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Resumo

Epilepsia é uma sindrome que acomete 2% da poputagadial, sendo que 25% dos
portadores de epilepsia sé@o resistentes ao tratammeedicamentoso. A mudanca de
paradigma ao se enfocar o hipersincronismo em ajuattida a hiperexcitabilidade abre
uma nova possibilidade de tratamento. O objetigiedrabalho foi analisar a influéncia
de estimulos elétricos codificados no tempo nagsrtonvulsivas de modelos animais de
epilepsia. Ao longo do estudo foram utilizados drpas de estimulacdo elétrica, com
igual niumero de estimulos por segundo (4 pulso&0fleis com ~300 uA), mas com
diferente distribuicdo temporal dos intervalos enqgulsos (IPIs), sendo eles: periddico,
IPIs fixos de 250ms; em-salvaurst), IPIs de 20ms alocados nos ultimos 80ms de cada
segundo; nao periddico (NP) LH, IPIs aleatérios aistribuicdo linear do histograma;
NP-IH, IPIs aleatdrios seguindo uma distribuicAgamencial do histograma. Para
verificar a influéncia desses estimulos no hipersinismo neural, foi utilizado,
primeiramente, o modelo de PTZ de inducdo de cRsg¢os Wistar machos receberam
cirurgicamente implante de eletrodo bipolar na aali@ e tiveram a veia da calda
canulada para a infusdo de PTZ (10mg/ml) a um flded. ml/min concomitantemente
com os estimulos. Foi verificado que a laténcia gedTZ/kg peso animal) para comeco
da crise minima foi significativamente menor nopgruo padrdo periodico (19,6+1,6
mg/Kg) se comparado com o controle (26,9+1 mg/l§gE somente recebeu a infusdo da
droga. E o grupo do padrdo NP-IH demonstrou, saatifamente, maior laténcia tanto
para comeco da crise minima quanto maxima se cawpacom O grupo controle
(35,50+3 mg/Kg e 88,4+9 mg/Kg respectivamente).dems de ressonancia magnética
funcional foram realizadas durante estimulacdoopera e NP-IH para confirmar os
achados comportamentais, contudo, algumas altevagbeodelo foram necessérias. Os
ratos foram anestesiados com uretana (140g/kghttusainfusdo de PTZ (40mg/ml) pela
veia da calda a um fluxo de 0,1ml/min. Imagensategem infusdo de PTZ mostraram
uma maior ativacdo na area amigdala tanto pamawdet periddicos quanto NP-IH. No
entanto, com a infusdo de PTZ, o estimulo periédeanostrou capaz de aumentar a
atividade neural ipsilateral ao eletrodo enquanéstimulo NP-IH apresentou um efeito
contrario: diminuiu a atividade neural em areas @aranco, sistema limbico e regides
temporais ipsilaterais ao eletrodo de estimulo. @omtuito de verificar se outra area,
além da amigdala, € também capaz de respondegrardif na codificacao temporal dos
estimulos peridédico e NP-IH, eletrodos bipolaresio implantados cirurgicamente no
ndcleo anterior do talamo de ratos wistar machdsizhdhdo o mesmo protocolo de
estimulacao e infusdo do primeiro experimento, old®ervamos diferenca significativa
entre os estimulos periddico e NP-IH para a laéédei comeco da crise minima. Em
contrapartida, ambos os estimulos aumentaram rciatfara comeco da crise maxima
(controle: 49+2 mg/Kg; periodico: 65+5 mg/Kg NP-IA0+3 mg/Kg). Para averiguar a
influéncia desses mesmos estimulos, periddico elH\Pem uma rede neural
intrinsecamente hiperexcitavel, repetimos o expemtm em um modelo de Epilepsia de
Lobo Temporal (ELT) que apresenta crises esponsameaorrentes: modelo de
Pilocarpina (PILO). Ratos Wistar machos foram piramaente submetidos astatus
epilepticus(SE) induzido por PILO (320mg/kg ip). Apos um periodo4tedias do SE,
eletrodos bipolares foram cirurgicamente implansad® amigdala desses animais. Entre
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0 50° e 0 58° dia pés SE, o comportamento dos asifmiagravado no periodo das 10 as
16 horas, sendo que nos quatro ultimos dias unogtafes recebeu o estimulo periddico
e outro grupo o NP-IH. Durante o periodo no quarapo NP-IH recebeu estimulo
ocorreram significativamente menos crises se coaoipano periodo de auséncia do
mesmo (0+2,0/2 e 4+10,1/7 respectivamente). Corestalo para o efeito anti-convulsivo
do padrdo NP-IH, o tempo médio das crises foi mativamente menor no periodo de
estimulagcdo se comparado com o tempo de auséncestéaulo NP-IH (15+7/20 e
25+20/30 respectivamente). Em contrapartida, naavéodiferenca no indice de
gravidade das crises no periodo sem estimulo sparaso com o periodo de presenca
do mesmo. No que se refere a estimulacao periaicahouve diferenca significativa no
numero de crises durante a apresentacdo do estfumartmlo comparado ao periodo sem
estimulagdo. Concluindo, a amigdala foi capaz deridientre padrdes temporais de
estimulos elétricos (0 talamo n&o apresentou semagt semelhantes) sendo que o
estimulo periédico se mostrou pro-convulsivo entuanpadrao de estimulo NP-IH foi
anti-convulsivo para os modelos de PILO e PTZ.
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Abstract

Epilepsy is a syndrome that affects 2% of the wpdgulation, and 25% of patients with
epilepsy are resistant to drug treatment. Shiftpagadigm to more importance to
hypersincronism than hyperexcitability, opens a ngessibility for treatment. The
objective of this study was to analyze the inflleemé electrical stimuli time coded on
seizures in animal models of epilepsy. Throughbet gtudy, it was used 4 patterns of
electrical stimulation, and an equal number of stirper second (4 pulses of 100us with
~ 300 uA), but with different temporal distributiai the intervals inter pulses (IPIS),
namely: periodic, fixed IPIS 250ms; burst, 20msSIRllocated in the last 80 ms of each
second; not periodic (NP) LH, IPIS random and lindiatribution on histogram; NP-IH,
IPIS random following an exponential distribution bistogram. To check the influence
of these stimuli in neural hypersynchrony, modeP®Z induced seizure was used. Male
Wistar rats have surgically implanted bipolar elede in the amygdala and they had the
tail vein cannulated for the infusion of PTZ (10 /mY at a rate flow 1ml/min
concurrently with the stimuli. It was found thaettatency (mg PTZ/Kg animal) for the
beginning of the minimum seizure was significariiwer in the periodic pattern group
(19.6 £ 1.6) compared with control (26.9 + 1) tbaty received drug infusion. And the
NP-IH group showed significantly greater seizureeshold for both, maximum and
minimal seizure as compared with the control grd@s.50 £+ 3 and 88.4 + 9
respectively). Images of functional magnetic resmeaimaging were performed during
periodic and NP-IH stimulation to confirm the belwa®l findings, however, some
changes in the model were necessary. The rats waeesthetized with urethane
(40mg/ml) during the infusion of PTZ (40mg/ml) kailtvein at a rate of 0.1 ml / min.
Images made without infusion of PTZ showed a greatéivation in the amygdala for
both periodic stimuli as NP-IH. However, with thefusion of PTZ, the periodic
stimulation has been shown higher neural actisilateral to the stimulating electrode
while NP-IH had an opposite effect: decreased newatdavity in areas such as brain stem,
limbic system and temporal regions ipsilateral etete stimulation. In order to see if
another area, beside amygdala, is also capabéspbnding to the difference in temporal
coding of periodic stimuli and NP-IH, bipolar elsades were surgically implanted in the
anterior nucleus of the thalamus of male Wistas.rdlsing the same protocol of
stimulation and infusion of the first experimentg wbhserved no significant difference
between the periodic stimuli and NP-IH for the ihatte of minimum seizure. In contrast,
both stimuli increased seizure threshold (contd@+2 mg/Kg; periodic: 65+5 mg/Kg
and NP-IH: 70+£3 mg/Kg). To investigate the influeraf such stimuli, periodic and NP-
IH, in a neural network intrinsically hyperexcitablwe repeat the experiment in a model
of temporal lobe epilepsy (TLE) showing recurrepbrstaneous seizures: a model of
pilocarpine (PILO). Male Wistar rats were first suitied to status epilepticus (SE)
induced by PILO (320mg/kg ip). After a period of days of the SE, bipolar electrodes
were surgically implanted in the amygdala of ansn&etween the 50th and 58th day
after SE, the animals' behavior was recorded duhegperiod from 10 to 16 hours, and
the last four days a group of them received théger stimulation and the other group
NP-IH stimulation. During the period in which thePNH group received stimulation
occurred significantly less seizures compared ® period of absence of electrical
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stimulation (0+2,0/2 and 4+10,1/7 respectively).r@borating to the anti-convulsive
effect of the NP-IH, the mean seizure duration sigsificantly lower during stimulation

compared with the period of absence of the stimiNé&sIH (15+£7/20 and 25+20/30

respectively). In contrast, no difference in theesigy of crises in the period without
stimulation compared with the period during whitte tsame. With regard to periodic
stimulation, no significant difference in the numbs seizures during the stimulus
presentation as compared to the period withoutwétion. In conclusion, the amygdala
is capable of distinguishing between temporal pasteof electrical stimulation (the

thalamus did not show similar results) and the qukci stimulation proved being pro-
convulsive as the NP-IH stimulus was anti-conviddiv the models and PILO PTZ.
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1 - Introducéao

Epilepsias séo disturbios neurologicos comunsajetam 1 a 2% da populagéo
geral. Para que haja um diagndstico positivo dieegia € necessaria a presenca de pelo
menos uma crise, acompanhada de alteracfes petemnencerebro que aumentam sua
susceptibilidade a outras crises. E necessaridyéamnque a esse quadro esteja associado
a um distarbio neurobioldgico, cognitivo, psicoldmiou social (FISHER, BOAS,
BLUME, ELGER, GENTON, LEE, & ENGEL, 2005).

Segundo Mcnamara (1994), o termo epilepsia refere& uma desordem da
funcdo cerebral caracterizada por uma peridédicangravisivel ocorréncia de crises
epilépticas. Essas ultimas sdo, por sua vez, untamga temporaria do comportamento
devido a um desordenado, sincronico e ritmico disp@ populacdes de neurbnios do
sistema nervoso central. Essa mudanca temporaieecdevido a alteracdes encefalicas
gue levam aiperexcitabilidade e hipersincronismo da atividade neural, podendo se
manifestar de diversas formas, dependendo dosratdssheurais envolvidos (ENGEL,
1995).

Crises epilépticas sdo divididas em parciais egdizadas. As crises parciais sao
aguelas que apresentam atividade eletroencefalogralle uma rede neural
epileptogénica limitada a uma porgdo definida destesia nervoso central,
subclassificadas em complexa ou simples na depeladée haver ou ndo perda da
consciéncia, respectivamente. As crises parciaiemoevoluir para generalizadas pelo
recrutamento de outras estruturas cerebrais. Cyeearalizadas apresentam uma ampla
atividade eletroencefalografica indicando um acamesito bilateral de extensas areas do
encéfalo, com presenca ou ndao de manifestacbeganotéssas crises podem ainda se
manifestar através de periodos de auséncia emeqoiessrva suspenséo da consciéncia,
sem importante atividade motora (auséncia simples),acompanhada de discretas
atividades motoras clonicas, atbnicas, tbnicastenadmicas, e automatismos (auséncias
complexas) (ENGEL,1995; TAYLOR & DUDEK, 1984).
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1.1 - Tratamento

Dentre as modalidades de tratamento das Epilepsiaaso corrente na clinica
médica, duas se destacam como mais comumente ugaeagencdo medicamentosa,
cirurgia de ablacdo. O tratamento farmacoldgicofatea geral, objetiva diminuir a
excitabilidade do tecido neural, aumentando o tOmilsitorio. Tendo em vista as
diferentes causas das epilepsias, o tratament@a¢atdygico é variado, sendo que cada
droga tem efeito diferenciado em cada caso. Conempbo, tem-se o barbitdrico
fenobarbital (PB) que aumenta a inibicdo GABA-éugao prolongar a abertura dos
canais de cloreto (GUERREIRO & MELO, 2004); a fefm (PHT) que atua de diversas
formas no sentido de diminuir a excitabilidade @uwndnio, interferindo, sobretudo, no
transporte de sodio através da membrana (GARZONRGE) & LIBERALESSO,
2004); a carbamazepina (CBZ) que tanto atua dimdwia condutancia da membrana ao
sédio, quanto na neurotransmissdo sinaptica ed&gdat antagonizando purinas,
monoaminas, acetilcolina e NMDA (COSTA, 2004); mib&m o acido valprdico (VPA)
cujos mecanismos farmacoldgicos ainda nao foramddanidados, mas, ao que parece,
€ capaz de elevar os niveis de GABA no sistemaosergentral (YACUBIAN, 2005).

