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Resumo

A epilepsia é definida como a predisposicao cerebral em gerar crises epilépticas associadas a
consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicologicas e sociais. Uma caracteristica impor-
tante da epilepsia ¢ a apresentacao de padroes anormais de conectividade. Porém, pouco se
sabe ainda sobre esses padroes durante etapas que antecedem uma convulsao, e portanto se
faz necessaria uma busca mais aprofundada para a relagdo entre a conectividade e as crises.
Estudos apontaram que a neuromodulacao medular, é capaz de reduzir significativamente a
frequéncia das convulsoes. Esta técnica apresenta como vantagem um menor grau de invasi-
vidade se comparado a estimulagao cerebral profunda, ou estimulacdo vagal. Neste contexto,
o objetivo deste trabalho é investigar os padroes de conectividade apresentados em um mo-
delo animal de epilepsia com crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) (60
mg/kg), bem como avaliar como a neuromodulac¢ao medular influencia nas crises convulsivas
em ratos. Foram utilizados 10 ratos Wistar, divididos igualmente em dois grupos: PTZ e
PTZ+ESTIMULACAO. Os animais do grupo PTZ passaram por procedimentos cirtirgicos
para implantes de registro eletrofisiologico abrangendo 5 regides, sendo estas, os cortices mo-
tor primario e secundario, o giro denteado, a regiao CA1l do hipocampo e o ntucleo anterior
ventral do talamo. Os animais tiveram suas atividades cerebrais gravadas, antes, durante e
depois da administracdo de PTZ, a fim de mapear a conectividade, nestas regides. Os ani-
mais do grupo PTZ + ESTIMULACAO foram submetidos a um procedimento cirirgico para
a implantacao de eletrodos de estimulacao medular e, semelhantemente ao grupo anterior,
passaram pelo procedimento para implantacao de matrizes de registro eletrofisiologico. Jun-
tamente com a administracao do PTZ, os animais desse grupo passaram por um protocolo
de estimulagdo que consistiu em I = 100uA / 200uA e F= 100Hz, a fim de analisar como
a neuromodulacao influencia na suscetibilidade das crises epilépticas. Resultados demonstra-
ram uma alteracdo significativa tanto na coeréncia quanto no acoplamento fase-amplitude
no eixo giro denteado-CA1l. Semelhantemente houve uma diminuicao significativa tanto na

duragao quanto na intensidade das crises convulsivas.

Palavras-chave: Estimulacao medular; epilepsia; eletrofisiologia;.



Abstract

Epilepsy is characterized as a brain predisposition to generate epileptic seizures associated
with neurobiological, cognitive, psychological and social consequences. A significant charac-
teristic of epilepsy is the presentation of abnormal patterns of connectivity. However, little is
known about these patterns during the stages preceding a seizure. Therefore a deeper search
for the relationship between connectivity and the epileptic crisis is considered necessary.
Studies have shown that spinal cord neuromodulation is capable of reducing the frequency
of seizures. That technique is advantageous because it presents a lower degree of invasive-
ness compared to deep brain stimulation, or vagal stimulation. In this context, the aim of
this project is to investigate the connectivity patterns in an animal model of epilepsy with
seizures induced by pentylenetetrazol (PTZ) (60 mg / kg), as well as to evaluate how a
spinal cord neuromodulation influences seizures in rats. Ten Wistar rats were used, divided
equally into two groups: PTZ and PTZ + STIMULATION. The animals in the PTZ group
underwent surgical procedures for electrophysiological recording implants covering 5 regions,
namely, the primary and secondary motor cortices, the dentate gyrus, the CA1 region of the
hippocampus and the ventral anterior nucleus of the thalamus. Animals had their brain ac-
tivities recorded, before, during and after PTZ administration, in order to map connectivity
within these regions. The animals in the PTZ + STIMULATION group underwent a surgical
procedure for the implantation of spinal stimulation electrodes and, similarly to the previous
group, underwent the procedure for implantation of electrophysiological recording matrices.
Along with the administration of PTZ, the animals in this group were submitted to receive
a stimulation protocol that consisted of I = 100uA / 2004A and F= 100Hz, in order to
analyze how spinal cord neuromodulation influenced the susceptibility of epileptic seizures.
Results demonstrated a significant change in both coherence and phase-amplitude coupling
in the dentate gyrus-CAl axis. Similarly, there was a significant decrease in both duration

and intensity of seizures.

Keywords: Spinal cord stimulation; epilepsy; electrophysiology
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1 Introducao

Epilepsia é uma doenca neurolégica cronica que acomete cerca de 1% da populacao
mundial, caracterizada por crises epilépticas momentaneas e espontaneas que persistem ao
longo do tempo (MS, 2013; MITCHELL et al., 2018). Dentre os pacientes acometidos pela
epilepsia, uma grande quantidade nao responde adequadamente ao tratamento farmacologico
o que resulta em prejuizo na qualidade de vida (BRODIE, 2005; YAN; IBRAHIM, 2019). Uma
alternativa ao tratamento medicamentoso ¢ a cirurgia para a ressecao do foco epileptogénico,
porém, somente uma pequena parte dos pacientes sao elegiveis a cirurgia (WIEBE et al.,
2001). Neste contexto, tratamentos alternativos tém sido estudados ao longo dos anos e (LIU
et al., 2017) desde 1997 a neuromodulagao elétrica é aprovada para o tratamento da epilepsia
em humanos (DAVIS; GAITANIS, 2020). No entanto, o indice de éxito das técnicas aprovadas
ainda é baixo (PAIS-VIEIRA et al., 2016) de modo que, diferentes locais de estimulagao e
novos parametros sao alvos de pesquisas que visam solucionar os casos de epilepsia refratarios
(DAVIS; GAITANIS, 2020).

A estimulacao da medula espinhal é uma técnica semi-invasiva que é usada desde os
anos 60, principalmente no tratamento de dor cronica (SIVANESAN et al., 2019). Estima-
se que 50.000 implantes medulares sao feitos todos os anos (CLEVELAND CLINIC, 2016).
Recentemente a estimulagao da medula espinhal tem sido testada para tratamento de sin-
tomas na doenca de Parkinson e alguns trabalhos surgiram demonstrando bons resultados
em modelos animais de epilepsia (HUBSCH et al., 2019; JIAO et al., 2016a; JIAO et al.,
2013). Porém, ainda nao estd claro como a conectividade entre diversas estruturas cerebrais
se comporta durante uma convulsao e nem se convulsoes graves podem ser modificadas pela
neuromodulacao. Desta forma, ainda se faz necessario estudos mais consistentes sobre as cri-
ses convulsivas e mais aprofundados que explorem os mecanismos alterados pela estimulacao

elétrica da medula espinhal.

A conectividade cerebral, seja ela funcional, estrutural ou efetiva, é alvo de estudos
que visam buscar padroes de marcacoes que leve a um entendimento mais profundo do funci-
onamento cerebral, e consequentemente de suas disfun¢oes (BULLMORE; SPORNS, 2009).
Neste sentido, diversos estudos demonstraram altera¢oes na conectividade funcional em va-
rias doengas neurolégicas e psiquiatricas como o autismo, doenca de Alzheimer, epilepsia,
esquizofrenia. (PILLAI et al., 2018; MUSAEUS et al., 2019; YIN et al., 2020; PHANG et
al., 2019). No que se trata de epilepsia focal, foi possivel observar alteragdes na conectivi-

dade funcional em estudos com humanos (DAS et al., 2019). Similarmente, estudos recentes
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demonstraram que a neuromodulagao elétrica é capaz de alterar a conectividade (CAO et
al., 2017; BARTOLOMEI et al., 2016; BABAJANI-FEREMI et al., 2018). Portanto, o pre-
sente estudo tem como objetivo compreender as caracteristicas apresentadas na conectividade
funcional e seus efeitos na suscetibilidade de crises epilépticas em um modelo animal de con-
vulsao induzido por pentilenotetrazol, bem como analisar o efeito das estimulacoes elétricas

da medula espinhal nas crises comportamentais.

1.1 Referencial Tebdrico

1.1.1 Epilepsia

Epilepsia é um distturbio neurolégico muito comum e tao antigo quanto a préopria hu-
manidade. Os primeiros relatos sobre epilepsia podem ser atribuidos aos Assirios por volta
de 2000 A.C. (MAGIORKINIS et al., 2010). Diversas referéncias a epilepsia podem ser en-
contradas em textos médicos da Grécia antiga. Hipdcrates (460 — 370 A.C), por exemplo, em
seu livro THE SACRED DISEASE (A Doenca Sagrada) (POTTER et al., 1995), descreveu
a primeira craniotomia realizada contralateralmente, para reduzir sintomas convulsivos. Ao
final do século 19, a medicina se preocupava principalmente em delinear a fisiopatologia da
epilepsia e em sua localizacao topografica. A descricio dos mecanismos epilépticos e pro-
vas de que epilepsia se origina no cérebro sugiram dos trabalhos de Fritsch (1838-1927) e
Hitzig (1838-1907) (SIDIROPOULOU et al., 2010). No entanto, a descoberta que as crises
epilépticas se dao através da manifestacao repentina e excessiva da atividade elétrica cere-
bral, é atribuida ao neurologista John Hughlings Jackson (1835-1911) (JACKSON, 1873).
Anos mais tarde, o trabalho de Jackson inspirou o renomado neurocirurgiao Wilder Graves
Penfield (1891-1976), que desenvolveu uma inovadora técnica cirirgica para a remogao do
foco epileptogénico (LADINO et al., 2018), e durante o processo de desenvolvimento relatou
a existéncia de um mapa do cérebro humano correspondente a diferentes fungdes sensoriais
e motoras (BECKER, 1953; PENFIELD; JASPER, 1954). Estes estudos, entre outros, trou-
xeram grandes avangos sobre o entendimento do funcionamento cerebral, e inspira até hoje

o desenvolvimento deste campo da neurociéncia.

A epilepsia é uma doenca cerebral cronica caracterizada pela recorréncia de crises
epilépticas nao provocadas. Crises epilépticas, por sua vez, sdo caracterizadas por sinais ou
sintomas transitorios que ocorrem devido a atividade neuronal anormal, excessiva ou sincrona.
Tal distirbio apresenta consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicologicas e sociais e afeta
diretamente a qualidade de vida dos pacientes acometidos por este transtorno. A epilepsia
se apresenta em uma variedade de disturbios, classificados fundamentalmente, pelo tipo de

disfungao cerebral apresentada que pode ser resultante de diferentes causas (FISHER et al.,
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2005).

Segundo a ILAE (International League Against Epilepsy) a epilepsia é definida clini-

camente por qualquer uma das seguintes condigoes:

» Pelo menos duas crises epilépticas nao provocadas (ou reflexas) ocorrendo com um

intervalo superior a 24 h.

o Uma crise epiléptica nao provocada (ou reflexa) e a probabilidade de ocorréncia de
outras crises similares ao risco geral de recorréncia (de pelo menos 60%) apds duas

crises epilépticas nao provocadas, ocorrendo nos préximos 10 anos.

« Diagnostico de uma sindrome epiléptica.

A epilepsia dever ser considerada resolvida nos casos em que os pacientes tenham ultrapassado
a idade limite, no caso de uma sindrome dependente de idade, e nos casos em que tenham
permanecido livres de crises nos tltimos 10 anos, sem farmacos antiepilépticos nos tltimos 5
anos (FISHER et al., 2014).

1.1.2 Classificacdo da Epilepsia

De acordo com a atualizagao da ILAE (2017), as crises epilépticas podem ser classi-
ficadas em quatro categorias principais de acordo com o inicio da crise, sendo estas, focal,
generalizada, desconhecida e nao classificadas. As crises focais estao localizadas em apenas
uma area do cérebro, e podem apresentar ou nao prejuizo na percepcao. Crises focais tam-
bém podem se desenvolver e transformar-se em bilaterais tonico-clonica (secundariamente
generalizada). Os sintomas podem apresentar sinais de inicio motor (movimentos tonicos,
aténicos, miocldnicos) ou nao motor (parada comportamental, sensagdo de medo, cheiros
entre outros). As crises generalizadas afetam ambas partes do cérebro, e também podem
apresentar sintomas e sinais de inicio motores e ndo motores (crise de auséncia). Crises nas
quais os sintomas e/ou sinais de inicio ndo puderam ser identificados, sdo classificadas como
desconhecidas. Por fim, crises que nao foram previamente classificadas, podem ser incluidas
nesta categoria. Em relacao a etiologia, a epilepsia pode ser classificada em idiopatica, sinto-
maética ou criptogénica (FISHER et al., 2017). A epilepsia pode ser organizada em sindromes,
com caracteristicas clinicas e eletrofisiologicas comuns. A identificacao do tipo de sindrome

é extremamente importante para um tratamento apropriado (HART, 2016).
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1.1.3 Fisiopatologia

As diferentes sindromes epilépticas possuem diferentes alteracoes fisiopatoldgicas.
Consequentemente, até o presente momento, nao foi possivel encontrar um mecanismo que
descreva ou seja responsavel pela epileptogénese (KING-STEPHENS, 2009). Entretanto, evi-
déncias demonstram que o entendimento do funcionamento dos canais dependentes de volta-
gem e de canais i6nicos dependentes de ligantes podem ser chave para a compreensao desse
mecanismo. Por exemplo, sabe-se que mutacoes em canais de s6dio dependentes de voltagem
estao fundamentalmente relacionadas a alguns tipos de sindromes epilépticas como a epilepsia
generalizada com estado febril. Bem como mutac¢oes em canais de potassio dependentes de vol-
tagem foram descritas na epilepsia neonatal benigna. Semelhantemente, mutacoes nos canais
de cloreto estao ligadas a epilepsias mioclonicas. E ainda mutacoes em receptores nicotinicos
sdo o substrato da epilepsia noturna no lobo frontal (CELESIA, 2001). Sabe-se também que
alteracoes anatomicas ou funcionais podem levar a perturbagoes no microambiente i6nico
como resultado de alteragdes gliais acompanhadas de dano neuronal (LANEROLLE; LEE,
2005). Em alguns casos o inicio da fase ictal é caracterizado por um mecanismo desinibitério
relacionado a atividade cerebral de baixa tensao. Enquanto em outros casos o inicio é hiper-
sincrono sugerindo uma inibigao realgada (KING; SPENCER, 1995). Sendo assim, pesquisas
buscam compreender a dinadmica da ictogénese, porém o entendimento do mecanismo que
leva & ocorréncia de uma crise epiléptica continua desconhecido (KING-STEPHENS, 2009).

1.1.4 Diagnéstico

O diagnostico clinico de uma crise epiléptica pode ser obtido através de exame fisico
geral, com énfase na area neuroldgica e psiquidtrica, adjunto de uma histéria detalhada. O
relato de uma testemunha ocular ¢ importante para a descricao minuciosa da crise. Deve-
se também levar em considera¢do o histérico familiar e eventos extraordindrios (traumas,
infecgoes, intoxicagoes, entre outros). Exames complementares, como o eletroencefalograma
(EEG), também sdo importantes para um diagnéstico acurado, ja que este é capaz de respon-
der questoes importantes, como a localizacao da zona epileptogénica. A ressonancia magné-
tica e tomografia computadorizada auxiliam quando hé suspeitas de causas estruturais (lesao,
tumor etc.) (MS, 2013). Outras questoes, como a presenga de comorbidades, possibilidade
de gravidez, transtornos psiquiatricos, dificuldade de aprendizado, também sao de extrema
importancia para o diagnéstico pois devem ser levados em consideracao a fim de encontrar

um tratamento eficiente para o paciente (HART, 2016).
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1.1.5 Tratamento

O tratamento para epilepsia é sobretudo farmacologico e tem como objetivo proporci-
onar a melhor qualidade de vida possivel ao paciente através do controle adequado das crises
evitando ao maximo os efeitos adversos. A determinagao da sindrome epiléptica é primordial
(HART, 2016), pois mecanismos de geragao e propagagao das crises se diferem, assim como
o mecanismo de acao dos farmacos anticonvulsivante, sendo imprescindivel a consideracao
de cada detalhe a fim de proporcionar o tratamento favordvel a cada paciente (MS, 2013).
Apesar da utilizacdo de farmacos adequados ao tipo de crise, cerca de 30% dos pacientes
nao respondem satisfatoriamente ao tratamento (KWAN; BRODIE, 2000), e infelizmente,
continuar o tratamento muito provavelmente nao ocasiona uma melhora na condi¢ao do pa-
ciente (YAN; IBRAHIM, 2019). Intervengao cirurgica para a ressegao do foco epileptogénico
pode ser indicado caso paciente seja refratario, porém perda cognitiva, déficits neurolégicos,
complicagoes médicas, entre outros, podem ocorrer dependendo do local da resse¢ao (LIU et
al., 2017). A proporgao de pacientes refratarios que poderia receber um tratamento cirtrgico
¢ desconhecida, no entanto as estimativas variam de 5% a 50% de todos os casos de epilepsias
refratarias (RYVLIN; RHEIMS, 2008). A ineficacia do tratamento da epilepsia em pacientes
farmacorresistentes culminou na busca por novas formas de tratamento. Consequentemente,
dispositivos de neuromodulagao se tornaram uma opcao por serem capazes de modular a
atividade neuronal (DIBUE-ADJEI et al., 2019) que esté diretamente relacionada as crises

epilépticas.

1.1.6  Neuromodulacdo Elétrica na Epilepsia

Neuromodulagao elétrica é caracterizada pela utilizacao de corrente elétrica a fim de
modular, ou seja, estimular ou inibir a atividade neural. O conceito da utilizacao de esti-
mulacao elétrica para tratamento de disturbios neurolégicos surgiu no inicio do século 19,
e desde entao esta técnica tem demonstrado ser um tratamento promissor para a reducgao
da frequéncia e duracdo em crises em epilepsia refrataria. Atualmente, diferentes tipos de
neuromodulagao (Fig. 1.1) sdo utilizados para o tratamento de epilepsia, tais como, estimu-
lagao do nervo vago (VNS, do Inglés vagal nerve stimulation), neuroestimulacao responsiva
(RNS, do Inglés responsive neurostimulation), estimulacao cerebral profunda (DBS, do Inglés
deep brain stimulation), e estimulagdo transcraniana (TMS, do Inglés transcranial magnetic
stimulation e TDCS, do Inglés transcranial direct current stimulation).No entanto, pesquisas
contninuam a buscar novos locais de estimulagdo, como a medula espinhal (SCS, do Inglés

spinal cord stimulation) ou o nervo trigémeo (TNS, do Inglés trigeminal nerve stimulation),
bem como pardmetros mais eficazes (DAVIS; GAITANIS, 2020).
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FiGurA 1.1 — Neuromoduladores

I""h-- et
Fonte: (ELLENBOGEN; ASHKAN, 2018)

VNS, foi a primeira técnica a ser aprovada pela Food and Drug Administration (FDA),
para tratamento de epilepsia refrataria em humanos em 1997. Estudos em modelo animal e
em humanos demonstraram que a VNS age dessincronizando a atividade cerebral, modulando
a liberacao de neurotransmissores (HAMMOND et al., 1992; ZABARA, 1992; LOCKARD et
al., 1990). Diferentes parametros sao utilizados, mas em geral pulsos de onda quadraticas com
a frequéncia variando entre 20-30Hz, corrente entre 0,25-1.5 mA e largura de pulso entre 200-
500useg, alternando entre periodos de estimulagio ligada (ON) e desligada (OFF) (DAVIS;
GAITANIS, 2020). VNS tem como vantagem um menor grau de invasividade se comparada
com outras técnicas como DBS, no entanto o indice de éxito é baixo, em torno de 24-28%

em ensaios clinicos randomizados (GROUP et al., 1995).

