injecdo Pré-Ictus Ictus Pré-Ictus Ictus
Picrotoxina 1,108+0,093 0,623 +0,186* 2,753 +0,377** -77.81 +4420 58.81+8.90

Controle 1,043 + 0,051 1,010 £ 0,098 1,014 + 0,048 -4.02 + 10.80 -2.94 + 5.86
Etanol

Tabela 04 — Valores de amplitude média corrigida do EEG para os grupos injetado com Picrotoxina e
Controle Etanol, nos intervalos pré-injegao, pré-ictus e ictus e variagao percentual das amplitude entre
pré-injecdo e pré-ictus e pré-injegdo e ictus. Diferenga estatisticamente significativa foi observada
apenas no grupo injetado com Picrotoxina entre o periodo pré-injegdo e os demais periodos
(*p=0,0014, **p=0,00052)
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B) Andalise de imagens de RMf

Uma vez determinado que os registros de EEG preservavam suas
caracteristicas, pelo menos de forma qualitativa, quando comparados com registros
obtidos em bancada, passamos para processo de analise de imagens.

Como descrito na secdo de materiais e métodos acima, no processo de
analise de imagens, utilizamos os registros de EEG para determinar o momento em
que o periodo ictal iniciou, determinando, consequentemente, qual volume
correspondia a esse momento. Utilizamos, entdo, os 10 volumes de imagens obtidas
antes das injecdes e os 10 volumes anteriores ao volume correspondente ao inicio
do periodo ictal.

A Figura-25 mostra os resultados das analises de imagens comparando-se o
grupo injetado com Picrotoxina (n=5) com o grupo injetado com veiculo (grupo
controle, n=5). Podemos observar uma extensa area de inativagdo englobando
predominantemente caudado-putdmen e nucleo Acumbens (areas em azul-verde).
Ao mesmo tempo, podemos observar algumas areas de ativagdo discreta
envolvendo amigdala e algumas areas corticais (areas em laranja-vermelho). Além
disso, algumas outras areas discretas tanto de ativagao quanto de inativagdo podem

ser observadas ao nivel do cerebelo, substancia negra/hipotalamo e coliculos.
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Figura 25 — Mapa paramétrico de ativagao (SPM99) mostrando comparagéo entre grupo tratado com
Picrotoxina (n=5) e grupo controle (n=5). Em azul-verde podemos ver areas que se correlacionaram
negativamente com a input function enquanto que areas com correlagao positiva sédo representadas
em laranja-vermelho. O maximo global (correlagao positiva) localizou-se na amigdala enquanto que o
minimo global localizou-se no caudado-putdmen (barras de escala mostrando valores de T).

A Figura-26 mostra detalhe das areas de maximos e minimos globais,
mostrando, respectivamente amigdala (Figura-26A) e caudado-putamen (Figura-
26B), bem como as correlagdes anatdbmicas com Atlas de Paxinos e Watson

(Paxinos G and Watson C, 1998).
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Figura 26 — Detalhe das areas de maximo (A) e minimos (B) globais e correlagbes anatébmicas com o
Atlas de Paxinos e Watson(Paxinos G and Watson C, 1998). Em A podemos observar “ativagéo” da
amigdala, bilateralmente, além de areas de “ativacdo” de menor intensidade ao nivel dos giros
denteados (hipocampos) e cortex. Além disso, area de “inativagdo” englobando caudado pode ser
também observada. Em B podemos ver extensa “inativacado” do caudado-putamen.

3.3.4) Discusséao

Obtivemos em nossos experimentos, tanto imagens de RMf quanto registros
de EEG de qualidade comparavel aquela obtida em experimentos de aquisicao
isolados. Como ja discutido no capitulo 3.1, a qualidade dos registros de EEG é
compativel com a detecgdo acurada de alteracbes morfoldgicas e de variagbes na
amplitude dos registros, sendo que a informagéo perdida no processo de remogéo
de artefatos nao interferiu de forma significativa na clareza dos tragados. Por outro
lado, as imagens de RMf ndo foram diferentes daquelas obtidas na auséncia do
sistema de registro de EEG, sendo apropriadas ao processo de analise estatistica,

resultando em mapas de ativagcdo adequados.
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Utilizamos sempre eletrodos de EEG superficiais compostos por fibra de
carbono. A utilizagdo de eletrodos realmente superficiais, sem que tenha sido
necessaria a realizagdo de cirurgia para implante dos mesmos, seja nos tecidos
subcutaneos, seja na superficie cortical, resultou na eliminagao da possibilidade de
artefatos de susceptibilidade nas imagens, além de acelerar o processo
experimental por auséncia de necessidade de periodo de recuperacdo dos animais
apos cirurgia. Apesar disso, alguns trabalhos na literatura mostraram ser possivel a
aquisicdo de imagens com auséncia de tais artefatos mesmo em animais
implantados (Austin et al., 2003;Brinker et al., 1999). Um ponto negativo no registro
de potenciais superficiais € a reduzida amplitude dos sinais. Em nossos
experimentos nao tivemos dificuldades em detectar atividade elétrica cerebral com a
configuracdo de amplificadores e filtros utilizados. Devemos ainda salientar que a
utilizacao de eletrodos profundos ou corticais resultariam em sinais de EEG de maior
amplitude e, por sua vez, em relagao sinal ruido ainda maior do que a obtida nos
experimentos aqui apresentados.

Uma questao importante durante o periodo ictal foi determinar a possibilidade
das pontas observadas ao EEG serem na realidade artefatos de movimentos
produzidos por espasmos clénicos dos animais. Acreditamos ndo ser esse 0 caso,
visto que foram observadas pontas de alta amplitude na auséncia de movimentos
significativos (avaliados pelo registro de movimentos respiratorios) e pela auséncia
de atividade epileptiforme mesmo na presenca de movimentos violentos dos animais
em determinados periodos dos registros. Além disso, observamos laténcia
significativa entre o inicio da atividade eletroencefalografica e os espasmos.

Finalmente, a morfologia dos registros obtidos durante o periodo ictal, tanto nos
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experimentos de bancada quando nos experimentos de aquisi¢ao simultanea, foram
qualitativamente iguais.

Um dos pontos de critica do modelo utilizado € a preservagao do componente
motor das crises convulsivas. Tais movimentos produzem artefatos nas imagens de
RMf inutilizando as mesmas. Isso resultou em perda da maior parte da informagao
durante o periodo ictal, impossibilitando a avalicio do mesmo. Além disso, a
resolugado temporal da técnica de imagem utilizada, da ordem de um minuto por
volume, impede que uma correlagao direta entre o EEG e as imagens de RMf seja
feita de forma apropriada, devido a grade variagdo que pode ocorrer na atividade
elétrica cerebral no intervalo de aquisicdo de um volume. No entanto, a identificacao
de diferentes fases no decorrer dos experimentos, através da observacdo das
alteragdes morfolégicas no EEG, com determinagdo adequada de periodos pré-ictal
e ictal, possibilitou a analise das imagens correspondentes a cada um desses
intervalos de forma precisa. Além disso, durante a realizacdo dos experimentos de
RMf, os animais ndo puderam ser diretamente observados. Dessa forma, a
verificagdo da ocorréncia ou néo das crises s6 pdde ser feita através dos registros
de EEG. Esse fato reforca a necessidade de se utilizar medidas diretas das
alteragdes produzidas pelo modelo experimental, no lugar de previsdes do efeito
esperado obtidas a partir de curvas de absorg¢ao e concentragao sérica de drogas ou
curva de alteragbes comportamentais obtidas em experimentos de bancada.
Acreditamos, ainda, que a técnica de aquisi¢ao simultanea aqui descrita possa ser
util em experimentos de RM farmacoldgica onde drogas com conhecida agao sobre
o EEG sao utilizadas.

O uso de técnica de imagem com maior resolugdo temporal (p.e. EPI)

resultaria em uma maior quantidade de volumes por intervalo de tempo, o que
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permitiia uma correlagdo mais adequada entre alteracbes EEGrafica e
“ativacdes/inativagdes” por contraste do tipo BOLD. Outra vantagem da utilizagao de
EPI seria a reducado dos artefatos de movimento permitindo a avaliacdo tanto de
alteragbes pré-ictais quanto de alteragdes ictais. Analises de imagens do tipo event-
related (onde um evento isolado, p.e. um trem de disparos em poli-pontas, é
vinculado a um volume de imagens, possibilitando que diferentes eventos possam
ser analisados dentro de um mesmo experimento) possibilitariam a avaliagdo da
participacdo de diferentes estruturas neurais na génese de diferentes morfologias
epileptiformes. Além da utilizacido de EPI, o estudo de animais ndo anestesiados
submetidos a bloqueio neuromuscular resolveria a questdo de artefatos de
movimento nas imagens, além de eliminar a interferéncia do regime anestésico. Nao
pudemos, entretanto, realizar estudos com animais ndo anestesiados ou aplicar o
uso de bloqueadores neuromusculares por nao ser permitida, no Reino Unido, a
realizacdo de experimentos de RMf em animais ndo anestesiados e de ser
necessaria licenga especial para o uso de bloqueadores neuromusculares.

A despeito disso, acreditamos que os dados mostrados s&o encorajadores,
sendo a técnica adequada para o estudo de alteragbes cerebrais que ocorrem em
periodo de tempo relativamente longo (p.e. resposta eletrodecremental).

O estudo das alteragdes pré-ictais e dos fendmenos que participam da
génese dos processos epileptiformes, podera fornecer informagdes valiosas sobre
as areas cerebrais envolvidas. Nao é nosso objetivo advogar que a técnica de RMf
ira substituir outras técnicas de estudo ja consagradas. Ao contrario, pelo que
veremos a seguir nos experimentos de registro de EEG profundo, os dados obtidos
pela técnica de RMf podem fornecer bons indicativos de quais areas estariam

envolvidas em determinados processos, podendo ser utilizados para se restringir a
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localizacdo dos possiveis geradores de atividade elétrica registrada superficialmente
(Babiloni et al., 2002).

Respostas negativas, ou “inativagdes”, sdo muitas vezes negligenciadas nos
trabalhos de RMf devido as dificuldades inerentes em se interpretar tais respostas.
Segundo Frankenstein e col. (Frankenstein U et al., 2002) existem quatro motivos
principais para tal dificuldade: (a) a complexidade sinaptica das interagdes entre
redes neurais excitatorias e inibitérias, onde tanto inibicido pode ser obtida por
processos excitatorios (sinapse excitatéria sobre neurdnio inibitério) quanto
excitacao pode ser obtida por processo inibitério (sinapse inibitéria sobre neurdnio
inibitério que faz, por sua vez, sinapse com um neurdnio excitatério), (b) interacdes
entre a atividade elétrica neural e demanda oxidativa e perfusdo sanguinea local,
interagbes essas ainda nado bem esclarecidas (Hyder et al., 2002b;Aubert and
Costalat, 2002b;Mclinteyre M et al., 2002), (c) a relatividade tanto de “ativagdes”
quanto de “inativagbes” com relagdo a uma condicdo basal predeterminada e (d)
“inativagdes” podem refletir tanto um redirecionamento de fluxo sanguineo para
areas metabolicamente mais ativas quanto processo de inibigdo propriamente dito. A
despeito disso, alguns trabalhos mostraram que areas de inativacdo em regides
distantes das areas de ativacao refletem provavelmente um mecanismo inibitério
ativo e ndo um simples processo de redistribuicdo vascular (Hutchinson et al.,
1999;Kleinschmidt et al., 1998;Mcinteyre M et al., 1996). Trabalhos envolvendo
estimulagdo visual comparando diferentes niveis basais de estimulo, mostraram
tanto respostas positivas quanto negativas, quando estimulos maiores ou menores
que o nivel basal foram utilizados, respectivamente (Fransson et al., 1999); analise
por RMf do tipo event-related realizada em pacientes epilépticos que apresentavam

disparos epileptiformes isolados espontaneos mostraram areas de inativagéo no giro
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do cingulo (Archer et al., 2003). Dessa forma, apesar de o verdadeiro significado de
areas de inativacdo em experimentos de RMf permanecer ainda nao esclarecido,
consideramos as respostas observadas em nossos trabalhos significativas e
coerentes com a visao de que tanto alteragdes na excitabilidade quanto na inibigao
sejam importantes na génese de atividade do tipo epileptiforme (Engel, Jr., 1996). As
respostas eletrodecrementais observadas no periodo pré-ictal em nossos
experimentos, sugerem a ocorréncia de processo inibitoério ativo. Além disso, as
areas de inativacdo observadas em nossos experimentos sdo muito mais extensas
do que as areas de ativacdo, tornando assim pouco provavel que as mesmas
reflitam um processo de redistribuicao vascular para areas ativas.

Apesar de ndo ser nosso objetivo avaliar de forma aprofundada o significado
das aras de ativacao/inativagcao observadas nos resultados dos experimentos de
RMf, devido as limitagdes descritas anteriormente da técnica (i.e. movimentos dos
animais durante o periodo ictal, baixa resolucdo temporal da técnica de RMf,
interferéncia do regime anestésico sobre os processos epileptogénicos), todas as
areas observadas em nossos experimentos tém sido implicadas tanto na génese
quanto na modulagao de atividade epileptiforme.

Clifford e col. (Clifford et al., 1987), estudando o modelo de crises limbicas
induzidas por injecbes subcutaneas de litio-pilocarpina observaram que a atividade
epileptiforme eletrografica iniciava-se, aparentemente, em estruturas prosencefalicas
ventrais (nas proximidades do palido ventral e/ou nucleo acumbens) espalhando-se
dai para outras areas. Além disso, as areas com maior utilizagdo de glicose foram
palido ventral, globo palido, hipocampo, cértex entorrinal, amigdala e cértex motor
frontal. Em nossos resultados observamos envolvimento predominante de caudado-

putdmen/nucleo acumbens e amigdala. Apesar da aparente falta de sensibilidade
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das imagens de RMf em detectar areas de ativacdo em hipocampo, cértex entorrinal
e cortex motor frontal, devemos lembrar que nossos estudos se restringiram ao
periodo pré-ictal, ao passo que o trabalho citado mostra alteragcdes de 2-DG apds
periodo de status epilepticus eletrografico.