Outra forma de tratamento usado é submeter o rgac& um procedimento
cirdrgico para a resseccao do foco epileptogériidaviamente, a determinagéo precisa
do foco é crucial para o sucesso da cirurgia, ptoté recomendada, principalmente, a
pacientes com crises de origem focal (MARINO J83)9

Porém, certos casos dessa sindrome sédo residgerttasamento medicamentoso,
de fato, 25% dos pacientes ndo obtém controle adeqdas crises com os farmacos
existentes, chamadas de epilepsias refratariasesBad, 30% n&o sdo elegiveis para
cirurgia (GUERREIRO, 2000).

1.2 - Hiperexcitabilidade

Acredita-se que a excitabilidadeumentada é decorrente tanto de aspectos
intrinsecos ao neurdnio quanto de suas interagiasoatros neurénios (LOTHMAN et
al., 1995; MANGAN et al., 1995; REMPE et al., 1998acnamara (1994) produziu uma
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revisdo na qual mostra diversas teorias para esi@lera causa desse aumento na
epilepsia. Como exemplo, tem-se as células em cdstmente na qual, células
inibitérias do hipocampo deixam de ser excitadak peorte neuronal das células
musgosas, levando a um estado de hiperexcitab@i@dOVITER, 1991). Esse quadro
de excesso de excitacdo hipocampal também ¢é eladenca teoria do brotamento das
células musgosas (NADLER, 1980). Apés um insulton@ nostatus epilepticusha o
brotamento de projecbes das células granulares spargpropria arvore dendritica na
camada molecular do giro denteado levando a unmexuitacdo. Ainda nessa revisao
sdo mostrados outros fatores ndo singpticos noniseca ictogénico, como 0 aumento
de K+ em micro-dominios extracelulares préximos@silas piramidais corticais e da
regido CA1 hipocampal que desencadeariam dispanmog fireqiéncia acima do normal
para aqueles neurdnios (TRAYNELIS, 1988).

Lothman e cols. (1995) usaram fatias para mosiraumento da excitacédo
glutamatérgica ionotropica mediada por receptof@d®N na regido CA1 do hipocampo
de ratos com epilepsia de lobo temporal (ELT). &ledtudo ndo foram encontradas
alteracbes nos parametros elétricos da membrandarceMangan e cols. (1995),
seguindo os trabalhos de Lothman, usaram a mesmigdée o0 mesmo modelo de ELT
para demonstrar os mecanismos da diminuicdo dengaie pis-sinapticos inibitérios
(IPSP) na regido CAl do hipocampo. Mais recentemeBernard e cols. (2004)
descreveram uma canalopatia dendritica adquiridaeumdnios de ratos com modelos

genéticos de ELT, acarretando hiperexcitabilidaslea.

1.3 - Redes neurais

Em paralelo a caracteristica de hiperexitabilidpdea ictogénese, as conexdes
entre substratos neurais parecem estar relacior@asa propagacdo, manutencao e
expressao motora da crise. Para o discernimengasie®nexdes entre substratos e das
redes neurais requeridas na propagacdo da atividpiiEptica, Eellset al (2003)
analisaram o numero de neurbnios marcados com rRoBoreativo em especificas
regides no tronco encefalico e no prosencéfalo ajpfesentes fendtipos de crises
induzidos por diferentes maneiras. Foi encontragomioclonias de membros anteriores,
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automatismos faciais, que eram ditas crises limbicaalmente ativam estruturas
prosencefalicas como cortex, complexo amigdaldiifagcampo e ndcleos talamicos; e
gue crises generalizadas com comportamento tomdedeos generalizados ativam areas
tanto prosencefélicas quanto do tronco cerebrahakts, encontrou que ha estruturas
como amigdala medial, hipotalamo ventral e cérxcaliculo inferior que mostraram,
marcadamente, um aumento de Fos quando ambosaipden tanto o limbico quanto o
de tronco, eram evidenciados.

Outro estudo de substratos e suas conexdes foideit Imamuraet al. (2001).
Neste, cortes seccionaram a comunicacdo do hipacammmiral com o dorsal e crises
foram induzidas com injecdo de &cido cainico emgdeia lateral. Percebeu-se que,
apesar do hipocampo dorsal apresentar também oésppileptiformes, estes foram em
menor intensidade e dessincronizados com a amjgdd@i@campo ventral e o coértex.
Seguindo o foco em substratos neurais em circuggsrberantes que parecem estar
relacionadas com a propagacdo, manutencdo e expredse, Guzman et al. (2004)
usou cortes cirdrgicos em fatias para avaliar igi@aicdo do hipocampo e de areas para-
hipocampais na ictogénese, na sincronizacdo e nautergdo da atividade ictal.
Resultados indicaram que essas areas sado impgarfmrtetais acoes.

Em paralelo, Moraes e cols. (2005) isolaram diosuprosencefélicos através de
uma transeccgdo pre-colicular completa em GEPR-@nd& Epileptic Prone Rats) e
observaram que, ainda que o prosencéfalo contrimra a atividade eletrografica
epileptiforme (mudanca dréastica na forma do EEGgndtipo comportamental das crises
nao se altera de forma significativa. Por fim, M@ cols. (2000) mostraram, através de
registros eletrofisiolégicos concomitantes a aeatiesmportamental, que a incidéncia
gradual do fendtipo de crises limbicas duranterasstmento audiogénico de ratos WAR
€ acompanhada por um aumento da atividade epdeptf no lobo temporal e por uma
diminuicdo de manifestacbes comportamentais askaxia tronco encefalico (por
exemplo, de crises tbnico-clbnicas generalizadaa patomatismos faciais e elevacao
com quedas atonicas). Este ultimo sugere que aficagdio do comportamento
convulsivo do modelo se deve a uma lenta transtexéte atividade epileptiforme de
uma rede neural para outra.
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Percebe-se que além da hiperexcitacdo, o hipergismo das estruturas bem
como as redes neurais sao de extrema importan@aappropagacdo e manutencao da
crise epiléptica. Além do tratamento medicamentesairirgico, outra forma de
intervencdo nessas caracteristicas seria pelauat@o elétrica de estruturas do sistema
nervoso (SN), periférico ou central. Essa forma wdatendo interessantes resultados na
diminuicdo do numero de crises e suas severidadeslimca médica e na pesquisa

cientifica.

1.4 - Estimulacéo elétrica

Um dos alvos para metodologia de estimulacdoiedé® o nervo vago. Essa
técnica ja vem sendo estudada ha anos e contaroammasta bibliografia publicada além
de hoje ja ser aprovada pelo FDA (Food and Drug iAtnation) norte-americano como
terapéutica para pacientes refratarios. RevisGeseom podem ser encontradas em
Binnie (2000), Valencia (2001) e Ben-Menachem (20(02ensa-se que a acdo da
estimulacdo do nervo vago (VNS) seja por uma maiwmacdo de regides do tronco
encefalico como d.6cus Coeruleusprovocando uma ampla e difusa liberagdo de
norepinefrina, um neurotransmissor inibitériGontudo, um dos problemas de se usar o
nervo vago € a repercussao na regulacdo cardidaagoor se estimular um nervo
diretamente envolvido neste processo. Na bibliegrabdem-se encontrar diversos
relatos de casos de morte-subita em pacientes sidoméa estimulacdo elétrica do nervo
vago.

Outra possibilidade é a utilizacdo de estrutuesdrais do sistema nervoso como
alvo para a estimulagédo elétrica. Kinoshita e c(®04) avaliaram os efeitos da
estimulacdo elétrica da superficie cortical em gr@tels com epilepsia de lobo temporal
em preparacao para procedimento cirdrgico e comapaov sua eficacia na supressao das
crises. Em estruturas profundas do cérebro, maiiass terapéuticos ja foram tentados,
como lécus coeruleus,nucleo caudado, talamo, nucleo subtalamico, ardgdal
hipocampo (RYDER et al., 2004).

Apesar de muitos estudos comprovarem a eficiédeiaestimulacdo elétrica
central na diminuicdo do namero de crises, e atémueabolicdo das mesmas, ainda
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especula-se a acdo dessa forma de tratamento.hipfdsses principais sdo levantadas:

inativacdo de redes ictogénicas e ativacao de iritét®rias.

» Anativacdo seria alcancada por estimulo de adgiiencia que colocaria
0s neurdnios circundantes ao eletrodo em estadataad, impedindo
assim que respondam aos estimulos pré-sinapticos.

* A ativacdo de redes inibitorias ocorreria pela bkscade regides que sao
sabidamente liberadoras de neurotransmissorestoinds para serem
ativadas pelos estimulos elétricos (RYDER et 8042.

Percebe-se que, mesmo tendo-se duas hipétesedaldas estimulacdes elétricas
profundas (DBS), ambas destinam-se ao objetivo idandir a hiperexcitacdo de
determinada regido ou rede neural. Poucos estpdo&m, foram feitos tendo-se como
pensamento central o uso de eletro-estimulacdonddsadiminuir 0 excesso de
sincronismo neural. E, os que existem, usaram rosdelatematicos para estudar as
interacdes das redes neurais.

Um desses estudos foi realizado por Tass e cOB3j2Este propds uma técnica
que, por meio de 4 eletrodos, colocaria difereqgepulacbes neuronais em estado
refratario em cada momento, alternadamente, couitontle dessincronizar uma rede
neural maior. Em seus modelos matematicos, chegmndéusdo que, diferentemente
dos estimulos de alta freqiéncia que inativam a,red estimulos que propde seriam
capazes de, além de diminuir a sincronia, permpite a rede funcione normalmente nos
periodos entre os estimulos.

Em outro trabalho, feito por Lumer e cols (199@@tou-se que estimulos
aplicados em uma rede neural artificial, na mesiegiiencia de oscilagdo normal dessa
rede, porém com atrasos tempordige(), sdo capazes de diminuir a sincronia entre
areas. Percebe-se com esse estudo que a aspeotoaiemlém de outras caracteristicas
dos estimulos como frequéncia e amplitude, é ilmptgtem um recrutamento neural
sincrénico.

Portanto a tentativa de diminuir o hipersincroraspor meio de estimulacdo

elétrica ainda se mantém como uma proposta tefiepé&uiser estudada para a tentativa

20



de interrupcdo das crises epilépticas. E que ymecas importante para alcancar tal

intento € dando-se maior importancia aos aspeetogdrais do recrutamento neural.

1.5 - Estudos em modelos animais

Modelos experimentais que mimetizam tanto crisesualsivas quanto epilepsias
tém contribuido enormemente para um melhor entesrdion das epilepsias. Esses
modelos podem mimetizar um amplo espectro de @fsiitas, tanto clinicas quanto

anatomopatolégicas.

1.5.1 - Modelo de inducéo de crises epilépticas por infusdo de
pentilenotetrazol

A droga Pentilenotetrazol (PTZ), um antagonist&dagagico, provoca crises
convulsivas dependendo da dose administrada. E odelm de mimetiza as crises
epilépticas e vem sendo utilizado para estudososilesnmétodos anticonvulsivantes. O
PTZ acarreta dois tipos diferentes de crises metera roedores: crises mioclonicas e
crises tbnico-clonica-generalizada dependendo dse do da via de administracédo
escolhida (VELISEK, 1992). A primeira, também chdmade crise minima, tem
manifestacdes mais leves, como espasmos, mastigacidmias de cabeca e membros,
elevagdo e queda. Estdo envolvidas estruturastims limbico e por isso, o PTZ é tido
como modelo de epilepsia de lobo temporal. Ja amslegtambém chamada de crise
maxima, tem sua manifestacdo motora na forma deutsies tdnico-clénicas e
envolvem estruturas por todo cérebro, principalem@néas de tronco, caracterizando um

modelo de epilepsia generalizada.

1.5.1 - Modelo de inducéo de crises espontaneas rec  orrentes por uso
de pilocarpina
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O modelo da pilocarpina € particularmente intermets pois se assemelha ao
guadro humano de epilepsia, sendo caracterizadoci®gs recorrentes espontaneas
(CRE).

A pilocarpina atua no sistema colinérgico, commrégta dos receptores
muscarinicos (CAVALHEIRO, 2000) e, quando aplicaistémica, intra-amigdala, ou
intra-hipocampal, € capaz de induzir atividadeégpita apresentando crises motoras e
dano neural (TURSKI, 1983).