A Neuroestimulacao responsiva foi aprovada pela FDA em 2013 para o tratamento
de pacientes com epilepsia parcial refrataria. O neuroestimulador responsivo (RNS ®, Neu-
roPace Inc., Mountain View, CA) é um dispositivo eletrdnico, implantado cirurgicamente,
que fornece estimulo elétrico em malha fechada (closed-loop) em reposta a percepgao da ati-

vidade convulsiva detectada através de registro eletrocorticografico (ECOG). O dispositivo
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é capaz de gravar até 6 minutos de dados de ECOG que é acionado através de um ima que
o paciente passa do local onde o dispositivo estd implantado (GELLER, 2018). Ensaios cli-
nicos demonstraram uma reducao média de crises de 44% em 1 ano e 53% em dois anos.
Os pacientes obtiveram também uma melhora na frequéncia das crises de 82%, onde 54%
dos pacientes mostraram uma reducao de 50% (HECK et al., 2014). Além disso, ao final de
dois anos 44% dos pacientes tiveram uma melhora na qualidade de vida (MEADOR et al.,
2015). Em um outro estudo, BERGEY et al. (2015) reportou que as convulsoes continuaram
a melhorar num periodo de 6 anos com uma reducao média de 65.7% e com taxa de reposta
em 59.1% (BERGEY et al., 2015). J& GWINN et al. (2017) reportou uma redugao media de
crises de 73% onde 29% dos pacientes tiveram pelo menos um periodo de 6 meses livre de
crises (GWINN et al., 2017). GELLER et al. (2017) e JOBST et al. (2017), semelhantemente,
demonstraram uma redugao media de crises de 66.5% e 58% respectivamente onde 45% e 37%
dos pacientes tiveram um perfiodo livre de crises de 3 meses (GELLER et al., 2017; JOBST
et al., 2017). Neste contexto, RNS demonstra ser uma terapia eficaz para os pacientes que

se encaixam no critério de inclusao, porém com indice de éxito em torno de 50% (GELLER,

2018).

DBS tem o eletrodo de estimulacao implantado profundamente no cérebro na zona
epileptogénica e geralmente tem pardmetros pré-definidos (open-loop). Um importante estudo
clinico randomizado duplamente cego foi publicado em 2010, com parametros de estimulacao
tensao = 5V, frequéncia = 145Hz, largura de pulso = 90useg, 1 minuto ON 5 minutos OFF
e demonstrou uma redugao de 40.4% na frequéncia das crises (DAVIS; GAITANIS, 2020). O
indice de éxito desta técnica é de 60% em pacientes com epilepsia refrataria, contudo, requer

um procedimento cirurgico extremamente invasivo (BERGEY et al., 2015).

A SCS por sua vez, é uma técnica semi-invasiva aplicada na clinica ja ha algumas
décadas com resultados e avancos significativos, principalmente para o tratamento de dor
cronica (SIVANESAN et al., 2019). A estimulacao da medula espinhal tem demonstrado re-
sultados promissores em estudos com modelo animal para tratamento de epilepsia, doenga de
Parkinson e dor neuropatica (FUENTES et al., 2009; YADAV et al., 2014; JTIAO et al., 2016a;
JIAO et al., 2016b; ZHANG et al., 2014; PAIS-VIEIRA et al., 2016). Diferentes frequéncias
tém sido testadas com o objetivo de reduzir as crises epilépticas em modelo animal. No
entanto, alguns estudos demonstram que baixas frequéncias tém efeitos pro-convulsivante
(HARREBY et al., 2011; JIAO et al., 2016a) enquanto altas frequéncias demonstraram efei-
tos antiepilépticos (JIAO et al., 2016b; PAIS-VIEIRA et al., 2016). Um estudo realizado
por (OZCELIK et al., 2007) demonstrou que a SCS resultou na diminui¢do da frequéncia
de descarga epiléptica, enquanto outro estudo (JIAO et al., 2016b) demonstrou que a SCS

gerou uma diminui¢ao de atividade de ondulacao répida (do Inglés fast ripples) associada a
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convulsdes quimicamente induzidas em roedores, resultando em um efeito antiepiléptico.

Apesar dos bons resultados das diversas técnicas de neuromodulagao, estudos mais
aprofundados ainda sao necessarios a fim de definir quais seriam os melhores parametros bem
como determinar qual tipo de neuromodulacao é mais apropriado para cada paciente. Um
entendimento profundo do circuito relacionado a patologia e do funcionamento cerebral rela-
cionado a epilepsia também é necessario, no entanto, a neuromodulag¢ao da medula espinhal
demonstra ser uma técnica promissora para tratamentos de distirbios neurolégicos como a

epilepsia (DAVIS; GAITANIS, 2020).

1.1.7 Modelo Animal de Epilepsia

H4 varias décadas, modelos animais experimentais que mimetizam aspectos especificos
da epilepsia, que se assemelham as crises observadas em humanos, sao utilizados a fim de
explorar mecanismos fundamentais, bem como identificar correlacao entre eventos e processos
envolvidos na epilepsia assim como para descobrir novas terapias ou drogas antiepilépticas,
ja que nao ¢é possivel, por questoes éticas, a investigacdo minuciosa do cérebro humano in

vivo (LUTTJOHANN et al., 2009; LOSCHER, 2017).

Apesar de grandes avangos no campo de pesquisa da epilepsia, perguntas relaciona-
das a mecanismos de hiperexcitabilidade celular, descarga sincrona de atividade neuronal, a
transicao de um estado interictal para um estado ictal, propagacao de convulsoes, cessacao de
convulsoes, mecanismos e efeitos colaterais de drogas antiepiléticas, e comportamentos associ-
ados a convulsoes, permanecem sem um completo esclarecimento. Portanto, modelos animais
sao de grande utilidade para o entendimento dos mecanismos da epileptogénese, desenvol-
vimento de estratégias preventivas, bem como levam a informagoes sobre o funcionamento
natural do cérebro. Desde a primeira metade do século XX, modelos animais levaram ao de-
senvolvimento de estratégias de tratamento e drogas antiepilépticas que ainda sao utilizadas
atualmente (SARKISIAN, 2001).

Na década de 1930, foram descobertas as propriedades anticonvulsivas da fenitoina,
usando um modelo de crise de eletrochoque em gatos (PUTNAM; MERRITT, 1937). Este
modelo foi posteriormente aprimorado para camundongos e ratos (TOMAN et al., 1946),
desde entdao o modelo de teste de crise méxima de eletrochoque (MES) é o mais utilizado
para testes iniciais de novas drogas antiepilépticas (LOSCHER, 2017). Alguns anos depois,
utilizaram o PTZ em camundongos para demonstrar o efeito anticonvulsivante da trimeta-
diona, capaz de bloquear crises de auséncia em humanos (EVERETT; RICHARDS, 1944).
Portanto, os dois modelos animais MES e PTZ sao utilizados para diferenciar drogas com
distintos efeitos clinicos (LOSCHER, 2017).
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O PTZ é um agente convulsivo (antagonista dos receptores GABA, ), que afeta o
sistema nervoso, comumente utilizado como modelo para observagoes comportamentais de cri-
ses epilépticas incluindo convulsoes mioclonicas, generalizada tonico-clonica, e também como
modelo validado para epilepsia refrataria (LUTTJOHANN et al., 2009; ERKEC; ARIHAN,
2015). Neste contexto, o uso deste farmaco tem sido de grande interesse no desenvolvimento
de pesquisas sobre convulsoes agudas e generalizadas, uma vez que é caracteristica a ocor-

réncia de crises convulsivas apos a administragao intraperitoneal em roedores.

1.1.8 Conectividade Cerebral

Sabe-se que o cérebro possui um funcionamento em rede, onde informacoes e calculos
sao passados entre regides criando percepcoes e gerando movimentos. A atividade cerebral é
ininterrupta, porém algumas regides sao predominantes a depender da atividade exercida no
momento. Neste contexto, um entendimento do funcionamento cerebral depende diretamente
do entendimento de suas redes neurais e de como o fluxo de informagoes ocorre no cérebro
(HALLETT et al., 2020). Um dos objetivos na neurociéncia é desenvolver modelos que in-
tegram estruturas cerebrais e seu funcionamento com intuito de prever o comportamento,

cognicao e percep¢ao humana (ROSSINT et al., 2019).

A atividade cerebral surge a partir da organizacao de extensas redes e de interacoes
complexas entre populagoes neurais interconectadas (HALLETT et al., 2020). A partir desse
conceito surge o que conhecemos como conectividade cerebral. Resumidamente, conectividade
anatomica ou estrutural é o resultado de padroes de conexdes sinapticas que ligam areas
do cérebro. A conectividade funcional refere-se a interdependéncia estatistica entre séries
temporais de atividades registradas em areas diferentes e por vezes espacialmente remotas.
Ja a conectividade efetiva se refere a relagao causal que um sistema neural em uma &area
exerce sobre outra drea (DIAZ-PARRA et al., 2017).

Em diferentes processos patoldogicos existe um mal funcionamento dessas redes, dando
origem a sintomas neurolégicos e psiquiatricos. Para entender esses sintomas, ¢ possivel usar
as ferramentas como a neuroimagem funcional ou dados de registro de EEG, para medir
o fluxo de informagoes entre regides. Em seguida, modelos podem ser feitos com essas in-

formacoes sobre a conectividade, para tentar entender como a disfun¢ao leva aos sintomas

(HALLETT et al., 2020).

A epilepsia apresenta como caracteristica principal um excesso na atividade sincrona,
sendo entao definida como uma disfuncao da rede neural. Existem evidéncias sélidas compro-
vando que conectividade cerebral se apresenta significativamente alterada durante os periodos

de convulsao no cérebro humano (DAS et al., 2019). As alterac¢oes na conectividade funci-
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onal nao se restringem a &areas especificas, como demonstra o estudo com sinais de EEG
(VEGA-ZELAYA et al., 2015) . Este trabalho descreveu o aumento da sincronizagao global
em todo o cérebro durante a transicao do estagio pré-ictal para o ictal. De mesmo modo, um
outro estudo demonstrou que alteragoes de conectividade funcional em pacientes com epilep-
sia generalizada afetam areas extensas no cérebro (WANG et al., 2011). Em outros estudos
realizados em humanos com implantes de EEG, foram descobertos a existéncia de ritmos
especificos de atividade epiléptica interictal( BAUD et al., 2018; KAROLY et al., 2016).

Os modelos animais tém sido amplamente utilizados com intuito de desvendar o fun-
cionamento cerebral relacionado a epilepsia. No entanto, a conectividade cerebral relacionada
a cada modelo ainda nao foi elucidada, de mesmo modo, como esses padroes de conectividade
se associam com aspectos especificos da doenga em humanos ainda nao é conhecido. Neste
sentido, a conectividade funcional demonstra ser uma ferramenta importante na pesquisa
cientifica relacionada a epilepsia(HALLETT et al., 2020).

1.1.9 Regides de interesse

As areas de estudo deste trabalho foram decididas a partir de uma extensa busca
na literatura e também a partir do estudo do atlas de coordenadas estereotaxicas para ra-
tos (PAXINOS; WATSON, 2006), a fim de viabilizar a constru¢ao das matrizes de registro
eletrofisiologico, que foram todas confeccionadas manualmente no laboratéorio do Instituto
Internacional de Neurociéncias Edmond e Lily Safra (IINELS). Sendo assim, decidimos estu-
dar os cortices motores primario e secundario, o ntcleo anterior ventral do talamo, a regiao

CA1 e o giro denteado do hipocampo.

O cortex motor primario corresponde a area 4 de Brodmann que apresenta uma
somatotopia correspondente a cada regiao do corpo e é responsavel por executar movimentos.
De mesmo modo, o cortex motor secundario corresponde a area 6 de Brodmann que tem como

funcao o planejamento motor e tem comunicagdo com o talamo (COSENZA, 2000).

Se tratando dos estudos com epilepsia, o niicleo anterior do tdlamo é largamente
estudado, pois mostram que a atividade nesta regiao é aumentada momentos antes da apre-
sentacao da atividade ictal (BREVARD et al., 2006; CHILD; BENARROCH, 2013), neste
contexto, esta regiao parece contribuir com a ictogénese em crises generalizadas. Estudos
antigos caracterizaram este nicleo como um portao de entrada essencial para a propagacao
de convulsoes generalizadas, iniciadas em areas subcorticais espalhadas para areas corticais e
induzidas por PTZ, o que nao ¢é surpreendente, ja que esta regiao é crucial para a regulacao
de convulsoes induzidas por PTZ. De mesmo modo, foi demonstrado que manipulagoes, qui-

micas ou através de lesoes, nesta regiao, foram capazes de reduzir ou impedir a propagacao
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das convulsoes(SHERMAN et al., 1997; KUSSKE et al., 1972).

O hipocampo também possui uma participacao fundamental em estudos com epilep-
sia. Esta estrutura esta diretamente ligada ao talamo anterior através de conexoes eferentes,
esta regiao também manifestou uma rapida ativagao no giro denteado em relagao a ictogénese
em um estudo com fMRI e crises induzidas por PTZ (BREVARD et al., 2006). Uma lesao
bem comum identificada em pacientes com epilepsia do lobo temporal é denominada esclerose
hipocampal, ou esclerose do corno de Ammon, que se apresenta em aproximadamente 50%
dos casos (BRUTON, 1988). Evidéncias no EEG apontam que o inicio da crise pode acon-
tecer no hipocampo, de mesmo modo a ressec¢ao cirurgica desta regiao resulta na remissao

das crises (AMARAL et al., 2007).

1.2 Justificativa

Epilepsia ¢ uma doenca neurolégica cronica que acomete cerca de 70 milhoes de pes-
soas em todo o mundo (NGUGI et al., 2010), com uma incidéncia de cerca de 4.6 milhoes de
casos anuais (VAUGHAN et al., 2018), ainda assim, estudos concluiram que a maioria dos
pacientes niao recebem tratamento adequado (MEYER et al., 2010; MBUBA et al., 2008),
principalmente em paises de baixa e média renda (NGUGI et al., 2010; WINKLER et al.,
2007), onde o impacto econdmico relacionado a epilepsia é substancialmente maior. Uma and-
lise recente mostra que o valor da perda de bem-estar econémico mundial relacionado com
a epilepsia é de $647.37 bilhoes de ddlares (O’DONOHOE et al., 2020). Estima-se que cerca
de 80 % dos recursos destinados ao tratamento de epilepsia sejam gastos com pacientes far-
macorresistentes (BEGLEY et al., 2000), cuja proporgao esta quantificada em torno 30 % do
total de pacientes com epilepsia (BRODIE, 2005). Assim, a busca por novas terapias continua
sendo um objetivo importante (BIALER; WHITE, 2010). No entanto, o desenvolvimento de
solugoes antiepilépticas depende fortemente de ensaios em modelo animal a fim de certificar
a eficicia antes que possam ser testadas em seres humanos (WHITE et al., 2006). Modelos
de convulsao em roedores podem ser usados para se estudar os mecanismos fisiopatolégicos
e potenciais alvos terapéuticos da epilepsia, onde dados obtidos em ensaios com modelo ani-
mal contribuem para um entendimento mais profundo de mecanismos como epileptogénese
e ictogénese (O VEZZANI A, 2018). Desde o inicio do século 19 a neuromodulagao é uti-
lizada como opc¢ao nao farmacoldgica para o tratamento de distiirbios neurologicos, e tem
demonstrado resultados promissores para o tratamento de epilepsia (DAVIS; GAITANIS,
2020). Neste sentido, pesquisas com a neuroestimulagdo da medula espinhal tém demons-
trado sua capacidade em reduzir significativamente a frequéncia das convulsées (OZCELIK
et al., 2007; HARREBY et al., 2011; JIAO et al., 2016b; PAIS-VIEIRA et al., 2016). No en-
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tanto, os parametros adequados ainda nao foram definidos (GRAHN et al., 2014). De mesmo
modo, sabe-se que a conectividade cerebral tem sido estudada como possivel marcador em
casos de disturbios neuroldgicos (STAM et al., 2007; LIU et al., 2008; PONTEN et al., 2007;
STOFFERS et al., 2008), e que a utilizagdo de tais marcadores pode futuramente levar a
otimizagao de protocolos terapéuticos (BULLMORE; SPORNS, 2009).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivos Gerais

Analisar a conectividade cerebral apds a administracao de pentilenotetrazol em ratos
e verificar os efeitos da estimulacgao elétrica da medula espinhal nas convulsdes causadas pela

droga.

1.3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar, através da analise de coeréncia , a conectividade cerebral entre as regioes corno
amonis 1 (CA1) e giro denteado (GrD), CA1 e ntcleo anterior ventral do Talamo (VA),
CA1 e cortéx motor primario (M1), GrD e VA, GrD e M1, e VA e M1 imediatamente

antes das crises convulsivas;

o Avaliar, através da analise de acoplamento de fase e amplitude , a conectividade cerebral
entre as regides CA1-GrD, CA1-VA, CA1-M1, GrD-VA, GrD-M1, e VA-M1 imediata-

mente antes das crises convulsivas;

o Verificar se a estimulacao elétrica da medula espinhal apresenta efeito nas crises con-

vulsivas induzidas por pentilenotetrazol;



2 Materiais e Métodos

2.1 Declaracao de ética

O presente trabalho foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANI-
MAIS (CEUA) do ISD, e registrado com o niimero 02/2020ISD. A fim de alcangar os objetivos
deste projeto foram utilizados ratos Wistar machos ( Rattus norvegicus ) com média de 160
dias de vida e massa corporal de +400g, provenientes do biotério do Instituto Internacional
de Neurociéncias Edmond e Lily Safra. Os animais foram mantidos, em uma sala tinica para
ratos, a qual é provida de exaustdao, em estantes ventiladas, em caixas-moradia (27 x 26 x
31 cm) com um limite de no méximo 3 animais por caixa antes dos procedimentos. A tem-
peratura foi mantida em 224-2°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas (6:00-18:00 ciclo claro).
A higienizagdo aconteceu 3 vezes por semana. Aos animais foi ofertado um regime alimentar
controlado e hidrico ad libitum . Estas condig¢oes sao regidas pelo CONCEA, e monitoradas
constantemente pela médica veterinaria responsavel pelo biotério da Instituicao. Todos os

esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento e o niimero de animais utilizados.
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FiGurA 2.1 — Caixa moradia

Fonte: Elaborada Pela Autora

2.2 Grupo PTZ

2.2.1 Procedimento cirlrgico para a implantacao da matriz de registro

Para a avaliagdo da conectividade, os animais (N = 5) foram submetidos ao procedi-
mento cirurgico para implantacao da matriz de eletrodos de registro de atividade cerebral.
Cada animal foi pré-anestesiado com uma dose de 0.05 mg/kg de Atropina (i.m.), 70 mg/kg
de Cetamina (i.p.), 3 mg/kg de Xilazina (i.m.). Em seguida foi realizada a tricotomia, assepsia
e uma injegao de 20 mg/kg de Lidocaina para a anestesia local. Os animais foram colocados
no estereotéxico eletrénico (NeuroStar, Germany), e a anestesia foi mantida durante todo o
procedimento com Isoflurano ( 1-5% Isoflurano em 100% 02). A temperatura, indice de satu-
racao, e batimento cardiaco foram monitorados durante todo o procedimento. Foi realizada
uma incisao longitudinal. O peridsteo foi retirado até que o cranio estivesse totalmente ex-
posto. Duas janelas foram abertas com coordenadas em relagdo ao Bregma: (AP;ML) (+2,4;
+0.8), (+1.0;+40.8), (+2.4;+3.3), (+1.0;43.3) para a primeira janela e (AP;ML) (-1.3;+1.0),
(-1.3;42.3), (-2.8;+2.3), (-2.8;43.8), (-4.1;+1.0), (-4.1;4+3.8) para a segunda janela. A matriz
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de eletrodos foi implantada seguindo uma conformacao com profundidade dorsoventral de
1.2 mm para as regidoes motoras M1 e M2 com 14 eletrodos, 7.4 mm para a regiao do nicleo
ventral anterior do Talamo com 6 eletrodos, 3.8 mm para a regiao CA1l e 4.8 mm para a
regiao do Giro Denteado no Hipocampo onde 14 eletrodos foram implantados no total. A
regiao cirirgica foi fechada com cemento dental e os animais foram tratados com Tramadol

(5-10 mg/kg) e Ibuprofeno (20 mg/kg) por trés dias consecutivos pés-cirtargico.