Outra aparente discrepancia entre nossos resultados e os mostrados por
Clifford e col. € a inativacdo de caudado-putdmen/nucleo acumbens. Entretanto,
segundo Deransart e col. (Deransart et al., 1998) os nucleos do striatum podem
exercer tanto inibicdo quanto desinibicdo dependendo da via estriatal ativada. Dessa
forma, estimulagdo das vias diretas estriato-negrais, resulta em inibicdo da
substancia negra com consequente desinibicdo de nucleos talamicos, com
resultante hiperexcitabilidade dos mesmo. Por outro lado, inibicdo das vias estriato-
palidais, resultaria também em inibicdo da substancia negra, através da ativacao de
projecbes sub-talamicas GABAérgicas, resultando também em desinibicdo de
nucleos taldmicos. Devemos, portanto, considerar a complexidade das
interconexdes entre caudado-putdmen/nucleo acumbens e nucleos sub-
taldmicos/taldmicos e substancia negra ao avaliarmos o significado dos resultados
aqui apresentados.

Estudos sobre estimulacéo elétrica de caudado-putdmen em modelo felino
de epilepsia focal (Sabatino et al., 1992), mostraram uma diminuicdo tanto na
amplitude quanto na frequéncia de disparo hipocampal durante estimulagcéo. Ainda,
inibicdo de nucleos septais através da injegao local de Picrotoxina, resultou em
abolicdo do efeito modulatério da estimulagdo de caudado-putamen, sugerindo que
tal modulagdo se faga através desses nucleos. Dados obtidos em pacientes
epilépticos implantados com eletrodos na regido do caudado-putdmen (Theodore

and Fisher, 2004) mostraram uma reducao de disparos epilpetiformes em regides
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neocorticais e temporais mesiais e também na evolucédo desses disparos para outras
areas, confirmando o efeito modulatério do estriato. Dessa forma, a inativagdo do
caudado-putamen observada em nossos experimentos, resultaria em desinibigao de
estruturas hipocampais, entre outras, podendo assim levar a um estado de
hiperexcitabilidade.

Concluindo, apesar das aparentes contradicbes entre o conhecimento atual
sobre a fisiopatologia dos processos epileptiformes e as areas ativadas/inativadas
observadas em nossos experimentos, todas as areas observadas foram descritas na
literatura como participantes desses processos. Além disso, ao avaliarmos nossos
resultados devemos levar em consideragao: (a) as limitagées da técnica, (b) o fato
de termos estudado o periodo pré-ictal, (¢c) o mecanismo de agéo da droga utilizada,
ou seja, bloqueio da inibicdo GABAérgica, (d) o significado do contraste BOLD e (e)

a complexidade das redes neurais envolvidas.
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3.4) Avaliagao por EEG Profundo do Modelo Animal de

Epilepsia por Injecao Intraperitoneal de Picrotoxina

3.4.1) Consideracdes Preliminares

Pelo que foi visto nos experimentos de RMf, obtivemos areas tanto de
“ativacdo” quanto de ‘“inativacdo”. As areas de inativagdo despertaram grande
interesse pelo fato de terem sido observadas na presenca de resposta
eletroencefalografica eletrodecremental, sugerindo que tais alteragbes ocorrem de
forma significativa no caudado-putamen.

De forma a testar essa hipotese e melhor caracterizar a participagédo das
demais areas observadas nos experimentos de RMf nos fenbmenos eletrograficos,
decidimos realizar registros de EEG profundo nas seguintes areas: caudado-

putamen (ao nivel do nucleo Acumbens), Amigdala, Hipocampo e Coértex.
3.4.2) Metodologia

A) Grupos Experimentais

Ratos Wistar machos, pesando entre 350 e 400g, fornecidos pelo biotério
central da BioMedical Sciences Unity - Queen Mary and Westfield University, foram
distribuidos aleatoreamente em dois grupos: (a) 5 animais anestesiados com
uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a 10 minutos de registro de EEG profundo em
quatro canais (caudado, hipocampo, amigdala e cortex, respectivamente)
previamente a injegao i.p. de 1 ml/Kg de veiculo (etanol 20% em salina - grupo
controle veiculo) seguido por 30 minutos de registro de EEG e (b) 5 animais

anestesiados com uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a 10 minutos de registro de
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EEG profundo em quatro canais (caudado, hipocampo, amigdala e cortex,
respectivamente) previamente a injecao i.p. de 10 mg/Kg de Picrotoxina (solugao de
10 mg/ml diluidos em solugdo 20% de etanol em salina - grupo experimental)
seguido por 30 minutos de registro de EEG. Os registro de EEG foram realizados
sem interrupgao entre os periodos pré e pos injegao.

Todas as solucdes foram preparadas no dia dos experimentos, possibilitando

assim uma melhor homogeneidade de resultados.

B) Sistema de Registro de EEG Profundo

Para a realizagao de registros profundos utilizamos eletrodos de platina-
iridium (A-M Systems Inc. - 767500) implantados estereotaxicamente nas areas
descritas anteriormente de forma aguda, como eletrodos ativos, e eletrodo de fio de
cobre estanhado (Molex — 90075-0027) fixado ao osso nasal como referéncia. Os
sinais registrados pelos eletrodos foram conduzidos através de cabo blindado em
pares trancados de aproximadamente um metro de extensao até o condicionador de
sinais CyberAmp (Axon Instruments) onde os sinais foram tratados. Os parametros
de condicionamento de sinais foram idénticos nos quatro canais: filtro passa-alta em
1 Hz; amplificacao inicial de 10 vezes; filtro passa-baixa de 80 Hz; Notch Filter ativo;
amplificacao final total de 1000 vezes.

Apds condicionados, os sinais analdégicos foram convertidos em sinais digitais
pelo conversor A/D MP100 (Biopac Systems Inc.) utilizando frequéncia de
amostragem de 1000 registros por segundo.

Os registros foram entado visualizados através de software AcqKnowledge®

versao 3.7.1. fornecido com o conversor A/D.
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Cabe ressaltar que como os registros foram realizados de forma direta, com
amplificacdo real conhecida (1000 vezes), ndo houve necessidade de se corrigir as

amplitudes dos EEG, sendo a amplitude real utilizada nas analises.

C) Procedimentos Experimentais

Inicialmente, os animais foram anestesiados através de injecao i.p. de uretana
(1,4 g/Kg). Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados sobre cobertor
térmico controlado por termdmetro retal (Harvard Instruments), tendo a temperatura
controlada em 37,5 + 0,3 °C, e fixados a estereotaxico (Kopf). A seguir, procedeu-se
tricotomia da cabeca e incisdo da mesma expondo o tecido subcutaneo e o cranio.
Em seguida procedemos limpeza do recido subcutédneo e raspagem do peridsteo de
forma a expor completamente a superficie craneana. A cabega do animal foi entao
nivelada através da medida da posicdo vertical do bregma e do lambda. Apds
nivelamento as coordenadas do bregma foram anotadas e as coordenadas de
implantacdo dos eletrodos foram entdo calculadas de acordo com coordenadas
derivadas do Atlas de Paxinos & Watson (Paxinos G and Watson C, 1998). A

Tabela-05 mostra as coordenadas utilizadas para cada estrutura

AP LL DV

CPu 1,7 2,0 7,0

Hc -2,5 0,4 4,0
Ami -2,5 4,0 8,6
Cx -4,3 2,2 2,0

Tabela 05 — Coordenadas (em mm) de implantagdo dos eletrodos profundos (CPu = caudado-
putdmen; Hc = hipocampo; Ami = amigdala; Cx = cortex; AP = coordenada antero-posterior; LL =
coordenada latero-lateral; DV = corrdenada dorso-ventral).
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Procedeu-se entdo a marcagao dos pontos de perfuragdo do cranio através
de caneta fixada ao braco do estereotaxico. Apés marcacgao, os pontos de implante
foram feitos através de perfurador elétrico odontolégico de alta rotacdo. Além dos
pontos de implante dos eletrodos profundos, um quinto orificio foi perfurado no osso
nasal para implante do eletrodo de referéncia.

Apds conferir hemostasia adequada, os eletrodos foram implantados em
bloco (montados em matriz de acrilico) sendo a coordenada dorso-ventral
determinada pelo eletrodo mais profundo, ou seja, pelo eletrodo amigdaleano.

Os registros de EEG foram iniciados imediatamente apds o implante dos
eletrodos.

Todos os registros de EEG tiveram duragao total de 40 minutos ininterruptos,
divididos em 10 minutos pré-injecao e 30 minutos pds-injecao.

Apoés os registros, os animais foram sacrificados por decaptagdo sendo as
cabecas conservadas em solugdo de Paraformaldeido 4% para posterior

determinacdo da localizagao dos eletrodos.

D) Determinacgéo da localizagao de eletrodos profundos por RM

De forma a confirmarmos a localizagao dos eletrodos profundos de registro de
EEG, as cabecas fixadas em paraformaldeido foram analisadas através de imagens
de gradient-echo e spin-echo.

As cabecas foram fixadas ao aparato de contenc¢ao e posicionadas dentro do
aparelho de ressonancia magnética. Todo o procedimento de calibragcéo e ajuste da
sequéncia de imagem foi realizado conforme descrito na se¢éo 3.3.2-D.

Imagens de gradient-echo (densidade de prétons) foram obtidas em 40

planos anatébmicos antero-posteriores de orientagdo coronal com espessura de 0.5
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mm, TR=1,050 s, TE=0,010 s, matriz de 128x128 pixels, campo de visdo de 3,2x3,2
cm, resultando em voxels de 0,25x0,25x0,5 mm.

Em seguida, imagens de spin-echo (sensiveis a T4) foram obtidas nos
mesmos planos anatdmicos, com mesma resolugdo espacial, mas com parametros
de TR=2,000 s e TE=0,040 s.

Foram sempre obtidas média de 6 aquisicdes de imagens de forma a
melhorar a relagao sinal ruido dos volumes anatémicos.

Apds conversdao das imagens para formato Analyze (de acordo com o
procedimento descrito na sec¢ao 3.2.2-D), as mesmas foram observadas em SPM99

para determinagao da localizagdo da ponta dos eletrodos de registro.

3.4.3) Resultados

O tempo médio para inicio das crises nos experimentos de injecédo de
Picrotoxina com registro de EEG profundo ndo foi estatisticamente diferentes (teste-t
nao pareado; p=0.7281) do que o tempo médio de inicio das crises nos
experimentos realizados na bancada com registro de EEG superficial. No grupo com
registro profundo observamos um tempo médio de 18,8 £ 1,7 minutos (média +
desvio padr&o).

Resposta eletrodecremental foi observada de forma simultdnea em todos os
canais de registro, com tempo médio de inicio de 10,6 + 1,8 minutos (média + desvio
padrio).

O Grafico-08 mostra comparacdo entre os tempos médios de inicio de
resposta eletrodecremental e de periodo ictal entre os registros de EEG superficial
realizados na bancada e os registros de EEG profundo. Nenhuma diferenga

estatistica foi observada entre os dois grupos nos dois periodos.
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Grafico 08 — Comparagado entre os tempos meédios de inicio de resposta eletrodecremental (T
Eletrod) e de inicio de atividade ictal (T Ictus) entre os registros de EEG superficial realizados na
bancada (EEG Bancada) e os registros de EEG profundo (EEG Profundo) em grupos experimentais
tratados com Picrotoxina. Diferenca estatistica ndo foi observada em nenhum dos intervalos.(barras
de erro indicam erro padrao).

A Figura-27 mostra a evolugdo das morfologias dos tracados de EEG nas
quatro regides estudadas em animal tipico do grupo tratado com Picrotoxina. Os
canais de registros correspondem a caudado-putdmen (CPu), hipocampo (Hc),
amigdala (Ami) e cortex (Cx), respectivamente. Em A podemos observar os tracados
de EEG obtidos antes de injecdo de Picrotoxina. Os quatro tragcados mostram
atividade sincronizada, mas com morfologias discretamente diferentes entre si. Na
Figura-27B podemos observar a resposta eletrodecremental presente em todos os
canais de registro, sugerindo que esse fendmeno ocorre de forma generalizada em
todas as regides avaliadas. Episddios de disparos em ponta de baixa amplitude
podem ser observados em todos os canais (ndo mostrado) precedendo o
aparecimento de atividade em polipontas de alta amplitude observada na Figura-27C
de registro obtido durante status epilepticus eletroencefalografico. A atividade
epileptiforme evoluiu invariavelmente para disparos do tipo polipontas de alta
amplitude e frequéncia, com ocorréncia de episédios de “trens” de disparos. A
ativida ictal € signitivamente mais intensa no eletrodo cortical do que nas demais

areas (Grafico-09).
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Figura 27 — Evolugéo do padrdo morfolégico do EEG profundo em diferentes estruturas, em animal
representativo do grupo experimental tratado com Picrotoxina. Em A podemos observar atividade
eletrografica basal. Podemos notar que a atividade no canal referente ao caudado-putamen (CPu)
apresenta amplitude maior do que a dos demais canais. Resposta eletrodecremental (B) foi
observada sempre antes do periodo ictal, iniciando-se de forma simultdnea em todos os canais. C
mostra atividade ictal tipica com disparos em poli-pontas, sendo a atividade cortical (Cx)
signitivamente mais intensa do que a dos demais canais. (CPu = caudado-putdamen; Hc = hipocampo;
Ami = amigdala; Cx = cortex).
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A Figura-28 mostra registro completo (40 minutos) de animal representativo
do grupo de registro de EEG profundo apds injecdo de Picrotoxina. Podemos
observar que o registro no caudo-putdmen possui maior amplitude do que nos
demais canais. A resposta eletrodecremental (seta) ocorre aparentemente de forma
simultdnea em todos os canais, assim como a progressao para atividade ictal
epileptiforme. Entrentanto, o canal cortical apresenta atividade de maior amplitude

do que a dos demais canais no terco final do registro.