O modelo possui trés fases distintas:

1) fase aguda: logo apds a injecao, caracteripadarises repetidas por no minimo 30
minutos, chamado dgtatus EpilepticugSE).

2) fase latente: periodo apdés a recuperacdo do B mdo ha manifestacdo
comportamental ou eletroencefalografica de cripdsmicas.

3) fase cronica: tendo seu inicio com a primeirsecespontanea, quatorze dias ou mais
da inducdo do SE e é caracterizada pela recorréesta.

Este modelo tem sido bastante utilizado para adestdas alteragGes
fisiopatologicas relacionadas a fase cronica deegga, (CRE), que mimetiza as crises
parciais complexas e a patologia associada dereseléhipocampal e modificacédo
sinaptica encontrada em humanos com crises in&iatde lobo temporal (TURSK! al,
1983; LEITE et al, 1990).A intensidade das modificagbes sinapticas, a fregjaée a
laténcia para as CRE sédo determinadas pela dudac&& (LEMOS & CAVALHEIRO,
1995).

Um mecanismo proposto para a ictogénese induzidifocarpina € por haver,
inicialmente, uma ativagado das vias colinérgicasaatinicas cujos eferentes ativam vias
glutamatérgicas. O que reforca a hipdtese dessamsewo é o fato de que é possivel
bloquear crises induzidas por pilocarpina por nugopré-tratamento com antagonistas
colinérgicos. No entanto, o tratamento com essesnog antagonistas apos a instalacao
do SE né&o bloqueia as crises (TUR®KRI| 1984). Portanto, a iniciacdo das crises é feita

por agonista colinérgico, mas a manutencéao € ghtengica.

Dados que reforcam essa hipotese mostram queeselgi§adas pelo SE induzido
por pilocarpina ndo sdo necessariamente aquelas eridte grande presenca de
receptores colinérgicos (WASTERLAIN & SHIRASAKA, 99). Sendo assim, a
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excitotoxicidade induzida pela excessiva liberagéaylutamato seria responséavel pelas

amplas lesbes observadas nesse modelo.

1.6 - Ressonancia Magnética

A Ressonancia Magnética possui diversas aplicat@e® no estudo de sistemas
bioldgicos quanto no estudo de materiais. O carderinvasivo desta técnica possibilita
a realizacdo de estudos seriais, onde um mesmadndi € acompanhado ao longo do
tempo, permitindo ndo s6 a reducdo do numero deasiutilizados, mas também o
acompanhamento da dinamica temporal da evolucapraeessos patolégicos ou de
maturacéo estrutural. A chamada RM funcional (RMf¥sibilita a criacdo de mapas de
ativacdo cerebral com resolugéo espacial supegorakuer outra técnica ndo invasiva e
com resolugdo temporal da ordem de segundos. Taapasn fornecem aos
experimentadores informacfes sobre a dindmica dacab de areas cerebrais em
resposta a estimulos somato-sensoriais ou a acdérrdacos. Inferéncias podem ser
feitas sobre a participagcdo de determinadas areasaleeracbes comportamentais
observadas em condigcbes anélogas (p.e. o efeitante droga sobre a atividade
locomotora pode ser relacionado as areas ativadasnyesma droga durante a RMf). As
técnicas utilizadas para o imageamento de aninrdaigesatamente as mesmas utilizadas
em aparelhos clinicos. Tal aspecto torna a RM dmas de pequeno porte uma
ferramenta valiosa no processo de transporte dodtados de experimentos pré-clinicos
para a clinica.

De forma simplificada essa técnica utiliza um dodampo magnético para
orientar certos elementos atdomicos, principalmenotehidrogénio. Para melhor
entendimento, inicialmente podemos considerar asm@ de hidrogénio como
minasculos pedes, apresentando movimentos de cotagéecessdo em torno de um eixo
principal. Ao posicionarmos tais atomos dentro deaampo magnético, seus eixos de
rotacdo, também chamados de “spins”, sofrerdo woepso de alinhamento com esse
campo magnético. Parte dos spins se alinhara nmongsntido enquanto que uma parte

ligeiramente menor se alinhara em sentido opostaagpo. Dessa forma, teremos como
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resultante um diminuto vetor de momento magnét@mn ama componente principal na
mesma direcdo e sentido que o campo magnéticoigaine outra perpendicular ao
mesmo. Em outras palavras, os atomos de hidrogé&nérdo alinhados com o campo
magneético e realizando movimentos de precessdaucmfreqiéncia que é diretamente
proporcional a magnitude do campo magnético praicifreqiiéncia essa conhecida
como frequiéncia de Larmor. Consideremos agora gqueulso de radiofrequéncia (RF)
seja aplicado perpendicularmente a esse vetortaasellde spins, com freqliéncia igual a
frequéncia de Larmor. O que observamos é que os gpadualmente saem de seu
estado de “repouso” em alinhamento com o campo ét@gn passando a adquirir uma
orientacéo perpendicular ao mesmo. Além dissotaeas de hidrogénio em ressonancia
com o pulso de RF estardo realizando movimentordeepsao em sincronia (dizemos
gue os spins estdo em coeréncia de fase). Negag&it os atomos de hidrogénio estao
em um estado de energia superior, um equilibrithwes, que é mantido pelo pulso de
RF. Uma vez retirado o pulso de RF, os spins ratdm rapidamente ao estado de
repouso inicial, alinhados com o campo magnéticacyal, emitindo, nesse processo,
energia em forma de RF proporcional a energia alusona primeira fase do processo.
Esse sinal de RF € utilizado na geracao das imagens

Para que seja possivel a obtencdo de imagensrgo, @necessario que algum
tipo de decodificacédo espacial seja empregado. Gofreqiéncia de oscilacdo dos spins
de um mesmo tipo de atomo depende do campo magragiqual tais &tomos estédo
sujeitos, pequenas variagdes controladas no canagmeético resultardo em grupos de
spins com frequéncias discretamente diferentesséD&xma, para se conseguir uma
decodificacdo espacial aplicam-se gradientes m@gséhos trés eixos ortogonais de
forma a controlar a frequéncia e a fase dos spinditerentes posi¢coes do corpo. O sinal
medido pode ser entdo analisado através da Tramefiar Rapida de Fourrier (FFT)
revelando as componentes em frequéncia do sinalteg@o intensidades proporcionais a
quantidade de atomos de hidrogénio oscilando ena ¢etjiéncia especifica. Com
efeito, a manipulacdo dos spins através da apbicegétrolada de campos magnéticos e
pulsos de RF, resulta na obtencdo de imagens o®ieadvos de forma nédo invasiva.
Além disso, aspectos funcionais de diferentes paldeanatomia podem ser estudados de

forma dindmica, quer seja através da aquisicaced@éscias rapidas de imagens, quer
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seja atraves do estudo de contraste gerado de femdé@gena (p.e. contraste BOLD —
Blood Oxygenation Level Dependant) ou exdgena gmentes de contraste baseados em

Gadolinio, Manganés ou Oxido de Ferro).
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2 - Justificativa e Objetivos

2.1 - Justificativa

No tratamento de uma doenca catastréfica comacaass da epilepsia refratéaria
ao tratamento medicamentoso, a mudanca de paradigntarmos de terapéutica ao se
enfocar o0 hipersincronismo em contrapartida a bim®tabilidade, abre uma
possibilidade para um grande numero de pacientesatyalmente ndo possuem opgao
farmacoldgica nem cirdrgica de tratamento. Ou seje mudanca de énfase em como se
abordar a problematica das crises epilépticas,alaadnaior importancia aos aspectos de
dindmica temporal de recrutamento neural para &xpé ictogénese. O fator tempo, na
escala de milisegundos, pouco tem sido exploradestualo de como a atividade de uma
rede neural que, outrora funcionando de forma nprmpassa repentinamente a

desenvolver um padrao hipersincronico, cuja exgeesBnica € a crise epiléptica.

2.2 - Objetivo geral

Analisar o efeito anti e pr6 convulsivo de padr@sporais de estimulos elétricos

em redes neurais hiperexcitaveis em modelos animais

2.2.1 - Objetivos especificos

» Verificar alteracdo na laténcia para comec¢o dasesriminimas e maximas no
protocolo de PTZ mediante diferentes padrbes teagpde estimulos elétricos na
amigdala de ratos.

* Analisar o recrutamento sinaptico pelo aumento ouirdiicdo da atividade
neural mediante diferentes padrbes temporais dmwdet elétricos na amigdala
de ratos utilizando-se Ressonéncia Magnética Foaktio

» Verificar se o talamo € capaz de interferir na géteese mediante diferentes

padrbes temporais de estimulos elétricos usando®® ferramenta a laténcia
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para comeco das crises minimas e maximas no pfotdedTZ e estimulacédo do
nucleo anterior do tdlamo.

» Verificar alteracdo na frequéncia das crises egp@@is recorrentes mediante os
padrées de estimulo NP-IH e periédico em animasnstidos ao protocolo de

pilocarpina.
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3 - Metodologia geral

Os experimentos foram aprovados pelo Comité deaE#i Experimentacio

Animal-CETEA, sob o protocolo 150/06 que se en@ain anexo.

3.1 - Padrdes temporais de estimulos elétricos

Todos os padrdes de estimulo elétrico usados tredsdho seguiram uma regra
comum: haver somente 4 pulsos por segundo (4 Hzaptdo de fornecer sempre a

mesma quantidade de energia. Essa frequénciadiaseblhida por trés razdes:

e Ser uma frequéncia de oscilacdo de uma ampla dadele regides limbicas e
corticais até tronco, durante um episodio de (MBRAES et. al, 2005).

* A banda de freqiéncia theta (2 a 8hz) se sobraasedomunicacéo de estruturas
limbicas, principalmente amigdala, hipocampo, téleandesses para o cortex.
Logo 4Hz seria uma frequéncia que alcancaria, petaseexdes anatdomicas
normais, 0 maior nimero de estruturas (MILLER, 2@88ZAKI, 2002).

» A oscilagéo theta possui a funcdo de inducdo dednamamigdala-hipocampal.
Logo, 4Hz é uma frequiéncia que possivelmente pipima maior codificacdo
temporal para essas estruturas, levando-as a unuificagdo nos pesos
sindpticos (BUZSAKI, 2002; PAPE, 2005).

Porém, os estimulos diferenciaram entre si pedgilbliicdo temporal desses 4
pulsos no tempo. Ao longo do trabalho foram usadlis ou mais de 4 padrbes de

distribuicéo, sendo eles:

» Periddico: os pulsos eram separados entre si pantarvalo fixo de tempo de
250ms.
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* Burst os pulsos eram separados entre si por um inted&l20ms sendo todos
alocados nos ultimos 80ms de cada segundo (burst).

» Na&o periodico (NP) LH: Intervalo entre os pulsoso#isidos de forma aleatoria,
respeitando-se um intervalo minimo de 20ms entrisopu gerando uma
distribuicéo linear (LH- distribuicdo linear no tigrama).

* NP-IH: intervalo entre os pulsos escolhidos de #oateatoria, respeitando-se um
intervalo minimo de 20ms entre pulsos, gerando distibuicdo exponencial

(IH- distribuicdo exponencial no histograma).

Os padrdes periddicosheirst foram construidos no prograrAdobeAuditionl.O
e 0s padrdes LH e IH no programa Matlab® R2007b.

Na figura 1 pode-se perceber, a esquerda, ahbdigt@io em um histograma dos
intervalos entre os pulsos (IPIs) dos quatro tiples padrbes e a direita a tipica

distribuicdo temporal de cada.
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Figura 01: ratos foram estimulados com dois ou rdas quatro padrfes temporais de distribuicdo dos
pulsos. Em ordem descendente, Periodico (ABB)st (C, D), NP-LH (E, F) e NP-IH (G, H). Coluna da
esquerda, histograma dos intervalos entre os pylBdse coluna da direita tipificacdo da distrigin

temporal de cada grupo.
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3.2 - Estimulador

O estimulador usado nos experimentos foi desemmlmo proprio Nacleo de
Neurociéncias pelo Professor Doutor Méarcio FlavigrB Moraes e o doutorando Joéo
Nietzche Além de um circuito elétrico, alimentado por b@er(com o intuito de
desacoplar o sistema da rede elétrica), € compgastbém de um aparelho de MP3

player cuja finalidade é acionar o sistema por negouma trilha sonora com a

distribuicdo temporal de cada grupo.