Ficura 2.2 — Eletrodo De Registro Cerebral.

Fonte: Elaborada Pela Autora

2.2.2 Delineamento experimental

Apés 14 dias de recuperacao, os animais foram submetidos ao experimento. Primei-
ramente, os animais passaram por 3 dias de habituagdo ao campo experimental, o qual era
composto por uma caixa comportamental retangular (27 x 27 x 46 cm) onde os animais pu-
deram se mover livremente. Em cada sessao aguardamos até que os animais demonstrassem
um corportamento calmo e habituado ao ambiente antes de inicar a coleta, também foi adici-
onado maravalha pertencente a caixa moradia do animal a fim de deixd-16s mais confortaveis
no campo experimental. Além disso, os animais foram gravados durante todo experimento

através de uma camera posicionada acima da caixa comportamental conectada ao software
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Cineplex (PLEXON,TX). Os animais foram conectados ao equipamento de registro cerebral
Omniplex®(Plexon Inc., USA) para a coleta do sinal basal por 20 minutos. O PTZ foi entao
injetado a uma dose de 60 mg/kg i.p. diluido em solugao salina estéril (1 ml /kg), e o regis-
tro da atividade cerebral foi gravado por mais 20 minutos. A gravacao tinha como objetivo
analizar do comportamento das crises e classificar de acordo com a escala Racine. Ao final
do experimento os animais foram eutanasiados através de perfusao transcardiaca e os tecidos

cerebrais armazenados em solucao fixadora para posterior analise.

F1GurA 2.3 — Setup para perfusdo

FAL B

QL&D CARMERA

Fonte: Elaborada Pela Autora

2.2.3 Analise dos dados

A aquisigao de sinal foi feita através de um implante cerebral de matriz eletrodos de fios
de tungsténio (30 pm) posicionados em um conector Omnetics (NPD-36-DD-GS) de 32 canais
e fixados em uma placa de circuito impresso. A matriz foi conectada a um pré-amplificador
(Plexon Inc., USA) ligado a um processador de aquisi¢do multi-neural Omniplex®(Plexon
Inc., USA) que é capaz de registrar os potenciais de acao e LFPs (do inglés Local Field
Potential). Os LFP foram amostrados a 1KHz. As ferramentas empregadas na andalise dos

dados foram baseadas na linguagem de programagcao python e nas bibliotecas cientificas scipy
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e numpy. Para cada regiao registrada, um eletrodo foi selecionado para analise, através de
inspecao visual. O sinal foi divido em épocas de 4 segundos antes e depois do PTZ. S6 foram
considerados os trechos em que o animal estava acordado e imével, confirmado pela analise

do video.

Para o grupo PTZ foi selecionado 20s antes da primeira crise parcial que foi identifi-
cada visualmente. A figura 3.1 mostra 6 segundos de sinal bruto de um trecho bem como o

espectrograma imediatamente anterior a crise parcial.

2.2.3.1 Analise Espectral

Os espectros foram estimados utilizando o método de Welch implementado na bibli-
oteca scipy. O Método de Welch é amplamente utilizado para calcular a densidade espectral
de poténcia, este método exibe como a poténcia esta contida em um sinal no dominio da
frequéncia. Para isto os dados sdo primeiramente dividos em segmentos sobrepostos (do inglés
overlapping segments), entao é aplicado um janelamento a cada segmento que posteriormente
¢ submetido a transformada rapida de Fourier, onde em seguida ¢ calculado o periodograma
para cada um desses segmentos e por fim calcula-se a média dos periodogramas de onde se
obtém a densidade espectral de poténcia. A coeréncia foi igualmente estimada utilizando a
implementacao do scipy. Em ambos os casos, usamos uma janela de Hamming de 4s com 50%
de overlap. As bandas de frequéncia utilizadas foram baseadas no estudo de (PASQUETTI
et al., 2019), sendo estas: delta (1-4 Hz), theta (4-12 Hz), alpha (13-30 Hz), slowgamma
(30-50 Hz), middle gamma (50-90 Hz), e oscilagdes de alta frequéncia incluindo fastgamma
(90-150 Hz), ripples (160-250 Hz) e fast ripples (250-400Hz). Para cada época, os espectros
foram normalizados dividindo a poténcia de cada banda de frequéncia pela poténcia média

de todas as bandas, essa medida é chamada de Razao de Poténcia.

2.2.3.2 Analise de conectividade

22321 Coeréncia

A coeréncia é uma medida de associacao entre duas séries temporais que identifica

relagoes entre a fase para uma certa frequéncia.

Considere dois sinais x, x € Y%, onde n é o indice do tempo e k do trial, com trans-
formada de Fourier X, e Y} respectivamente. O espectro cruzado entre os dois sinais para

todos os trials pode ser definido como:

2dt? 1 E i
< Suyj >= T K kZ Xk

=1
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Com a definicdo de espectro cruzado, a coeréncia é definida como:

< Say,j >
V< Saa i >1/< Sy g >

onde |< Sy ; >| é a magnitude o espectro cruzado médio para todos os trials. O que

Ky, j =

a equagao representa ¢ o espectro cruzado médio para todos os trials para uma frequéncia j
dividido pela magnitude do espectro de cada sinal para frequéncia j. O valor da coeréncia

varia entre 0 e 1:

0 < HRgy; <1

Onde 0 indica sem coeréncia entre o sinal x e o sinal y para a frequéncia j enquanto 1
¢é o valor maximo de coeréncia entre dois sinais. Note que como essa medida utiliza a trans-
formada de Fourier, os mesmos conceitos de frequéncia de Nyquist e resolucao da frequéncia
também sao aplicados. No caso, a resolugdo da coeréncia é 1/T e a frequéncia de Nyquist é

metade da taxa de amostragem.

2.2.3.2.2 Acoplamento Fase-Amplitude

O acoplamento fase-amplitude (PAC) foi calculado utilizando o conceito do indice de
modulagao (IM) (TORT et al., 2008). A motivagao pelo uso das técnicas que detectam aco-
plamento entre fase e amplitude estd em sucessivas observacoes que sinais de baixa frequéncia

envolvendo grandes regides do cérebro parecem modular frequéncias mais rapidas (LAKA-
TOS et al., 2008; HYAFIL et al., 2015).

Dessa forma, além de inferir as relagoes de conectividade entre as regides para uma
mesma frequéncia (coeréncia), podemos observar como diferentes regioes estao se modulando.

Para inferir PAC foram necesséarios trés passos:

1. Filtrar o sinal nas faixas de baixa e alta frequéncia
2. Extrair a fase e amplitude dos sinais filtrados, usando transformada de Hilbert

3. Medir a relagao entre a fase e amplitude

O primeiro se deu a partir da utilizacdo de um filtro FIR, aplicado com a funcao
filtfilt para evitar deformacgoes na fase. As bandas escolhidas foram 1-10 Hz e 30-400 Hz

respectivamente. A significincia das relagoes serd mensurada por bootstrapping.
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2.3 Grupo PTZ+ESTIMULACAO

2.3.1 Procedimentos cirlrgicos

Para este objetivo especifico foram realizados dois procedimentos cirdrgicos em um
outro grupo de animais (N = 5). Inicialmente foi realizado o implante do eletrodo de es-
timulagdo medular. A pré-anestesia seguiu exatamente como descrita para os animais do
protocolo relacionado a conectividade. A area de implantagao do eletrodo foi tricotomizada
seguida de assepsia e injegao de lidocaina (20 mg/kg), posteriormente, foi feita uma incisao
longitudinal ao longo da linha média entre as vértebras T2 e T6. Logo apos, houve a retracao
do tecido adiposo e incisao muscular seguido por deslocamento do tecido até que se pudesse
implantar o eletrodo de forma intervertebral entre as vértebras T4 e T5. Apds a insercao
do eletrodo, o tecido foi suturado. Posteriormente, os animais foram tratados com Tramadol
(5-10 mg/kg via subcutanea) para a analgesia durante trés dias, o antibiético Enrofloxacina
(5 mg/kg; s.c) duas vezes ao dia durante cinco dias e com o anti-inflamatério Ibuprofeno (20
mg/kg) duas vezes ao dia por até trés dias. Semelhantemente, foi observado diariamente o
peso, alimentacao, hidratagdo e o comportamento a fim de verificar qualquer tipo de des-
conforto pos-cirurgico. Apds uma semana de recuperacao do procedimento, os animais foram
submetidos ao procedimento cirurgico descrito anteriormente para a implantacao da matriz

de eletrodos de registro da atividade cerebral.
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FiGurA 2.4 — Etapas da construgao do eletrodo medular

| _
B

Fonte: Elaborada Pela Autora

2.3.2 Delineamento experimental

Apos 14 dias de recuperacao das cirurgias, os animais foram submetidos ao experi-
mento. Igualmente, passaram por 20 minutos de registro basal, logo em seguida receberam a
mesma dose de PTZ que o grupo anterior e tiveram a estimulacao ligada concomitantemente.
Os registros foram feitos por 20 minutos e toda a sessao foi gravada em video para analise do
comportamento das crises e classificacdo de acordo com a escala Racine. Da mesma forma,
os animais foram eutanasiados por perfusao transcardiaca e os tecidos cerebrais e medulares

armazenados em solucao fixadora para posterior anélise.
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FIGURA 2.5 — Animal recuperado das cirurgias
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Fonte: Elaborada Pela Autora

2.3.2.1 Protocolo de Estimulacao

O Protocolo de estimulacao foi baseado em Pais-Vieira (PAIS-VIEIRA et al., 2016),
desenvolvido para um estudo similar a este. Porém alteramos a frequéncia, e costumizamos
o formato de onda a fim de incluir intervalos entre os pulsos de estimulagao, para que seja
possivel uma futura andlise dos sinais coletados durante a estimulagdo. Durante as sessoes
experimentais os animais receberam, concomitantemente ao PTZ, o protocolo de eletroesti-

mulacao com parametros fixados em correntes pulsadas quadradas, bipolares e bifasicas de
100-200pA e frequéncia de 100Hz.

2.3.2.2  Analise comportamental

Com o objetivo de analisar o comportamento do animal em relagao a suscetibilidade
as crises epilépticas, apds a indugao das crises convulsivas pela injecao do PTZ, cada sessao
experimental do Grupo PTZ+Estimulacao foi analisada e comparada estatisticamente com o
Grupo PTZ, que nao recebeu estimulacao. Foram observados os dados em relacao a laténcia

das crises, duracao de cada crise, classificacdo se mioclonica ou tonico-clonica bem como
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a classificagdo da intensidade das crises baseada na escala Racine (LUTTJOHANN et al.,
2009) para inducao de crises convulsivas por PTZ em ratos. A escala Racine é amplamente
utilizada para a classificagdo da intensidade de crises convulsivas em modelos animais de
epilepsia. Esta escala é baseada no comportamento do animal durante as crises. No presente
trabalho, foi pontuado a intensidade das crises convulsivas entre 1 e 5 da seguinte maneira:
1 = espasmos, congelamento; 2 = espasmos mioclonicos de um membro anterior; 3 = clonus
bilateral do membro anterior; 4 = clénus do membro anterior com recuo; 5 = convulsao tonico-
clénica. A analise foi feita através da inspecao visual dos videos gravados durante as sessoes
experimentais. Para as andlises estatisticas dos parametros de convulsao foi utilizado Test
t nao pareado com o teste nao paramétrico Mann-Whitney. Os dados foram representados

como a mediana =+ intervalo interquartil. Um p < 0,05 foi considerado significativo.

FicUra 2.6 — Campo comportamental

>acqn) |

Fonte: Elaborada Pela Autora



3 Resultados

3.1 Analise de Conectividade

Para analisar os sinais, foram selecionados trechos de 20 segundos. Para o grupo
basal foi escolhido um trecho aleatério em que o rato nao estd se movendo. Para o grupo
PTZ foi utilizado um trecho de 20s imediatamente antes da primeira crise parcial que foi
identificada visualmente. A figura 3.1 mostra 6 segundos de sinal em cada regiao registrada,

imediatamente antes da crise parcial comecgar junto com o espectrograma para esse trecho.

E possivel observar, durante a crise, a apresentacao de uma atividade concentrada em
torno dos 6Hz durante aproximadamente 2 segundos, comum a todas as regides analisadas.
Portanto essa atividade indica ser uma assinatura do surgimento das primeiras crises causadas
pelo PT7Z.
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FiguraA 3.1 — Sinais e espectrograma
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6 segundos de sinal bruto das regies motor primério (A), VA (B), CAl (C) e giro denteado (D).
Abaixo o espectrograma dos mesmos 6 segundos do cortex motor primario, onde é possivel ver um
aumento da atividade em torno dos 5 e 7 hertz imediatamente anterior a crise.

Neste trabalho, o estudo do periodo pré-ictal tem como motivagao caracterizar padroes
na atividade cerebral e posteriormente comparar tais caracteristicas causadas pelo PTZ com a
atividade cerebral durante a estimulagdo medular. Visto que os neuromoduladores em malha
fechada existentes atuam de forma a cessar uma crise reconhecida. Todavia, os mecanismos
da ictogénese ainda nao sao conhecidos, assim os neuromoduladores ainda nao sao capazes
de impedir o inicio de uma crise, o que acarretaria em uma melhora na qualidade terapéutica
bem como na vida dos pacientes (KOZAK; BERENYT, 2017).

3.1.1 Analise Espectral

Inicialmente, foram calculados os espectros para um eletrodo de cada regiao usando
20s do sinal basal e pré-ictal a partir da utilizacao do método de welch com janelas de 4s. O

resultado pode ser observado na figura 3.2, onde em baixas frequéncias houve um aumento
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de atividade na banda theta em todas as regioes analisadas, com apresentacao significativa
tanto no giro denteado quanto em CA1 no hipocampo. Apesar da banda delta também
apresentar-se com mais intensidade em ambos CA1 e no giro denteado, a diferenga nao foi

significativa.

A figura 3.3 indica a média e desvio padrao das baixas frequéncias nas bandas theta e
delta no grupo basal e também no grupo PTZ. Ja a tabela 3.1 mostra todos os valores para

cada banda e regiao.

FiGurA 3.2 — Espectros das regides registradas
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Espectros do grupo basal e PTZ nas regides: M1 , VA, CAl e GrD. O intervalo de confianga foi
calculado com um desvio padrao.
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Ficura 3.3 — Média dos espectros das regides registradas por banda
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Média por banda dos grupos basal e PTZ nas regides: M1 (A), VA (B), CA1 (C) e GrD (D). Apenas
a banda theta apresentou diferenga significativa entre os grupos (p-valor 0.043)
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TABELA 3.1 — Valores das médias e desvio padrao do espectro

Razao de Poténcia
Média Desvio Padrao
Grupo  Regiao Banda

BASAL CA1 delta 51.430676 12.670885
fast gamma 0.127678 0.086356

fast ripples 0.000499 0.000152

low gamma 1.637867 1.058457

middle gamma  0.798412 0.532497

ripples 0.008332 0.004450

theta 25.253687 8.411020

GrD delta 51.118719 7.644940
fast gamma 0.063589 0.046796

fast ripples 0.000190 0.000128

low gamma 0.914579 0.481533

middle gamma  0.426744 0.253161

ripples 0.005353 0.003472

theta 28.287556 9.427067

M1 delta 54.461552 6.575822
fast gamma 0.097416 0.063633

fast ripples 0.000812 0.000839

low gamma 0.894885 0.531002

middle gamma  0.479912 0.308106

ripples 0.016634 0.011935

theta 13.535167 8.136700

VA delta 56.497703 6.531698
fast gamma 0.105639 0.074119

fast ripples 0.001143 0.001233

low gamma 0.809238 0.254172

middle gamma  0.461003 0.203840

ripples 0.017453 0.013123

theta 24.973202 8.101242

PTZ CA1l delta 55.868191 24.152276
fast gamma 0.104791 0.085381

fast ripples 0.011319 0.020958

low gamma 0.743606 0.420606

middle gamma  0.358336 0.202104

ripples 0.024755 0.039053

theta 39.393537 11.688962

GrD delta 54.027030 25.649699
fast gamma 0.068493 0.082529

fast ripples 0.042324 0.094176

low gamma 0.474287 0.210489

middle gamma  0.218305 0.096733

ripples 0.055796 0.117461

theta 41.275685 12.452419

M1 delta 52.312865 25.307129
fast gamma 0.194267 0.360779

fast ripples 0.208570 0.466018

low gamma 0.415196 0.126377

middle gamma  0.206233 0.080649

ripples 0.258152 0.566134

theta 24.986272 15.414209

VA delta 60.443192 26.580887
fast gamma 0.126363 0.191830

fast ripples 0.028042 0.061055

low gamma 0.469863 0.230307

middle gamma  0.266594 0.160616

ripples 0.055560 0.107302

theta 35.166473 13.370881

Média e desvio padrao do espectro por regiao, banda e grupo.

3.1.2 Conectividade por Coeréncia

Para avaliar a conectividade espectral usamos coeréncia entre todas as regides. Apenas

a conectividade entre as regides CA1 e GrD na banda theta demonstrou resultado significativo
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A figura 3.5 mostra o grafico de barra com intervalo de confianca para a banda theta, enquanto

a figura 3.4 mostra a matriz de coeréncia por banda e regido.
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FicuraA 3.4 — Coeréncia entre todas as regides
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Coeréncia entre todas as regides para cada grupo. Apenas a coeréncia em theta foi significativa com
p-valor < 0.05.
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FI1cura 3.5 — Coeréncia entre Giro e CA1l na banda teta
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Coeréncia média na banda theta entre CA1 e GrD. Valor significativo (p < 0.04) dentre todas as
coeréncias entre as 4 areas registradas.

3.1.3 Acoplamento Fase Amplitude

A coeréncia é uma medida de conectividade mensurada entre mesmas faixas de frequén-
cia. Uma maneira de calcular a existéncia de uma relacao entre faixas de frequéncias diferen-
tes é usando o acoplamento fase-amplitude cujo objetivo é identificar se a fase de uma baixa

frequéncia modula a amplitude de uma alta frequéncia.

Através das analises realizadas identificamos uma relacao significativa entre as bandas
de baixa frequéncia em torno de 6-9 Hz e altas frequéncias até 50 hz no GrD. Um exemplo
de comodulograma de um mesmo animal no periodo basal e antes da primeira crise pode ser
visto na figura 3.6. Essa relacao indica uma forte sincronizagdo entre a fase e a amplitude

nesta regiao antes da crise.
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F1cURA 3.6 — Acoplamento Fase-Amplitude no Giro Denteado
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Acoplamento fase—amphtude no giro denteado de um animal em A: no basal e B: antes da primeira
crise. Em C tem-se a média, desvio padrao e o p-valor da faixa de 6-9Hz na baixa frequéncia para
10-55Hz na amplitude da alta frequéncia.