CPu 1
He WN

Ami

Cx

10 min 2mV

Figura 28 — Evolugdo temporal das alteragbes eletroencefalograficas de animal representativo do
grupo injetado com Picrotoxina. A seta indica o inicio da resposta eletrodecremental. Podemos
observar maior amplitude no registro de caudado-putdmen (Cpu), antes da resposta
eletrodecremental e atividade mais intensa em canal cortical (Cx) no periodo ictal. (CPu = caudado-
putdmen; Hc = hipocampo; Ami = amigdala; Cx = cértex).

A observacédo comportamental dos animais mostrou que as polipontas de alta
amplitude foram sempre acompanhadas por espasmos clénicos com intensidade
aparentemente proporcional a amplitude dos disparos epileptiformes. A observagao
comportamental mostrou ainda que os episddios de disparos em ponta de baixa

amplitude foram sempre acompanhados por mioclonias faciais, movimentos clénicos

de vibrissas e movimentos mastigatorios.

133



O Grafico-09 mostra a variacdo da amplitude do EEG profundo por estruturas
nos momentos pré-injegao, pré-ictal e ictal. Podemos observar que a amplitude do
EEG do eletrodo implantado no caudado-putamen, no periodo pré-injecao, é
significativamente maior do que a de todos os outros canais de registro (teste-t
pareado dois a dois comparando caudado individualmente com todas as outras
regides; p<0,04). Por outro lado, podemos observar que a amplitude do EEG
registrado no eletrodo cortical é significativamente maior do que todos os outros
(teste-t pareado dois a dois comparando cortex individualmente com todas as outras
regides; p<0,02) no periodo ictal. A Tabela-06 mostra os valores das amplitudes
médias para cada estrutura nos intervalos medidos assim como o percentual de
variagao da amplitude entre os intervalos pré-injecao e pré-ictal e pré-injecao e ictal.

Comparacao Amplitude do EEG
Profundo Entre Estruturas

3_

i —=— Caudado
< —— Hipocampo
g 2. —— Amigdala
3 —— Cortex
>
= *
=
£ 14
< *%*

0- Pre-Inje¢éo Pre-"Ictus" "lctus”

Grafico 09 — Comparagdo entre as amplitudes dos EEG profundos registrados em caudado,
hipocampo, amigdala e cortex em animais do grupo experimental tratado com Picrotoxina. Podemos
observar que a amplitude média dos registros do caudado sao significativamente (*p<0,04; teste-t
pareado) maiores do que as amplitudes nas demais estruturas no periodo pré-injegdo. Durante o
periodo pré-ictal todos os canais ampresentam resposta eletrodecremental significativa (**p<0,001),
em comparagdo com as amplitudes médias do periodo pré-injegdo, mas sem diferenga
estatisticamente significativa entre as amplitudes médias das estruturas. No periodo ictal, o registro
cortical apresenta o maior percentual de variagdo positiva, sendo sua amplitude média
significativamente maior (p<0,02; teste-t pareado) do que nas demais estruturas.(barras de erro
indicam erro padrao).
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Amplitude Amplitude Amplitude % Variacao % Variacao

Pré-Injecéo Pré-Ictus Ictus Pré-Ictus Ictus
(mV) (mV) (mV)
CPu 1.170 £ 0.288* 0.502 + 0.142** 1.948 £ 0.085 -137.90 + 31.94"  39.87 + 14.60°

Hc 0.827 £0.064 0.402 £ 0.077** 1.936 + 0.092 -109.95 + 22.65 57.02 +4.94

Ami 0.906 + 0.053  0.420 + 0.076** 1.894 + 0.147 -119.88 + 30.64 51.96 +4.72

Cx 0.821 £0.095 0.460 + 0.079**  2.448 + 0.344*** -81.51 + 26.63 66.26 + 3.05™

Tabela 06 — Valores de amplitude média do EEG em caudado-putdmen (CPu), hipocampo (Hc),
amigdala (Ami) e cortex (Cx), nos intervalos pré-injecéo, pré-ictus e ictus e variagdo percentual das
amplitude entre pré-injecdo e pré-ictus e pré-injegdo e ictus no grupo experimental tratado com
Picrotoxina. Os registro obtidos no caudado-putamen apresentaram amplitude média
significativamente maior do que todas as outras estruturas no periodo pré-injecédo (*p<0,04) assim
como maior variagdo percentual negativa do registro entre pré-injegdo e pré-ictus (#p<0,03). No
periodo pré-ictal, todas as estruturas apresentaram resposta eletrodecremental significativa
(**p<0,001), sem diferenca estatistica entre os canais. No periodo ictal os registros obtidos no cértex
apresentaram amplitude média estatisticamente superior aos demais canais (***p<0,02) assim como
maior variacao percentual positiva do registro entre pré-injecdo e ictus (##p<0,01). Finalmente, o
registro de caudado-putdmen no periodo ictal mostrou 0 menor percentual de variagdo positiva
(£p<0,05).

O Grafico-10 mostra as variagdes percentuais na amplitude do EEG
registrado em cada uma das regides, comparando pre-injegdo com pre-ictus e pre-
inje¢gdo com ictus, respectivamente. Observamos que o registro obtido no caudado-
putdmen  apresentou variagdo percentual negativa (maior  resposta
eletrodecremental) estatisticamente significativa quando comparada com as demais
regides, na comparagao entre os intervalos pré-injecao e pré-ictal. Ao mesmo tempo,
o registro obtido no cértex apresentou variagdo percentual positiva (maior aumento
de amplitude) significativamente maior que as demais regides comparando-se 0s
periodos pré-injecao e ictal. Finalmente, a variagdo percentual positiva medida no
eletrodo posicionado no caudado-putdmen apresentou variacdo positiva
significativamente menor do que as outras regides quando comparamos os periodos
pré-injecéo e ictal. Esses dados sugerem que o caudado é a estrutura avaliada com

a maior resposta negativa entre as estruturas estudadas sendo ainda a que menos

responde de forma positiva a atividade epileptiforme ictal.
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Grafico 10 — Variagdes percentuais da amplitude média dos registros de EEG profundo nas
diferentes estruturas em animais tratados com Picrotoxina, entre os periodos pré-injegéo e pré-ictal
(Pré-ictus) e pré-injegéao e ictus (Ictus). Podemos observar que os registros de caudado-putdmen
(CPu) apresentam a maior variagao percentual negativa no periodo pré-ictal (*p<0,03) e a menor
variagao positiva percentual no periodo ictal (**p<0,04). O registro cortical apresentou, por sua vez, o
maior percentual de variagao positiva no periodo ictal (***p<0,01). (CPu = caudado-putdmen; Hc =
hipocampo; Ami = amigdala; Cx = cortex).(barras de erro indicam erro padrao).

A confirmagdo do posicionamento dos eletrodos através de imagens de
ressonancia magnética de alta-resolugdo mostrou-se efetiva apenas nas imagens de
densidade de proton por sequéncia gradient-echo. Os eletrodos ndo puderam ser
visualizados nas imagens em T4. A Figura-29 mostra cortes coronais em T1 e em
densidade de protons, ao nivel dos eletrodos de caudado-putamen, hipocampo e
amigdala. O trajeto dos eletrodos de registro pode ser perfeitamente identificado nas
imagens de densidade de protons, mas ndo nas imagens em Ti. Os eletrodos
implantados no caudado-putdmen, localizaram-se todos (tanto no grupo
experimental quanto no controle) a ndo mais do que 1,5 mm de distancia (em
quaisquer dos eixos ortogonais) da coordenada estabelecida. Ja os eletrodos de
amigdala e de hipocampo localizaram-se a ndo mais do que 1,0 mm de distancia de

suas coordenadas (em quaisquer dos eixos ortogonais).
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Figura 29 — Imagens de ressonancia magnética de alta-resolugao em T1 (esquerda) e em densidade
de protons (direita) com correlagdo com Atlas de Paxinos e Watson(Paxinos G and Watson C, 1998).
Em A podemos observar o trajeto do eletrodo de caudado-putdmen nas imagens de densidade de
protons, confirmando o posicionamento do eletrodo na regido desejada (com variagdo média de + 1,5
mm em qualquer dos eixos ortogonais), tanto no grupo experimental quanto no grupo controle. Em B
podemos ver os ftrajetos dos eletrodos posicionados em hipocampo e em amigdala. O
posicionamento desses eletrodos também foi considerado satisfatério em todos os animais (em
ambos os grupos), com variagdo média de aproximadamente 1,0 mm em qualquer dos eixos
anatdmicos. As elipses nos desenhos anatbmicos correspondem a area de localizagdo de todos os
eletrodos nas estruturas desejadas.

Finalmente cabe ressaltar que nenhuma alteragao significativa foi observada

no grupo controle injetado com veiculo, em nenhum dos intervalos avaliados acima.

3.4.4) Discusséo

Os resultados dos experimentos de registro de EEG profundo sugerem uma
correlagdo positiva entre a variagdo da amplitude da atividade elétrica cerebral e o
contraste do tipo BOLD observado nos experimentos de RMf. Dessa forma, apesar
de todas as areas avaliadas terem apresentado resposta eletrodecremental

simultanea, a intensidade dessa variacdo negativa foi significativamente maior no
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eletrodo implantado ao nivel de caudado-putamen, concordando com os resultados
de RMf que mostram area de inativagao ao nivel dessa estrutura. Isso nao significa,
entretanto, que inativagao ou inibicdo n&o esteja ocorrendo também em outras areas
e sim que a inibicdo foi mais intensa e mais significativa ao nivel do caudado-
putamen.

Essa correlacéo entre amplitude de EEG e contraste do tipo BOLD esta de
acordo com os mecanismos descritos para ambos. Inicialmente, um dos fatores
determinantes da amplitude dos registros de EEG sdo os potenciais excitatorios pos
sinapticos, por serem mais prolongados do que os potencias de acao pré-sinapticos
(Schaul, 1998). De forma analoga, Logothetis e col. (Logothetis and Wandell,
2004;Logothetis et al., 1999) sugeriram que as variagdes hemodinamicas, e por
consequéncia, as variagdes de intensidade obtidas por contraste do tipo BOLD,
correlacionam-se bem com potenciais de campo locais que, por sua vez, sao
gerados predominantemente por potencias pds-sinapticos.

A realizacdo de estudos de EEG em animais anestesiados tem sido descrita
na literatura (Kayama and Ilwama, 1972;Sim and Chua, 1989). Entretanto, uma
critica ao protocolo experimental por nés adotado € o fato de termos realizado
cirurgia de implantagao de eletrodos e registro de EEG no mesmo tempo cirurgico,
sem que os animais fossem permitidos recuperar do insulto operatério. Apesar
disso, os dados obtidos mostrando laténcia para inicio de resposta
eletrodecremental e crise e evolucao eletroencefalografica semelhantes aos obtidos
nos experimentos realizados na bancada, sugerem auséncia de interferéncia
significativa na evolugao do processo epileptiforme.

A confirmacédo das areas de implante dos eletrodos profundos através de

imagens de RM, possibilitou a identificagdo do trajeto em todos os animais. A
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localizacdo exata da ponta dos eletrodos foi limitada pela resolugdo da técnica
(0,25mm? por pixel) e pelo contraste das imagens. No entanto, como as estruturas
avaliadas sao todas relativamente volumosas, o erro inerente da técnica foi
considerado aceitavel para os fins de nossos trabalhos.

Finalmente, devemos salientar que os resultados aqui apresentados
confirmam a importancia das informagdes obtidas através dos experimentos de RMf,
nao para responder a todas as perguntas sobre a dinamica de ativagdo neural no
modelo estudado, mas sim para indicar areas candidatas a estudo mais detalhado
através de EEG profundo ou outras técnicas (p.e. microdialise, fluxometria doppler,
eletrofisiologia em slices etc). Devemos ressaltar, entretanto, que a realizacdo de
RMf isoladamente, sem registro simultdneo de EEG, perderia em especificidade por
carecer de uma medida direta das alteragdes em resposta a droga utilizada. O uso
de técnica multi-modal (i.e. EEG+RMf) deve ser, portanto, encorajada em estudos de

RMf.
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3.5) Avaliacdo por EEG e RMf Simultaneos do Modelo
Animal de Epilepsia por Injecdo Intraperitoneal de

Pilocarpina

3.5.1) Consideracgdes Preliminares

De forma a validarmos a metodologia em modelo experimental de epilepsia ja
bem conhecido e extensamente descrito na literatura, resolvemos aplicar as técnicas
descritas no protocolo de aquisicdo simultdnea de EEG e RMf ao modelo animal de
epilepsia por injegéo intraperitoneal do agonista colinérgico Pilocarpina.

Como descrito na introdugdo, observamos, nesse modelo, alteracdes
eletroencefalograficas que incluem resposta eletrodecremental em amigdala e cortex
ao mesmo tempo que disparos de alta frequéncia e voltagem domina a atividade
hipocampal.

Desse forma, de posse desses resultados, decidimos replicar os
experimentos descritos para o modelo de Pilocarpina, utilizando a metodologia
desenvolvida por nés de forma a avaliar o envolvimentos de diferentes estruturas

cerebrais nos fendbmenos desencadeados.