Figura 02: esquemaético do estimulador usado nosrempntos. Os nimeros indicam as partes principais
do aparelho, sendo 1: MP3 player; 2: 2 baterig@\We3: amplificadores; 4: circuito retificador dercente;

5: desacopladores épticos; 6: Saida do sinaljpatdrias de 9V.
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4 - Diferentes padrOes temporais de estimulos elétr  icos
em amigdala de ratos submetidos ao protocolo de PTZ

4.1 - Consideracgdes iniciais

O uso de eletroestimulacdo para modulacdo e Sfjmrede crises epiléticas é
usado rotineiramente em estudos e tratamentosasincomo ja foi dito anteriormente.
Porém, ainda ha resultados conflitantes quand@reecomo variavel o parametro da
freqUiéncia dos pulsos elétricos. Tende-se a unmeosnsem relacédo aos estimulos de alta
freqUéncia, superiores a frequéncia de oscilac&al la estrutura, indicando que estes
tém um poder de supressdo das crises por inativdgdede neural (GWINN, 2004).
Porém, resultados conflitantes surgem a respeit@dfignulos de baixa frequéncia.
Velisek e cols (2002) usaram estimulo de 1-3Hz wgusdo apds inducdo de
abrasamento elétrico na amigdala e verificaramhguee um aumento na laténcia para
comeco das crises espontaneas. Em contrapartidakiMi cols (1997), compararam
estimulos de alta e de baixa frequéncia em eshuttalamicas, e verificaram que
estimulos de alta freqiiéncia, assim como espesddoanti-convulsivantes e de baixa,
proé-convulsivantes.

Em nosso estudo utilizamos estimulos de baixaiéecja, que tendem, segundo
a literatura, a ser pro-convulsivantes. A hipotésde que mudancas na codificacdo
temporal induziriam diferentes comportamentos ke meural no momento da inducao
da crise, modificando a laténcia para o inicio alest modelo de crise epiléptica de
pentilenotetrazol.

O esperado foi que os estimulos periddicos entrass®@ ressonancia com a
freqiéncia normal de oscilacdo da rede, amplificaedsa oscilacdo, facilitando a
sincronizacdo neural e adiantando o inicio dagsrida os estimulos ndo periddicos
teriam um efeito dessincronizante, pois impedireammplificacdo da oscilacdo da rede
neural realizada pelo PTZ, tendo um efeito finahdeento da laténcia para o inicio da

crise.
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Os estimulos foram aplicados na amigdala dir@taahimais. Essa estrutura foi
escolhida por ser requisitada tanto em crises tiashi quanto de crises de tronco
(EELLS, 2004).

4.2 - Metodologia

Setenta e quatro (74) ratos Wistar machos, prewées do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) OFMG, pesando entre 250 a 300g,
foram divididos em cinco grupos de acordo com as@es de estimulo:

» Auséncia de estimulo/Controle — n=26
* Periddico — n=19

* Burst—n=6

* Nao-Periddico (NP) LH — n=9

* Na&o-Periédico (NP) IH - n=14

Para garantir a homogeneidade da amostra, faedeab peso médio dos animais
e nao foi encontrado diferenca significativa ewsegrupos (controle: +262,6; periodico:
+253,2; burst: £244,5; NP-LH: £253,3; NP-IH: +26p,2

Todos os animais foram submetidos a cirurgia qeante de eletrodos profundos
na amigdala. O procedimento iniciou com a anestdsiaanimal utilizando-se de
Ketamina e Xylasina (numa proporcdo de medida de Retamina para 0,7 de xylasina,
sendo as concentracdes da solucdo estoque de @@d/@®g/100ml respectivamente),
numa dose de 0.10 mL/100 g de peso animal. F@adib também pentabiodtico Baytril®
na dose 5,0 mg/kg, como medida profilatica contfaccdes. Apos tricotomia da cabeca
e as devidas medidas de assepsia, o animal fatipoado em aparelho estereotéxico
modelo Stoelting e foi injetado com Lidocaina suéoeo na regido intra-auricular. A
lidocaina é anestésico local e vasoconstritor, tanebém serve de emulsificador do
material subcutaneo. Foi realizada uma incisadiedigom centro a altura da linha intra-
auricular anterior e removeu-se a gordura subcatdingpando-se 0 0sso com salina
estéril. Ap0s 0 0sso seco, colocou-se a torre tkrezgédxico e nivelava-se bregma e

lambda. O ponto de perfuragdo o cranio foi margaal@a insercdo do eletrodo em sua
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respectiva coordenada: amigdala direita, AP - 2Y8 oom referéncia ao bregma, 18,0
mm, com referéncia a linha média, DV -7,2 mm, tendmo referéncia a dura-mater,
coordenadas segundo o Atlas de (Paxinos e Wat986).10 eletrodo foi feito de um par
de fios de aco (modelo #791400, A-M Systems, CAIRRDA, USA) revestidos com
teflon torcidos entre si e fixado no cranio comemo de zinco e soldado a um conector
de telefone (modelo RJ-11 de 6 pinos). Perfurafgias feitas também para a colocacao
de 3 parafusos de fixacdo do capacete ao ossdgha@ebriu-se a superficie 6ssea e a
base do conector com acrilico odontologico.

Imediatamente um dia antes do experimento, osasiforam submetidos a uma
estimulagéo elétrica de baixa frequéncia (0,25g4dza deteccdo de um limiar de corrente
para uso, arbitrado como a menor amplitude capa&oear um comportamento sutil de
abalo.

No dia do experimento, o animal foi aquecido dwdntminutos em uma camara
guente (~45 °C) feita de madeira, com uma lampasaum de 100W / 127V como
aquecedor, para promover a vasodilatacdo e fad@litanulacdo da veia da cauda. Com
as veias caudais facilmente visualizaveis, foafaitassepsia da cauda com alcool 70% e
o cateter (24GA x 0,75” — BD Angiocath™ - Bectorickinson Ind. Cirdrgicas LTDA.,
Juiz de Fora) foi introduzido e fixado com espampdr Foi usada heparina para evitar
entupimento por coagulacdo do cateter. No momeatmidiar a infusdo, o cateter foi
conectado a uma seringa de 5 ml posicionado na ddelnfusdo KDScientific.

O padréo de estimulacdo elétrica, sendo os estsmmubnofasicos positivos de
cem (100) microssegundos de largura e amplitudeigmmente determinada, variando
entre 100 a 30@A, comecou trinta segundos antes da infusdo daadwygnfusao foi
determinada para a uma velocidade de 1ml/min derRlébncentracdo de 10mg/ml.

O animal foi colocado em uma caixa de acrilicogparente para que fossem
observados seus comportamentos. Foram analisadagfasias para comeco da crise
minima, determinada como mioclonia dos membrosrianés (MP), e inicio da crise
méaxima, sendo essa, hiperextensdo dos membrosoeggee posteriores com flexdo da
cabeca (CTCG). Como a infusdo de PTZ se d& a wadita de 10 mg/min, a laténcia
medida para cada comportamento corresponde dirstara@lose de PTZ necesséria para

evoca-los. O efeito da droga depende, naturalmdatpeso corporal do animal. Portanto
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a dose de PTZ foi devidamente normalizada pelo,pespe se denominou limiar de
PTZ para crise minima e maxima.

O efeito pro ou anti-convulsante de cada tratamfmtverificado comparando-se
os valores de limiar de PTZ entre os tratamentdizartdo-se ferramentas estatisticas
apropriadas para tal.

Ao término do experimento, os animais foram s@merfos com o procedimento
de perfusédo tanscardiaca, tendo sido antes arekissiom uretana (140 mg/kg de peso,
i. p.) e a posicao dos eletrodos foi marcada mad eletrolitica gerada pela passagem
de uma corrente de 1 mA por 5 segundos. Os anirf@iam perfundidos
transcardiacamente com salina 0,9% e a seguir comof a 10%. O cérebro foi extraido
e mantido em formol a 10% durante pelo menos 24shoOs animais que nao
sobreviveram, o cérebro foi retirado e mantido ermbl a 10% durante no minimo 48
horas. Posteriormente, as pecas foram cortadasbeéiomo (Modelo Vibratome), com
espessura de 75 um e montadas em laminas geldtrizAp0s secagem, as laminas
foram coradas com vermelho neutro e observadas eonostopio Optico para
determinacdo dos sitios de registro. O processmideacdo seguiu 0S seguintes passos:
Solucéo de vermelho neutro (8-10 minutos); Agudildds (1 mergulho); Etanol 70%
(45 segundos); Etanol 95% (45 segundos); Etancdkol@® segundos); Etanol 100% (45
segundos); Etanol/xilol 1/1 (45 segundos); Xilob @egundos). LAminas montadas com
Entellan®.

4.3 - Resultados

Para todos os animais, as duas fases comportasyeafarentes a crises minimas
e maximas, puderam ser distinguidas claramentdaajoue a laténcia para o inicio de
cada tenha variado bastante, como pode ser notatibala 0lgue mostra a média da

laténcia, em segundos, para o inicio das crises.
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Tabela 01: Laténcia para comeco dos comportamesfientes a crise minima e a crise maxima.

Controle Periddico Burst NP-LH NP-1H
Laténcia(s)
p/ Crise| 35,92+6 24,107 34,177 36,67+13 61,804
Minima
Laténcia(s)
p/  Crise| 83,42+30 74,20+14 70,17+20 79,78+27 116,16+29
Maxima

Os resultados obtidos para o limiar de PTZ retesea crise minima, tendo-se o

inicio da mioclonia parcial como marcador, sdo naol&ts na figura 03.

Limiar Crise Minima (MP)

3 Controle
X * . (3 Perddico
' L % '. Bl Burst
507 . . ) EE NP-LH
E 30 _H——
E S——
20-
8
£ 10
0
N=26  N=19 N=6 N=9 N=14

Figura 03: limiar de PTZ para inicio da crise miairBarras com asteriscos unem grupos com diferenca
estatistica significativa, p<0,05. Testee way anova.

Para a comparacdo das médias dos grupos, usotesee®@ne Way ANOVA
Bonferroni como pos-teste.

Para o grupo periddico, foi necessario signifiGatiente menos droga para

evocar o comportamento de mioclonia de membro iantse comparado aos grupos
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controle, NP-LH e NP-IH. Porém, ndo houve diferesggnificativa entre o grupo
periodico e o grupburst.

J4 a quantidade de droga necessaria para a drigearpara o grupo NP-IH foi
significativamente maior (p<0,05) se comparadagapos controle, periddicdyurst e
NP-LH. Nao houve diferenca significativa entre agpgs controleburste NP-LH.

J& a média dos limiares de PTZ para a crise magena cada grupo pode ser
avaliada pela figura 04.

Limiar Crise Maxima (CTCG)

[
I X | [ Controle
F = = 3 Periddico

1007 Bl Burst
3 B NP
E 60 _
ﬁ S——
a 40-
8
=
= 20-

0

N=26 N=19 N=6 N=9 N=14

Figura 04: limiar de PTZ para inicio da crise maxiBarras com asteriscos unem grupos com diferenca
estatistica significativa, p<0,05.

Os dados foram comparados entre si utilizandcasghém o test®©One Way
ANOVA, Bonferroni como poés-teste, e revelaram que foessdéria significativamente
(p<0,05) mais droga para que o grupo NP-IH alcaszascomportamento tonico-clénico
generalizado se comparado aos grupos control&diesi burst e NP-LH. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos controtjdalico,busrte NP-LH.

Vale salientar que todos esses resultados forashcpdos em 2009 na revista

Epilepsy and Behaviazujo artigo se intitulaDistinct patterns of electrical stimulation of
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the basolateral amygdala influence pentylenetetema®izure outcomeEste artigo se

encontra anexado nesta presente dissertacao.

4.3 - Discussao Parcial

Estudos matematicos feitos por Tass e cols (20@v@laram que estimulos
elétricos entregues a uma rede neural na frequéeciscilacdo da mesma, aumentam a
sincronia neuronal. Analisando-se o efeito do adtinperiodico sobre a crise minima,
pode-se chegar a conclusédo que esse também fai da@amentar a sincronia neuronal,
0 que levou a uma significativa reducdo na latépeia comeco desta em relagcdo ao
grupo controle. Como dito nas consideracdes iicaiestimulacdo a 4Hz é caracteristica
dos disparos epileptiformes com envolvimento do{tdmporal.

Em contrapartida, o estimulo NP-IH foi capaz dmentar significativamente a
laténcia para o comeco da crise minima se compa@uoo controle. E, provavelmente
através das conexdes entre amigdala e estruturasnd®, houve também um retardo
significativo para o comeco da crise maxima nagea deste padréo de estimulo. Esse
resultado difere de alguns encontrados na litexatomo nos de Boex e cols (2007) e
Mirsk (1997) nos quais estimulos de baixa freqigfmiam pro-convulsivantes. Porém,
esses estudos utilizaram padrdes de estimulos mi@mvalos temporais fixos entre os
pulsos (periddicos). Como o padrdo de estimulo MIFel construido tomando-se por
base a aleatoriedade temporal, este se mostreaamilsivante, provavelmente por um
efeito dessincronizante, que retardou o ganho degenadvindo do PTZ.