3.2 A SCS possui um efeito protetor nas convulsoes induzidas por

PTZ

Os resultados mostram que a SCS nao alterou significativamente a laténcia para ambas
as convulsoes mioclonica (U = 6.500; p = 0,2381; Fig 3.7A) e tonico-clonica (U = 5; p =
0,1349; Fig 3.7B) induzidas pelo PTZ. Por outro lado, o tratamento agudo da SCS diminuiu
significativamente a duracao das crises generalizadas tonico-clénica (U = 0; p = 0,0079; Fig
3.7C) e a pontuacao da escala de Racine (U = 0; p = 0,0079; Fig 3.7D).
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FiguraA 3.7 — Resultados do Comportamento
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4 Discussao

4.1 Caracteristicas da conectividade no modelo animal

O presente trabalho mostrou que a dose de 60 mg/kg do agente convulsivante PTZ
causou alteragoes espectrais e de conectividade de sinal bruto das regioes do cortex M1, VA,
CA1 e GrD durante um periodo de 20 segundos que antecede a primeira crise mioclonica. A
investigacao da fase pré-ictal na epilepsia torna-se importante uma vez que métodos de esti-
mulacao elétrica, aplicados com circuito fechado podem atuar no momento em que antecede

uma crise, podendo atenuar a convulsao seguinte.

A andlise dos dados demonstrou aumento da atividade em torno dos 5 e 7 hertz
imediatamente anterior a crise. Ondas theta (4-12 Hz) sdo consideradas ondas lentas e estdo
relacionadas diretamente as convulsoes e com a conectividade dentro do lobo temporal, entre
os lobos temporais e outras regives (DOUW et al., 2010). Desta forma, os achados dos sinais e
do espectrograma mostram que o periodo avaliado antecedente a crise mioclonica pode indicar
um importante momento de inicio das sincronizacoes das regides avaliadas, tornando-se ttil

para futuros tratamentos clinicos com estimulagao elétrica de circuito fechado.

De grande importancia a média dos espectros das regioes avaliadas mostraram que
somente nas regioes do GrD e CA1 do hipocampo houve um aumento da frequéncia da banda
theta apds a administracao da droga convulsivante. De fato, o hipocampo é considerado uma
regiao de inicio de crises na epilepsia do lobo temporal, e o modelo de convulsao por PTZ
também apresenta a mesma caracteristica observada pelo aumento rapido da intensidade
dependente do nivel de oxigénio sanguineo logo apés a aplicagdo da droga (BREVARD et
al., 2006). Este resultado corrobora com outros estudos que também mostraram um aumento
da atividade na faixa theta também no periodo pré-ictal relacionando essa frequéncia com o
surgimento de crises convulsivas (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004; CUI et al., 2018; BROGGINI
et al., 2016; KITCHIGINA; BUTUZOVA, 2009; LEVESQUE et al., 2013). Acredita-se que
essa atividade aumentada em theta tenha um papel importante no desencadeamento da
crise epiléptica (CUI et al., 2018). Neste sentido, estas oscilagdes theta podem ser indicativo
de mudancas nas conexoes neurais excitatérias, aumentando a probabilidade do inicio das
convulsdes na fase pré-ictal apds o PTZ em ratos. Mais especificamente, o giro denteado é
a area do hipocampo com maior inicio de ativagdo (BREVARD et al., 2006). No presente
trabalho a banda theta aumentou apdés o PTZ também na area CA1 do hipocampo, o que

estd de acordo com outro estudo também em animais (FUJITA et al., 2014).
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A avaliacao da conectividade das areas através da analise de coeréncia de fase mostrou
que no eixo giro denteado-CA1 houve diminui¢ao da coeréncia da banda theta apés a apli-
cacao da droga. Embora a hiperexcitabilidade de redes ocorra com o aumento da coeréncia
entre regides, (PASQUETTTI et al., 2019) mostrou que ratos epilépticos apresentam redugao
da coeréncia da banda theta em diferentes laminas hipocampais da regiao CAl. Estes acha-
dos indicam que a conectividade dentro da mesma estrutura pode diminuir através da acao
de interneurdnios inibitérios causando a diminuigao da atividade da onda (PASQUETTI et
al., 2019; DUGLADZE et al., 2007). Porém, mais estudos ainda sdo necessarios para ava-
liar a diminuicdo ocorrida com o PTZ. Assim, alteracoes de coeréncia de ondas lentas estao
relacionadas com locais de focos epileptogénicos (COLIC et al., 2013), e os resultados de co-
nectividade encontrados aqui apontam o foco de crises mioclonicas no eixo giro denteado-CA1

do hipocampo.

No presente trabalho o acoplamento de fase e amplitude mostrou um aumento do
acoplamento de ondas lentas (6-9 Hz) e rapidas (10-50 Hz) no giro denteado apds o PTZ.
Estando de acordo com alguns trabalhos que também demonstraram um aumento do aco-
plamento tanto no periodo pré-ictal quanto durante as crises epilépticas (BERNHARDT et
al., 2015; KHAMBHATT et al., 2015). De fato ocorre o aumento de acoplamento de fase em
zonas epilépticas de pacientes com crises focais (AMIRI et al., 2016; ZHANG et al., 2017;
FRAUSCHER et al., 2017), indicando que ap6s o PTZ a primeira crise mioclonica é iniciada
nesta regiao em ratos. Assim, todos os achados do presente trabalho indicam que a onda
theta estd envolvida na fase pré-ictal da mioclonia no modelo de convulsao aguda com PTZ,
tanto na conectividade do eixo giro denteado-CA1l quanto no acoplamento entre ondas de

baixa e alta frequéncia no giro denteado do hipocampo.

4.2 A estimulacao medular aponta um potencial terapéutico para a
epilepsia

Atualmente, o tratamento para epilepsia é fundamentalmente medicamentoso e, em
alguns poucos casos, intervencao cirurgica. Entretanto, muitos casos se mostram resistentes a
atuacdo medicamentosa. O controle eficaz das crises em pacientes epilépticos resulta em uma
melhora na qualidade de vida, mesmo quando o tratamento nio cura de fato a epilepsia. E
possivel notar resultados positivos em parametros psicossociais, mostrando uma correlagao
clara entre a eficacia do tratamento e o bem-estar geral dos pacientes (KOZAK; BERENYT,
2017). No entanto, a busca por alternativas mais eficientes é continua uma vez que, frequen-
temente, o quadro de pacientes com epilepsia se deteriora com o tempo devido ao excesso

de excitagao cortical e morte celular que podem levar ao comprometimento da memoaria, de-
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clinio no desempenho intelectual e um maior risco de morte subita inesperada em epilepsia

(DODRILL, 2002; SURGES et al., 2009).

Um dos mecanismos de agao farmacologica associado ao tratamento antiepiléptico
consiste em inibir o sistema nervoso central, caracterizando-o como um bom alvo terapéu-
tico. Este estudo demonstra uma excitabilidade cortical reduzida como efeito da estimulacao
medular em pacientes tratados para dor cronica com o emprego desta técnica (SCHLAIER
et al., 2007). Nesta perspectiva, o emprego de técnicas neuromodulatérias tendo como alvo o
sistema nervoso central tém sido exploradas cada vez mais na tentativa de estabelecer alvos
terapéuticos e parametros de estimulacao capazes de atuar como abordagens coadjuvantes

em pacientes epilépticos.

O emprego da estimulagdo da medula espinhal tem ganhado destaque no meio médico
mostrando-se uma conduta terapéutica promissora (HARREBY et al., 2011). Classicamente
associada ao tratamento de dor cronica (VALLEJO et al., 2020), extrapolou essa indicagao
primaria uma vez que parece exercer influéncia em outras disfungoes, dentre elas, a epilepsia.
Embora tenha-se constatado sua efetividade, os mecanismos subjacentes permanecem pouco
entendidos (JIAO et al., 2013; JIAO et al., 2016a). Sendo a epilepsia uma condicao resultante
de disfungoes conectivas promovendo atividade cerebral desordenada, intervencoes capazes de
atenuar a excitabilidade neural sao potenciais candidatas a utilizagao clinica para tratamento
anticonvulsivante (HARREBY et al., 2011).

Neste trabalho, demonstramos através de um modelo animal de convulsao induzida
por PTZ, a uma dose de 60mg/kg administrada de forma intraperitoneal, um efeito protetor
gerado pela estimulacdo medular. A decisao pela escolha da dose foi baseada em achados
prévios na literatura, onde foi demonstrado que animais da mesma linhagem que os utilizados
no presente trabalho, e que possuiam idade similar aos animais utilizados nesse projeto,
obtiveram um resultado positivo para crises convulsivas em 100% das tentativas (KLIOUEVA
et al., 2001). Os animais foram estimulados a 100 Hz, uma vez que estimulagao de diferentes
alvos do sistema nervoso central em altas frequéncias, em modelos animais, tem sido associada
a reducgao de excitabilidade neural, ao contrario de baixas frequéncias que parecem aumentar
a susceptibilidade a convulsées (JIAO et al., 2016a).

Os animais estimulados, comparativamente ao grupo controle (PTZ), apresentaram
um aumento tanto na laténcia da crise mioclénica quanto, ainda mais proeminentemente,
na laténcia para a crise tonico-clonica, porém nao foi constatada significincia estatistica,
possivelmente devido ao baixo N utilizado neste estudo. Dessa forma sao necessarios estudos
posteriores, que apresentem um maior niimero de animais e verifiquem o efeito de diferentes

parametros de estimulacao, além de 100Hz na laténcia das crises. Por outro lado, no que
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diz respeito a duragao das crises, o grupo da estimulacao apresentou uma reducao drastica.
Neste sentido, o estudo (HARREBY et al., 2011) demonstrou que a estimulacao cervical a
54Hz possui a tendéncia em reduzir a duracao das crises em um modelo animal de convulsao
induzida por PTZ. Entretanto, o mesmo estudo demonstrou que baixas frequéncias tendem

a aumentar a excitabilidade cortical, possuindo assim um efeito pré convulsivante.

Ainda assim, nenhum estudo que tenhamos conhecimento, testou a frequéncia de 100
Hz de estimulacao medular no modelo de PTZ com a linhagem Wistar. Geralmente, frequén-
cias maiores de 100 Hz sao consideradas como parametro terapéutico. Sendo assim, o presente
estudo, com estimulacado medular a nivel toracico a uma frequéncia de 100Hz demonstrou
diminuir consideravelmente a duragao da crise corroborando com resultados ja presentes na
literatura. A fim de elucidar a influéncia medular neste quesito, existe uma necessidade de
estudos capazes de caracterizar a influéncia da estimulacao medular a diferentes niveis, cla-
rificar os mecanismos de acdo que atuam reduzindo a excitabilidade bem como categorizar

os melhores parametros de estimulacao a serem utilizados.

Em relacao a severidade da crise, a estimulacao medular em malha aberta, a 100Hz,
reduziu drasticamente a pontuagdo na Escala de Racine, semelhante ao achado de (SAHIN
et al., 2009) que demonstrou que a estimulagdo do nervo vago (20Hz), comunicagao entre o
cérebro e a medula espinhal, foi capaz de reduzir a severidade das crises em modelo PTZ.
Contudo a estimulagdo do nervo vago e a estimulagao da medula espinhal se diferem substan-
cialmente, levando em consideracao diferentes mecanismos para a escolha dos parametros de
estimulacao, sendo dificil comparar frequéncias e locais tao discrepantes com um resultado
similar, além do que a estimulagao medular ainda assim apresenta como vantagem um menor

grau de invasividade.



37

5 Conclusao

A partir das analises e resultados presentes neste trabalho foi possivel concluir que
existem alteragoes espectrais e de conectividade nas regioes escolhidas para este estudo,
0 que nos leva a crer que, mapear estas alteragdes nessas regides podem futuramente nos
trazer respostas acerca da ictogénese para esse modelo animal. Semelhantemente, foi possivel
perceber uma relacao forte entre as ondas de banda theta e a atividade convulsiva produzida
pela administracao de PTZ em ratos nas regides do giro denteado e CA1 do hipocampo. Por
outro lado, foi possivel notar a diminui¢do da coeréncia de fase no eixo giro denteado-CA1l
ap6s a aplicacao da droga, o que indica que esta pode ser a regiao responsavel pelo inicio
das crises mioclonicas para este modelo. Ja o acoplamento de fase e amplitude demonstrou
que atividades de ondas lentas (6-9 Hz) modulam ondas rapidas (10-50 Hz) no giro denteado
apos a administracao do PTZ. Estas alteragoes na conectividade podem ser indicativo de
mudanga nas conexoes neurais, sendo necessario estudos mais aprofundados para elucidar os

mecanismos envolvidos nestas alteragoes.

No que diz respeito as andlises comportamentais, foi possivel concluir que a estimu-
lagdo medular a 100 Hz tem um potencial terapéutico para o tratamento de crises agudas
do modelo animal de convulsdes induzidas por PTZ. E necessdrio o aprofundamento desta
técnica para este fim, jA que o menor grau de invasividade é um beneficio promissor para

pacientes que nao respondem a outros tipos de tratamento.

5.1 Trabalhos futuros

Para a caracterizacao da conectividade no modelo animal de convulsao induzida por
PTZ faz-se necessario a analise do sinal durante a crise bem como nos periodos inter-ictal e
pos-ictal. Desta forma sera possivel comparar os resultados de conectividade mapeados no
presente projeto com outros modelos ja presentes na literatura. Também se faz necessério
um estudo mais aprofundado da estimulacao medular e dos mecanismos envolvidos na su-
pressao das crises induzidas por PTZ, sendo assim, gostariamos de testar um modelo crénico
de estimulacao analisando como esta técnica afeta o comportamento convulsivo ao longo do
tempo bem como analisando os tecidos fixados da medula espinhal a fim de compreender mais
profundamente como a estimulagao altera a regiao implantada. Futuramente, gostariamos de
testar se a estimulacao medular em malha fechada, utilizando estes dados sobre a conecti-

vidade e possivelmente a caracterizagdo da ictogénese, é mais eficiente do que a estimulacao
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em malha aberta.



39

Referencias

AMARAL, D.; ANDERSEN, P.; O’KEEFE, J.; MORRIS, R. et al. The hippocampus book.
[S.1.]: Oxford University Press, 2007. Citado na péagina 11.

AMIRI, M.; FRAUSCHER, B.; GOTMAN, J. Phase-amplitude coupling is elevated in deep
sleep and in the onset zone of focal epileptic seizures. Frontiers in human neuroscience,
Frontiers, v. 10, p. 387, 2016. Citado na pagina 34.

BABAJANI-FEREMI, A.; NOORIZADEH, N.; MUDIGOUDAR, B.; WHELESS, J. W.
Predicting seizure outcome of vagus nerve stimulation using meg-based network topology.
Neurolmage: Clinical, Elsevier, v. 19, p. 990-999, 2018. Citado na pagina 2.

BARTOLOMEI, F.; BONINI, F.; VIDAL, E.; TREBUCHON, A.;: LAGARDE, S.;
LAMBERT, I.; MCGONIGAL, A.; SCAVARDA, D.; CARRON, R.; BENAR, C. G. How
does vagal nerve stimulation (vns) change eeg brain functional connectivity? Epilepsy
Research, Elsevier, v. 126, p. 141-146, 2016. Citado na pagina 2.

BAUD, M. O.; KLEEN, J. K.; MIRRO, E. A.; ANDRECHAK, J. C.; KING-STEPHENS,
D.; CHANG, E. F.; RAO, V. R. Multi-day rhythms modulate seizure risk in epilepsy. Nature
communications, Nature Publishing Group, v. 9, n. 1, p. 1-10, 2018. Citado na pagina 10.

BECKER, R. F. The cerebral cortex of man. by wilder penfield and theodore rasmussen. the
macmillan company, new york, ny 1950. 248 pp. American Journal of Physical Anthropology,
Wiley Online Library, v. 11, n. 3, p. 441-444, 1953. Citado na pagina 2.

BEGLEY, C. E.; FAMULARI, M.; ANNEGERS, J. F.; LAIRSON, D. R.; REYNOLDS,
T. F.; COAN, S.; DUBINSKY, S.; NEWMARK, M. E.; LEIBSON, C.; SO, E. et al. The
cost of epilepsy in the united states: an estimate from population-based clinical and survey
data. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 41, n. 3, p. 342-351, 2000. Citado na pagina 11.

BERGEY, G. K.; MORRELL, M. J.; MIZRAHI, E. M.; GOLDMAN;, A.; KING-STEPHENS,
D.; NAIR, D.; SRINIVASAN, S.; JOBST, B.; GROSS, R. E.; SHIELDS, D. C. et al.
Long-term treatment with responsive brain stimulation in adults with refractory partial
seizures. Neurology, AAN Enterprises, v. 84, n. 8, p. 810-817, 2015. Citado na pagina 7.

BERNHARDT, B. C.; BONILHA, L.; GROSS, D. W. Network analysis for a network
disorder: the emerging role of graph theory in the study of epilepsy. Epilepsy € Behavior,
Elsevier, v. 50, p. 162-170, 2015. Citado na pagina 34.

BIALER, M.; WHITE, H. S. Key factors in the discovery and development of new
antiepileptic drugs. Nature reviews Drug discovery, Nature Publishing Group, v. 9, n. 1, p.
68-82, 2010. Citado na pagina 11.

BREVARD, M. E.; KULKARNI, P.; KING, J. A.; FERRIS, C. F. Imaging the neural
substrates involved in the genesis of pentylenetetrazol-induced seizures. Epilepsia, Wiley
Online Library, v. 47, n. 4, p. 745-754, 2006. Citado 3 vezes nas paginas 10, 11 e 33.



Referéncias 40

BRODIE, M. J. Diagnosing and predicting refractory epilepsy. Acta Neurologica
Scandinavica, Wiley Online Library, v. 112, p. 36-39, 2005. Citado 2 vezes nas paginas 1
e ll.

BROGGINI, A. C. S.; ESTEVES, 1. M.; ROMCY-PEREIRA, R. N.; LEITE, J. P.; LEAO,
R. N. Pre-ictal increase in theta synchrony between the hippocampus and prefrontal cortex
in a rat model of temporal lobe epilepsy. Ezrperimental neurology, Elsevier, v. 279, p.
232-242, 2016. Citado na pagina 33.

BRUTON, C. J. The neuropathology of temporal lobe epilepsy. Maudsley monographs,
Oxford University Press, v. 31, 1988. Citado na pagina 11.

BULLMORE, E.; SPORNS, O. Complex brain networks: graph theoretical analysis of
structural and functional systems. Nature reviews neuroscience, Nature Publishing Group,
v. 10, n. 3, p. 186-198, 2009. Citado 2 vezes nas paginas 1 e 12.

BUZSAKI, G.; DRAGUHN, A. Neuronal oscillations in cortical networks. science, American
Association for the Advancement of Science, v. 304, n. 5679, p. 1926-1929, 2004. Citado na
pagina 33.

CAOQO, J.; LU, K.-H.; POWLEY, T. L.; LIU, Z. Vagal nerve stimulation triggers widespread
responses and alters large-scale functional connectivity in the rat brain. PloS one, Public
Library of Science San Francisco, CA USA, v. 12, n. 12, p. 0189518, 2017. Citado na
pagina 2.

CELESIA, G. G. Disorders of membrane channels or channelopathies. Clinical
neurophysiology, Elsevier, v. 112, n. 1, p. 2-18, 2001. Citado na pagina 4.

CHILD, N. D.; BENARROCH, E. E. Anterior nucleus of the thalamus: functional
organization and clinical implications. Neurology, AAN Enterprises, v. 81, n. 21, p.
1869-1876, 2013. Citado na pagina 10.

CLEVELAND CLINIC. "5 Closed-Loop Spinal Cord Stimulation'. 2016. Disponivel
em: <'https://innovations.clevelandclinic.org/Summit/Top-10-Medical-Innovations/
Top-10-for-2019-(1)/5-Spinal-cord-stimulation- (SCS)-is-a-therapy-throu'>. Citado na
pagina 1.

COLIC, S.; LANG, M.; WITHER, R. G.; EUBANKS, J. H.; LIANG, Z.; BARDAKJIAN,
B. L. Low frequency-modulated high frequency oscillations in seizure-like events recorded
from in-vivo mecp2-deficient mice. In: IEEE. 2013 35th Annual International Conference of
the IEEE Engineering in Medicine and Biology Society (EMBC). [S.1.], 2013. p. 985-988.
Citado na pagina 34.