3.5.2) Metodologia

A) Grupos Experimentais

Ratos Wistar machos, pesando entre 350-400g, fornecidos pelo biotério
central da BioMedical Sciences Unity - Queen Mary and Westfield University, foram
distribuidos aleatoreamente em dois grupos: (a) 5 animais anestesiados com

uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a aproximadamente 11,5 minutos
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(correspondentes a 10 volumes de imagens de RMf) de registro de EEG superficial
em dois canais (hemisférios direito e esquerdo, respectivamente) e aquisigcao de
imagens de ressonancia magnética funcional, previamente a injecao i.p. de 1 ml/Kg
de salina (grupo controle salina) seguido por aproximadamente 33,5 minutos
(correspondentes a 30 volumes de imagens de RMf) de registros, (b) 5 animais
anestesiados com uretana (1,4 g/Kg i.p.) submetidos a aproximadamente 11,5
minutos (correspondentes a 10 volumes de imagens de RMf) de registro de EEG
superficial em dois canais (hemisférios direito e esquerdo, respectivamente) e
aquisicao de imagens de ressonancia magnética funcional, previamente a injecao
i.p. de 400 mg/Kg de Pilocarpina (solu¢gao de 400 mg/ml diluidos em salina - grupo
experimental) seguido por aproximadamente 33,5 minutos (correspondentes a 30
volumes de imagens de RMf) de registros. Todos os registros foram realizados sem
interrupcdo entre os periodos pré e pos injecdo, resultando na aquisicdo de
aproximadamente 45 minutos de EEG e 40 volumes de imagens de RMf por animal.

Todas as solugdes foram preparadas no dia dos experimentos, possibilitando

assim uma melhor homogeneidade de resultados.

B) Sistema de Registro de EEG Superficial

Utilizamos o sistema de registro de EEG desenvolvido para a realizagdo dos
experimentos dentro do aparelho de ressonancia magnética, descrito na segéo 3.1.

Além disso, o algoritmo de remocgao de artefatos foi utilizado em tempo real
em todos os registros, resultando em tragcados de EEG adequados em todos os

experimentos.
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C) Procedimentos Experimentais

Inicialmente, os animais foram anestesiados através de injecao i.p. de uretana
(1,4 g/Kg). Uma vez anestesiados, os animais foram submetidos a tricotomia do
abdomen e implantagdo de canula intra-peritoneal (i.p.) de forma a possibilitar que
as injecoes fossem realizadas de forma remota sem a necessidade de interrupgéo
dos experimentos. Em seguida, procedeu-se tricotomia da cabega e posterior
limpeza da pele com alcool, de forma a eliminar tecido epidérmico morto e
possibilitar uma superficie adequada de contato para os eletrodos de EEG. Apds
limpeza da pele, os animais foram fixados a suporte de acrilico compativel com o
aparelho de ressonancia, através de parafusos auriculares e barra para fixacao da
arcada dental superior. Realizou-se entao fixacdo dos eletrodos de fibra de carbono
(fixos a matriz de acrilico), através de micropore® posicionado ao redor da cabega
(vide seg¢ao 3.4.2-C). Pequena quantidade de gel condutivo foi aplicado as pontas
dos eletrodos de fibra de carbono de forma a fornecer uma interface condutora
adequada aos registros de EEG de superficie, mas em quantidade nao suficiente
para produzir artefatos de imagens.

Os eletrodos de fibra de carbono foram conectados ao pré-amplificador
através de cabo de par-trangcados, sendo o sinal amplificado e convertido em sinais
Opticos através do sistema de fibra-6ptica.

Finalmente, os animais foram conectados a baldo preenchido com agua
destilada, conectado a transdutor de pressado (Biopac Systems Inc. — RX104A)
posicionado no exterior do scanner, de forma a possibilitar a monitorizagdo dos
movimentos respiratérios dos animais durante a realizacdo dos experimentos. Além

disso, os animais foram também conectados a cobertor térmico controlado por
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termometro retal (Harvard Instruments) sendo a temperatura mantida em 37,5 + 0,3
°C.

Uma vez realizada fixacdo em aparato de contengcdo, o0s animais foram
posicionados dentro do aparelho de ressonancia. Os sinais de EEG foram
transmitidos para o exterior através de par de cabos de fibra 6ptica de 5 metros para
o receptor de fibra éptica, posicionado fora da linha de 15G (linha que indica a
intensidade do campo magnético ao redor do scanner), convertidos novamente para
sinais elétricos e entdo transmitidos para o sistema de condicionamento de sinais
(CyberAmp). Apo6s condicionamento, conforme descrito na secao 3.1, os sinais
analdgicos foram convertidos em registros digitais (MP100) sendo entéo
visualizados em computador pessoal.

Os parametros de registro de EEG foram os seguintes: amplificagédo total de
200 vezes — amplificagéo total efetuada apds aplicagdo dos filtros; filtro passa alta
em 1 Hz; filtro passa baixa em 80 Hz; Notch filter ativado; frequéncia de amostragem
de 500 registros/seg. Além dos registros de EEG registramos também a temperatura
retal e os movimentos respiratérios.

Apos os registros, os animais foram sacrificados por deslocamento da coluna

cervical.

D) Analise de imagens de RMf

O processo de analise de imagens € o mesmo descrito na segéo 3.3.2-E.

3.5.3) Resultados

Apés injegao i.p. de Pilocarpina (400 mg/Kg) observamos resposta
eletrodecremental precoce nos registros de EEG superficial, com tempo médio de

inicio de 1,7 = 1,2 minutos (média + desvio padrao). Atividade epileptiforme plena foi
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observada apenas em 3 dos 5 animais, com tempo médio de inicio de 10,5 £ 2,4
minutos (média + desvio padrao).

O Grafico-11 mostra as amplitudes médias corrigidas dos EEG dos grupos
experimental e controle, nos intervalos pré-injegao, pré-ictus e ictus (para o grupo
controle as medidas do periodo pré-ictus foram realizadas em janela de 60
segundos 2 minutos apds inje¢ao e as medidas do periodo ictal foram realizadas em
janela de 60 segundos 12 minutos apos injecao). Resposta eletrodecremental
estatisticamente significativa (p<0,001; teste-t pareado) foi observada no periodo
pré-ictal no grupo experimental assim como aumento significativo da amplitude do

EEG pdde ser observado no periodo ictal (p<0,002).
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Grafico 11 — Variagdo da amplitude média corrigida do EEG nos grupos experimental e controle nos
intervalos pré-injecdo (n=5 nos dois grupos), pré-ictal (n=5 nos dois grupos) e ictal (n=3 no grupo
experimental; n=5 no grupo controle). Podemos observar diminui¢cdo estatisticamente significativa da
amplitude do EEG do grupo experimental no periodo pré-ictal (*p<0,001), assim como aumento
significativo da amplitude do EEG nesse mesmo grupo no periodo ictal (**p<0,002).(barra de erro
indica erro padréo).

A Figura-30 mostra a evolugdo das alteragbes morfolégicas em animal

representativo do grupo experimental (que apresentou crise eletrografica plena).
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Podemos observar na Figura-30A o padrao eletroencefalografico basal evoluindo
para resposta eletrodecremental significativa (Figura-30B). Atividade epileptiforme
pode ser observada na Figura-30C, sendo esse tipo de atividade observada apenas

em 3 dos 5 animais do grupo experimental.

1V
5 seg

Figura 30 — Progressao das alteragbes morfoldgicas dos tragcados de EEG de animal representativo
do grupo experimental (Pilocarpina i.p.). Em A podemos observar tragado de EEG basal antes da
injecdo de Pilocarpina. Resposta eletrodecremental precoce pode ser observada em B. C mostra
tracado durante status epilepticus eletrografico. Podemos observar atividade de poli-pontas de alta
frequéncia (“trens” de disparo).

Os mapas paramétricos de ativagdo obtidos da analise das imagens de RMf
correspondentes ao periodo de resposta eletrodecremental (comparagdo entre
grupos experimental e controle) sao apresentados na Figura-31. Podemos observar
area de correlagao positiva (ativagao) ao nivel de caudado-putdmen anterior (nucleo
Acumbens) assim como areas de correlagdao negativa (inativagdo) envolvendo
predominantemente as amigdalas.

A Figura-32 mostra em detalhes as areas de “ativagao” e ‘“inativagao”
apresentadas na Figura-31, bem como correlagdo anatémica de acordo com Atlas

de Paxinos e Watson. Podemos observar extensa area de “ativagao” anterior, ao

nivel do caudado-putdmen, com maximo global localizado aproximadamente ao
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nivel do nucleo Acumbens (Figura-31A). Ao mesmo tempo, podemos observar
extensa area de “inativacdo” de amigdalas, mas com minimo global localizado mais

lateralmente, expandindo para areas corticais (Figura-31B).

Figura 31 — Mapa paramétrico de ativagdo comparando grupos experimental (n=5) e controle (n=5).
Maximo global foi observado ao nivel de caudado-putdmen (porgao anterior) ao passo que minimo
global foi observado ao nivel de amigdala lateral. (Barra de escala indica valores de T)
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Figura 32 — Detalhe dos maximos e minimos globais. Em A podemos observar a localizagdo do
maximo global ao nivel do nucleo Acumbens, com envolvimento de extensa area de caudado-
putamen. Em B podemos observar localizagdo de minimo global ao nivel de amigdala lateral com
extensdo das éareas de inativagdo para regides corticais. A direita podemos observar a localizagao
das areas “ativadas/inativadas” de acordo com atlas de Paxinos e Watson(Turski et al., 1983). As
areas marcadas em vermelho e em azul correspondem aos maximo e minimo globais mostrados nas
imagens de RMf.

3.5.4) Discusséao

Os resultados mostrados nos experimentos de aquisicao simultdnea de EEG
e RMf no modelo de Pilocarpina, sdo compativeis com os dados da literatura
(Cavalheiro, 1995;Hamani and Mello, 1997;Turski et al., 1983). Apesar de termos
previsto areas de ativagao ao nivel de estruturas hipocampais, as imagens de RMf
falharam em mostrar ativagao significativa nas mesmas. Na descri¢gao das alteragdes
eletroencefalograficas apresentadas por Turski e col. (Turski et al., 1983), apesar de
0 registro hipocampal ter apresentado alteragbes precoces no ritmo de disparo,
passando a mostrar atividade de alta frequéncia, variagdo de amplitude foi
observada predominantemente em eletrodo amigdaliano, sendo esse o registro que
apresentou a maior variagdo negativa. De acordo com o0 que sugerimos na

discussdo dos registros simultdneos de EEG e RMf no modelo de Picrotoxina, o
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contraste BOLD correlaciona-se bem com variacbes de amplitude do EEG. Dessa
forma ndo nos surpreende termos obtido inativagdo significativa ao nivel de
estruturas amigdalianas ao passo que falhamos em observar ativacdo em
hipocampo.

Ao contrario do que foi observado nos experimentos com Picrotoxina,
observamos ativagdo de caudado-putdmen/nicleo acumbens. Mais uma vez
devemos salientar a complexidade das interrelagbes entre os nucleos envolvidos no
processo epileptogénico. Apesar disso, Sabatino e col. (Sabatino et al., 1992) e Vella
e col. (Vella et al., 1991) observaram que a hiperatividade hipocampal se propagava
para o nucleo acumbens, em modelo animal de epilepsia focal por deposi¢do de
penicilina. Clifford e col. (Clifford et al., 1987) observaram que a crise induzida por
pilocarpina se iniciava em estruturas prosencefdlicas, entre elas caudado-
putdmen/nucleo acumbens. Barone e col. (Barone et al., 1993) observaram acumulo
de FOS ao nivel de estriato e nucleo acumbens em animais submetidos a status
epilepticus induzido por inje¢cdes sistémicas de Pilocarpina. Finalmente, Scorza e
col. (Scorza et al., 2002) mostraram acumulo de 2-DG em caudado-putamen de
ratos apos 6 horas de status epilepticus induzido por Pilocarpina. Esses dados
corroboram os nossos resultados mostrando ativagao de estriato/nucleo acumbens.

Em nossos experimentos ndo pré-tratamos os animais com escopolamina de
forma a evitarmos mais um fator de confusdo nas anadlises das imagens de RMf.
Como a escopolamina é utilizada no modelo animal de epilepsia por injegbes de
Pilocarpina apenas para evitar mortalidade dos animais por efeitos colinérgicos
dessa droga (Cavalheiro, 1995) e como nossos experimentos foram todos terminais,
sendo os animais sacrificados ao fim de cada experimento, consideramos aceitavel

a omissao do pre-tratamento com droga anti-colinérgica.
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Um dos fatores complicantes nos experimentos de RMf com o modelo de
Pilocarpina foi a preservacdo do componente motor das crises epileptiformes,
aparecendo precocemente apos injecdes. Tais movimentos resultaram em perda de
alguns dos volumes de imagens, devido a artefatos de movimento, diminuindo assim
a quantidade de informacgao colhida nos experimentos. No entanto, conseguimos
obter mapas de ativagdo significativos com resultados compativeis com as
alteracdes esperadas. Mais uma vez, acreditamos que a utilizacdo de técnica de
imagem com melhor resolugdo temporal (i.e. EPl) e o uso de bloqueadores
neuromusculares resultaria em obtencdo de imagens adequadas mesmo durante
periodo ictal.

A auséncia de crise eletrografica em dois animais do grupo experimental pode
ser explicada pelo curto periodo de registro desses animais apos injegdes (i.e. 30
minutos). De acordo com Turski e col., atividade epileptiforme plena so6 foi observada
nos eletrodos corticais 30-50 minutos apds injegcbes. Entretanto, observamos
resposta eletrodecremental precoce (em torno de 2 minutos apds injecédo de
Pilocarpina) em todos os animais, sendo esse fendbmeno o de maior interesse em
nossos estudos.

Acreditamos, dessa forma, ter validado a aplicagdo de nossa metodologia

através do estudo do modelo animal de epilepsia por injecdo de Pilocarpina.

149



3.6) Analise comparativa dos mapas parametricos dos

modelos de Picrotoxina e Pilocarpina

3.6.1) Consideracdes Preliminares

Por que o uso de drogas que atuam em sistemas neuroquimicos diferentes
(GABA e Acetilcolina) resultam em fenomenologia tdo semelhante? Qual o
significado da resposta eletrodecremental observada no periodo pré-ictal? Existe um
circuito epileptogénico comum?