Para que ndo houvesse duvida que seria o padrfmi@ de estimulacdo a
influenciar a rede neural e ndo uma possivel iagfig por repetidos estimulos em alta
freqUéncia (ou melhor, intervalos inter-estimulatmeurtos), um controle foi feito com
estimulacdo em-salvas (i.burs)). Este padrdo de estimulo possui intervalo ensre o
pulsos de 20 ms, analogo a uma estimulacdo de Sfiidz,quatro pulsos consecutivos
posicionados ao final de cada segundo. Nado houeeediza entre o grupo estimulado
com esse padrdo e o grupo controle. Estes ressltadooboram para a hipotese
dessincronizante do estimulo NP-IH como mecanismefeito anti-convulsivo, uma vez
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gue a possivel inativagdo neural por salvas em fedi@iéncia ndo teve efeito na
manifestacao das crises convulsivas por PTZ.

Apesar de também ser um estimulo ndo periédicqgadrao NP-LH néo
influenciou a rede neural o bastante para alterdatémcia para comeco das crises, ao
contrario do padrdo NP-IH, se comparado com o gogmirole. Pensamos que esse fato
ocorreu por diferencas na distribuicdo dos intevantre pulsos de ambos os estimulos
nao periddicos. Fazendo-se um grafico de porcemtalgeocorréncia por intervalo entre
pulsos (figura 05), vemos que o padrédo NP-LH seguoea distribuicdo linear dos pulsos,
enquanto o NP-IH uma exponencial. ISso nos mosie @ primeiro possui menos
intervalos entre 20 a 100ms se comparado com sdeguadrdo, como pode ser notado
no grafico abaixo.

De fato, € sensato supor que estimulos adjacertesydser apresentados com
intervalos condizentes com uma resposta em regen@gnente, i.e. sem que a rede
neural tenha tempo de voltar ao estado inicialgsténulo, para que o conjunto de 4
estimulos module, em conjunto, substratos neuiatbs. Em outras palavras, uma
“palavra” temporalmente codificada so6 é interpratedmo uma “palavra”’ se a resposta a
um estimulo for dependente do estimulo anteriasp @ontrario, a rede neural tomaré
como nova a proxima estimulacdo. Um exemplo despertiéncia temporal pode ser
vista em Ehud (1997) onde padrdes temporais dasirdoatdes talamo-corticais séo
mais evidentes em intervalos de aproximadamentend0De fato, neurdnios corticais
podem ser ativados diferentemente por mudanca ngotezacdo de estimulos
(IKEGAYA, 2004). Desta forma, a ativacdo inespeeifde varias redes neurais pelo
estimulo NP-IH, ndo favorecendo um circuito espemif promoveu uma
dessincronizacdo das estruturas envolvidas na cogeulsiva o que nado foi possivel

com o padrédo NP-LH.
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Figura 05: Grafico A: porcentagem de ocorréncia léfds do grupo NP-LH. Gréfico B: porcentagem de
ocorréncia de IPIs do grupo NP-IH. Gréfico C, patagem de ocorréncia de IPIs de 220 a 280ms do
grupo NP-LH comparado com o grupo NP-IH. Gréaficoddrcentagem de ocorréncia de IPIs de 20 a
110ms do grupo NP-LH comparado com o grupo NP-Ighiicancia com p,0,05 € indicado pela presenca
do asterisco.
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5 - Ressonancia magnética funcional para analise do
recrutamento neural frente a diferentes padroes
temporais de estimulos elétricos

5.1 - Considerac0es iniciais

Resultados do protocolo anterior indicaram questéreilo peridédico e o NP-IH
tiveram efeito sobre estruturas limbicas, corti@ide tronco, tendo-se como base a
laténcia para o comeco dos tipos de crise e relanoino-os com 0s substratos neurais.
Nossa hipotese € que o estimulo peridédico entrouessonancia com a freqiéncia base
da amigdala e substratos limbicos, fazendo com egses ganhassem energia,
aumentando a atividade neural. Enquanto o estiiBitH, por seu padrao aleatério, fez
com gque 0S mesmos substratos n&do entrassem eméaesisocom a frequéncia base,
dessincronizando-os.

Para testar essa hipotese, desenhamos o proteeglinte no Brasil e o Prof.
Méarcio Flavio Dutra Moraes o efetivou mang’s College Londonlnglaterra. Por esse
protocolo, foi verificada a atividade neural deosatwistar anestesiados utilizando
aparelho de ressonancia magnética mediante acgmdo®es temporais de estimulos na
auséncia e presenca de infusdo de PTZ. Foi pemgedoom esse protocolo houvesse a
confirmacdo da hipotese citada, pois, se 0 estimpeldddico realmente fornecesse
energia ao sistema neural, a atividade neural atam&ne se o estimulo NP-IH fosse
realmente dessincronizante, veriamos uma diminuiigita atividade, por ndo permitir

gue o sistema neural ganhasse energia.

5.2 - Metodologia

5.2.1 - Parametros de aquisicdo de imagens de RM

Foram obtidas imagens sequenciais sensiveis(@R=Z750ms; TE=11ms) através

de sequéncia de gradient-echo multi-echo, com ig§oissequencial de volumes
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completos (40 fatias, matriz=128x128 pixels, voRek5x0,25x0,6 mm) de ratos wistar
anestesiados com uretana (140g/kg). O experimentedlizado em dois momentos. No
primeiro, foram realizadas imagens em 20 ciclo4 denuto, sendo 40s de siléncio e 20
segundos de estimulo, sendo os estimulos (perid@isi®’-IH) apresentados de forma
randdmica, como mostrado no desenho esquematmpardfio6). Posteriormente foram

comparadas as imagens no periodo de estimulo gariario de siléncio.

AB AB AB AB
AB AB AB AB
BA BA BA BA

Bl Padrao Periodico -A BA BA BA BA
N Padrao NP-IH- B AB AB AB AB
Siléncio

S TS TS S TS TS TS TS,

Figura 06: desenho esquematico dos 20 ciclos @ecgil — estimulo nos quais as imagens de RMf foram

captadas de ratos wistar machos anestesiados etamai(140g/kg).

No segundo momento, foram realizadas imagens disas durante 16 min,
sendo o primeiro minuto de siléncio e os 15 restanariando de acordo com o grupo
experimental, sendo eles, somente infusdo de PU&dAnI/0,1min), infusdo de PTZ
(40mg/ml/0,1min) concomitante a estimulo periéddafusdo de PTZ (40mg/ml/0,1min)
concomitante a estimulo NP-IH. Posteriormente foramparadas as imagens dos 15
min com o periodo de siléncio intragrupo, como maakt no desenho esquematico
(figura 07).
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Figura 07: desenho esquematico dos periodos decisilé experimentais nas quais as imagens de RMf

foram captadas.

Nossa expectativa foi de que o padrao periddicesapte maior recrutamento de
areas ipsilaterais e adjacentes ao eletrodo dewdatido; enquanto a estimulagdo néo
periddica NP-IH deve mostrar um menor grau de addidé metabdlica ipsilateral ao
estimulo. Estes resultados s&o um “proof of coricéptefeito do padrdo temporal de

estimulacao elétrica sobre a excitabilidade neural.
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5.2.2 - Anadlise de imagens 1,4g/kg

Imagens de um mesmo animal foram inicialmente irdratlas, de forma a
remover pequenos movimentos ocorridos durante ererpnto. Em seguida, as imagens
foram mascaradas, com pixels localizados fora debcé substituidos por zeros.
Finalmente, todas as imagens de todos os animamfespacialmente normalizadas,
tomando como referéncia uma imagem padrdo do dadgf@ada através da média de
todas as imagens), de forma a corrigir pequenasgdes anatdbmicas entre 0os animais e
permitir a comparacao entre oS mesmos. ApO0s naratalo, andlise estatistica foi
realizada de forma a detectar diferencas entreed®dns sem estimulacdo elétrica e
aqueles com diferentes padrdoes temporais de eatidml Foram comparadas imagens
dentro de um mesmo animal e depois feita a estatisbm todo o grupo. Todo o preé-
processamento e analise estatistica foi realizé@aés do programa freeware SPM5
(The Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, Institof Neurology, University

College Lodohe rotinas de Matlab® desenvolvidas em nosso &boo.

5.3 - Resultados

Imagens realizadas na presenca dos padrbes temgerastimulos sem infusédo
de PTZ em ratos anestesiados mostraram que houvauamento na atividade da
amigdala ipsilateral, evidenciada pela marcacdmeksa da estrutura, aos estimulos
periodico e NP-IH.
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Estimulo Peridédico Estimulo NP-IH

Figura 08: imagens referentes a atividade neurghnpe diferentes padrSes temporais de estimulos
elétricos. Maior atividade € mostrada com coressragermelhadas e menores, por cores azuis. Nota-se

aumento da atividade da amigdala somente nos déssiperidodico e NP-IH.

Posteriormente foram analisadas as atividadesisedws animais perante infusdo
de PTZ, PTZ e estimulagéo elétrica periddica e Bdntomitante estimulagdo NP-IH.

Perante somente a infusdo e PTZ, nota-se um aarmargtividade neural de todo
0 encéfalo, visiveis pelas extensas areas mardadasrmelho. Porém nota-se ainda uma
maior area marcada com vermelho nos animais doogRipZ concomitante com
estimulo periddico, principalmente ipsilateral étredo. Essa marcacéo abrangeu desde
estruturas de tronco, parietais e temporais, indluiestruturas limbicas.

J& perante infusdo de PTZ e estimulo NP-IH, netarsa maior area de baixa
atividade neural, marcada em azul, se comparada Bdm e PTZ-periddico,
principalmente estruturas mais posteriores, comaegi#o do tronco. E mesmo em
estruturas das areas parietais, temporais e lisbitaa-se uma menor atividade se
comparadas aos grupos PTZ e PTZ-periddico, prilmgrate nas regides ipsilaterais ao

eletrodo.
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PTZ PTZ — Padrao Periddica PTZ — Padrao NP-1H

Figura 09: imagens referentes a atividade neuranpe infusdo de PTZ, PTZ e estimulo periédico, BTZ
estimulo NP-IH. Maior atividade é mostrada com samais avermelhadas e menores, por cores azuis.
Nota-se aumento da atividade perante infusdo dedPPZZ-periddico e menos atividade no grupo PTZ-
NP-IH

5.4 - Discussao Parcial

by

Em relacdo a primeira etapa do experimento, rotai®a maior atividade
amigdaliana quando h& os estimulos periddico eHNE=¢se fato indica que os estimulos
foram eficazes em aumentar a atividade de um oerssidl nimero de células no
complexo amigdaléide, o que corrobora com o trabalé eletroestimulacdo profundo
analisado por ressonancia magnética funcional comstudo de Canal e cols (2008). O
padrdo NP-IH, apresentou uma maior marcacao detwsts anteriores, ventro-frontais
gue compreendem o Nucleo Accumbens. Em contrapadigéstimulo peridédico parece
ter ativado diferencialmente estruturas hipotalasiperi-ventriculares. A resolugéo
anatdbmica das imagens por RMf ndo permite delimfisgcisamente o0s nucleos
envolvidos, contudo, € interessante que existadatie especifica fora do I6cus de
estimulacéo e, ainda, que as demais estruturasveda® dependam do padréo temporal

de estimulacgéo.
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Na segunda etapa, um aumento da atividade quandoitifusdo de PTZ ja era
esperada, pois essa é uma droga que diminui o tdimirio, logo, provocando uma
excitacdo ndo especifica por todo o encéfalo. Esmdtado corrobora os trabalhos que
analisam a acdo do PTZ por meio de MRf, como estiedvyam Camp e cols (2002).
Neste estudo, os autores notaram um maior contlaB&LD em areas em que ha uma
maior densidade de receptores GABA. Em nossostaessl, nota-se um contraste ainda
maior (ipsilateral ao posicionamento do eletrogw)ncipalmente regides temporais e
parietais, quando PTZ foi infundido concomitantetaecom estimulo periédico. Esse
fato corrobora com a hip6tese que padrao periéde@stimulo foi capaz de recrutar
mais neurdnios provavelmente pelo fato dos estisrigleem entrado em ressonancia com
a frequéncia base de oscilagdo das redes neurbjacentes, amplificando-as e
favorecendo a ampliacdo da atividade sincronica.