COSENZA, R. M. Fundamentos de Neuroanatomia . [S.l.]: Grupo Gen-Guanabara Koogan,
2000. Citado na pagina 10.

CUIL Y.; YU, S.; ZHANG, T.; ZHANG, Y.; XIA, Y.; YAO, D.; GUO, D. Altered activity
and information flow in the default mode network of pilocarpine-induced epilepsy rats.
Brain research, Elsevier, v. 1696, p. 71-80, 2018. Citado na pagina 33.


"https://innovations.clevelandclinic.org/Summit/Top-10-Medical-Innovations/Top-10-for-2019-(1)/5-Spinal-cord-stimulation-(SCS)-is-a-therapy-throu"
"https://innovations.clevelandclinic.org/Summit/Top-10-Medical-Innovations/Top-10-for-2019-(1)/5-Spinal-cord-stimulation-(SCS)-is-a-therapy-throu"

Referéncias 41

DAS, A.; SEXTON, D.; LAINSCSEK, C.; CASH, S. S.; SEJNOWSKI, T. J. Characterizing
brain connectivity from human electrocorticography recordings with unobserved inputs
during epileptic seizures. Neural computation, MIT Press One Rogers Street, Cambridge,
MA 02142-1209, USA journals-info ..., v. 31, n. 7, p. 1271-1326, 2019. Citado 2 vezes nas
paginas 1 e 9.

DAVIS, P.; GAITANIS, J. Neuromodulation for the treatment of epilepsy: a review of
current approaches and future directions. Clinical Therapeutics, Elsevier, 2020. Citado 6
vezes nas paginas 1, 5, 6, 7, 8 e 11.

DIAZ-PARRA, A.; OSBORN, Z.; CANALS, S.; MORATAL, D.; SPORNS, O. Structural
and functional, empirical and modeled connectivity in the cerebral cortex of the rat.
Neuroimage, Elsevier, v. 159, p. 170-184, 2017. Citado na péagina 9.

DIBUE-ADJEI, M.;: KAMP, M. A.; VONCK, K. 30 years of vagus nerve stimulation trials
in epilepsy: Do we need neuromodulation-specific trial designs? Epilepsy research, Elsevier,
v. 153, p. 71-75, 2019. Citado na pagina 5.

DODRILL, C. B. Progressive cognitive decline in adolescents and adults with epilepsy.
Progress in brain research, Elsevier, v. 135, p. 399-407, 2002. Citado na pagina 35.

DOUW, L.; DELLEN, E. van; GROOT, M. de; HEIMANS, J. J.; KLEIN, M.; STAM, C. J;
REIJNEVELD, J. C. Epilepsy is related to theta band brain connectivity and network
topology in brain tumor patients. BMC neuroscience, Springer, v. 11, n. 1, p. 1-10, 2010.
Citado na pagina 33.

DUGLADZE, T.; VIDA, I.; TORT, A. B.; GROSS, A.; OTAHAL, J.; HEINEMANN, U.;
KOPELL, N. J.; GLOVELI, T. Impaired hippocampal rhythmogenesis in a mouse model of
mesial temporal lobe epilepsy. Proceedings of the National Academy of Sciences, National
Acad Sciences, v. 104, n. 44, p. 1753017535, 2007. Citado na pagina 34.

ELLENBOGEN, J. R.; ASHKAN, K. Neurosurgery of epilepsy, movement disorders and
pain. Surgery (Ozford), Elsevier, v. 36, n. 11, p. 655-663, 2018. Citado na péagina 6.

ERKEC, O. E.; ARIHAN, O. Pentylenetetrazole kindling epilepsy model. Epilepsi: Journal
of the Turkish Epilepsi Society, v. 21, n. 1, 2015. Citado na pagina 9.

EVERETT, G. M.; RICHARDS, R. K. Comparative anticonvulsive action of 3, 5,
5-trimethyloxazolidine-2, 4-dione (tridione), dilantin and phenobarbital. Journal of
Pharmacology and Ezperimental Therapeutics, ASPET, v. 81, n. 4, p. 402-407, 1944. Citado
na pagina 8.

FISHER, R. S.; ACEVEDO, C.; ARZIMANOGLOU, A.; BOGACZ, A.; CROSS, J. H.;
ELGER, C. E.; JR, J. E.; FORSGREN, L.; FRENCH, J. A.; GLYNN, M. et al. llae official
report: a practical clinical definition of epilepsy. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 55, n. 4,
p. 475482, 2014. Citado na pagina 3.

FISHER, R. S.; BOAS, W. V. E.; BLUME, W.; ELGER, C.; GENTON, P.; LEE, P.; JR, J.
E. Epileptic seizures and epilepsy: definitions proposed by the international league against



Referéncias 42

epilepsy (ilae) and the international bureau for epilepsy (ibe). Epilepsia, Wiley Online
Library, v. 46, n. 4, p. 470-472, 2005. Citado na péagina 3.

FISHER, R. S.; CROSS, J. H.; FRENCH, J. A.; HIGURASHI, N.; HIRSCH, E.; JANSEN,
F. E.; LAGAE, L.; MOSHE, S. L.; PELTOLA, J.; PEREZ, E. R. et al. Operational
classification of seizure types by the international league against epilepsy: Position paper
of the ilae commission for classification and terminology. Epilepsia, Wiley Online Library,
v. 58, n. 4, p. 522-530, 2017. Citado na péagina 3.

FRAUSCHER, B.; BARTOLOMEI, F.; KOBAYASHI, K.; CIMBALNIK, J.; KLOOSTER,
M. A. van ‘t; RAMPP, S.; OTSUBO, H.; HOLLER, Y.; WU, J. Y.; ASANO, E. et al.
High-frequency oscillations: the state of clinical research. Epilepsia, Wiley Online Library,
v. 58, n. 8, p. 1316-1329, 2017. Citado na péagina 34.

FUENTES, R.; PETERSSON, P.; SIESSER, W. B.; CARON, M. G.; NICOLELIS, M. A.
Spinal cord stimulation restores locomotion in animal models of parkinson’s disease. Science,
American Association for the Advancement of Science, v. 323, n. 5921, p. 1578-1582, 2009.
Citado na pagina 7.

FUJITA, S.; TOYODA, I.; THAMATTOOR, A. K.; BUCKMASTER, P. S. Preictal activity
of subicular, cal, and dentate gyrus principal neurons in the dorsal hippocampus before
spontaneous seizures in a rat model of temporal lobe epilepsy. Journal of Neuroscience, Soc
Neuroscience, v. 34, n. 50, p. 16671-16687, 2014. Citado na pagina 33.

GELLER, E. B. Responsive neurostimulation: review of clinical trials and insights into focal
epilepsy. Epilepsy € Behavior, Elsevier, v. 88, p. 11-20, 2018. Citado na pagina 7.

GELLER, E. B.; SKARPAAS, T. L.; GROSS, R. E.; GOODMAN, R. R.; BARKLEY,
G. L.; BAZIL, C. W.; BERG, M. J.; BERGEY, G. K.; CASH, S. S.; COLE, A. J. et al.
Brain-responsive neurostimulation in patients with medically intractable mesial temporal
lobe epilepsy. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 58, n. 6, p. 994-1004, 2017. Citado na
pagina 7.

GRAHN, P. J.; MALLORY, G. W.; KHURRAM, O. U.; BERRY, B. M.; HACHMANN,
J. T.; BIEBER, A. J.; BENNET, K. E.; MIN, H.-K.; CHANG, S.-Y.; LEE, K. H. et al. A
neurochemical closed-loop controller for deep brain stimulation: toward individualized smart
neuromodulation therapies. Frontiers in neuroscience, Frontiers, v. 8, p. 169, 2014. Citado
na pagina 12.

GROUP, V. N. S. S. et al. A randomized controlled trial of chronic vagus nerve stimulation
for treatment of medically intractable seizures. Neurology, v. 45, p. 224-230, 1995. Citado
na pagina 6.

GWINN, R.; MORRELL, M. et al. Long-term safety and efficacy of responsive brain
stimulation in adults with medically intractable partial onset seizures. In: AESNET. ORG.
AES 2017 Annual Meeting Abstract Database. [S.1.], 2017. Citado na pagina 7.

HALLETT, M.; HAAN, W. de; DECO, G.; DENCLER, R.; IORIO, R. D.; GALLEA,
C.; GERLOFF, C.;: GREFKES, C.; HELMICH, R. C.; KRINGELBACH, M. L. et al.



Referéncias 43

Human brain connectivity: Clinical applications for clinical neurophysiology. Clinical
Neurophysiology, Elsevier, v. 131, n. 7, p. 1621-1651, 2020. Citado 2 vezes nas paginas 9
e 10.

HAMMOND, E. J.; UTHMAN, B.; WILDER, B.; BEN-MENACHEM, E.; HAMBERGER,
A.; HEDNER, T.; EKMAN, R. Neurochemical effects of vagus nerve stimulation in humans.
Brain research, Elsevier, v. 583, n. 1-2, p. 300-303, 1992. Citado na pagina 6.

HARREBY, K. R.; SEVCENCU, C.; STRUIJK, J. J. The effect of spinal cord stimulation
on seizure susceptibility in rats. Neuromodulation: Technology at the Neural Interface, Wiley
Online Library, v. 14, n. 2, p. 111-116, 2011. Citado 4 vezes nas paginas 7, 11, 35 e 36.

HART, Y. M. Diagnosis and management of epilepsy. Medicine, Elsevier, v. 44, n. 8, p.
488-494, 2016. Citado 3 vezes nas paginas 3, 4 e 5.

HECK, C. N.; KING-STEPHENS, D.; MASSEY, A. D.; NAIR, D. R.; JOBST, B. C;
BARKLEY, G. L.; SALANOVA, V.; COLE, A. J.; SMITH, M. C.; GWINN, R. P. et al.
Two-year seizure reduction in adults with medically intractable partial onset epilepsy treated
with responsive neurostimulation: final results of the rns system pivotal trial. Epilepsia,
Wiley Online Library, v. 55, n. 3, p. 432-441, 2014. Citado na pagina 7.

HUBSCH, C.; D’HARDEMARE, V.; MAACHA, M. B.; ZIEGLER, M.; PATTE-
KARSENTI, N.; THIEBAUT, J.; GOUT, O.; BRANDEL, J. Tonic spinal cord stimulation
as therapeutic option in parkinson disease with axial symptoms: effects on walking and
quality of life. Parkinsonism & related disorders, Elsevier, v. 63, p. 235-237, 2019. Citado
na pagina 1.

HYAFIL, A.; GIRAUD, A.-L.; FONTOLAN, L.; GUTKIN, B. Neural cross-frequency
coupling: connecting architectures, mechanisms, and functions. Trends in neurosciences,
Elsevier, v. 38, n. 11, p. 725-740, 2015. Citado na péagina 18.

JACKSON, J. H. On the anatomical, physiological, and pathological investigation of
epilepsies. West Ridings Lunatic Asylum Med. Reports, v. 3, p. 315-360, 1873. Citado na
pagina 2.

JIAO, J.; JENSEN, W.; HARREBY, K. R.; LYKHOLT, L. E. The effect of spinal cord
stimulation on epileptic seizures suppression. Biomedical Engineering/Biomedizinische
Technik, De Gruyter, v. 58, n. SI-1-Track-A, 2013. Citado 2 vezes nas paginas 1 e 35.

JIAO, J.; JENSEN, W.; HARREBY, K. R.; SEVCENCU, C. The effect of spinal cord
stimulation on epileptic seizures. Neuromodulation: Technology at the Neural Interface,
Wiley Online Library, v. 19, n. 2, p. 154-160, 2016. Citado 3 vezes nas paginas 1, 7 e 35.

JIAO, J.; SEVCENCU, C.; JENSEN, W.; YANG, X.; HARREBY, K. R. The influence of
vagus nerve and spinal cord stimulation on the ictal fast ripple activity in a spike-and-wave
rat model of seizures. Neuromodulation: Technology at the Neural Interface, Wiley Online

Library, v. 19, n. 3, p. 292-298, 2016. Citado 2 vezes nas paginas 7 e 11.



Referéncias 44

JOBST, B. C.; KAPUR, R.; BARKLEY, G. L.; BAZIL, C. W.; BERG, M. J.; BERGEY,
G. K.; BOGGS, J. G.; CASH, S. S.; COLE, A. J.; DUCHOWNY, M. S. et al. Brain-
responsive neurostimulation in patients with medically intractable seizures arising from

eloquent and other neocortical areas. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 58, n. 6, p.
1005-1014, 2017. Citado na péagina 7.

KAROLY, P. J.; FREESTONE, D. R.; BOSTON, R.; GRAYDEN, D. B.; HIMES, D.;
LEYDE, K.; SENEVIRATNE, U.; BERKOVIC, S.; O’'BRIEN, T.; COOK, M. J. Interictal
spikes and epileptic seizures: their relationship and underlying rhythmicity. Brain, Oxford
University Press, v. 139, n. 4, p. 1066-1078, 2016. Citado na pagina 10.

KHAMBHATI, A. N.; DAVIS, K. A.; OOMMEN, B. S.; CHEN, S. H.; LUCAS, T. H,;
LITT, B.; BASSETT, D. S. Dynamic network drivers of seizure generation, propagation
and termination in human neocortical epilepsy. PLoS computational biology, Public Library
of Science San Francisco, CA USA, v. 11, n. 12, p. e1004608, 2015. Citado na pagina 34.

KING, D.; SPENCER, S. Invasive electroencephalography in mesial temporal lobe
epilepsy. Journal of clinical neurophysiology: official publication of the American
Electroencephalographic Society, v. 12, n. 1, p. 32-45, 1995. Citado na pagina 4.

KING-STEPHENS, D. Epilepsy: Anatomy, physiology, pathophysiology, and disorders. In:
Neuromodulation. [S.1.]: Elsevier, 2009. p. 619-623. Citado na pagina 4.

KITCHIGINA, V. F.; BUTUZOVA, M. V. Theta activity of septal neurons during different
epileptic phases: the same frequency but different significance? Fxperimental neurology,
Elsevier, v. 216, n. 2, p. 449-458, 2009. Citado na pagina 33.

KLIOUEVA, I.; LUIJTELAAR, E. van, CHEPURNOVA, N.; CHEPURNOV, S. Ptz-induced
seizures in rats: effects of age and strain. Physiology €/ Behavior, Elsevier, v. 72, n. 3, p.
421-426, 2001. Citado na péagina 35.

KOZAK, G.; BERENYI, A. Sustained efficacy of closed loop electrical stimulation for
long-term treatment of absence epilepsy in rats. Scientific reports, Nature Publishing Group,
v. 7, n. 1, p. 1-10, 2017. Citado 2 vezes nas paginas 24 e 34.

KUSSKE, J. A.; OJEMANN, G. A.; JR, A. A. W. Effects of lesions in ventral anterior
thalamus on experimental focal epilepsy. Experimental neurology, Elsevier, v. 34, n. 2, p.
279-290, 1972. Citado na pagina 11.

KWAN, P.; BRODIE, M. J. Early identification of refractory epilepsy. New England Journal
of Medicine, Mass Medical Soc, v. 342, n. 5, p. 314-319, 2000. Citado na pagina 5.

LADINO, L. D.; RIZVL S.; TELLEZ-ZENTENO, J. F. The montreal procedure: The legacy
of the great wilder penfield. Epilepsy € Behavior, Elsevier, v. 83, p. 151-161, 2018. Citado
na pagina 2.

LAKATOS, P.; KARMOS, G.; MEHTA, A. D.; ULBERT, I.; SCHROEDER, C. E.
Entrainment of neuronal oscillations as a mechanism of attentional selection. science,
American Association for the Advancement of Science, v. 320, n. 5872, p. 110-113, 2008.
Citado na pagina 18.



Referéncias 45

LANEROLLE, N. C. de; LEE, T.-S. New facets of the neuropathology and molecular profile
of human temporal lobe epilepsy. Epilepsy & Behavior, Elsevier, v. 7, n. 2, p. 190-203, 2005.
Citado na pagina 4.

LEVESQUE, M.; SALAMI, P.; BEHR, C.; AVOLI, M. Temporal lobe epileptiform activity
following systemic administration of 4-aminopyridine in rats. Epilepsia, Wiley Online
Library, v. 54, n. 4, p. 596-604, 2013. Citado na péagina 33.

LIU, G.; SLATER, N.; PERKINS, A. Epilepsy: treatment options. American family
physician, v. 96, n. 2, p. 87-96, 2017. Citado 2 vezes nas paginas 1 e 5.

LIU, Y.; LIANG, M.; ZHOU, Y.; HE, Y.; HAO, Y.; SONG, M.; YU, C.; LIU, H.; LIU,
Z.; JIANG, T. Disrupted small-world networks in schizophrenia. Brain, Oxford University
Press, v. 131, n. 4, p. 945-961, 2008. Citado na pagina 12.

LOCKARD, J. S.; CONGDON, W. C.; DUCHARME, L. L. Feasibility and safety of vagal
stimulation in monkey model. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 31, p. S20-526, 1990.
Citado na pagina 6.

LOSCHER, W. Animal models of seizures and epilepsy: past, present, and future role for the
discovery of antiseizure drugs. Neurochemical research, Springer, v. 42, n. 7, p. 1873—1888,
2017. Citado na pagina 8.

LUTTJOHANN, A.;: FABENE, P. F.; LUIJTELAAR, G. van. A revised racine’s scale for
ptz-induced seizures in rats. Physiology € behavior, Elsevier, v. 98, n. 5, p. 579-586, 2009.
Citado 3 vezes nas paginas 8, 9 e 22.

MAGIORKINIS, E.; SIDIROPOULOU, K.; DIAMANTIS, A. Hallmarks in the history of
epilepsy: epilepsy in antiquity. Epilepsy € behavior, Elsevier, v. 17, n. 1, p. 103-108, 2010.
Citado na pagina 2.

MBUBA, C. K.; NGUGI, A. K.; NEWTON, C. R.; CARTER, J. A. The epilepsy treatment
gap in developing countries: a systematic review of the magnitude, causes, and intervention
strategies. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 49, n. 9, p. 1491-1503, 2008. Citado na
pagina 11.

MEADOR, K. J.; KAPUR, R.; LORING, D. W.; KANNER, A. M.; MORRELL, M. J.;
INVESTIGATORS, R. S. P. T. et al. Quality of life and mood in patients with medically
intractable epilepsy treated with targeted responsive neurostimulation. Epilepsy € Behavior,
Elsevier, v. 45, p. 242-247, 2015. Citado na pagina 7.

MEYER, A.-C.; DUA, T.; MA, J.; SAXENA, S.; BIRBECK, G. Global disparities in the
epilepsy treatment gap: a systematic review. Bulletin of the World Health Organization,
SciELO Public Health, v. 88, p. 260-266, 2010. Citado na pagina 11.

MINISTERIO DA SAUDE. "Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Epilepsia’. 2013.
Disponivel em: <"https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/sas/2013/prt1319_25 11
2013.html">. Citado 3 vezes nas paginas 1, 4 e 5.


"https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/sas/2013/prt1319_25_11_2013.html"
"https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/sas/2013/prt1319_25_11_2013.html"

Referéncias 46

MITCHELL, R. J.; HERKES, G.; NIKPOUR, A.; BLEASEL, A.; SHIH, P.; VAGHOLKAR,
S.; RAPPORT, F. Examining health service utilization, hospital treatment cost, and
mortality of individuals with epilepsy and status epilepticus in new south wales, australia
2012-2016. Epilepsy € Behavior, Elsevier, v. 79, p. 9-16, 2018. Citado na pagina 1.