Para verificarmos se a avaliacdo dos modelos experimentais de epilepsia por
imagens de RMf pode fornecer dados adicionais no sentido de tentar responder a
algumas dessas perguntas, realizamos comparagdo entre os dois grupos
experimentais (Picrotoxina vs Pilocarpina) de forma a detectarmos diferengas e

semelhangas nas imagens colhidas no periodo pré-ictal.

3.6.2) Metodologia

Devido ao uso de veiculos diferentes para diluirmos Picrotoxina e Pilocarpina
(etanol 20% e salina, respectivamente), realizamos inicialmente comparagéo entre
os grupos controle de forma a descartar efeito do etanol nos resultados das analises
de imagens do grupo de Picrotoxina.

O procedimento de analise de imagens foi o0 mesmo tanto na avaliagdo dos
grupos controle quanto na dos grupos experimentais. Utilizamos sempre as mesmas
imagens pré-processadas que resultaram nos dados mostrados nas secgbes 3.3 e
3.5 sendo que todas as imagens foram previamente normalizadas para 0 mesmo

modelo de cérebro, o que nos permitiu realizar as comparagdes entre 0s grupos.
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Foram realizadas comparacgdes de covariavel em multiplos-grupos através do
teste estatistico AnCova, com limiar de significancia estatistica (P<0,05) corrigido
para comparagdes multiplas. A input-function usada foi a mesma das analises
previamente apresentadas (00000000001234567 89 10). Foram sempre
determinados os contrastes entre grupos considerando, inicialmente variagcdes
positivas em um grupo contra variagées negativas no outro grupo e vice-versa (+1 vs
-1 e -1 vs +1, respectivamente), resultando em mapa paramétrico onde as areas
“ativadas” correspondem aos voxels que apresentaram correlagdo positiva com a
input function no primeiro grupo quando comparado com o segundo grupo e as
areas ‘“inativadas” correspondem, analogamente, aos voxels com correlagéo
negativa.

Os mapas de ativacédo foram entao sobrepostos ao modelo anatémico padréao

gerado por ocasido das analises iniciais.

3.6.3) Resultados

A Figura-33 mostra o mapa paramétrico para a comparagao entre grupo
controle etanol e grupo controle salina. Nao foram observados clusters (conjunto de
voxels contiguos) significativos de ativagao/inativacdo nessa comparagao, sugerindo
que os efeitos do etanol, quando comparados isoladamente com o controle salina,
nao sao significativos. Dessa forma, consideramos ser valida a comparagao entre os
grupos Picrotoxina e Pilocarpina, a despeito do uso de veiculos diferentes para diluir

cada droga.
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Figura 33 — Mapa paramétrico de ativagdo comparando grupo controle etanol e grupo controle salina.
Nao foram observados clusters significativos de ativagao/inativagdo. (Barra de escala indica valores
deT)

Em seguida, efetuamos a comparagdo entre os grupos Picrotoxina e
Pilocarpina. A Figura-34 mostra mapa paramétrico de ativagcdo comparando as areas
com correlagdes positivas e negativas em relagdo a input function em ambos os
grupos quando comparados com o controle salina. Podemos observar cluster de
inativacdo ao nivel das amigdalas (por¢ao anterior) e nucleos septais e cluster de

ativacdo em areas corticais anteriores (area motora primaria).
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Figura 34 — Mapa paramétrico de ativagdo mostrando comparagdo entre areas de resposta
semelhante entre os grupos Picrotoxina e Pilocarpina (conjunction analysis). Podemos observar
extensa area de inativagdo envolvendo os nucleos septais e amigdalas anteriores e cortex insular.
Areas de ativagdo podem ser observadas predominantemente no cértex motor primario. (Barra de
escala indica valores de T)

A Figura-35 mostra as mesmas alteragdes mostradas na Figura-34 em
detalhes, com indicagcéo das areas correspondentes de acordo com atlas de Paxinos

e Watson (Turski et al., 1983).
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Figura 35 — Detalhes das areas de ativagéo/inativagao obtidas pela comparagdo dos grupos
Picrotoxina e Pilocarpia em relacdo ao controle salina. Essa analise mostra as areas que
apresentaram correlagbes positivas e negativas em ambos os grupos. Podemos observar extensa
area de inativagcdo a nivel dos nucleos septais (C) e area amigdaldide anterior (B). Pequenas areas
de correlagao positiva podem ser observadas ao nivel do cértex motor primario (A).

Finalmente, realizamos comparagao entre o grupo tratado com Picrotoxina e o
grupo tratado com Pilocarpina, de forma a avaliar areas de “ativagao/inativagao”
diferentes em cada grupo. Os resultados apresentam as areas de correlagao positiva
e negativa do grupo de Picrotoxina em comparagdo com o grupo de Pilocarpina.
Podemos observar, na Figura-36 extensas areas de “ativagdo” ao nivel dos cortex
motores primarios e ao nivel das amigdalas/cortex entorrinal. Ares de “inativacio”
foram observadas predominantemente ao nivel do caudado-putdment/nucleo
acumbens e nucleos talamicos. A Figura-37 mostra esses clusters em detalhe com

correlacdo anatdmica de acordo com atlas de Paxinos e Watson.
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Figura 36 — Mapa de ativagdo mostrando comparagéo entre grupo tratado com Picrotoxina e grupo
tratado com Pilocarpina. Areas em laranja-vermelho indicam regiées onde a intensidade do sinal foi
significativamente maior no grupo tratado com Picrotoxina em comparagdo com o grupo tratado com
Pilocarpina, de acordo com a input function utilizada; de forma analoga, areas em verde-azul indicam
areas com intensidade de sinal significativamente menor, quando comparamos grupos tratados com
Picrotoxina e Pilocarpina. Podemos observar areas de “ativagao” predominantemente ao nivel dos
cortex motores primarios e amigdalas/cortex entorrinal. Clusters de “inativagdo sdo observados
predominantemente ao nivel de caudado-putdmen/nicleo acumbens e nucleos talamicos. (Barra de
escala indica valores de T)
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Figura 37 — Detalhes das areas “ativadas/inativas” obtidas da comparacéo entre os grupos tratados
com Picrotoxina e Pilocarpina. Podemos observar areas de “ativagdo” predominantemente nos cortex
motores primarios (A) e amigdalas (B). Areas de “inativagdo” ocorrem predominantemente ao nivel de
caudao-putdmen/nicleo acumbens (A) e nucleos talamicos (B). A direita podemos ver correlacdes
anatdmicas de acordo com atlas de Paxinos e Watson. Ares marcadas em vermelho correspondem
as regides com correlagdo positiva enquanto que as em azul mostram areas de “inativagéo” ou
correlagéo negativa.

3.6.4) Discussao

Por que drogas que atuam em sistemas neurotransmissores tao diferentes
resultam em fendbmenos tdo semelhantes? Morfologias semelhantes observadas em
registros eletroencefalografico em modelos de sindromes epileptiformes diferentes
sdo originarias dos mesmos substratos neurais? Existe um circuito epileptogénico
comum a todos os tipos de epilepsias? A analise comparativa de diferentes modelos
de epilepsia poderia fornecer dados valiosos na busca das respostas para essas
perguntas.

Dessa forma, decidimos realizar analise comparativa dos modelos animais de
epilepsia por injecdes sistémicas de Picrotoxina e Pilocarpina, ndo com o intuito de
respondermos as perguntas feitas na introdugdo dessa discussdao, mas para

avaliarmos as reais contribui¢gdes que poderiam vir da técnica por nés desenvolvida.
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A ativagdo das areas motoras primarias, observada na comparagao das
similaridades entre os dois modelos, ndo demanda maiores discussoes, visto que
componentes motores similares foram observados em ambos os modelos.

Ja a inativacdo das amigdalas, observada na mesma analise, deve ser
avaliada com precaugdo. Acreditamos que tal inativagdo, a despeito da ativagao
observada na analise isolada do modelo de Picrotoxina, seja resultado do grau de
inativacdo observado no modelo de Pilocarpina, o que resultaria em variagao
significativa nas analises estatisticas mesmo que tal inativagdo n&o tenha sido
observada no modelo de Picrotoxina. Além disso, tal inativacao foi observada em
areas mais dorsais, o que pode, na realidade, representar um efeito da redistribuicéo
vascular, de acordo com o discutido anteriormente sobre a relatividade das
respostas de ativagao/inativagdo em relagdo ao estado funcional basal local. Apesar
disso, acreditamos ser essa possibilidade um tanto quanto remota visto que
nenhuma area de ativagao significativa foi observada nas proximidades das areas de
inativacao.

A inativacdo dos nucleos septais resultaria em desinibicdo hipocampal
(Sabatino et al.,, 1992) o que explicaria a resposta eletrografica observada nessa
estrutura no modelo de Pilocarpina (Turski et al., 1983). O mecanismo pelo qual a
estimulacédo colinérgica levaria a uma inativagdo de nucleos septais poderia ser
explicado através de um aumento da inibigio GABAérgica proveniente de
terminacbes estriatais (que seriam, por sua vez, estimuladas por terminagdes
colinérgicas cortico-estriatais), ou através de alga de feedback negativo hipocampal.
No caso do modelo de Picrotoxina (inibicdo GABAérgica), a inibicdo dos nucleos

septais poderia ser resultado do bloqueio da inibicdo de projegdes inibitdrias,
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resultando em inibicdo, ou por um processo de inibicao global, o que parece ser
sugerido pelos registros de EEG (resposta eletrodecremental generalizada).

Com relacdo a analise das diferengas entre os dois modelos, as principais
diferengas foram inativacdo de nucleo acumbens (no grupo de Picrotoxina em
relacdo ao grupo de Pilocarpina) e a ativagao das amigdalas e dos cortex motores
primarios.

Mais uma vez devemos considerar que a comparagao apresentada mostra
apenas o estado relativo de um modelo em comparagéo ao outro. Ou seja, no caso
da inativagado do nucleo acumbens, o que a analise nos indica € que no modelo de
Picrotoxina, tal estrutura apresentou uma inativagao significativa, quando comparada
ao modelo de Pilocarpina. Por outro lado, ndo foi observada diferenga ao nivel de
caudado-putamen, que apresentou extensa inativagdo no modelo de Picrotoxina. Tal
resultado pode sugerir que a extensdo das areas de ativagéo, do nucleo acumbens
para o estriato, observada no modelo de Pilocarpina, ndo represente uma ativagao
significativa quando comparada com uma condi¢ao basal diferente (i.e. Picrotoxina).

A maior ativagdo das amigdalas/cortex entorrinal, no modelo de Picrotoxina
em relagdo ao modelo de Pilocarpina estad de acordo com os dados observados nas
imagens de RMf. A maior ativagdo dos cortices motores primarios, por sua vez, pode
representar apenas uma ativagcdo mais intensa dessas areas no modelo de
Picrotoxina, visto que o componente motor das crises provocadas por essa droga
foram mais intensos do que o observado nas crises induzidas por Pilocarpina.
Apesar de nossas avaliagdes englobarem apenas o periodo pré-ictal, ndo podemos
descartar presenca de atividade ictal inicial ocorrendo nos volumes finais das
imagens selecionadas para analise, 0 que resultaria em presenca de areas de

ativacdo mesmo durante o periodo de respostas eletrodecrementais.
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Finalmente, cabe ressaltar que as drogas utilizadas nos diferentes modelos
foram diluidas em diferentes veiculos. Poderiamos argumentar que o uso de solugao
20% de etanol, nos experimentos com Picrotoxina, poderia resultar em influéncia
significativa nos resultados observados, invalidando a comparacdo feita entre
Picrotoxina e Pilocarpina. No entanto, como mostrado através da comparagao entre
etanol 20% e salina, a influéncia do etanol sobre os experimentos pode
aparentemente ser negligenciada.

Pelo que expomos acima, varios sao os pontos de critica as comparagdes
feitas. No entanto, acreditamos que as potencialidades desse tipo de abordagem
superam em muito tais criticas. Mais uma vez, devemos salientar que o uso de
técnica de imagem com maior resolugao temporal e o estudo de modelos animais
nao anestesiados, sob bloqueio neuromuscular, contribuiriam em muito para a
melhora tanto da sensibilidade quanto da especificidade da técnica. Além disso, a
metodologia aqui apresentada possibilitaria 0 estudo seriado e repetido de um
mesmo grupo de animais, o0 que resultaria em uma compreensao mais detalhada da

dindmica de evolugao dos processos epileptogénicos.
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4 — Consideracdes Finais

Pelo que apresentamos ao Ilongo desse trabalho, acreditamos ter
desenvolvido técnica de aquisi¢ao simultdnea de EEG e RMf que preencheu todos
0s objetivos estabelecidos na elaboragao desse projeto.

Todos os circuitos aqui apresentados foram construidos utilizando-se técnicas
basicas de eletronica, com componentes de facil aquisi¢ao e de baixo custo.

Durante a realizacdo de nossos experimentos, utilizamos sempre o mesmo
sistema construido originalmente sem que 0 mesmo apresentasse nenhum tipo de
problema que necessitasse de manutencdo. Dessa forma, acreditamos ter obtido
sistema robusto o suficiente para a utilizagdo repetida em ambiente de pesquisa.

A respeito da flexibilidade do sistema, experimentos piloto mostraram que é
possivel a obtencdo de registros de ECG e de potenciais evocados durante a
aquisicao de imagens. No entanto, algumas modificagdes seriam necessarias para a
optimizacdo do sistema para tais tipos de registro.

Experimentos piloto foram também realizados em pacientes humanos, dentro
de aparelho clinico, para a deteccdo de reflexo de piscamento. Apesar de,
novamente, necessitarmos de algumas modificagdes no sistema para obtermos
registros eletromiograficos adequados durante a aquisicdo de imagens, os dados
preliminares sao promissores.