Em contrapartida, uma diminuicdo da atividade aleuripsilateral ao
posicionamento do eletrodo, foi observada na regéagporal quando PTZ foi fornecido
aos animais concomitante com estimulo NP-IH. Essandicdo também ocorreu em
areas posteriores, principalmente de tronco, assimo em regides parietais e temporais,
incluindo estruturas limbicas. Uma menor atividatde regido temporal e estruturas
limbicas corroboram o fato do padrdo NP-IH de adtimresultados do protocolo
anterior, ter aumentado a laténcia para o comegais@ minima. Provavelmente, esse
estimulo foi capaz de dessincronizar, tanto a tes&ualvo, bem como a rede neural
ligada a ela, pois impediu um aumento da atividagleal nas estruturas citadas mesmo
sob efeito da infusdo de PTZ. Além disso, tambéra oranor atividade de tronco vai ao
encontro do resultado de aumento da laténcia paa maxima no protocolo anterior.
Possivelmente pelas conexdes entre amigdala dueagude tronco, o estimulo NP-1H

também foi capaz de agir, dessincronizando essasgugEas mais posteriores.
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6 - Diferentes padrbes temporais de estimulos elétr  icos
em nucleo anterior de talamo de ratos submetidos ao
protocolo de PTZ

6.1 - Considerac0es iniciais

O tadlamo ja vem sendo utilizado como alvo paraneshcao elétrica desde 1979
com trabalhos de Cooper (1985). Este estudou @@stmulacdo do nucleo anterior do
talamo (ANT) de 6 pacientes, conseguindo uma reduigh60% das crises em cinco
deles. Posteriormente, Velasco escolheu outro adalémico, o centro medial, para seus
estudos de eletroestimulacdo e obteve também Otimesltados em epilepsias
refratarias. Recentemente, a maioria dos traba#msseguido a estrutura escolhida por
Cooper, como Lim e cols (2008), Mirsk (2009), Zuegst(2006) entre outros.
Provavelmente pelo fato desse nucleo fazer conedidetsis com estruturas limbicas, e
cortex, principalmente lobo temporal (ZUMSTEG, 20G6ALPERN, 2008) e como
epilepsia de lobo temporal é um alvo do nosso estadANT foi também o nudcleo
escolhido no experimento que se segue.

Apesar de um dos objetivos ser verificar a efgados nossos padrdes de
estimulos elétricos como anticonvulsivante, assoma os trabalhos anteriormente
citados, nosso principal objetivo na verdade faitete se outra estrutura conseguiria
discernir a diferenga entre os estimulos, assimocaramigdala no protocolo anterior.
Como o tdlamo é também uma estrutura limbica ecipalmente, € mais uma via de
passagem do que uma estrutura integradora de ia¢des, foi escolhido por esperarmos
gue nado reconhecesse os padrdes, gerando assinesuftado semelhante entre os
estimulos.

Os padrdes de estimulos usados foram apenasadlipere o NP-IH, pois foram
esses que diferiram do controle significativamermtgrotocolo anterior, ndo sendo assim
usados os estimulos burst, nem NP-LH.

Mudancas em relacdo também a amplitude dos esinfatam feitas, pois o

ponto de corte arbitrado no protocolo anterior, fpu@ presenca de um abalo motor, ndo
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foi usado devido ao fato da estreita ligagédo talaortical e logo, podendo apresentar
gualquer alteracdo motora a baixissimos valoreodente. Portanto, fixamos a corrente

em 300 microamperes para todos 0s animais.

6.2 - Metodologia

Vinte e um (21) ratos Wistar machos, proveniemtesCentro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) OFMG, pesando entre 234 a 300g,
foram divididos em trés grupos de acordo com osgeasdde estimulo:

* Auséncia de estimulo/Controle — n=9
* Periédico — n=6
* Nao-Periddico (NP) IH — n=6

Para garantir a homogeneidade da amostra, faedeab peso médio dos animais
e nao foi encontrada diferenca significativa ensgrupos (controle: +275,9¢; periddico:
+272,3g; N-1H: +266,09).

Todos os animais foram submetidos a cirurgia qeante de eletrodos profundos
no nucleo anterior do talamo (NAT). O procedimenioiou com a anestesia do animal
utilizando-se de Ketamina e Xylasina (huma propomid@& medida de 1 de ketamina para
0,7 de xylasina, sendo as concentracfes da sokstaque de 10g/100ml e 2g/100ml
respectivamente), numa dose de 0.10 mL/100 g de g@sal. A solucéo foi injetada
intraperitonial, repetida metade da dose inicial36eem 30 minutos até o término da
cirurgia (FLECKNELL, 1996). Foi utilizado tambémrgabiético Baytril® na dose 5,0
mg/kg, como medida profilatica contra infecgbesogpricotomia e as devidas medidas
de assepsia, o animal foi posicionado em apare#teremtaxico modelo Stoelting e
injetado com Lidocaina, anestésico local, vasodbtmst que também serve de
emulsificador do material subcutaneo. Foi realizad® incisdo eliptica com centro a
altura da linha interauricular anterior e removeuasgordura subcutanea limpando-se o
0sso com salina estéril. Apds 0 0sso seco, coleeaatorre do estereotaxico e nivelava-
se bregma e lambda. O ponto de perfuracdo o crfé@nimarcado para insercdo do

eletrodo em sua respectiva coordenada: amigda&iadiAP — 1,3 mm, com referéncia ao
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bregma, LL" 1,6 mm, com referéncia a linha média, DV -5,5 mendb como referéncia
a dura-méater, coordenadas segundo o Atlas de (P@%IN WATSON, 1986). O
eletrodo foi feito de um par de fios de aco (modéit91400, A-M Systems,
CALIFORNIA, USA) revestidos com teflon torcidos emtsi e fixado no cranio com
cimento de zinco e soldado a um conector de tetefomodelo RJ-11 de 6 pinos).
Perfuracfes foram feitas também para a colocac&opdeafusos de fixacdo do capacete
ao osso parietal. Cobriu-se a superficie 6ssea bmsa do conector com acrilico
odontolégico.

A localizacdo dos eletrodos foi verificada pelmgadimento histoldégico que
revelou o posicionamento correto dos eletrodosegsande maioria. NOs outros casos,
os animais foram eliminados da analise estatistica.

No dia do experimento, o animal foi aquecido dwdniminutos em uma camara
guente (~45 °C) feita de madeira, com uma |lampasaum de 100W / 127V como
aguecedor, para promover a vasodilatacdo e fadlitzanulacdo da veia da calda. Com
as veias caudais facilmente visualizaveis, foafaitassepsia da cauda com alcool 70% e
o cateter (24GA x 0,75” — BD Angiocath™ - Bectorickinson Ind. Cirdrgicas LTDA.,
Juiz de Fora) foi introduzido e fixado com espaapdr Foi usada heparina para evitar
entupimento por coagulacdo do cateter. No momeatmidiar a infusdo, o cateter foi
conectado a uma seringa de 5 ml posicionado na®adminfusdo KDScientific.

O padrdo de estimulacdo elétrica, sendo os esténmabnofasicos positivos de
cem (100) microssegundos de largura e trezentd® (Blzroamperes de amplitude para
todos os animais, comecou trinta segundos antasfdsdo da droga. A infusdo foi
determinada para a uma velocidade de 1ml/min derfalébncentracido de 10mg/ml.

O animal foi colocado dentro de uma caixa deiaorfransparente para que seus
comportamentos fossem observados. Foram analisadatencias para comeco da crise
minima, determinada como mioclonia dos membrosrianés (MP), e para o inicio da
crise maxima, sendo essa, hiperextensdo dos meratesores e posteriores com
flexdo da cabeca (CTCG). Como a infusdo de PTZAseuma taxa fixa de 10 mg/min, a
laténcia medida para cada comportamento correspditdeamente a dose de PTZ

necessaria para evocéa-los. O efeito da droga depeaturalmente, do peso corporal do
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animal. Portanto a dose de PTZ foi devidamente alirada pelo peso, o que se
denominou limiar de PTZ para crise minima e maxima.

O efeito pro ou anti-convulsivante de cada tratgméoi verificado comparando-
se os valores de limiar de PTZ entre os tratamatrttlizando-se ferramentas estatisticas
apropriadas para tal.

Os procedimentos para fixacdo dos cérebros emofpipem como os cortes

histologicos e sua coloragéo, seguiram os mesnss®pao primeiro protocolo.

6.3 - Resultados

Assim como no primeiro protocolo, 0s comportamsgrdaracteristicos, tanto da
crise minima quanto da méaxima, foram claramentergbhgos. A tabela 04 mostra a

laténcia em segundos para 0 comego de cada crise.

Tabela 02: Laténcia para comeco dos comportamesfientes a crise minima e a crise maxima.

Controle Periédico NP-IH

Laténcia(s)
p/  Crise| 43,8914 46,00+18 47,17+14

Minima

Laténcia(s)
p/ Crise| 82,44+12 107,2+25 112,2+16

Méaxima

Os limiares para a crise minima podem ser obsesvaadigura 10
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Limiar Crise Minima (MP)

404

3 Controle
Bl Periodico
Bl NP-IH

PTZ Threshold (mg/kg)

N=9 N=6 N=6

Figura 10: limiar de PTZ para inicio da crise miaim

Para comparar as médias das laténcias de cada fgiugsado o teste estatistico
One way ANOVZA Bonferroni como pés-teste. Verificou-se que néaave diferenca

significativa entre os grupos controle, periodicNB-IH, como pode ser notado no

gréfico 03.
J& a média dos limiares de PTZ para a crise magena cada grupo pode ser

observada na figura 11.
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Limiar Crise Maxima (CTCG)

1 * 1
80 ' % , '

J E Controle
=) Bl Periddico
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? Bl NP - IH
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8
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3
O-

N=9 N=6 N=6

Figura 11: limiar de PTZ para inicio da crise m&irBarras com asteriscos unem grupos com diferenca

estatistica significativa, p<0,05.

Os dados foram comparados entre si utilizandotesteOne Way ANOVA poés-
teste Bonferroni. Verificou-se que ambos os gruppstiodico e NP-IH, foram
estatisticamente diferentes do grupo controle (0,evidenciando que os animais
desses grupos necessitaram de mais droga parar ewocamportamento de tonia
generalizada do que os que ndo receberam estiétiioce profundo na regiao talamica.
Porém, ndo houve diferenca significativa entre ngpa@s peridodico e NP-IH. Ambos

foram capazes de atrasar o inicio da crise maxima.

6.4 — Discussao Parcial

Lim e cols (2007) realizaram estudos cronicos mhlante de eletrodos e
estimulos no NAT e verificaram uma reducdo sigatfia na frequéncia das crises.
Porém, ndo foram capazes de diferenciar os efd#@osimples insercdo do eletrodo
dagueles de implante e estimulos elétricos. Ou @@ 0s pacientes que receberam
somente o eletrodo, sem estimulacdo, quanto aqgekesforam estimulados tiveram
reducdo do namero de crises. No modelo animal d& Rdssos resultados, a simples

insercdo do eletrodo ndo produziu alteracdo nadatépara a crise. Vale lembrar que
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todos os animais, mesmo os do grupo controle, asspela cirurgia de implante de
eletrodos, cujas posicbes foram posteriormenteirooadlas com os cortes histolégicos.
A aparente contradicdo com os resultados cliniont ser parcialmente explicada por
estarmos usando um modelo agudo de epilepsia.