MUSAEUS, C. S.; ENGEDAL, K.; HOGH, P.; JELIC, V.; MORUP, M.; NAIK, M.;
OEKSENGAARD, A.-R.; SNAEDAL, J.; WAHLUND, L.-O.; WALDEMAR, G. et al.
Oscillatory connectivity as a diagnostic marker of dementia due to alzheimer’s disease.
Clinical Neurophysiology, Elsevier, v. 130, n. 10, p. 1889-1899, 2019. Citado na pagina 1.

NGUGI, A. K.; BOTTOMLEY, C.; KLEINSCHMIDT, I.; SANDER, J. W.; NEWTON,
C. R. Estimation of the burden of active and life-time epilepsy: a meta-analytic approach.
Epilepsia, Wiley Online Library, v. 51, n. 5, p. 883-890, 2010. Citado na pagina 11.

O VEZZANI A, O. T. e. a. D. Epilepsy. Nature Reviews Disease Primers, Nature, v. 4, n.
18024, 2018. Citado na pagina 11.

OZCELIK, L.; ACAR, F.; CIRAK, B.; SUZER, T.; COSKUN, E.; TAHTA, K.; GENC,
O.; ERKEN, H. A. The influence of cervical spinal cord stimulation on induced epileptic
discharges in rats. Brain research, Elsevier, v. 1135, p. 201-205, 2007. Citado 2 vezes nas
paginas 7 e 11.

O’DONOHOE, T. J.; CHOUDHURY, A.; CALLANDER, E. Global macroeconomic burden
of epilepsy and the role for neurosurgery: a modelling study based upon the 2016 global
burden of disease data. Furopean Journal of Neurology, Wiley Online Library, v. 27, n. 2, p.
360-368, 2020. Citado na pagina 11.

PAIS-VIEIRA, M.; YADAV, A. P.; MOREIRA, D.; GUGGENMOS, D.; SANTOS, A
LEBEDEV, M.; NICOLELIS, M. A. A closed loop brain-machine interface for epilepsy
control using dorsal column electrical stimulation. Scientific Reports, Nature Publishing
Group, v. 6, p. 32814, 2016. Citado 4 vezes nas paginas 1, 7, 11 e 21.

PASQUETTI, M. V.; MEIER, L.; MARAFIGA, J. R.; CAUS, L. B.; TORT, A. B. L;
CALCAGNOTTO, M. E. Hippocampal cal and cortical interictal oscillations in the
pilocarpine model of epilepsy. Brain research, Elsevier, v. 1722, p. 146351, 2019. Citado 2
vezes nas paginas 17 e 34.

PAXINOS, G.; WATSON, C. The rat brain in stereotaxic coordinates: hard cover edition.
[S.1.]: Elsevier, 2006. Citado na pégina 10.

PENFIELD, W.; JASPER, H. Epilepsy and the functional anatomy of the human brain.
Little, Brown & Co., 1954. Citado na pagina 2.

PHANG, C.-R.; NOMAN, F.; HUSSAIN, H.; TING, C.-M.; OMBAO, H. A multi-domain
connectome convolutional neural network for identifying schizophrenia from eeg connectivity
patterns. IEEFE journal of biomedical and health informatics, IEEE, v. 24, n. 5, p. 13331343,
2019. Citado na pagina 1.



Referéncias 47

PILLAI A. S.; MCAULIFFE, D.; LAKSHMANAN, B. M.; MOSTOFSKY, S. H.; CRONE,
N. E.; EWEN, J. B. Altered task-related modulation of long-range connectivity in children
with autism. Autism Research, Wiley Online Library, v. 11, n. 2, p. 245-257, 2018. Citado
na pagina 1.

PONTEN, S.; BARTOLOMEI, F.; STAM, C. Small-world networks and epilepsy: graph
theoretical analysis of intracerebrally recorded mesial temporal lobe seizures. Clinical
neurophysiology, Elsevier, v. 118, n. 4, p. 918-927, 2007. Citado na pagina 12.

POTTER, P. et al. Hippocrates. [S.1.]: Harvard University Press, 1995. v. 8. Citado na
pagina 2.

PUTNAM, T.; MERRITT, H. H. Experimental determination of the anticonvulsant
properties of some phenyl derivatives. Science, American Assn for the Advancement of
Science, 1937. Citado na péagina 8.

ROSSINI, P.; IORIO, R. D.; BENTIVOGLIO, M.; BERTINI, G.; FERRERI, F.; GERLOFF,
C.; ILMONIEMI, R.; MIRAGLIA, F.; NITSCHE, M.; PESTILLI, F. et al. Methods for
analysis of brain connectivity: An ifcn-sponsored review. Clinical Neurophysiology, Elsevier,
v. 130, n. 10, p. 1833-1858, 2019. Citado na pagina 9.

RYVLIN, P.; RHEIMS, S. Epilepsy surgery: eligibility criteria and presurgical evaluation.
Dialogues in clinical neuroscience, Les Laboratoires Servier, v. 10, n. 1, p. 91, 2008. Citado
na pagina 5.

SAHIN, D.; ILBAY, G.; IMAL, M.; BOZDOGAN, O.; ATES, N. Vagus nerve stimulation
suppresses generalized seizure activity and seizure-triggered postictal cardiac rhythm
changes in rats. Physiological research, v. 58, n. 3, 2009. Citado na péagina 36.

SARKISIAN, M. R. Overview of the current animal models for human seizure and epileptic
disorders. Epilepsy € Behavior, Elsevier, v. 2, n. 3, p. 201-216, 2001. Citado na pagina 8.

SCHLAIER, J. R.; EICHHAMMER, P.; LANGGUTH, B.; DOENITZ, C.; BINDER, H.;
HAJAK, G.; BRAWANSKI, A. Effects of spinal cord stimulation on cortical excitability in
patients with chronic neuropathic pain: a pilot study. Furopean Journal of Pain, Elsevier,
v. 11, n. 8, p. 863-868, 2007. Citado na pagina 35.

SHERMAN, D. L.; TSAIL Y. C.; ROSSELL, L. A.; MIRSKI, M. A.; THAKOR, N. V.
Spectral analysis of a thalamus-to-cortex seizure pathway. IEEFE transactions on biomedical
engineering, IEEE, v. 44, n. 8 p. 657-664, 1997. Citado na pagina 11.

SIDIROPOULOU, K.; DIAMANTIS, A.; MAGIORKINIS, E. Hallmarks in 18th-and
19th-century epilepsy research. Epilepsy € Behavior, Elsevier, v. 18, n. 3, p. 151-161, 2010.
Citado na pagina 2.

SIVANESAN, E.; MAHER, D. P.; RAJA, S. N.; LINDEROTH, B.; GUAN, Y. Supraspinal
mechanisms of spinal cord stimulation for modulation of painfive decades of research

and prospects for the future. Anesthesiology: The Journal of the American Society of
Anesthesiologists, The American Society of Anesthesiologists, v. 130, n. 4, p. 651-665, 2019.
Citado 2 vezes nas paginas 1 e 7.



Referéncias 48

STAM, C. J.; JONES, B.; NOLTE, G.; BREAKSPEAR, M.; SCHELTENS, P. Small-world
networks and functional connectivity in alzheimer’s disease. Cerebral cortex, Oxford
University Press, v. 17, n. 1, p. 92-99, 2007. Citado na pagina 12.

STOFFERS, D.; BOSBOOM, J. L.; WOLTERS, E. C.; STAM, C. J.; BERENDSE, H. W.
Dopaminergic modulation of cortico-cortical functional connectivity in parkinson’s disease:
an meg study. Ezrperimental neurology, Elsevier, v. 213, n. 1, p. 191-195, 2008. Citado na
pagina 12.

SURGES, R.; THIJS, R. D.; TAN, H. L.; SANDER, J. W. Sudden unexpected death in
epilepsy: risk factors and potential pathomechanisms. Nature Reviews Neurology, Nature
Publishing Group, v. 5, n. 9, p. 492-504, 2009. Citado na péagina 35.

TOMAN, J. E.; SWINYARD, E. A.; GOODMAN, L. S. Properties of maximal seizures, and
their alteration by anticonvulsant drugs and other agents. Journal of neurophysiology, v. 9,
n. 3, p. 231-239, 1946. Citado na pagina 8.

TORT, A. B.; KRAMER, M. A.; THORN, C.; GIBSON, D. J.; KUBOTA, Y.; GRAYBIEL,
A. M.; KOPELL, N. J. Dynamic cross-frequency couplings of local field potential oscillations
in rat striatum and hippocampus during performance of a t-maze task. Proceedings of the
National Academy of Sciences, National Acad Sciences, v. 105, n. 51, p. 20517-20522, 2008.
Citado na péagina 18.

VALLEJO, R.; GUPTA, A.; CEDENO, D. L.; VALLEJO, A.; SMITH, W. J.; THOMAS,
S. M.; BENYAMIN, R.; KAYE, A. D.; MANCHIKANTTI, L. Clinical effectiveness and
mechanism of action of spinal cord stimulation for treating chronic low back and lower
extremity pain: a systematic review. Current Pain and Headache Reports, Springer, v. 24,
n. 11, p. 1-13, 2020. Citado na pagina 35.

VAUGHAN, K. A.; RAMOS, C. L.; BUCH, V. P.; MEKARY, R. A.; AMUNDSON, J. R;
SHAH, M.; RATTANI, A.; DEWAN, M. C.; PARK, K. B. An estimation of global volume
of surgically treatable epilepsy based on a systematic review and meta-analysis of epilepsy.
Journal of Neurosurgery, American Association of Neurological Surgeons, v. 130, n. 4, p.

1127-1141, 2018. Citado na péagina 11.

VEGA-ZELAYA, L.; PASTOR, J.; SOLA, R. G. de; ORTEGA, G. J. Disrupted ipsilateral
network connectivity in temporal lobe epilepsy. PLoS One, Public Library of Science San
Francisco, CA USA, v. 10, n. 10, p. e0140859, 2015. Citado na pagina 10.

WANG, Z.; LU, G.; ZHANG, Z.; ZHONG, Y.; JIAO, Q.; ZHANG, Z.; TAN, Q.; TTAN,
L.; CHEN, G.; LTAO, W. et al. Altered resting state networks in epileptic patients with
generalized tonic—clonic seizures. Brain research, Elsevier, v. 1374, p. 134-141, 2011. Citado
na pagina 10.

WHITE, H. S.; SMITH-YOCKMAN, M.; SRIVASTAVA, A.; WILCOX, K. S. Therapeutic
assays for the identification and characterization of antiepileptic and antiepileptogenic drugs.
In: Models of seizures and epilepsy. [S.1.]: Elsevier, 2006. p. 539-549. Citado na pagina 11.



Referéncias 49

WIEBE, S.; BLUME, W. T.; GIRVIN, J. P.; ELTASZIW, M. A randomized, controlled trial
of surgery for temporal-lobe epilepsy. New England Journal of Medicine, Mass Medical Soc,
v. 345, n. 5, p. 311-318, 2001. Citado na pagina 1.

WINKLER, A. S.; SCHAFFERT, M.; SCHMUTZHARD, E. Epilepsy in resource poor
countries—suggestion of an adjusted classification. Epilepsia, Wiley Online Library, v. 48,
n. 5, p. 1029-1030, 2007. Citado na pagina 11.

YADAV, A. P.; FUENTES, R.; ZHANG, H.; VINHOLO, T.; WANG, C.-H.; FREIRE,

M. A. M.; NICOLELIS, M. A. Chronic spinal cord electrical stimulation protects against
6-hydroxydopamine lesions. Scientific reports, Nature Publishing Group, v. 4, p. 3839, 2014.
Citado na pagina 7.

YAN, H.; IBRAHIM, G. M. Resective epilepsy surgery involving eloquent cortex in the
age of responsive neurostimulation: A value-based decision-making framework. Epilepsy €
Behavior, Elsevier, v. 99, p. 106479, 2019. Citado 2 vezes nas paginas 1 e 5.

YIN, C.; ZHANG, X.; XTANG, J.; CHEN, Z.; LI, X.; WU, S.; LV, P.; WANG, Y. Altered
effective connectivity network in patients with insular epilepsy: a high-frequency oscillations
magnetoencephalography study. Clinical Neurophysiology, Elsevier, v. 131, n. 2, p. 377-384,
2020. Citado na pagina 1.

ZABARA, J. Inhibition of experimental seizures in canines by repetitive vagal stimulation.
Epilepsia, Wiley Online Library, v. 33, n. 6, p. 1005-1012, 1992. Citado na pagina 6.

ZHANG, R.; REN, Y.; LIU, C.; XU, N.; LI, X.; CONG, F.; RISTANIEMI, T.; WANG,
Y. Temporal-spatial characteristics of phase-amplitude coupling in electrocorticogram for
human temporal lobe epilepsy. Clinical Neurophysiology, Elsevier, v. 128, n. 9, p. 1707-1718,
2017. Citado na pagina 34.

ZHANG, T. C.; JANIK, J. J.; GRILL, W. M. Mechanisms and models of spinal cord
stimulation for the treatment of neuropathic pain. Brain research, Elsevier, v. 1569, p.
19-31, 2014. Citado na pagina 7.



Anexos



ANEXO A - Artigo Publicado

o1



Life Sciences 285 (2021) 119972

Contents lists available at ScienceDirect

)

_-'-_-__I”'E_'.'E.i.

Al Life Sciences

journal homepage: www.elsevier.com/locate/lifescie

Review article

Check for

Electrical stimulation in animal models of epilepsy: A review on cellular e

and electrophysiological aspects

Fernando da Silva Fiorin , Mariane de Aratjo e Silva, Abner Cardoso Rodrigues

Graduate Program in Neuroengineering, Edmond and Lily Safra International Institute of Neuroscience, Santos Dumont Institute, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Epilepsy

Inflammation
Electrical stimulation
Invasive methods
Semi-invasive methods
Non-invasive methods

Epilepsy is a debilitating condition, primarily refractory individuals, leading to the search for new efficient
therapies. Electrical stimulation is an important method used for years to treat several neurological disorders.
Currently, electrical stimulation is used to reduce epileptic crisis in patients and shows promising results. Even
though the use of electricity to treat neurological disorders has grown worldwide, there are still many caveats
that must be clarified, such as action mechanisms and more efficient stimulation treatment parameters. Thus, this
review aimed to explore the comprehension of the main stimulation methods in animal models of epilepsy using

rodents to develop new experimental protocols and therapeutic approaches.

1. Introduction

Epilepsy is a chronic debilitating condition characterized by
momentaneous and spontaneous crises that persist for long periods and
become repetitive [1]. Studies have shown an epilepsy prevalence of
nearly 1% of the world's population, and within that group, about one
third do not respond satisfactorily to antiepileptic drugs (AEDs),
meaning they continue to have seizures even after beginning AEDs
treatment [2,3].

Epilepsy has several classifications (focal onset, generalized onset,
and unknown onset) that may involve motor and non-motor epileptic
crises. Focal crisis occurs primarily in one cerebral hemisphere and may
propagate to both hemispheres, while generalized seizure originates
simultaneously in both hemispheres [4]. However, combined general-
ized and focal types may occur concomitantly in epileptic individuals.
From an electrical recording point of view, changes can range from
moderate amplitude spikes to burst and synchronous neuronal activity
in a convulsive crisis observed in the electroencephalographic (EEG)
recording in motor or non-motor generalized seizures [5]. Although EEG
recording is the most common technique to identify epileptic discharges,
only about 29% of adult individuals that had unprovoked seizures were
registered with epileptiform discharges in EEG [6], indicating that
normal EEG recordings do not exclude the possibility of epilepsy
development.

This scenario has led numerous studies to attempt to shed more light
on the mechanisms underlying the causes and consequences of epilepsy
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and improve patient recovery. Although some causes of epilepsy are
known (e.g., genetic mutations and traumatic brain injury), the current
treatments are still not entirely satisfactory. In this context, animal
models of epilepsy are useful for better understanding the molecular
alterations and new forms of clinical intervention. In these models, a
spontaneous recurrent seizure can be generated by genetic mutations,
electroshock and chemical convulsing, include pilocarpine (PILO) and
kainic acid. Electroshock-induced kindling also are studied models of
electrical stimulation to generate an epileptic state [7-10]. Neverthe-
less, acute seizures are studied through electroshock and chemical
compounds that act momentarily in neuronal excitability, leading to a
tonic-clonic seizure. Pentylenetetrazol (PTZ), N-methyl-D, r-aspartate,
and penicillin are common pharmacological strategies for acute seizures
[11].

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common disorder in epi-
lepsy patients, and experiments with animal models have shown that the
crisis is initially focused on the temporal lobe, specifically the hippo-
campus [12,13]. This epileptic disorder is associated with hippocampal
degeneration and is characterized by mossy fiber sprouting and cell loss
in the dentate gyrus hilus of the hippocampal formation [14-16]. In fact,
cognitive impairment is commonly associated with TLE, and epilepsy
patients are known to demonstrate memory and intellectual deficits
associated with lower hippocampal volume observed through magnetic
resonance imaging [14,17]. In animal models of brain injury, early
hippocampal excitotoxic damage and late cell loss in the dentate gyrus
hilus are associated with memory deficits and spontaneous epileptiform
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events in rats [18]. Nevertheless, many brain structures are involved in
ictal and interictal periods of the crisis, as observed through EEG re-
cordings of epileptic patients during seizures [19]. Regarding the
pathophysiology of epilepsy and the complexity of the mechanisms in
the epileptic brain, new interventions must be developed to treat this
condition.

From a pharmacology view, an increasing number of new AEDs have
been developed in recent decades, albeit older and more well-known
medications are yet to be effective for many patients [20]. Removing
the epileptic focus by surgery is useful in some cases, although this is a
high risk procedure that may lead to cognitive deficits, including
memory loss [21,22]. Moreover, seizures can diffuse over a large area
and have multiple foci or simply occur at the area of the eloquent cortex,
which may not be surgically treated [23]. As a result, a significant
number of patients remain either untreated or poorly treated for many
reasons, present a poor quality of life, and are even at a higher risk of
sudden unexplained death caused by epilepsy [24].

Interestingly, mechanisms involved with a state of brain hyperex-
citability demonstrated in animal models have been observed in brain
tissue of patients with refractory epilepsy [25]. In this sense, it is crucial
to carry out detailed investigations on the effects of new and promising
therapeutic agents in animal models of epilepsy for possible applica-
bility in epileptic refractory individuals. In this sense, electrical stimu-
lations are valuable forms of treating psychiatric disorders [26].
Currently, this method has been amplified in research and treatments for
neurodegenerative diseases, such as Parkinson's disease and epilepsy
[27,28]. Given this scenario, this review aims to address the effects of
different types of electrical stimulation in rats to treat epilepsy, and the
interactions established between cellular and electrophysiological re-
sponses. These effects are shown through several evaluation parameters
registered in electrocorticographic (ECoG) and intracortical signal,
including spikes, wave and epileptic discharges, and behavioral re-
sponses such as seizure duration, seizure susceptibility, recurrent sei-
zures, number of seizures, and recovery.

2. Clinical relevance and cellular mechanisms in animal models
of epilepsy to rodents

Since the first half of the 20th century, animal models that mimic
specific aspects of epilepsy have led to the development of treatment
strategies and AEDs [29]. Thus, experimental animal models, which
mimic seizures in humans, are used to explore fundamental mechanisms
and identify any correlations between events and processes involved in
epilepsy since it is not possible, for ethical reasons, to carry out a thor-
ough investigation of the brain human [30,31]. Although the causes of
epilepsy are not completely clear, significant advances have occurred in
epilepsy research with animals, including new data on the mechanisms
of cellular hyperexcitability and synchronous discharge of neuronal
activity. Moreover, developing animal models of epilepsy helps mimic
several clinically recurrent factors, including the transition from an
interictal state to an ictal state, seizure propagation and cessation, the
mechanisms and side effects of antiepileptic drugs, and convulsion-
associated behaviors [32].