O estudo dos modelos animais de epilepsia através de nossa técnica,
mostrou boa concordancia com os dados da literatura sobre a fisiopatologia dessa
doenca. Ainda mais importante foi o fato de ndo termos observado nenhum tipo de
ativagao/inativagdo nao relacionavel a essa patologia. Além disso, estudos por RMf

e EEG superficial podem ser feitos de forma repetitiva permitindo o estudo
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longitudinal de um mesmo grupo de animais. Tal tipo de estudo forneceria dados
importantes sobre a dinamica de evolugao dos processos epileptogénicos.

Os ganhos em se obter informagdes de duas técnicas utilizadas de forma
simultanea foram evidentes. Os dados dos registros de EEG serviram nao sé para
controlar as condicbes experimentais, possibilitando identificar animais que néao
apresentaram crise, mas também permitiram uma caracterizagdo tanto temporal
quanto quantitativa das mesmas, possibilitando que dados objetivos pudessem ser
utilizados durante as analises de imagens. Por outro lado, dados anatémicos
fornecidos pelas imagens de RMf, serviram como bons indicativos de quais areas
deveriam ser alvo de avaliagbes mais detalhadas, quer seja por técnicas de
eletrofisiologia invasiva, quer seja por outras técnicas (microdialise, fluxometria
doppler etc).

Devemos ressaltar, uma vez mais, que a técnica de imagem utilizada em
nossos trabalhos possui resolucdo temporal limitada, impossibilitando a correlagao
direta entre os registros de EEG e as imagens de RMf. O uso de técnicas como EPI
resultaria na aquisicdo de uma quantidade maior de informagdes por unidade de
tempo, possibilitando assim a aplicagdo de técnicas de analise tais como event-
related de forma a estudar os circuitos geradores de fenébmenos transitorios de curta
duragéo, tais como diferentes morfologias de disparos epileptiformes.

Outro fato limitante em nossos experimentos foi 0 uso de animais sob regime
anestésico que permitisse preservagao do componente motor das crises. Duas séo
as criticas a serem feitas. Inicialmente, o uso de drogas anestésicas sempre
interferem, mesmo que de forma pouco significativa, na fisiologia cerebral, o que
pode resultar em distorcdo dos resultados. Em segundo lugar a preservagéo do

componente motor das crises epileptiformes causou artefatos de imagens com
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consequente perda de informagdo. Nesse caso, o uso de drogas bloqueadoras
neuromusculares possibilitaria a realizagcdo de experimentos em animais nao
anestesiados, a0 mesmo tempo eliminando os artefaros de movimentos nas
imagens de RMf.

Finalmente, devemos salientar a grande contribuicdo da aquisicado simultanea
de EEG na interpretacdo dos dados obtidos por RMf. A aparente correlagado entre
variagdo de amplitude de EEG e areas de ativacao/inativagdo da RMf, fornece um
vinculo objetivo entre atividade elétrica cerebral e contraste do tipo BOLD. Tal
correlacdo é essencial em estudos de epileptologia, mas possuem também
aplicagdes imediatas em estudos fisiopatolégicos ou de mecanismos de agao de
drogas onde altereagdes reprodutiveis podem ser identificadas nos registros de
EEG.

Acreditamos, portanto, que o desenvolvimento da técnica de aquisi¢cao
simultdnea de EEG e RMf deve ser continuado de forma a optimizar os resultados

obtidos e ampliar a funcionalidade da mesma.
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5 —Conclusoes

o A metodologia desenvolvida é adequada a aquisicao simultdnea de
EEG e RMf em modelos animais de epilepsia;

o A qualidade das imagens de RMf é preservada mesmo na presenga do
sistema de registro de EEG;

o A morfologia dos registros de EEG obtidos nos experimentos de
bancada e nos experimentos de aquisigdo simultanea de EEG e RMf
sdo indistinguiveis;

o E possivel utilizar os registros de EEG na definicdo da input function
para as analises das imagens de RMf;

. E possivel observar areas de ativagao/inativacdo nas imagens de RMf
mesmo na presenca do sistema de EEG;

o As areas de ativacao/inativacdo observadas nos experimentos de RMf
estdo de acordo com os dados da literatura sobre epileptogénse nos
modelos estudados;

. Nossos resultados sugerem que o contraste do tipo BOLD
correlaciona-se bem com as variagbes de amplitude nos registros de
EEG;

e A metodologia podera ser aplicavel, com algumas modificagoes, a
outros tipos de registros e em ambiente clinico;

o Técnicas de imagem com melhor resolugao temporal (EPI) devem ser
utilizadas simultaneamente ao registro de EEG para os estudos de

modelos animais de epilepsia;

163



Modelos utilizando-se animais nao anestesiados sob bloqueio

neuromuscular devem ser utilizados em futuros estudos.
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QUALITATIVAMENTE COMPARAVEIS AQUELAS OBTIDAS SEM ELETRODOS (C), EM
TERMOS DE AUSENCIA DE ARTEFATOS. 74

FIGURA 10 - CALCULO DE RELACAO SINAL RUIDO EM “FANTASMA” PREENCHIDO COM
SOLUGCAO SALINA FISIOLOGICA. AS IMAGENS OBTIDAS NA AUSENCIA DO SISTEMA DE
REGISTRO DE EEG (A) NAO SAO QUALITATIVAMENTE DIFERENTES DAQUELAS OBTIDAS
NA PRESENCA DO SISTEMA (B). O RETANGULO VERMELHO INDICA OS PLANOS
ANATOMICOS UTILIZADOS PARA O CALCULO DA RELAGAO SINAL RUIDO. ---------====----- 76

GRAFICO 01 - COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS INTENSIDADES DOS SINAIS DE IMAGENS
DE “FANTASMA” PREENCHIDO COM SOLUGAO FISIOLOGICA SALINA OBTIDAS NA
AUSENCIA E NA PRESENCA DO SISTEMA DE EEG. A INTENSIDADE MEDIA DO SINAL DAS
IMAGENS OBTIDAS NA AUSENCIA DO SISTEMA DE EEG FOI DE 16537 + 393 (MEDIA +
DESVIO PADRAO) ENQUANTO QUE NA PRESENCA DO SISTEMA DE EEG, OBTIVEMOS
INTENSIDADE DE 16388 + 414 (MEDIA + DESVIO PADRAO). NAO FOI OBSERVADA
DIFERENCA ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA (P=0,78; TESTE-T NAO PAREADO) ENTRE
OS SINAIS MEDIDOS NAS DUAS CONDIGCOES (BARRAS DE ERRO INDICAM ERRO PADRAO).

77

GRAFICO 02 - COMPARACAO ENTRE OS DESVIOS PADRAO DAS MEDIAS DAS INTENSIDADES
DOS SINAIS DE IMAGENS DE “FANTASMA” PREENCHIDO COM SOLUCAO FISIOLOGICA
SALINA OBTIDAS NA AUSENCIA E NA PRESENCA DO SISTEMA DE EEG. O DESVIO PADRAO
NA AUSENCIA DO SISTEMA DE EEG FOI DE 663 + 127 (MEDIA + DESVIO PADRAO),
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GRAFICO 03 - COMPARACAO ENTRE RELACAO SINAL RUIDO (RSR) CALCULADA PARA
IMAGENS DE “FANTASMA” PREENCHIDO COM SOLUCAO FISIOLOGICA SALINA OBTIDAS
NA AUSENCIA E NA PRESENCA DO SISTEMA DE EEG. NAO FOI OBSERVADA DIFERENCA
ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA (P=0.62; TESTE-T NAO PAREADO) ENTRE A RSR DAS
IMAGENS OBTIDAS NA AUSENCIA DO SISTEMA DE EEG (255 + 1,2; MEDIA + DESVIO
PADRAO) E NA PRESENGCA DO MESMO (24,5 + 1,5; MEDIA + DESVIO PADRAO) (BARRAS DE
ERRO INDICAM ERRO PADRAO). 78

FIGURA 11 - COMPARACAO ENTRE QUALIDADE DE IMAGENS OBTIDAS NA PRESENCA DE
SISTEMA DE EEG CONVENCIONAL (A) E NA PRESENCA DO SISTEMA DE EEG
DESENVOLVIDO POR NOS (B). EM A PODEMOS OBSERVAR PRESENCA DE ARTEFATOS DE
RF NAS IMAGENS (LINHAS CLARAS NO TOPO DOS PLANOS ANATOMICOS) BEM COMO
RUIDO DE FUNDO, QUANDO AS IMAGENS SAO ADQUIRIDAS NA PRESENCA DE SISTEMA
DE EEG CONVENCIONAL. POR OUTRO LADO, NAS IMAGENS ADQUIRIDAS NA PRESENCA
DO NOSSO SISTEMA DE EEG, NAO HA EVIDENCIAS DE ARTEFATOS DE RF, SENDO A
QUALIDADE DAS IMAGENS COMPARAVEL AQUELAS OBTIDAS NA AUSENCIA DE SISTEMA
DE EEG. 79

FIGURA 12 - ARTEFATO PROVOCADO POR MOVIMENTO DOS CABOS/ELETRODOS DENTRO DO
CAMPO MAGNETICO DO APARELHO DE RESSONANCIA MAGNETICA E SOLUCAO
ADOTADA. EM A PODEMOS OBSERVAR NO REGISTRO DE EEG (TRACADO INFERIOR)
PRESENCA DE ARTEFATOS COINCIDENTES (LINHAS TRACEJADAS MOSTRANDO DOIS
EXEMPLOS) COM MOVIMENTOS RESPIRATORIOS DO ANIMAL (TRACADO SUPERIOR).
APOS FIXACAO DOS CABOS A BASE DO APARATO DE CONTENCAO DO ANIMAL (B),
OBSERVAMOS ELIMINACAO DESSES ARTEFATOS. OS REGISTROS FORAM OBTIDOS NA
AUSENCIA DE AQUISICAO DE IMAGENS. 81

FIGURA 13 — FIXACAO DOS CABOS A BASE DO APARATO DE CONTENGCAO ANIMAL. EM A
PODEMOS VER A FIXACAO DA CONEXAO ENTRE OS ELETRODOS E O CABO. EM B
PODEMOS VER A EXTREMIDADE OPOSTA DO CABO FIXADA AO APARATO DE
CONTENGCAO. PODEMOS OBSERVAR, ABAIXO DO CONECCTOR TIPO TELEFONICO, O
VELCRO® UTILIZADO PARA FIXAR O CIRCUITO PRE-AMPLIFICADOR/TRANSMISSOR. ---- 81

FIGURA 14 — ARTEFATOS INDUZIDOS NOS REGISTROS DE EEG PELA ACAO DOS GRADIENTES
MAGNETICOS DURANTE AQUISICAO DE IMAGENS DE RESSONANCIA MAGNETICA. EM A
PODEMOS OBSERVAR REGISTRO EFETUADO COM CABO/ELETRODOS COM UM METRO DE
EXTENSAO. NESSAS CONDICOES, OBSERVAMOS PRESENCA DE ARTEFATOS ELETRICOS
VARIAS VEZES MARIORES DO QUE O REGISTRO BASAL DE EEG. DIMINUINDO-SE A
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FIGURA 15 — ANALISE ESPECTRAL DOS REGISTROS DE EEG OBTIDOS DURANTE AQUISICAO DE
IMAGENS COM DIFERENTES NUMEROS DE PLANOS ANATOMICOS, MAS COM MESMOS TR
(TEMPO DE REPETICAQO). O COMPONENTE PRINCIPAL OBSERVADO OBEDECE A RELACAO
F=1/(TR/INS) (ONDE TR E O TEMPO DE REPETICAO E NS E O NUMERO DE PLANOS
ANATOMICOS), SENDO OS DEMAIS COMPONENTES SUAS HARMONICAS. A PRESENCA DE
COMPONENTE EM 50 HZ CORRESPONDE A INTERFERENCIA PROVENIENTE DA
FREQUENCIA DA REDE ELETRICA (QUE E DE 50 HZ NO REINO UNIDO). 84

FIGURA 16 - ALGORITMO DE REMOGCAO DE ARTEFATOS EM TRACADOS OBTIDOS DURANTE (A
ESQUERDA DA LINHA TRACEJADA) E APOS (A DIREITA) AQUISICAO DE IMAGENS DE RMF.
OS PASSO A, B E C CORRESPONDEM A APLICAGAO DE FILTRO PASSA-BAIXA DE 60 HZ,
FILTRO BAND-STOP DE 38 HZ E FILTRO BAND-STOP DE 76 HZ, RESPECTIVAMENTE.
PODEMOS OBSERVAR COMO OS ARTEFATOS SAO PROGRESSIVAMENTE REMOVIDOS DO
TRACADO DE EEG, RESULTANDO EM TRACADO QUALITATIVAMENTE INDISTINGUIVEL
DAQUELE OBTIDO NO PERIODO SEM ATIVIDADE DO APARELHO DE RESSONANCIA. ------ 85

FIGURA 17 - RESULTADO DA APLICACAO DO ALGORITMO DE FILTRAGEM DE REGISTRO DE
EEG REALIZADO SIMULTANEAMENTE A AQUISICAO DE IMAGENS DE RMF. O TRACADO
SUPERIOR CORRESPONDE A REGISTRO DE EEG NAO FILTRADO E O INFERIOR AO MESMO
REGISTRO APOS APLICACAO DO PROCESSO DE REMOGCAO DE ARTEFATOS. NO INiCIO DOS
REGISTROS, ANTES DO INICIO DA AQUISICAO DE IMAGENS, PODEMOS OBSERVAR QUE AS
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO TRACADO ORIGINAL SAO PRESERVADAS NO
TRACADO FILTRADO. APOS INICIO DA AQUISICAO DE IMAGENS, O TRACADO ORIGINAL
APRESENTA ARTEFATOS INDUZIDOS PELOS GRADIENTES MAGNETICOS, ENQUANTO QUE
0S MESMOS NAO SAO VISIVEIS NO TRACADO CORRIGIDO 86