Em nosso estudo, n&o foi encontrada diferencafis@fiva entre os grupos com
relacdo a crise minima (figura 08). Dados contreetasdo encontrados na literatura
sobre estimulos a baixa frequéncia no NAT em relacéssa crise. Mirski e cols (1997)
compararam estimulos de alta (100Hz) e baixa (&Hx)iéncia em NAT de ratos
mediante infusdo de PTZ pela veia da calda. Ogesiteerificaram que estimulos de
baixa frequéncia (8Hz) sé&o capazes de diminuiténd¢sa para comeco dessa crise. Ja
Hamani e cols (2008) compararam estimulos de 280&lA (ambos nas intensidades de
200, 500 e 1000 pA) induzidas por injecdes intiamarl de pilocarpina e encontraram
um aumento significativo na laténcia em ambas asgu&ncias, nos animais que
receberam estimulos na amplitude de 500 pA. Apsativergéncia desses resultados,
nota-se que tanto Mirski quanto Hamani encontradéferencas significativas quando
estimularam o NAT a baixas frequéncias, diferindandsso resultado para crise minima.
Uma possivel explicacdo € que ambos os traballtadosi utilizaram estimulos de
intensidade superiores a 300 pA e, provavelmensastimulagdo no NAT necessite de
estimulos numa intensidade superior a esta parahg@euma modulacdo satisfatéria
sobre o sistema limbico. Um estudo que corrobonaessa hipétese da pouca influéncia
sobre sistema limbico mediante estimulagdo no NéiTidito por Takebayashi e cols
(2007). Nesse trabalho foram aplicados estimulodNAd de ratos concomitantes a
inducdo de crise por acido cainico. Verificarami pwio de andlise do consumo de
glicose, que mediante os estimulos elétricos, ha diminuicdo de atividade em coértex
(sensorio-motor, cingulado e parietal) e troncoig@ra periarquedutal, tegmento do
mesencéfalo) em relacdo ao grupo controle que gen@ninduzida a crise. Porém nao
houve diferenca em estruturas limbicas, como an@gdasipocampo (CAl), giro
denteado e cortex entorrinal. Logo, nossos estenyseriodico e NP-IH, realmente
necessitariam de maior amplitude para modificane@nicidade de disparos neurais em
estruturas limbicas, devido a menor modulacdo dd Bdbre essas estruturas. Porém, a

amplitude foi suficiente para que os estimulos auassem significativamente a laténcia
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para comeco da crise maxima (figura 09), provavetepela maior modulagdo do NAT
sobre cortex e tronco, como evidenciado no trabeitdo.

Em contrapartida, como dito na introducao desstpolo, nosso objetivo maior
nesse experimento foi verificar se outra estrutamraseguiria discernir entre os padroes
temporais dos estimulos peridédicos e NP-IH. E, cesmerado, o tdlamo ndo foi capaz
de realizar tal tarefa, pois ambos os estimulosnfocapazes de aumentar a laténcia da
crise maxima. O tdlamo néo diferenciou os padra@somprovavelmente porque € mais
uma estrutura passagem do que integradora de iafdoncomo a amigdala. Logo,
somente redistribuiu as informacdes passadas pstmulos para as areas com as quais
faz conexdo e, nessas sim, ambos os estimulos fapazes de diminuir o sincronismo.
Outra possibilidade do ndo reconhecimento dos padt@mporais de estimulos pode
decorrer do fato do tdlamo, no modelo de crise alsia por PTZ, ndo ser considerado
uma estrutura principal para o desencadeamento rdse, ccomo a amigdala
(HANDFORTH, 1995). Logo, se esses mesmos estinfofsem testados em um modelo
no qual o tdlamo é uma estrutura central e detam®nno processo desencadeador da
crise, como modelo de auséncia (FOJTIKOVA, 2006;BERTX AND ROBSON,
2008; LABATE, 2005) talvez houvesse diferenca nesultados entre os padrdes de
estimulos, pois esses teriam maior poder de madidatobre o sincronismo das redes
neurais requeridas em tal modelo. Vale ressaltaragestimulo NP-IH com o eletrodo
posicionado no complexo amigdaléide ndo s6 teveoedmti-convulsivo para a crise
minima quanto a resposta para crise maxima foiegdagezes a do tempo controle. Ou
seja, este resultado corrobora com a hipétese deaqdessincronizacdo mais eficaz

quando efetuada em estruturas mais intimamenteiorkdas a epileptogénese.
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7 - Diferentes padrbes temporais de estimulos elétr  icos
em modelo de pilocarpina

7.1 - Consideracodes iniciais

A crise de lobo temporal é um evento gerado prétmemente por estruturas
mesiais limbicas que geralmente envolve sintomasadarea como vémitos, mudancas
emocionais (mais comumente medo) e alucinagdasméa:crise parcial que pode ou n&o
haver perda de consciéncia. Se ocorrer, se tor@acuse complexa com automatismos
faciais e mioclonia de cabeca e membros (ENGELL9BS).

A principal diferenca da epilepsia de lobo tempdas epilepsias cujo foco é o
neocortex € sua freqlente refratariedade aos tatas) medicamentosos. E sua
importancia advém do fato de ser uma das mais cerdantre as epilepsias humanas
(ENGEL JR, 1996).

Devido a essa alta refratariedade, novas formastra@mento, como a
eletroestimulacdo, sdo de suma importancia pargeproma possivel alternativa as
pessoas que sdo acometidas dessa sindrome.

Como ja foi dito anteriormente, 0 modelo animapdecarpina € particularmente
interessante para o estudo das TLE por mimetizsgscespontaneas recorrentes, além de
apresentar lesdes em determinadas estruturas, e@ssinna clinica. Logo, verificando a
eficacia dos padrbes temporais de estimulos questeesta se testando esses estimulos
em uma rede neural naturalmente epiléptica e pasdévse, no futuro, transpor para
testes clinicos.

Estudos de eletroestimulacdo utilizando o modelmitbcarpina ja vém sendo
usado, como trabalho de Hamani (2008). Porém, ariaa faz analisando somente na
fase aguda de instalacdo do modelastatus epilepticugSE), que na verdade é um
estudo de crise epiléptica e ndo da sindrome erorsipresenca de crises recorrentes

espontaneas.
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Em nosso estudo, estimulos elétricos foram aplsad amigdala direita de ratos
gue estavam na fase cronica do modelo de pilo@rpinseja, mais de 15 dias depois do
SE, fase na qual ocorrem as CRE.

Amigdala foi escolhida como estrutura alvo dosnadbs elétricos por ser uma
das estruturas do foco das crises limbicas daspspdls do lobo temporal, assim como
hipocampo e cértex entorrinal (CURIA, 2008). Aléimst, € sabida sua ampla conexao
com diversas estruturas, tanto que disparos i@digndos da amigdala alcancam
diversas areas, como cortex, substancia negralegta;, hipocampo, nucleo subtaléamico
(SHI, 2007). E, principalmente, a amigdala foi uestrutura capaz de reconhecer 0s
padrbes temporais que sdo usados no nosso estudo, evidenciado nos resultados
anteriores.

Apesar de sabermos que h& uma degeneracdo amigdalgrotocolo de
pilocarpina, 0 que poderia comprometer o0 experimengois o0s estimulos néo
alcancariam um numero consideravel de neurdnidedes, como o de Kemppainen
(2004) mostram que as conexdes amigdala-hipocangeimanecem ativas,
principalmente as de neurdnios excitatorios. LgmEnsamos que essa estrutura seria
capaz de, além de reconhecer a diferenca dos padedeporais, de transmitir a
informacdo, sincronizante ou dessincronizante awade estruturas, principalmente
hipocampo.

Nosso objetivo com esse protocolo foi verifican ema rede neural propensa a
desenvolver hipersincronismo, se padrfes tempopamgpdico e ndo periddico, de
estimulos elétricos poderiam influenciar nas CREa gor diminuicdo ou aumento do
namero das crises, ou do tempo e até da gravideimdsmas.

Porém, esse protocolo difere dos demais ja feiasse trabalho, pois foi um
estudo crénico e ndo agudo como nos anterioresmEexperimentos de estimulos
elétricos profundos crénicos, um dos padrdes gueepamente precisa ser configurado
€ o tempo de estimulo (chamado de telmpd e o tempo de auséncia do mesmo (tempo
off ). Diversos padrdes ja foram testados, como 6@u320% de tempon e o restante
off, e até mesmo 100%n (MONTGOMERY, 2008). Nosso objetivo foi escolher um
padréo on longo o suficiente para dessincronizada e um padrdo off curto o bastante

para que a rede ndo sincronizassesie ainda sim ndo gerasse dano ao tecido por leséo
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eletrolitica. Porém, as sincronizacdes neurais Bse< epilépticas podem ocorrer em
espaco de tempo muito curto. Tendo em mente quén agse 0s estimulos
dessincronizantes fossem cessados, a rede netardh @pta a sincronizar-se, e que essa
sincronia poderia ocorrer rapidamente, optamosrealizar os estimulos elétricos no
padrao 100%n.

Outra mudanca feita para esse protocolo foi ode@stimulos bifasicos, pois
estimulos monofasicos por longo tempo podem promele¢rodeposicao, o que lesaria o
tecido neural.

7.2 - Metodologia

Utilizamos 10 ratos Wistar machos proveniente€dBIO/ICB-UFMG, pesando
entre 220 a 280g.

Todos os animais foram submetidos a inducdo doetnode epilepsia por
pilocarpina. Esse modelo iniciou-se injetando didor colinérgico periférico, via IP,
(n&o atravessa a barreira hemato-encefélica) botiwlamina(Buscopan®) na dose de 1
mg/kg para a protecdo contra efeitos periféricogittzcarpina. Trinta minutos apos,
injetou-se pilocarpina, também via IP, na dose 2@ @g/kg para a inducdo de status
epilepticus (SE). Noventa minutos ap0s o comec¢&@HBpinjetou-se Diazepam, via IP,
(20 mg/kg) para interrupcdo de SE. Ratos que ndendelveram SE 30 minutos apés
injecdo de pilocarpina receberam mais 40% da duosienais que ndo entraram em SE
apos dose adicional foram rejeitados do gruponEoessario um cuidado intenso (até 48
horas depois) para sobrevida do grupo experimeptaicipalmente através de re-
hidratacdo cuidadosa dos animais que passaramrex sigf afagia e adipsia severas.
Administraram-se 0,5 ml Pedyalite com leite condeonsa cada duas horas via oral e 2
ml de salina via i.p. logo apés modelo, antes dodo expediente e logo apoés inicio do
expediente do dia seguinte.

Apés quarenta e cinco (45) dias do SE, todos awaas foram submetidos a
cirurgia de implante de eletrodos profundos na dalgg O procedimento iniciou com a

anestesia do animal utilizando-se de Ketamina astiy (numa proporgédo de medida de
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1 de ketamina para 0,7 de xylasina, sendo as coacéas da solucdo estoque de
10g/100ml e 2g/100ml respectivamente), numa dogeldimL/100 g de peso animal. A
solugéo foi injetada via intraperitonial, repetidetade da dose inicial de 30 em 30
minutos até o término da cirurgia (FLECKNELL, 1996jo0i utilizado também
pentabidtico Baytril® na dose 5,0 mg/kg, como madgidbfilatica contra infeccbes. Apos
tricotomia e as devidas medidas de assepsia, oahrion posicionado em aparelho
estereotaxico modelo Stoelting e injetado com Ladio&, anestésico local, vasoconstritor,
gue também serve de emulsificador do material $adheo. Foi realizada uma inciséo
eliptica com centro a altura da linha interauricudaterior e removeu-se a gordura
subcutanea limpando-se o0 0sso com salina est@dls A 0sso seco, colocou-se a torre do
estereotaxico e nivelava-se bregma e lambda. @ptenperfuracdo o cranio foi marcado
para insercao do eletrodo em sua respectiva coaddemamigdala direita, AP - 2,8 mm,
com referéncia ao bregma, [3,0 mm, com referéncia a linha média, DV -7,2 mendb
como referéncia a dura-mater, coordenadas seguAdasde (PAXINOS e WATSON,
1986). O eletrodo foi feito de um par de fios de &podelo #791400, A-M Systems,
CALIFORNIA, USA) revestidos com teflon torcidos emtsi e fixado no cranio com
cimento de zinco e soldado a um conector de tedefomodelo RJ-11 de 6 pinos).
Perfuracfes foram feitas também para a colocac&opdeafusos de fixacdo do capacete
ao 0sso parietal. Cobriu-se a superficie 0ssea lmsa do conector com acrilico
odontologico.

Apés cinco dias de recuperacdo do procedimentogioo, os animais foram
colocados em caixas de acrilico transparente dergies 30x30cm com agua e comida
ad libitume seus comportamentos foram gravados em videoehsras diarias, nos
periodos de dez horas da manha as quatro horasd#a por quatro dias consecutivos.
Posteriormente aos 4 dias, os animais foram diegdem dois grupos de acordo com o
padréo de estimulo elétrico:

* Periddico — n=4
* NP-IH-n=6
Os padrdes de estimulo foram determinados comsitif® de duzentos microssegundos

de largura por fase e seiscentos microamperes plgw@he pico a pico.
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Novamente o comportamento dos animais foi graesdeideo por seis horas, no
mesmo periodo que anteriormente, por quatro diaseonitivos. O padrdo de estimulo,
de acordo com o grupo, foi fornecido ao animal digaodo o tempo de filmagem,
continuamente.

Sendo cada animal controle dele mesmo, foi cordpasanimero que crises que
ocorreram durante o periodo de filmagem sem o akiimalétrico profundo com o
periodo no qual o estimulo esteve presente. Aesiemputadas foram aquelas que
alcancaram, no minimo, o indice de gravidade yres#g escala modificada de Racine
(1972). Nesta escala, o indice varia de 1 a 5 digmelo do comportamento do animal
durante o periodo de crise epiléptica:

« Indice 1: comportamento de imobilidade, fechamemkns olhos, abalos
musculares da orelha e/ou das vibricias, clonialfac

« indice 2: movimentos de flexdo e extensdo do pesessociado com severa
clonia facial.