In this context, the anticonvulsant properties of phenytoin were
discovered using an electroshock crisis model in cats [33], and this
model was later improved for mice and rats [34]. Since then, the
maximum electroshock seizure test has been the most used method for
initial trials of new AEDs [31]. Several years later, PTZ administration
began to be employed as a seizure model in mice and used to test the
anticonvulsant effects of trimethadione, demonstrating clinical rele-
vance in verifying new treatments from subsequent evidence that tri-
methadione could block absence crises in humans [31,35].

Electroshock-induced seizures and single-evoked epileptic after-
discharge models are critical approaches of electrical stimulation that
develop myoclonic seizures, generalized tonic-clonic seizures, and
focally seizure-like patterns. Repeated afterdischarges (kindling) cause
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progressive seizure susceptibility until spontaneous and recurrent sei-
zures, culminating in permanent status epilepticus (SE) in rodents [7,9].
The amygdala kindling model in rats, when applied through repeated
afterdischarges in the basolateral amygdala, may cause a similar brain
alteration to the TLE in humans, thereby being clinically useful to test
new AEDs [36]. Chemoconvulsant-like PILO and kainic acid cause
spontaneous recurrent seizures, SE, and are associated with hippocam-
pal damage leading to characteristics of TLE in humans [8,37,38]. In
fact, similar alterations in cellular aspects have been observed in the
hippocampus of patients with TLE and PILO model in rats and mice,
including upregulation in neurotrophins associated with aberrant
excitatory synapses, hilar cell loss, and hippocampal sclerosis
[16,39,40]. Behavioral responses induced by PILO in rodents can induce
several neurological commodities observed in patients, including anxi-
ety, depression, and memory deficits [14,16]. Moreover, repeated PTZ
administration in immature brains and penicillin in adult rats may
induce epilepsy models [9,32,41].

Regarding acute seizure models in rodents, PTZ is commonly used for
behavioral observations of epileptic seizures (e.g., myoclonic seizures,
generalized tonic-clonic seizures, and as a validated model for refractory
epilepsy) [30,42], while penicillin injected into specific brain areas
permit a more controlled model for focal crisis [43]. In fact, PTZ can
cause hippocampal genesis of generalized seizures, as demonstrated in
images of neural substracts in rats [13]. Audiogenic seizures are induced
by high-intensity acoustic stimulation and provoke generalized seizures
in several strains of rats, such as Wistar Albino Glaxo/Rijswijk rats
(WAG/Rij), Wistar audiogenic sensitive rats, and Wistar audiogenic rats
(WAR). Interestingly, WAG/Rij models can mimic seizure absence,
although they are more commonly used for seizure models and TLE
[9,44].

Just as these models mimic several behavioral aspects of epilepsy in
humans, they also have disadvantages. Several examples of these limi-
tations include chronic epilepsy rarely being tested due to animal sur-
vival and maintenance, the lack of specificity in the type of cell in
electrical models, and no continuous evaluation in acute seizure models
(e.g., PTZ and penicillin). [9,32,41]. Despite the limitations in preclin-
ical studies with animal models, several advances in understanding the
molecular mechanisms caused by epilepsy have been clarified due to
these preclinical approaches [5,8,9,12,13]. Animal models are crucial to
better comprehend physiological methods and provide insights into the
overall functions of the body system. Although the exact mechanism of
epilepsy development still is unknown, a common pathway signaling
had been observed in tissues of animal models during epileptogenesis,
including significantly modified genes, abundant free radicals, pro-
inflammatory mediator release, transient loss of cell membrane poten-
tial, and cellular apoptosis [10,45-47]. Moreover, excitotoxicity plays
an important role in acute damage with injury, increasing cell deregu-
lation and danger mediators, such as oxidative and inflammatory mol-
ecules. These factors induce cell loss in the dentate gyrus hilus, possibly
leading to a decreased activation of inhibitory circuitry as a result of
lower basket interneuron activity, increasing epileptogenic brain activ-
ity [48,49].

In this sense, changes in voltage-gated and receptor-gated ion
channels by transcriptional mechanisms contribute to several patho-
genic molecular signaling, including excitatory transmission permissive
to epileptogenic status in the hippocampal mossy fibers through brain
derived-neurotrophic factor/tropomyosin receptor kinase B (BDNF/
TRKB) signaling [50]. In fact, BDNF is necessary to enhance synaptic
plasticity and increase excitatory synapses, promoting beneficial long-
term potential in the healthy brain [51]. Nevertheless, BDNF, through
TRKB, may impair gabaergic inhibitory transmission and cause aberrant
excitatory synapse in recurrent epilepsy models [52,53]. From an acute
seizure point of view, PTZ is a drug able to cause acute seizures by
blocking A y-aminobutyric acid receptors (GABAAR), facilitating glu-
tamatergic action in N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptors. From a
spontaneous and recurrent seizure point of view, neuronal loss,
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GABAAR internalization, and epileptogenesis mediated by NMDA re-
ceptors play a critical role in sustaining SE in animal models [54]. In this
sense, the blockage of Ca®* and Na* ion influx through the use of an-
tagonists of NMDA receptors, such as MK-801 and ketamine, present
beneficial results in preclinical and clinical studies with epilepsy
[55,56]. Therefore, reports have suggested that several animal models of
SE and acute crisis convulsive are mediated by alterations in NMDA
receptors in the dentate gyrus of the hippocampus, facilitating excit-
atory synapse. Following this view, acute seizures induced by single-
dose PTZ alter redox signaling by increasing reactive oxygen species
(ROS) and impairing antioxidant defenses in the hippocampus of rats
[471.

Although the hippocampus is a brain structure that is highly affected
in cases of TLE in humans and animal models, the dysfunction of the
central lateral amygdala (CeL) that consists almost exclusively of
gabaergic interneurons also leads to seizures in animal models of
spontaneous crisis [57,58]. In fact, the CeL amygdaloidal complex is an
essential pathway of information for other brain areas [59,60], and the
lack of KV1.1 subunits in potassium channels in this region lead to
higher activity and amygdala cell loss [57]. From a developmental brain
point of view, an acute seizure can cause disturbances in several struc-
tures in immature brains by changing the expression of NMDAR and
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic ~ acid  receptors
(AMPARSs) and subunit gene receptors, including the amygdala; never-
theless, the hippocampus is the most significantly impaired [61].
Overall, several brain structures are involved in epilepsy, and preclinical
studies have shown that the hippocampus and amygdala may play a
crucial role in acute seizures and spontaneous recurrent epileptic crisis
by changes of gene transcription, loss inhibitory circuitry, and NMDA
receptor overstimulation, thereby significantly mimicking what occurs
in human TLE [32].

Interestingly, frontal lobe seizures activate neurons of the cortico-
thalamic loop through D2 receptors of dopamine [62], suggesting a
novel circuit of activation by the basal ganglia. In fact, external globus
pallidus, a structure involved in the thalamocortical loop, plays a
functional role in regulating the absence of seizures, and this likely oc-
curs by changing the firing rates of the thalamic reticular nucleus neu-
rons through the gabaergic neurons [63]. In this sense, advances in new
technologies to treat epilepsy, including electrical stimulation, may be
tested in animal models of epilepsy with observations in several of these
brain areas.

Given the above, animal models are highly useful for shedding more
light on the mechanisms of epileptogenesis, developing preventive
strategies, and acquiring new data on the epileptic brain.

3. The implications of neuromodulation on epilepsy

The ongoing ineffectiveness of treating epilepsy on highly drug-
resistant patients calls for a continuous effort to develop new forms of
treatment. For instance, several neuromodulation devices have been
developed to reach epileptic networks since it is known that electrically
and magnetically induced currents can modulate neuronal activities
[64]. Moreover, these devices aim to decrease cerebral excitability, thus
reducing seizure frequency and/or duration. Nowadays, neuro-
modulation devices can vary between open-loop or closed-loop systems
[65,66].

Open-loop systems are designed to provide a scheduled stimulation
of a target area and rely on the experience of both the patient and
physician, as these apparatus do not provide any feedback that could be
potentially used to optimize parameters [67]. Another disadvantage of
open-loop systems is the shorter battery life compared to their closed-
loop counterpart. Because of its inability to detect seizure onset, it de-
livers stimulation continuously [68,69], whereas closed-loop systems
are designed to detect changes in parameters of electrocorticographic
signals and immediately provide stimuli to the targeted area [65,66].
Closed-loop devices prevent issues related to adaptation since
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permanent stimuli tend to become less effective with time. In addition,
these devices also reduce power consumption as their activation only
occurs at seizure onset, which is detected via cortical signals from
recording devices (e.g., EEG). Signal quality plays a vital role in reducing
power consumption in the system, and biological parameters such as
heart rate are equally important to improve the quality of detecting
seizure onset [69].

The therapeutic success of neuromodulation is related to the accu-
rate surgical targeting of electrode implantation and optimizing stimu-
lation parameters inputs, including active contacts, stimulus amplitude,
pulse width, and frequency to minimize the side effects and maximize
clinical benefits [67]. Furthermore, intractable epilepsy has been asso-
ciated with poor quality of life [70], although different types of neuro-
stimulation have shown better efficacy in more extended observation
periods [71]. Long-term studies have proven an efficacy improvement of
60% median seizure reduction [72-74], theoretically as a result of long-
term excitability of epileptogenic networks, thus improving patient
quality of life [75].

Throughout the years, neuromodulation has achieved significant
advances in terms of mechanisms, clinical applications, and technolog-
ical development, which can be observed in the rapid growth of the
neuromodulation market and the number of laboratories dedicated to
this type of research [76,77]. Various stimulation techniques have been
developed and are under investigation in animal models and clinical
trials. All in all, neurostimulation has been demonstrated to be an
exciting alternative to treat pharmacoresistant epilepsy [78]. Therefore,
understanding non-invasive, semi-invasive, and invasive techniques is
crucial for clinical application in epileptic patients based on scientific
analyses.

4. Effects of different techniques of electrical stimulation in
models of epilepsy to rats

4.1. Invasive method of deep brain stimulation

Deep brain stimulation (DBS) is an invasive technique for the central
nervous system (CNS) and is used for therapeutic purposes by applying
an electrical charge in the impaired tissue under debilitating neurolog-
ical conditions. Although the use of electricity became useful soon after
it was first produced and controlled in the XIX century, only after the
stereotaxic implementation in 1908 could this method efficiently access
deep cerebral structures in animals [26,79,80]. In the following years,
stereotaxic applications could be used in the human brain, and DBS was
improved for therapeutic electrostimulations in several brain regions
[81,82]. This scenario is not different for epileptic patients as DBS
provides several benefits (e.g., fewer convulsive crises). In this sense,
studies have described that bilateral stimulation in the anterior thalamic
nucleus in patients with refractory epilepsy produces satisfactory effects
and decreases partial or secondarily generalized crisis [66,83].

To better clarify the effects of DBS, tests in animal models have
contributed immensely to new advances in stimulation parameters,
consequently reducing the risks of invasive techniques (Table 1). For
instance, a recent report showed that temporally irregular DBS in the
basolateral amygdala during the interictal period interferes with after-
discharge duration of the motor cortex in an amygdaloid kindling rat
model [84]. Moreover, DBS could induce protective effects in the hip-
pocampus by suppressing neuronal apoptosis [85]. It is plausible that
DBS may protect against the loss of hippocampal gabaergic neurons in
epileptic animals given that the excitatory signals are more prevalent
during crises. In this sense, stimulation in the anterior thalamic nucleus
reduces neuronal loss in epileptic rats, as well as induces neurogenesis
[86]. In a model of PILO-induced SE in rats, DBS applied to the stimu-
lation parameters of 130 Hz, 90 ps, and 400 pA decreased IL-6 levels and
countered higher caspase-3 activity in the hippocampus [87]. Metabolic
effects of DBS suggest the involvement of the o7 nicotinic acetylcholine
receptor (a7nAchR) in suppressing pro-inflammatory cytokines and
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Table 1
Effects of invasive neurostimulation technique in animal models of epilepsy.
Author  Animal species/drug Stimulation technique Measurement Outcomes
[84] Wistar rats/amygdaloid - DBS Racine scale (stages 1-3 represent complex focal Delayed the behavioral progression of seizure
kindling - 1to 100 Hz seizures, while stages 4-5 are generalized seizures); stages.
- Mean pulse frequency generalized seizure duration.
of 31 Hz
- Mean pulse rate of 4 Hz
[90] Sprague-Dawley rats/ - DBS Hippocampal oscillatory activity; seizure threshold Preserved oscillatory activity; elevated stage 3
pilocarpine - Theta frequency through the Racine scale. seizure thresholds.
stimulation of medial
septum
[91] WAG/Rij rats - DBS Recording: somatosensory cortex and posterior 72% decrease in seizure activity.
- 130 Hz nucleus of the thalamus;
stimulation: somatosensory cortex.
[86] Sprague-Dawley rats/kainic - DBS Ipsilateral hippocampus. Reduction in 44.4% of seizure frequency.
acid - Anterior thalamic
nuclei
[92] Sprague-Dawley rats/ - DBS Racine scale; Prevented behavioral forebrain and brainstem
pilocarpine - 50 Hz stimulation: ventral pallidum; seizures.
- 130 Hz recording: S1/hippocampus.
[93] Wistar rats/kainic acid - DBS CA1 hippocampal stimulation. Closed-loop stimulation reduced seizure
- 5Hz frequency by 90% and open-loop stimulation
reduced seizure frequency by 17%.
[94] Sprague-Dawley rats/kainic - DBS Uni and bilateral hippocampus. Seizure rate was 23% lower during bilateral
acid - 130 Hz compared to unilateral hippocampal DBS.
[95] Wistar rats/kindled - DBS Right posterior hippocampus. Seizure suppressive effect in 4 contact 130 Hz.
- 1Hz
- 130 Hz
[96] Sprague-Dawley rats/ - DBS EEG; Decreased incidence of generalized seizures.
amygdaloidkindling - 1Hz amygdala.
- 150 pA
[97]1 Wistar rats/amygdaloid - DBS Anterior nucleus of the thalamus (ANT). Bilateral post-treatment with stimulation of ANT
kindling - 200 Hz markedly inhibited seizures.
- 450-800 pA
[98] Sprague-Dawley rats/ - DBS Recording: bilateral dentate gyrus and left High frequency was more effective than low

alternate day rapid kindling
130 Hz

5 Hz hippocampus;
Stimulation: right side hippocampus.

frequency.

inflammation via cholinergic anti-inflammatory reflex [88]. From an
interactive view among epilepsy and brain inflammation markers,
a7nAchR can suppress M1 macrophages polarization, inhibiting cyto-
kines release and possibly inhibiting the nuclear translocation of nuclear
factor-kappa B (NF-«kB) [89].

Remarkably, low seizure thresholds are one of the characteristics
that lead to convulsing crisis induced by pharmacological approaches in
rodents. Moreover, DBS has been tested in both continuous and pre-
behavioral tasks, indicating beneficial results in epileptic crises and
cognitive impairments of rats treated with PILO [90]. Despite the
beneficial results in clinical studies with DBS in refractory epilepsy pa-
tients, the mechanisms involved and best stimulation parameters are
still not fully understood. Hence, new studies are still necessary and may
clarify whether this technique reduces the risks of invasive surgical
procedures and lowers costs to maximize treatment opportunities.

4.2. Semi-invasive method of spinal cord stimulation

The spinal cord is an integral part of the CNS and performs the bi-
directional link among various peripheral and central stimuli through
electrical and chemical signals. Spinal cord stimulation (SCS) is a tech-
nique developed and applied in clinical practice in recent decades with
significant advances and effectiveness, especially to treat chronic pain
[99]. According to the American Association of Neurological Surgeons,
roughly 50.000 SCS placement surgeries are performed each year
around the world. Norman Shealy first implemented electrical activa-
tion in the spinal cord in 1967, and thereafter, this type of intervention
for chronic pain treatment has increased significantly [99,100].
Considerable progress has been shown in patients that are not respon-
sive to conventional treatments, among which ~50% achieved less pain
within six months after SCS treatment [101]. Regarding painful disor-
ders, the ascendant fiber modulation by electricity in the spinal cord can

reduce potentially nociceptive actions and relieve pain [102]. Pain gate
theory is a well-accepted concept in which A fiber activation by SCS
activates inhibitory interneurons and blockage C and AS sensitive fibers
[103]. More recently, research has suggested that dorsal root ganglion
stimulation may block pain via C-type T-junction [102].

Although pain control with SCS occurs in the dorsal horn of the
spinal cord, modulation in brain areas can induce the release of anal-
gesic molecules from descending fibers [99]. In fact, SCS changes elec-
trical activities in the brain and may even help treat neurologic disorders
[104]. Interestingly, clinical trials using SCS in Parkinson's disease and
animal models of epilepsy have reported beneficial results [105-108].
As a result, it is plausible that brain structures are modulated with SCS,
causing metabolic and electric changes.

In this context, different SCS frequencies have been tested in animal
models of epilepsy through comparative evaluations demonstrating
promisor results (Table 2). The frequency is the number of cycles that
the electrical current emits in 1 s and is measured in hertz (Hz). Thus, the
effects of a serial of stimulation frequencies in rats after PTZ adminis-
tration revealed that a low frequency (30 Hz) increased spike-and-wave
(SW) discharges and induced non-motor epileptic seizure through ECoG
signals and intracortical field potentials [107]. Furthermore, a previous
study reported that SCS at 4 Hz increased PTZ-induced tonic-clonic
seizures in rats, as demonstrated through susceptibility to seizure onset
latency, number of seizures, and seizure duration [109].

Nevertheless, Harreby and collaborators (2011) employed a 54-Hz
stimulation and reported that these parameters were not altered. Eval-
uation of electrocorticogram and electromyogram in stimulated animals
(54 Hz) in different stages after PTZ demonstrated no effects in spike
clusters with intermediate periods of slow waves associated with clonic
activity. Moreover, tonic motor activity, which is associated with seizure
onset, was not modified with SCS at 54 Hz [109]. In contrast, epileptic
discharges induced by penicillin microinjected directly into the



F. da Silva Fiorin et al.

Life Sciences 285 (2021) 119972

Table 2
Effects of semi-invasive neurostimulation techniques in animal models of epilepsy.
Author  Animal species/drug Stimulation Measurement Outcomes
technique
[119] Sprague-Dawley rats/kainic -VNS Racine scale and inflammatory factors. Downregulation of hippocampal miR-210;
acid reduced expression of apoptosis-related
proteins and inflammatory factors.
[107] Sprague-Dawley rats/ - SCS Eletrocorticographic recording; intracortical. 30 Hz: Proconvulsive effect;
pentylenetetrazol - C5-C6 Increased spike-and-wave (SW) discharges;
- 30 Hz 130/180 Hz: anticonvulsive effect; reduced
- 130 Hz spike-and-wave (SW) discharges.
- 180 Hz
[106] Long-Evans rats/ - SCS Intracortical (somatosensory primary). Reduced seizure episode frequency by 44%;
pentylenetetrazol -T2 reduced seizure episode duration by 38%.
- 500 Hz
[113] Sprague-Dawley rats/ - SCS Eletrocorticographic recording; intracortical (somatosensory 80 Hz: Reduced fast ripple activity by 24%.
pentylenetetrazol - C5-C6 cortex). 130 Hz: reduced fast ripple activity by 38%.
- 80-Hz
- 130-Hz
[109] Sprague-Dawley rats/ - SCS Eletrocorticogram (motor cortex area); 4 Hz: Increased seizure susceptibility.
pentylenetetrazol - C2 eletromyogram (triceps brachii and soleus muscles). 54 Hz: non-significant trend toward seizure
- 4Hz susceptibility.
- 54 Hz
[126] Wistar rats/ - VNS Seizure scale ranging from stage 0 (no seizure activity) to stage 5  Reduced seizure severity and suppressed the
pentylenetetrazol - 20Hz = generalized tonic-clonic seizure. seizure-induced cardiac rhythm changes.
- 1mA
[110] Wistar rats/penicillin G - SCS Eletrocorticogram (somatomotor cortex). Reduced epileptic discharges.
- C2-C3
- 2Hz
[127] Fast-kindling rats/Kindling - VNS Latency to forelimb clonus, the duration of clonus and the Reduced ipsilateral and contralateral
stimulation - 500 Hz associated duration in the ipsilateral and contralateral amygdalae.  associated after discharges.
- 0.25-0.5mA
[128] Sprague-Dawley rats/ - VNS Seizure severity scale ranging from stage O to stage 6. Reduced seizure severity.
pentylenetetrazol - 20Hz
- 1mA
[129] Sprague-Dawley rats/ - VNS Seizure severity scale ranging from stage 0 (no seizure activity) to ~ Reduce seizure severity.
pentylenetetrazol - 20Hz stage 6 (tonic hindlimb extension).
- 1mA
[130] Sprague-Dawley rats/ - VNS Hindlimb extension; Reduced hindlimb extension and seizure
Electroshock maximal - 20Hz seizure severity. severity.
- 800 pA

somatomotor cortex decrease at 2 Hz of stimulation as SCS intensity
increases from 0.01 to 0.1 mA [110].