FIGURA 18 — EVOLUCAO DAS ALTERACOES ELETROENCEFALOGRAFICA EM ANIMAL TIPICO
DO GRUPO INJETADO (I.P.) COM PICROTOXINA. O PADRAO DO EEG BASAL EM ANIMAIS
ANESTESIADOS E CARACTERIZADO POR AUSENCIA DE RITMO PREDOMINANTE (A). EM B
PODEMOS OBSERVAR RESPOSTA ELETRODECREMENTAL PRE-ICTAL EVOLUINDO PARA
CRISE EPILEPTIFORME ELETROGRAFICA CULMINANDO EM STATUS EPILEPTICUS (SE) NO
FINAL DOS EXPERIMENTOS (C). 94

FIGURA 19 - TRAGCADO DE EEG DE ANIMAL TIPICO INJETADO COM PICROTOXINA,
MOSTRANDO A EVOLUCAO TEMPORAL DAS ALTERACOES. PODEMOS OBSERVAR,
APROXIMADAMENTE NO CENTRO DO REGISTRO (SETA), RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL QUE OCORRE DE FORMA ABRUPTA, SEGUIDA POR ALTERAGOES
EPILEPTIFORMES PROGRESSIVAS, CULMINANDO EM STATUS EPILEPTICUS
ELETROGRAFICO. 95
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GRAFICO 04 — COMPARACAO ENTRE A VARIACAO DAS AMPLITUDES CORRIGIDAS MEDIAS
NOS MOMENTOS PRE-INJECAO, PRE-ICTUS E ICTUS, ENTRE OS GRUPOS EXPERIMENTAIS.
O GRUPO EXPERIMENTAL INJETADO COM PICROTOXINA APRESENTOU DIMINUIGCAO
SIGNIFICATIVA (*P<0,0001; TESTE-T PAREADO) DA AMPLITUDE MEDIA DO EEG DURANTE
O PERIODO PRE-ICTAL COMPARADO COM O PERIODO PRE-INJEGAO. NO PERIODO ICTAL,
AUMENTO SIGNIFICATIVO (**P<0.001; TESTE-T PAREADO) FOI OBSERVADO NA
AMPLITUDE MEDIA DO EEG DOS ANIMAIS TRATADOS COM PICROTOXINA,
COMPARANDO-SE COM A AMPLITUDE MEDIA DO EEG BASAL (PRE-INJECAO). NENHUMA
VARIACAO SIGNIFICATIVA FOI OBSERVADA NOS GRUPOS CONTROLE. (BARRAS DE ERRO
INDICAM ERRO PADRAO). 96

TABELA 03 — VALORES DE AMPLITUDE MEDIA CORRIGIDA DO EEG PARA OS GRUPOS
INJETADO COM PICROTOXINA (N=5), CONTROLE SALINA (N=4) E CONTROLE ETANOL
(N=5), NOS INTERVALOS PRE-INJECAO, PRE-ICTUS E ICTUS E VARIACAO PERCENTUAL
DAS AMPLITUDE ENTRE PRE-INJECAO E PRE-ICTUS E PRE-INJECAO E ICTUS. DIFERENCA
ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA FOI OBSERVADA APENAS NO GRUPO INJETADO COM
PICROTOXINA ENTRE O PERIODO PRE-INJECAO E OS DEMAIS PERIODOS (*P=0,008,
**Pp=0,0003) 97

FIGURA 20 — ANALISE ESPECTRAL (FFT) DOS REGISTROS DE EEG DE ANIMAL TiPICO DO GRUPO
INJETADO COM PICROTOXINA. EM A OBSERVAMOS AUSENCIA DE COMPONENTE
DOMINANTE EM FREQUENCIA EM TRECHO DE EEG RETIRADO DO PERIODO PRE INJEGAO.
DURANTE O PERIODO DE RESPOSTA ELETRODECREMENTAL (B), COMPONENTES
DOMINANTES APARECEM EM FREQUENCIAS EM TORNO DE 5 HZ. DURANTE STATUS
EPILEPTICUS ELETROGRAFICO, VARIOS COMPONENTES PODEM SER VISTOS NA ANALISE
ESPECTRAL, SUGERINDO SOBREPOSICAO DE DIFERENTES PADROES ELETROGRAFICOS. 98

FIGURA 21 — FOTOS MOSTRANDO (A) CANULACAO DA CAVIDADE PERITONEAL ATRAVES DE
ESCALPE DOBRADO A 90° SUTURADO AO ABDOMEN E (B) FIXACAO DOS ELETRODOS
(FIXADOS A MATRIZ DE ACRILICO) ATRAVES DA APLICAGCAO DE MICROPORE®. ALEM
DISSO, PODEMOS OBSERVAR NESSA FIGURA A FIXAGCAO DO ANIMAL AO APARATO DE
CONTENCAO ATRAVES DE PARAFUSO AURICULAR. 104

GRAFICO 06 - COMPARACAO ENTRE TEMPOS (EM SEGUNDOS) DE INICIO DE RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL (T ELETROD) E DE INICIO DE ATIVIDADE ICTAL (T ICTUS) ENTRE
EXPERIMENTOS REALIZADOS NA BANCADA (EEG BANCADA) E EXPERIMENTOS DE
AQUISICAO SIMULTANEA (EEG SIMULTANEO). NAO FOI OBSERVADA DIFERENCA
ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE OS DOIS GRUPOS EM NENHUM DOS DOIS
INTERVALOS (TESTE-T NAO PAREADO).(BARRAS DE ERRO INDICAM ERRO PADRAQ)---- 111

FIGURA 22 — TRAGCADOS ELETROENCEFALOGRAFICOS DE CANAL FILTRADO ATRAVES DA
APLICACAO DO ALGORITMO DE REMOCAO DE ARTEFATOS, DE ANIMAL
REPRESENTATIVO DO GRUPO TRATADO COM PICROTOXINA. SEQUENCIA DE
ALTERACOES MORFOLOGICAS IDENTICA AQUELAS OBSERVADAS NOS EXPERIMENTOS
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DE BANCADA PUDERAM SER TAMBEM OBSERVADAS NOS EXPERIMENTOS DE AQUISICAO
SIMULTANEA. EM A PODEMOS OBSERVAR EEG BASAL, EVOLUINDO PARA RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL (B) CULMINANDO EM STATUS EPILEPTICUS ELETROGRAFICO (C).
112

FIGURA 23 — TRECHO DE REGISTRO DE EEG DE ANIMAL REPRESENTATIVO DO GRUPO
TRATADO COM PICROTOXINA. O CANL MOSTRADO NESSA FIGURA FOI SUBMETIDO AO
ALGORITMO DE REMOCAO DE ARTEFATOS EM TEMPO REAL. PODEMOS OBSERVAR
RESPOSTA ELETRODECREMENTAL ABRUPTA OCORRENDO ALGUNS MINUTOS ANTES DA
EVOLUGAO DA CRISE EPILEPTICA ELETROGRAFICA. 113

FIGURA 24 — ANALISE ESPECTRAL (FFT) DOS TRACADOS DE EEG FILTRADO NOS PERIODOS
PRE-INJECAO (A), PRE-ICTAL (B) E ICTAL (C). PODEMOS OBSERVAR AUSENCIA DE
COMPONENTE  SIGNIFICATIVO NO PERIODO PRE-INJECAO (A). PRESENGCA DE
COMPONENTES DOMINANTES PODEM SER OBSERVADOS TANTO EM B (SETA FINA), EM
TORNO DE 2 HZ, QUANTO EM C (SETAS GROSSAS) EM TORNO DE 5, 8 E 12 HZ.------------- 114

GRAFICO 07 - COMPARACAO ENTRE AS AMPLITUDES MEDIAS DOS EEG NOS PERIODOS PRE-
INJECAO, PRE-ICTAL E ICTAL NOS GRUPOS EXPERIMENTAL (PTX) E CONTROLE
(CONTROLE ETANOL). DIMINUICAO ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA DA AMPLITUDE
MEDIA DO EEG BASAL PODE SER OBSERVADO NO PERIODO PRE-ICTAL NOS ANIMAIS
INJETADOS COM PICROTOXINA (*P=0,0014). DURANTE A ATIVIDADE EPILEPTIFORME,
AUMENTO SIGNIFICATIVO DA AMPLITUDE DO EEG E OBSERVADA NESTE GRUPO
(**P=0,00052) QUANDO COMPARADO COM ATIVIDADE BASAL (PRE-INJECAO).(BARRAS DE
ERRO INDICAM ERRO PADRAO) 115

TABELA 04 - VALORES DE AMPLITUDE MEDIA CORRIGIDA DO EEG PARA 0OS GRUPOS
INJETADO COM PICROTOXINA E CONTROLE ETANOL, NOS INTERVALOS PRE-INJECAO,
PRE-ICTUS E ICTUS E VARIACAO PERCENTUAL DAS AMPLITUDE ENTRE PRE-INJECAO E
PRE-ICTUS E PRE-INJECAO E ICTUS. DIFERENCA ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA FOI
OBSERVADA APENAS NO GRUPO INJETADO COM PICROTOXINA ENTRE O PERIODO PRE-
INJECAO E OS DEMAIS PERIODOS (*P=0,0014, **P=0,00052) 115

FIGURA 25 — MAPA PARAMETRICO DE ATIVACAO (SPM99) MOSTRANDO COMPARACAO ENTRE
GRUPO TRATADO COM PICROTOXINA (N=5) E GRUPO CONTROLE (N=5). EM AZUL-VERDE
PODEMOS VER AREAS QUE SE CORRELACIONARAM NEGATIVAMENTE COM A INPUT
FUNCTION ENQUANTO QUE AREAS COM CORRELACAO POSITIVA SAO REPRESENTADAS
EM LARANJA-VERMELHO. O MAXIMO GLOBAL (CORRELAGCAO POSITIVA) LOCALIZOU-SE
NA AMIGDALA ENQUANTO QUE O MINIMO GLOBAL LOCALIZOU-SE NO CAUDADO-
PUTAMEN (BARRAS DE ESCALA MOSTRANDO VALORES DE T). 117

FIGURA 26 - DETALHE DAS AREAS DE MAXIMO (A) E MINIMOS (B) GLOBAIS E CORRELACOES
ANATOMICAS COM O ATLAS DE PAXINOS E WATSON{3029}. EM A PODEMOS OBSERVAR
“ATIVACAO” DA AMIGDALA, BILATERALMENTE, ALEM DE AREAS DE “ATIVAGCAO” DE
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MENOR INTENSIDADE AO NIiVEL DOS GIROS DENTEADOS (HIPOCAMPOS) E CORTEX.
ALEM DISSO, AREA DE “INATIVACAO” ENGLOBANDO CAUDADO PODE SER TAMBEM
OBSERVADA. EM B PODEMOS VER EXTENSA “INATIVACAO” DO CAUDADO-PUTAMEN.- 118

TABELA 05 - COORDENADAS (EM MM) DE IMPLANTACAO DOS ELETRODOS PROFUNDOS (CPU =
CAUDADO-PUTAMEN; HC = HIPOCAMPO; AMI = AMIGDALA; CX = CORTEX; AP
COORDENADA ANTERO-POSTERIOR; LL = COORDENADA LATERO-LATERAL; DV
CORRDENADA DORSO-VENTRAL). 128

GRAFICO 08 - COMPARACAO ENTRE OS TEMPOS MEDIOS DE INICIO DE RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL (T ELETROD) E DE INICIO DE ATIVIDADE ICTAL (T ICTUS) ENTRE
OS REGISTROS DE EEG SUPERFICIAL REALIZADOS NA BANCADA (EEG BANCADA) E OS
REGISTROS DE EEG PROFUNDO (EEG PROFUNDO) EM GRUPOS EXPERIMENTAIS
TRATADOS COM PICROTOXINA. DIFERENGCA ESTATISTICA NAO FOI OBSERVADA EM
NENHUM DOS INTERVALOS.(BARRAS DE ERRO INDICAM ERRO PADRAOQ). --------====-nn=--- 131

FIGURA 27 — EVOLUCAO DO PADRAO MORFOLOGICO DO EEG PROFUNDO EM DIFERENTES
ESTRUTURAS, EM ANIMAL REPRESENTATIVO DO GRUPO EXPERIMENTAL TRATADO COM
PICROTOXINA. EM A PODEMOS OBSERVAR ATIVIDADE ELETROGRAFICA BASAL.
PODEMOS NOTAR QUE A ATIVIDADE NO CANAL REFERENTE AO CAUDADO-PUTAMEN
(CPU) APRESENTA AMPLITUDE MAIOR DO QUE A DOS DEMAIS CANAIS. RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL (B) FOI OBSERVADA SEMPRE ANTES DO PERIODO ICTAL,
INICIANDO-SE DE FORMA SIMULTANEA EM TODOS OS CANAIS. C MOSTRA ATIVIDADE
ICTAL TIPICA COM DISPAROS EM POLI-PONTAS, SENDO A ATIVIDADE CORTICAL (CX)
SIGNITIVAMENTE MAIS INTENSA DO QUE A DOS DEMAIS CANAIS. (CPU = CAUDADO-
PUTAMEN; HC = HIPOCAMPO; AMI = AMIGDALA; CX = CORTEX). 132

FIGURA 28 - EVOLUCAO TEMPORAL DAS ALTERACOES ELETROENCEFALOGRAFICAS DE
ANIMAL REPRESENTATIVO DO GRUPO INJETADO COM PICROTOXINA. A SETA INDICA O
INICIO DA RESPOSTA ELETRODECREMENTAL. PODEMOS OBSERVAR MAIOR AMPLITUDE
NO REGISTRO DE CAUDADO-PUTAMEN (CPU), ANTES DA  RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL E ATIVIDADE MAIS INTENSA EM CANAL CORTICAL (CX) NO
PERIODO ICTAL. (CPU = CAUDADO-PUTAMEN; HC = HIPOCAMPO; AMI = AMIGDALA; CX =
CORTEX). 133