+ Indice 3: clonia de um membro anterior.

« Indice 3,5: clonia de ambos os membros anteri@esaspresenca do movimento
derearing.

« Indice 4: clonia de ambos os membros anteriorespresenca deearing.

« Indice 4,5: crise clonica generalizada acompanigel@ueda para o lado sem
presenca deearing.

« Indice 5: crise clénica generalizada acompanhadandeimento derearing

seguida de queda de costas.

Usando-se essa escala, foi comparado tambémiae idel gravidade das crises
ocorridas nos periodos de estimulo elétrico prafucaim seus respectivos controle, no
gual os estimulos ndo estavam presentes, assim ocot@mpo de duracdo das crises
também em ambos os periodos.

Ap6s todo o periodo de filmagem, os animais foraatrificados para a
verificacao histolégica da posicao dos eletrodasmais cujos eletrodos ndo alcancaram

a estrutura alvo foram retirados das analisesistitals.
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7.3 - Resultados

A mediana do numero de crises espontaneas o®eidab animais, com indice
de gravidade maior ou igual a 3, nos periodos stimelo (grupo controle) e no periodo

com estimulo n&o periédico (grupo NP-IH) pode $meovada na figura 12.

Numero de Crises Espontaneas
Estimulos NP

1 * 1
) 1
144
S 12+ B Controle
S 101 Bl NP-IH
g gl
o)
o 6-
3
Q4
O ]
0 T
N=6 N=6

Figura 12: Numero de crises ocorridas no periodawsencia (controle) e presenca de estimulo néo
periédico (NP-IH) analisadas em 6 animais. Barmam asterisco unem os grupos com diferenca estatisti

significativa (p<0,05). Teste Mann Whitnet.

Esses dados foram analisados utilizando-¥élooxon Signed Rankomo teste
estatistico, e revelou que o numero de crises &spess, durante o periodo no qual o
estimulo ndo periédico (NP-IH) estava presente, efstiatisticamente menor que no

periodo sem esse estimulo.
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Posteriormente, foi analisado tanto o indice devigade das crises quanto o
tempo de duracdo das mesmas. Utilizando-se odstatisticdVlann Whitneyverificou-
se que ndo houve diferenca significativa no indieegravidade das crises espontaneas
ocorridas nesses dois periodos, como pode sermpgafigura 13.

indice CER

B Controle
Bl NP-IH

Indice CER

N=38 N=5

Figura 13: indice se gravidade das crises ocormasperiodos de auséncia e presenca de estimulo na
periédico. Teste estatistico: Mann Whitney.

Porém, analisando-se o tempo das crises ocomdaseriodos de auséncia e
presenca dos estimulos, tendo como marcador o mondeninicio da mioclonia de
membros anteriores até o término comportamentafjooel-se que o tempo médio das
crises no periodo sem estimulo foi significativateemaior que no periodo que o

estimulo NP-IH estava presente, como pode ser ooadigura 14.
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Gréfico 14: Tempo médio de todas as crises no geréte auséncia (controle) e presenca (NP-IH) de

estimulo. Barras com asterisco unem grupos conredifa estatistica, p<0,05. Teste usado: Mann
Whitney.

N&o houve diferenca no nimero de crises espord@@aridas na presenca do

estimulo periddico se comparado com o periodo déraia do mesmo, como pode ser
visto na figura 15.
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Numero de Crises Espontaneas
Estimulo Periodico

B Controle
B Periddico

Crises por periodo

N=4 N=4

Gréfico 15: Numero de crises ocorridas no pericglawséncia (controle) e presenca de estimulo pewidd

Teste usado: Mann Whitney

N&o foi possivel analisar o indice das crises m&peas, nem seu tempo de
duracao durante o periodo de teste do estimulddieni devido a pequena ocorréncia,

apenas 4 no total, sendo duas crises por grupo.
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7.4 - Discusséo parcial

Classicamente, a ictogénese tem sido associadsuraento de excitabilidade
neural por muitos autores. Mudancas na rede neurab proprio neurdnio levam a essa
hiperexcitabilidade. Magan (1995) e Lothman (198®®straram que, ap0s a inducdo de
um modelo crénico de ELT por kindling elétrico eegiéo hipocampal, os neurénios de
CAL1l tornam-se hiperexcitaveis. Bertram (1998), satpuo mesmo modelo de inducéo
de ELT, mostrou que ndo sé neurdnios hipocampaas, também de estruturas como
amigdala, cértex entorrinal e piriforme se mostraiperexcitaveis. Nadler (1980) e
Sloviter (1991) mostraram que rearranjos plasti@sede neural apés um insulto levam
a mudancas na rede neural hipocampal que aumedtaus excitatério em modelo de
ELT induzido por acido cainico. O protocolo de igdo de crise recorrente por
pilocarpina também h& um aumento da excitabilidddiello (1996) demonstrou que
crises espontaneas geram perda neuronal, prin@pé&nde neurdnios inibitérios. Era de
se esperar, portanto, que estimulos elétricos, tgoe por funcdo excitar as células
neuronais, aumentassem ainda mais a excitabilidadeonal elevando a probabilidade
de crises epilépticas. Porém, nossos resultadosanogue o estimulo NP-IH foi capaz
de diminuir tanto nimero quanto a duragcdo de cespsntaneas no modelo cronico de
epilepsia (modelo de pilocarpina). Esse padrédostiemmelacdo provavelmente afetou a
capacidade de sincronizacado das redes neurais regaleg alteragcdes na excitabilidade.
Porém, a partir do momento que houve crise conxajlshesmo na presenca do estimulo
NP-IH, provavelmente os mesmos circuitos foramutaclos, pois ndo foi verificada
mudanca significativa no indice das crises ocosrida presenca em compara¢ao ao
periodo de auséncia do estimulo NP-IH.

N&o houve diferenga significativa entre ao nunter@rises ocorridas no periodo
de auséncia comparado com o de presenca do esth@ridmlico. Este resultado pode
estar comprometido pelo baixo nimero de animaisadas (n=4). De fato, esse baixo
namero da amostra ndo nos permitiu comparar nendioel, nem o tempo das crises.

Deixa-nos a tarefa de continuar esse estudo palésamos se esse estimulo poderia
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aumentar a sincronia ao ponto de, além de aumentaimero das crises, também

aumentar o tempo de duracédo das mesmas.
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8 - Conclusao e Perspectivas

Nossos resultados mostram que mudancas na cagdifideamporal de estimulos
elétricos com mesma energia (i.e. mesmo numero ullgoP por segundo) podem
influenciar o processo de ictogénese, dependendesttatura alvo, de forma anti
(estimulo NP-IH) ou pro-convulsivante (estimulag@eriodica). A explicacdo para os
efeitos antagbénicos dos estimulos periddicos e HNRdta relacionada a caracteristica
sincronizante e dessincronizante, respectivamdagegstimulos utilizados.

Os resultados de RMf corroboraram para os resdtadomportamentais
relacionados ao aumento de laténcia no aparecintEntmarcadores comportamentais
das crises convulsivas. As diferencas entre opadie atividade nas imagens por RMf,
para diferentes padrdes temporais de estimulaéfiacal poderiam ser melhor descritos
por técnicas de imunofluorescéncia utilizando nmidwoes de alteracbes plasticas
conjugadas com marcadores de atividade metabdste. € um dos objetivos do meu
projeto no doutorado.

O procedimento de estimulagcdo NP-IH como padr&sideronizante deveria ser
ainda mais eficaz se conjugado a uma estimulaggatéaio multi-sitio. Tass (2003)
realizou estudo, em simulagdes matematicas, noagaal posicionados 4 eletrodos em
diferentes areas da rede neural artificial sends gtivados aleatoriamente, conseguiu
uma dessincronizacdo da rede neural. Espera-ganfmrque a unido da técnica multi-
sitio com o estimulo NP-IH amplificaria o poder slasronizante deste padrdo de
estimulo.

Logo eficacia da estimulacéo elétrica profunda@omedida de controle de crises
€ também dependente do padrdo temporal usado| fient@ que um estimulo NP-IH,
anti-convulsivo, deve ser considerado para uso réicpa médica. Porém, seria
interessante fornecer esse padrdo de estimulo s®mem momentos antes da crise
convulsiva, para que o tempo de exposicado do tewdoal aos estimulos elétricos fosse
minimizado. Para isso, tem-se que associar umadoleia de predicdo de crise a de
abolicdo. Trabalhos com esse intuito estdo sendlzados, como estudos de Good
(2009), cuja estimulacdo abortiva é fornecida sdaengrstante antes da crise, predita por

técnicas ndo-lineares de avaliacdo de EEG. O pwuativo de técnicas de predi¢do por
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analise ndo lineares da dinamica do EEG é o fdlsma, denominado como predicédo
sem que ocorra a crise emANDRZEJAK, 2009).

Uma metodologia para predicdo de crise que pdesévie minimizaria o falso
alarme, seria aquela que utilizaria a prépria dioplido da oscilacdo da rede neural, que
culmina na geracdo de crise, para predizé-la. Baea ocorra a predicdo por essa
hipotese, pulsos elétricos de baixa frequénciaHi),Seriam fornecidos a uma estrutura
cerebral como amigdala, concomitante ao regisawoelncefalico de uma area que néo
possui conexao direta (mono-sinaptica) com essat@st, como cortex parietal. A partir
do momento que a crise se desencadearia, oscildgd@stema seriam amplificadas e os
pulsos gerados pelos estimulos elétricos aumemtasau alcance, passando a ser
capitado em regides distantes. Assim, momentos aaterise, sinais dos pulsos elétricos
de 0,5Hz na amigdala que antes ndo eram captad@EGocortex parietal, com a
amplificacdo da oscilacdo da rede, passam a sgre geria um 6timo sinal da iminéncia
de instalagdo de uma crise convulsiva. Assim queutsos de 0,5 Hz fossem captados,
seriam fornecidos os pulsos anti-convulsivantes )P abolindo a crise e minimizando
a exposicao do tecido aos pulsos elétricos.

De fato, um protocolo piloto seguindo essa metuglal ja foi feito. Neste, o
animal foi anestesiado com Uretana (140mg/ml na akes 1mI/100g), teve a veia da
calda canulada para infusdo de PTZ (40mg/ml/min¢gestro de eletroencefalograma
foram realizados nos cortex parietais concomitaetden a estimulo de 0,5Hz
(monofasicos, 300uA, 100us de largura) na amigdRdecebe-se pela figuds que no
inicio do registro, ndo ha presenca do estimul®,8Ez, mas com a continua infusdo de
PTZ, este surge cerca de 2 minutos antes de gistrcefalograficos de crise. Este
protocolo necessita de maiores investigacOes, @ua&o srealizadas no decorrer do
doutorado, mas indicam uma técnica de predicdoride promissora que podera ser

associada ao estimulo NP-IH para abor¢éo das crises
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Figura 16: janelas mostram sequiéncia de EEG daaggirietal de rato wistar. A: inicio da infusaoRieZ
(1s). B: 400s do inicio; C: 800s, nota-se o potrevocado de 0,5Hz; D: 900s; E: 910 ; F: 920 dcian

Nota-se o registro encefalografico da crise corivails
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Anexo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERINENTACAO ANIMAL
~-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 150/2008, relativc ao projeto intitulado " Redes
neurais hiperexcitdveis e hipersincrénicas em modelos animais de
epilepsia: aspectos da dindmica temporal de recrutamento neuvral na
epileptogénese’, que tem como responsavel Marcio Flévio Dutra Moraes , estd
de acordo com os Principios Eticos da Experimentacac Animal, adotados pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 28/ 02/2007.

Este certificado expira-se em 28/ 02 / 2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocoi n° 150/20086, reléted to the prodect entitled
“Hyperexcitable and hypersynchronic neural networks in animal models of
epilepsy: temporal dynamics aspecis of neuronal recruitment in
epileptogenesys’, under the supervision of Marcio Flavio Dutra Moraes, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation {CETEA/UFMG), and was
approved in February 28, 2007.

This certificate expires in February 28, 2012.

Belo Horizonte, 28 de Fevereiro da 20067.

Ws

Prof. Humberto Pereira
Presidente do CETEA/UFMG

Universidade Federai de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos. 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2205
31270-901 - Bezlo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 2499-4516 — Fax: (31) 3499-4516
www.ufmg.bribioeticalcetea - cetea@prog.ufma.br
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