It seems to be clear that lower stimulation frequencies may induce
convulsing behavior and brain epileptic discharges, while higher stim-
ulation frequencies can reduce convulsant effects. For example, SCS at
130 and 180 Hz in rats produced anticonvulsant effects in electro-
corticographic and intracortical SW discharges after PTZ administration
[107]. In addition, 54 Hz did not produce any changes in the electro-
corticogram and electromyogram [109]; 80 Hz did not significantly
reduce spike power and frequency in the intracortical recordings, while
130 and 180 Hz significantly reduced these parameters [107].

Although SCS mechanisms induce neuronal adaptation in convulsing
episodes and decrease epileptic activity, a reduced hyper-
synchronization state characterized by seizure could be identified. In
this sense, a 500-Hz stimulation of the dorsal column reduced local field
potentiation activity in the cortical somatosensory 1 (S1) in male and
female rats [106]. Interestingly, these trials demonstrated that SCS
decreased theta band activity in pre-ictal phases, implying there may be
involvement of this wave in previously abnormal brain activity [106].
Furthermore, theta waves have also been investigated during stereo-
typed behaviors, such as general immobility with whisker twitching in
rats [111], and is active in the critical balance of the thalamocortical
loop [112]. Thus, some of the specific beneficial electrocorticographic
effects elicited by SCS in myoclonic and tonic-clonic crisis could be the
reduction in exacerbated theta wave activity during a seizure.

Given the above, despite some divergent results, research on SCS
frequency in animal models of epilepsy has shown that higher fre-
quencies appear to decrease epileptic activity, while lower frequencies
may aggravate epileptic crises. From a cellular point of view, it is

plausible suggest that the reduce in fast ripple activity induced by SCS
attenuates the hippocampal cell loss in animal models of epilepsy, since
these higher frequencies oscillations are correlated with hippocampal
sclerosis in patients with TLE [113,114]. However, how the distal
electrical stimulation provides of spinal cord decrease epileptic activity
must be further clarify. Hence, further studies are necessary to shed
more light on the mechanisms and effects of this technique, which has
proven to be highly promising in treating neurological disorders such as
epilepsy.

4.3. Semi-invasive method of vagus nerve stimulation

The vagus nerve is a critical component of the autonomic nervous
system and involved in several functions of the physiologic system
through parasympathetic tone modulation. For years, electrical vagus
nerve stimulation (VNS) has been a useful method of treating patients
with refractory epilepsy, and chronic VNS can reduce crises associated
with changes in the levels of amino acids, metabolites, and neuro-
transmitters, including higher GABA levels and lower glutamate blood
levels [115]. Nonetheless, VNS may not be able to change the concen-
tration of these metabolites and neurotransmitters in cerebrospinal fluid
depending on the disorder. Carpenter and collaborators (2004)
demonstrated that VNS could not alter norepinephrine (NE), 5-hydrox-
yindoleacetic acid, 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol, and GABA con-
centrations in patients with depression [116].

In an animal model with rodents, rats stimulated 14 days with
standard parameters of 0.25 mA, 20 Hz, 500 ms, and 30 s on/5 min off
had higher NE levels in the prefrontal cortex and hippocampus with
enhanced tonic activation of a2-adrenoceptors [117]. These metabolic
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effects of the VNS could explain mechanisms that are still unknown from
a behavioral point of view, such as lower food intake and minor weight
gains in obese rats after magnetic vagal stimulation [118].

From an inflammatory point of view, recent trials have shown that
the VNS reduced apoptotic cascades by decreasing microRNA-210 (miR-
210) and pro-inflammatory and pro-apoptotic proteins [119]. In fact,
activation of the efferent vagus nerve can suppress local and systemic
inflammatory processes in response to endotoxin [120]. Surprisingly,
blocking miR-210 in an animal model of cerebral ischemia/reperfusion
impaired the antioxidant and anti-apoptotic effects produced by VNS
[121], demonstrating that it is still necessary to acquire a better
comprehension of this technology. However, it is well established that
the vagal efferent nerve can induce acetylcholine (Ach) release by
macrophages in enteric neurons, while NE active p2 adrenergic re-
ceptors that release ACh inhibit the tumor necrosis factor-a (TNF-o)
release by spleen macrophages [122]. Nonetheless, a possible peripheral
secondary anti-inflammatory effect induced by VNS occurs. The reduced
infiltration of macrophages and inflammatory mediators from lymphoid
organs to the brain creates a new possibility about protection induced by
reduced systemic inflammation [123]. Considering that seizures can
cause cellular dysfunction by up-regulation in pro-apoptotic Bax (Bcl-2-
like protein 4 protein) and downregulation of anti-apoptotic Bcl-2 (anti-
apoptotic B-cell lymphoma) proteins [124], it is plausible that the
blockage of infiltration of peripheral macrophages to the epileptic side
by VNS could be responsible by reduced apoptosis via inhibition of NF-
kB pro-inflammatory [125].

Despite preclinical studies with animal model of epilepsy and VNS
demonstrating promising results (Table 2), there are still caveats to
better know this method, and further research is required to gain more
knowledge of semi-invasive methods to treat epilepsy. Therefore, non-
invasive methods are still a safer approach than invasive and semi-
invasive approaches, and the understanding of this method is crucial

Life Sciences 285 (2021) 119972

to develop novel and more efficient treatments.

4.4. Non-invasive method of trigeminal nerve stimulation

Trigeminal nerve stimulation (TNS) has been accepted as an effective
treatment for mood disorders, such as anxiety, depression [131,132],
and refractory epilepsy [133,134]. Compared to DBS and SCS, TNS is a
non-invasive neuromodulation method whose effects are similar to VNS
[135] (Table 3).

Epilepsy is a disorder with hyperexcitability and hypersynchrony of
the cortical and hippocampal neurons during crises, as demonstrated by
EEG recordings [136,137]. Therefore, desynchronization developed by
stimulation of cranial nerves can be an efficient method to treat this
disorder. To test this hypothesis, a study with Long-Evans rats demon-
strated the effects of unilateral or bilateral stimulation of infraorbital
nerve (I0) during PTZ-induced seizures [111]. Firstly, stimulating the IO
branch of the trigeminal nerve eliminated PTZ-induced seizure activity
in awake rats. In a pulse duration constant of 0.5 msec and a frequency
of 333 Hz but in a current of 3 and 5 mA, TNS stimulation could not
reduce seizure activity. However, when 7, 9, and 11 mA were used, the
overall seizure activity and number of initiated seizures decreased
[111]. It is important to note that high frequencies had better effects
against seizure activity compared to low-frequency stimulations. In this
report, the pulse duration (0.5 msec) and current (9 mA) were constant,
while frequency values varied from 1 to 333 Hz (1, 5, 10, 20, 50, 100,
125, 200, and 333 Hz). Only 100, 125, 200, and 333 Hz, which are
considered higher frequencies, were able to reduce epileptic crises in
animals with bilateral stimulation, thus being more effective than uni-
lateral stimulation [111].

Despite the scarcity of data demonstrating the effects of TNS in ep-
ilepsy animal models, this procedure can modulate brain regions,
including the hippocampus, and induce protective effects against

Table 3
Effects of non-invasive neurostimulation technique in animal models of epilepsy.
Author  Animal species/drug Stimulation technique Measurement Outcomes
[164] Sprague-Dawley rats/kainic - Cathodal tDCS Racine's scale; Decreased severity seizure; decreased high-
acid - 1 mA/3.14 mm? EEG; frequency oscillation;
- Over dorsal post-SE consequence. during SE; decreased chronic spontaneous spike
hippocampus activities and mossy fiber sproutings.
[139] Sprague-Dawley rats/ - TNS Racine's scale. Decreased duration of seizure;
pentylenetetrazol - percutaneous promotes faster recovery;
- 30Hz reduced severe seizures.
[138] Sprague-Dawley rats/ - TNS Racine's scale. Attenuated recurrent seizures.
pilocarpine - percutaneous
- 140 Hz
[160] Wistar rats/pilocarpine - tDCS Transcranial focal electrical stimulation during status ~ Reduced seizure activity;
- 300 Hz epilepticus; decreased power in theta and gamma bands in the
- 200 ps biphasic recording: right ventral hippocampus. hippocampus;
square pulses increased GABA and glutamate release.
- 100-5000 pA
[161] Long-Evans rats/ - tDCS EEG; 1 mA suppresses epileptic spikes and seizure
pentylenetetrazol - 0.1 mA dorsal Scalp. reentry;
- 1mA reduced theta/alpha/beta frequency bands.
[165] Genetic absence rat model/ - tDCS Repetitive cathodal stimulation; 100 pA reduced the number of spike-wave
WAG/Rij - 100 pA recording: EEG stimulation: somatosensory cortices. discharge (SWD);
- 150 pA Suppressive antiepileptic effect increased by
increasing the intensity to a 150 pA;
150 pA reduced the mean SWD duration.
[145] Wistar rats/ - tDCS Convulsions; cell loss and mossy fiber sprouting. Significant reduction in convulsion frequency;
lithium-pilocarpine 200 pA CA3 neurons significantly less damaged.
square-wave
[156] Wistar rats/ramp stimulation - tDCS Frontal cortex. w/100 pA: 60 min elevated threshold for localized
- 100 pA seizure (TLS);
- 200 pA Effect lasted for about 120 min;
w/200 pA: 30 min significantly elevated TLS;
Effect lasted for 2 h.
[111] Long-Evans rats/ - TNS Intracortical-(ventral posterior medial thalamus and/  Reduced electrographic seizure activity by up to
pentylenetetrazol - infraorbital nerve or primary somatosensory cortices). 78%.
(unilateral)

- 1-333 Hz
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seizures [138,139]. Treatments with TNS using Sprague-Dawley rats
with spontaneously recurrent seizures provoked by PILO could reduce
the number and duration of seizures per day [138]. The authors used
percutaneous trigeminal nerve electrostimulation for four consecutive
weeks, for 1 h per day, at a frequency of 140 Hz, intensity of 10 mA, and
pulses of 0.5 msec. Moreover, results shown a reduce in hippocampal
neuronal apoptosis and reduced level of interleukin-1 beta (IL-1f), TNF-
a, and microglial activation in epileptic rats with TNS [138].

In another trial, a group of researchers investigated the effects of TNS
on the IO with a pulse frequency of 30 Hz, pulse amplitude of 2 mA, and
pulse of 500 ps for 30 s on/5 min off before PTZ administration in adult
male Sprague-Dawley rats [139]. The stimulation could not cause a
difference in seizure onset among animals that received or did not
receive TNS application. Nevertheless, treatment with electrical 10
stimulation anticipated the last seizure and decreased its severity,
reducing epileptic activity in the animals. Moreover, in the TNS group
the number of BrdU-positive cells in the dentate gyrus was significantly
greater [139]. These results showed the importance of non-invasive
techniques and the possibility of new treatments and methods.

4.5. Non-invasive method of transcranial direct current stimulation

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a simple, non-
invasive technique to modulate neuronal excitability [140]. The mod-
ulation occurs by applying two electrodes (anode and cathode) over the
skull, which are responsible for inducing cortical excitability changes
through a weak and constant electric current [141,142]. Neurochemical
changes happen because the electric field deranges polar molecules,
receptors, and neurotransmitters throughout the cerebral tissue. From
an electrical point of view, the current from the tDCS flows from the
anode to the cathode; therefore, the electrode assortment is an essential
factor as it directly influences the stimulation effects. The focus of the
stimulation area depends on the electrode size, current density, and the
distance between both electrodes [143]. Previous studies have demon-
strated that anodal stimulation (positive electrode) produces an excit-
atory effect due to neuronal depolarization, whereas cathodal
stimulation (negative electrode) induces cortical inhibition because of a
hyperpolarization process. Due to the hyperpolarization process, cath-
odal tDCS was then proposed as a means of repressing epileptiform
discharges in both basic and clinical studies [140].

Since 1964 when Bindman and colleagues [144] reported trans-
cranial electrical stimulation, several authors have studied the effects of
tDCS for different purposes [145,146]. Throughout the literature, tDCS
research has shown positive results to treat various conditions, including
depression [147], Alzheimer's disease [148], Parkinson's disease [149],
schizophrenia [150], pain control [151], addiction [152], and epilepsy
[153] with no major side effects. For this reason, tDCS has been proven
to be a safe method for the development of new treatments through
brain stimulation. As a matter of fact, its effects on neuronal activity are
specially studied in both animal and human models as an attempt to
promote new therapies for neurological and psychiatric conditions,
among other disorders [154,155] (Table 3).

As for epilepsy, Kamida and collaborators (2011) reported that a
weak cathodal transcranial direct current delivered to the scalp inhibits
cortical excitability at the surface of the epileptogenic focus of the brain,
and the effects persist even after stimulation is over [145]. Another
experiment using a rat model for focal epilepsy found that tDCS
parameterized between 100 and 200 pA could increase seizure
threshold, and the effects persisted for over 2 h after stimulation [156].
In prolonged methods, a case report by Yook and collaborators (2011)
revealed that tDCS for five days a week for two weeks and parameterized
in 2 mA reduced seizure frequency for up to two months after treatment
[157]. However, the antiepileptic mechanisms are still unexplained.
Though the results of the studies mentioned herein appear to be prom-
ising, several technical issues require optimization, such as intensity,
duration, physiological effects of stimulation, among others, given they
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are still not well understood. Hence, despite having relevant clinical
potential to treat drug-resistant epilepsy, more extensive studies are
paramount to define the best tDCS stimulation protocols [158].

As described by Bikson and collaborators (2016), tDCS intensity is
defined as the steady-state intensity measured in Ampere and applied to
the anode (opposite to the cathode) [159]. If there are multiple elec-
trodes, the intensity is the sum of the current of all anodes (opposite to
the sum of all cathodes), while tDCS duration is defined as the length of
time and usually measured in seconds or minutes that the current is at a
steady level. Conventionally assuming that risks increase at higher
currents and durations and given everything else stays the same [160]
experiments in animal models for epilepsy used current intensities
varying from 100 pA to 1 mA and a mix of different durations depending
on the experiment protocol (Table 3).

Dhamne and colleagues (2015) experimented with rodents using
cathodal tDCS (0.1 mA or 1 mA, for 20 min, 1 min after the first PTZ-
induced myoclonic jerk) and reported that the duration of generalized
tonic-clonic seizures (GTCS) did not significantly reduce by either
c¢TDCS intensity [161]. Nonetheless, the sham group had 39% additional
GTCS compared to the 32 and 20% of the groups stimulated with ¢cTDCS
of 1 mA and 0.1 mA, respectively. The authors also noted that cathodal
stimulation of 1 mA tDCS suppressed the burst of epileptic spikes in EEG,
reducing the power in the EEG theta, alpha, and beta frequency bands,
also preventing seizure reentry after a second and lower PTZ dose,
whereas no significant changes occurred with cathodal stimuli of 0.1 mA
[161]. Still, numerous questions are yet to be answered in further studies
applying different parameterizations, although, for that case matter,
cTDCS of 1 mA showed to be a better stimulation parameter compared to
0.1 mA.

Another study with entirely different parameters and rodent PILO
epilepsy model was developed by Santana-Gomez and collaborators
(2015), in which transcranial focal electrical stimulation (TFS) of 200 ps
with symmetrical biphasic square charge-balanced constant current
pulses at a frequency of 300 Hz and an intensity varying from 100 to
5000 pA depending on the protocol [160]. The results showed that rats
receiving TFS during status epilepticus had a lower intensity of behav-
ioral seizure activity, with reduced of PILO-evoked increases in gluta-
mate and GABA release [160]. It is known that the levels of these amino
acids are involved in seizure activity [162,163], that is, it may explain
the reduction of epileptic crisis, although new data is required to
determine how TFS suppresses amino acids levels [160].

Though the standard parameters for tDCS to treat epilepsy are still
not defined, the results achieved thus far are promising. The difficulty in
designing ideal tDCS parameters and properly translating from animal
studies to humans are challenges that demand more research in the field.

5. Conclusions

In summary, this manuscript presented a point-by-point review of
the main methods of electrical stimulation developed in preclinical trials
to treat epilepsy and suggest possible mechanisms involved in electrical
stimulation in animal models (Figs. 1 and 2). Understanding the main
signaling mechanisms of the peripheral and central electrical stimula-
tion through the rodent studies described in this review could provide
important information required to develop new and more effective
therapeutic strategies against intractable epilepsy. However, there are
countless concepts regarding parameters and mechanisms that warrant
further clarification. Given this scenario, the advantages and disadvan-
tages can be observed for each method and presented here, thereby
improving the development of new experimental protocols and mech-
anisms that are still unknown.
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Fig. 1. Proposed mechanisms by which the SCS and DBS act during and after
an epileptic crisis. 1) Convulsant drug causes overstimulation of excitatory
synapses leading to excessive depolarization and epileptiform discharges in the
brain. 2) excessive excitatory neurotransmitters cause apoptotic signaling in
inhibitory neurons through Bax, Cyt C, and caspases proteins; 3) electrical
stimulation induce the activity Bcl-2 anti-apoptotic proteins, which block
apoptotic signaling, increasing cell survival; 4) illustrative intracortical
recording during a convulsive crisis; 5) illustrative intracortical recording
during a convulsive crisis with electrical stimulation. SCS: spinal cord stimu-
lation; DBS: deep brain stimulation; Bax: Bcl-2-like protein 4; Bcl-2: anti-
apoptotic B-cell lymphoma; Cyt C: cytochrome C.
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Fig. 2. Proposed mechanisms involving the harmful signaling inflammatory
pathway and protective anti-apoptotic pathway to VNS, TNS and tDCS during
and after an epileptic crisis, and position of electrodes in model of epilepsy to
rats. Seizure could increase inflammatory molecule release, leading to activa-
tion of the transcription factor NF-kB. The following signaling could be the
activation of miR-210 and the synthesis of cytokines such as IL-1p, IL-6 and
TNF-a that leads to apoptosis. However, anti-inflammatory molecules induced
by electrical stimulation active signaling pathway that include the phosphor-
ylation of AKT and cause the beneficial transcription of miR-210, increasing the
synthesis of antioxidant molecules and anti-apoptotic proteins. AKT: protein
kinase B; IL-1p: interleukin-1beta; IL-6: interleukin-6; miR-210: microRNA-210;
NF-kB: nuclear factor-kappa B; tDCS: transcranial direct current stimulation;
TNF-a: tumor necrosis factor-alpha; TNS: trigeminal nerve stimulation; VNS:
vagus nerve stimulation.
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