GRAFICO 09 - COMPARACAO ENTRE AS AMPLITUDES DOS EEG PROFUNDOS REGISTRADOS EM
CAUDADO, HIPOCAMPO, AMIGDALA E CORTEX EM ANIMAIS DO GRUPO EXPERIMENTAL
TRATADO COM PICROTOXINA. PODEMOS OBSERVAR QUE A AMPLITUDE MEDIA DOS
REGISTROS DO CAUDADO SAO SIGNIFICATIVAMENTE (*P<0,04; TESTE-T PAREADO)
MAIORES DO QUE AS AMPLITUDES NAS DEMAIS ESTRUTURAS NO PERIODO PRE-INJECAO.
DURANTE O PERIODO PRE-ICTAL TODOS OS CANAIS AMPRESENTAM RESPOSTA
ELETRODECREMENTAL SIGNIFICATIVA (**P<0,001), EM COMPARACAO COM AS
AMPLITUDES MEDIAS DO PERIODO PRE-INJECAO, MAS SEM DIFERENCA
ESTATISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE AS AMPLITUDES MEDIAS DAS ESTRUTURAS.
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NO PERIODO ICTAL, O REGISTRO CORTICAL APRESENTA O MAIOR PERCENTUAL DE
VARIAGCAO POSITIVA, SENDO SUA AMPLITUDE MEDIA SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR
(P<0,02; TESTE-T PAREADO) DO QUE NAS DEMAIS ESTRUTURAS.(BARRAS DE ERRO
INDICAM ERRO PADRAO). 134

TABELA 06 - VALORES DE AMPLITUDE MEDIA DO EEG EM CAUDADO-PUTAMEN (CPU),
HIPOCAMPO (HC), AMIGDALA (AMI) E CORTEX (CX), NOS INTERVALOS PRE-INJECAO, PRE-
ICTUS E ICTUS E VARIACAO PERCENTUAL DAS AMPLITUDE ENTRE PRE-INJECAO E PRE-
ICTUS E PRE-INJECAO E ICTUS NO GRUPO EXPERIMENTAL TRATADO COM PICROTOXINA.
0S REGISTRO OBTIDOS NO CAUDADO-PUTAMEN APRESENTARAM AMPLITUDE MEDIA
SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR DO QUE TODAS AS OUTRAS ESTRUTURAS NO PERIODO
PRE-INJECAO (*P<0,04) ASSIM COMO MAIOR VARIAGAO PERCENTUAL NEGATIVA DO
REGISTRO ENTRE PRE-INJECAO E PRE-ICTUS (#P<0,03). NO PERIODO PRE-ICTAL, TODAS AS
ESTRUTURAS APRESENTARAM RESPOSTA ELETRODECREMENTAL SIGNIFICATIVA
(**P<0,001), SEM DIFERENGA ESTATISTICA ENTRE OS CANAIS. NO PERIODO ICTAL OS
REGISTROS OBTIDOS NO CORTEX APRESENTARAM AMPLITUDE  MEDIA
ESTATISTICAMENTE SUPERIOR AOS DEMAIS CANAIS (***P<0,02) ASSIM COMO MAIOR
VARIACAO PERCENTUAL POSITIVA DO REGISTRO ENTRE PRE-INJEGAO E ICTUS (##P<0,01).
FINALMENTE, O REGISTRO DE CAUDADO-PUTAMEN NO PERIODO ICTAL MOSTROU O
MENOR PERCENTUAL DE VARIAGAO POSITIVA (EP<0,05). 135

GRAFICO 10 - VARIACOES PERCENTUAIS DA AMPLITUDE MEDIA DOS REGISTROS DE EEG
PROFUNDO NAS DIFERENTES ESTRUTURAS EM ANIMAIS TRATADOS COM PICROTOXINA,
ENTRE OS PERIODOS PRE-INJECAO E PRE-ICTAL (PRE-ICTUS) E PRE-INJECAO E ICTUS
(ICTUS). PODEMOS OBSERVAR QUE OS REGISTROS DE CAUDADO-PUTAMEN (CPU)
APRESENTAM A MAIOR VARIAGAO PERCENTUAL NEGATIVA NO PERIODO PRE-ICTAL
(*P<0,03) E A MENOR VARIACAO POSITIVA PERCENTUAL NO PERIODO ICTAL (**P<0,04). O
REGISTRO CORTICAL APRESENTOU, POR SUA VEZ, O MAIOR PERCENTUAL DE VARIACAO
POSITIVA NO PERIODO ICTAL (***P<0,01). (CPU = CAUDADO-PUTAMEN; HC = HIPOCAMPO;
AMI = AMIGDALA; CX = CORTEX).(BARRAS DE ERRO INDICAM ERRO PADRAQ). --------- 136

FIGURA 29 — IMAGENS DE RESSONANCIA MAGNETICA DE ALTA-RESOLUCAO EM T1
(ESQUERDA) E EM DENSIDADE DE PROTONS (DIREITA) COM CORRELACAO COM ATLAS
DE PAXINOS E WATSON{3029}. EM A PODEMOS OBSERVAR O TRAJETO DO ELETRODO DE
CAUDADO-PUTAMEN NAS IMAGENS DE DENSIDADE DE PROTONS, CONFIRMANDO O
POSICIONAMENTO DO ELETRODO NA REGIAO DESEJADA (COM VARIACAO MEDIA DE + 1,5
MM EM QUALQUER DOS EIXOS ORTOGONAIS), TANTO NO GRUPO EXPERIMENTAL
QUANTO NO GRUPO CONTROLE. EM B PODEMOS VER OS TRAJETOS DOS ELETRODOS
POSICIONADOS EM HIPOCAMPO E EM AMIGDALA. O POSICIONAMENTO DESSES
ELETRODOS TAMBEM FOI CONSIDERADO SATISFATORIO EM TODOS OS ANIMAIS (EM
AMBOS OS GRUPOS), COM VARIACAO MEDIA DE APROXIMADAMENTE 1,0 MM EM
QUALQUER DOS EIXOS ANATOMICOS. AS ELIPSES NOS DESENHOS ANATOMICOS
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CORRESPONDEM A AREA DE LOCALIZACAO DE TODOS OS ELETRODOS NAS ESTRUTURAS
DESEJADAS. 137

GRAFICO 11 - VARIACAO DA AMPLITUDE MEDIA CORRIGIDA DO EEG NOS GRUPOS
EXPERIMENTAL E CONTROLE NOS INTERVALOS PRE-INJECAO (N=5 NOS DOIS GRUPOS),
PRE-ICTAL (N=5 NOS DOIS GRUPOS) E ICTAL (N=3 NO GRUPO EXPERIMENTAL; N=5 NO
GRUPO CONTROLE). PODEMOS OBSERVAR DIMINUICAO ESTATISTICAMENTE
SIGNIFICATIVA DA AMPLITUDE DO EEG DO GRUPO EXPERIMENTAL NO PERIODO PRE-
ICTAL (*P<0,001), ASSIM COMO AUMENTO SIGNIFICATIVO DA AMPLITUDE DO EEG NESSE
MESMO GRUPO NO PERIODO ICTAL (**P<0,002).(BARRA DE ERRO INDICA ERRO PADRAO).

144

FIGURA 30 - PROGRESSAO DAS ALTERAGCOES MORFOLOGICAS DOS TRAGCADOS DE EEG DE
ANIMAL REPRESENTATIVO DO GRUPO EXPERIMENTAL (PILOCARPINA I.P). EM A
PODEMOS OBSERVAR TRACADO DE EEG BASAL ANTES DA INJECAO DE PILOCARPINA.
RESPOSTA ELETRODECREMENTAL PRECOCE PODE SER OBSERVADA EM B. C MOSTRA
TRACADO DURANTE STATUS EPILEPTICUS ELETROGRAFICO. PODEMOS OBSERVAR
ATIVIDADE DE POLI-PONTAS DE ALTA FREQUENCIA (“TRENS” DE DISPAROQ).----------=---- 145

FIGURA 31 - MAPA PARAMETRICO DE ATIVACAO COMPARANDO GRUPOS EXPERIMENTAL
(N=5) E CONTROLE (N=5). MAXIMO GLOBAL FOI OBSERVADO AO NIiVEL DE CAUDADO-
PUTAMEN (PORGAO ANTERIOR) AO PASSO QUE MINIMO GLOBAL FOI OBSERVADO AO
NIVEL DE AMIGDALA LATERAL. (BARRA DE ESCALA INDICA VALORES DE T)-------------- 146

FIGURA 32 - DETALHE DOS MAXIMOS E MINIMOS GLOBAIS. EM A PODEMOS OBSERVAR A
LOCALIZACAO DO MAXIMO GLOBAL AO NIVEL DO NUCLEO ACUMBENS, COM
ENVOLVIMENTO DE EXTENSA AREA DE CAUDADO-PUTAMEN. EM B PODEMOS OBSERVAR
LOCALIZACAO DE MINIMO GLOBAL AO NIVEL DE AMIGDALA LATERAL COM EXTENSAO
DAS AREAS DE INATIVACAO PARA REGIOES CORTICAIS. A DIREITA PODEMOS OBSERVAR
A LOCALIZACAO DAS AREAS “ATIVADAS/INATIVADAS” DE ACORDO COM ATLAS DE
PAXINOS E WATSON{132}. AS AREAS MARCADAS EM VERMELHO E EM AZUL
CORRESPONDEM A0S MAXIMO E MINIMO GLOBAIS MOSTRADOS NAS IMAGENS DE RMF.
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FIGURA 33 — MAPA PARAMETRICO DE ATIVAGAO COMPARANDO GRUPO CONTROLE ETANOL E
GRUPO CONTROLE SALINA. NAO FORAM OBSERVADOS CLUSTERS SIGNIFICATIVOS DE
ATIVAGAO/INATIVAGAO. (BARRA DE ESCALA INDICA VALORES DE T) 152

FIGURA 34 — MAPA PARAMETRICO DE ATIVACAO MOSTRANDO COMPARACAO ENTRE AREAS
DE RESPOSTA SEMELHANTE ENTRE OS GRUPOS PICROTOXINA E PILOCARPINA
(CONJUNCTION ANALYSIS). PODEMOS OBSERVAR EXTENSA AREA DE INATIVACAO
ENVOLVENDO OS NUCLEOS SEPTAIS E AMIGDALAS ANTERIORES E CORTEX INSULAR.
AREAS DE ATIVACAO PODEM SER OBSERVADAS PREDOMINANTEMENTE NO CORTEX
MOTOR PRIMARIO. (BARRA DE ESCALA INDICA VALORES DE T) 153
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FIGURA 35 - DETALHES DAS AREAS DE ATIVAGCAO/INATIVACAO OBTIDAS PELA
COMPARACAO DOS GRUPOS PICROTOXINA E PILOCARPIA EM RELACAO AO CONTROLE
SALINA. ESSA ANALISE MOSTRA AS AREAS QUE APRESENTARAM CORRELACOES
POSITIVAS E NEGATIVAS EM AMBOS OS GRUPOS. PODEMOS OBSERVAR EXTENSA AREA
DE INATIVACAO A NIVEL DOS NUCLEOS SEPTAIS (C) E AREA AMIGDALOIDE ANTERIOR
(B). PEQUENAS AREAS DE CORRELACAO POSITIVA PODEM SER OBSERVADAS AO NIVEL
DO CORTEX MOTOR PRIMARIO (A). 154

FIGURA 36 — MAPA DE ATIVACAO MOSTRANDO COMPARAGAO ENTRE GRUPO TRATADO COM
PICROTOXINA E GRUPO TRATADO COM PILOCARPINA. AREAS EM LARANJA-VERMELHO
INDICAM REGIOES ONDE A INTENSIDADE DO SINAL FOI SIGNIFICATIVAMENTE MAIOR NO
GRUPO TRATADO COM PICROTOXINA EM COMPARAGAO COM O GRUPO TRATADO COM
PILOCARPINA, DE ACORDO COM A INPUT FUNCTION UTILIZADA; DE FORMA ANALOGA,
AREAS EM VERDE-AZUL INDICAM AREAS COM INTENSIDADE DE SINAL
SIGNIFICATIVAMENTE MENOR, QUANDO COMPARAMOS GRUPOS TRATADOS COM
PICROTOXINA E PILOCARPINA. PODEMOS OBSERVAR AREAS DE “ATIVACAO”
PREDOMINANTEMENTE AO NIVEL DOS CORTEX MOTORES PRIMARIOS E
AMIGDALAS/CORTEX ENTORRINAL. CLUSTERS DE “INATIVACAO SAO OBSERVADOS
PREDOMINANTEMENTE AO NIVEL DE CAUDADO-PUTAMEN/NUCLEO ACUMBENS E
NUCLEOS TALAMICOS. (BARRA DE ESCALA INDICA VALORES DE T) 155

FIGURA 37 - DETALHES DAS AREAS “ATIVADAS/INATIVAS” OBTIDAS DA COMPARACAO
ENTRE OS GRUPOS TRATADOS COM PICROTOXINA E PILOCARPINA. PODEMOS OBSERVAR
AREAS DE “ATIVACAO” PREDOMINANTEMENTE NOS CORTEX MOTORES PRIMARIOS (A) E
AMIGDALAS (B). AREAS DE “INATIVACAO” OCORREM PREDOMINANTEMENTE AO NiVEL
DE CAUDAO-PUTAMEN/NUCLEO ACUMBENS (A) E NUCLEOS TALAMICOS (B). A DIREITA
PODEMOS VER CORRELACOES ANATOMICAS DE ACORDO COM ATLAS DE PAXINOS E
WATSON. ARES MARCADAS EM VERMELHO CORRESPONDEM AS REGIOES COM
CORRELACAO POSITIVA ENQUANTO QUE AS EM AZUL MOSTRAM AREAS DE
“INATIVACAO” OU CORRELACAO NEGATIVA. 156
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