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Resumo 

Epilepsia é uma afecção neurológica que atinge em média de 1% da população mundial, 

sendo que 25% são resistentes ao tratamento medicamentoso. Um dos fatores mais 

incapacitantes dessa síndrome é a imprevisibilidade de ocorrência das crises epilépticas 

(CE). Há um grande interesse no desenvolvimento de dispositivos capazes de predizer a 

ocorrência de CE.  

O objetivo deste trabalho foi utilizar a estimulação elétrica cerebral profunda (ES) como 

forma de sondagem dos estados da rede neural em um modelo de crise epiléptica por 

infusão intravenosa de pentilenotetrazol (PTZ).  

Eletrodos bipolares foram cirurgicamente implantados na região do núcleo anterior do 

tálamo ou do complexo amigdaloide de ratos Wistar, assim como micro parafusos na região 

do cortex parietal para aquisição de EEG. Os animais foram divididos em três grupos: PTZ-

noES (infusão de PTZ sem ES), ES-noPTZ (ES concomitante a infusão de salina i.v.) e 

PTZ+ES (simultaneamente infusão de PTZ e aplicação de ES).  

A estimulação talâmica (0.5 Hz, 0.1 ms largura de pulso e  0,8 mA) em animais acordados 

concomitante à infusão de PTZ (grupo PTZ+ES)  resultou em um aumento significativo da 

atividade cortical, 250ms após o ES, doze segundos antes da ocorrência da crise epiléptica, 

composto principalmente de frequências de 12 a 30Hz (banda beta). Quando ES (0.5 Hz, 

0.1 ms largura de pulso e  0,6mA)  foi aplicado no complexo amigdaloide de animais 

anestesiados juntamente com infusão de PTZ, um aumento significativo da energia do EEG 

peri estímulo (250ms após ES) foi detectado oitenta segundos antes da ocorrência da crise 

eletrográfica. Houve também, para ao grupo PTZ+ES, um aumento significativo da 

expressão de c-Fos em regiões como tálamo, hipotálamo e amigdala contralateral ao 

eletrodo, evidenciado pela marcação imuno-histoquímica de c-Fos. 

Em contrapartida, ES (0.5 Hz, 0.1 ms largura de pulso e  0,8 mA) em complexo 

amigdaloide de animais acordados somente resultou em um aumento de atividade cortical 

precedente à crise epilética (doze segundos) se o ES foi temporalmente pareado com os 

disparos epileptiformes 24 horas antes.  

Em nenhum dos protocolos a ES apresentou característica pró-convulsivas, sem qualquer 

alteração na latência ou duração das crises (quando se compara os grupos PTZ+ES e PTZ-

noES) ou qualquer disparo epileptiforme para o grupo ES-noPTZ. 

A estimulação elétrica apresenta-se como uma estratégia eficiente de sondagem do estado 

neural e, futuramente, pode ser usada como uma técnica de previsão de crise epiléptica.  

 

  



 

 

Abstract 

Epilepsy is a common neurological disease affecting 1% of world population, whose 25% 

has no seizure control by pharmacotherapy. The seizure unpredictability is one of the most 

disable features of this syndrome. Therefore, the designing of devices able to forecast a 

seizure occurrence is a paramount goal.   

The aim of this work was to probe the neural system state by deep brain electrical 

stimulation (DBS) in a pentylenetetrazole (PTZ) seizure model. 

Bipolar electrodes were surgically implanted in wistar rats anterior thalamus (ANT) or 

amygaloid complex (AMY) for electrical stimulation and two micro screws on parietal 

cortex for EEG acquisition. The animals were further divided in three groups: PTZ-noES 

(i.v. PTZ infusion without DBS), ES-noPTZ (DBS and saline infusion) and PTZ+ES (i.v. 

PTZ infusion and DBS). 

ANT DBS on awake animals (0.5 Hz, 0.1ms pulse width, 0,8mA) simultaneously with PTZ 

infusion showed an increase of cortical activity (250ms after stimuli) twelve seconds prior 

seizure, mainly in beta band (12-30Hz). 

DBS (0.5 Hz, 0.1ms pulse width, 0,6mA) applied on AMY of anesthetized animals, 

concomitantly with PTZ infusion, produced a detectable cortical evoked response 80s prior 

seizure onset and increase thalamus, hypothalamus, and amygdala (contralateral to 

electrode) cell activity by c-Fos immunohistochemistry labeling. Nevertheless, AMY DBS 

on awaked animals only increase cortical EEG activity prior seizure onset (12s) if the 

electrical stimuli were temporal paired with epileptic discharges 24 hours earlier. 

DBS used in this study demonstrated no pro-convulsive effect due to any statistical 

alteration on seizure latency and duration (PTZ + ES compared with PTZ-noES) or any 

epileptic discharge presented by ES-noPTZ group. 

The DBS presents as a reliable strategy to probe the neural system state and a possible tool 

to seizure prediction device.  

  



 

 

 

Sumário 
 

1.0 Revisão de Literatura ...................................................................................................... 16 

1.1 Epilepsia ..................................................................................................................... 16 

1.2 Previsão de crises convulsivas .................................................................................... 18 

1.2.1 Técnicas univariáveis .......................................................................................... 20 

1.2.2 Técnica multivariável .......................................................................................... 21 

1.3 Estimulação elétrica .................................................................................................... 22 

1.3.1 Estimulação elétrica cerebral profunda nas epilepsias ........................................ 23 

1.3 Modelos animais de crise convulsiva e epilepsia ....................................................... 25 

1.3.1 Modelo de indução de crise convulsiva por Pentilenotetrazol ............................ 25 

1.4 Tálamo ........................................................................................................................ 25 

1.4.1 Núcleo anterior do tálamo ................................................................................... 27 

1.5 Complexo amigdaloide ............................................................................................... 27 

2.0 Justificativa e Objetivos ................................................................................................. 30 

2.1 Justificativa ................................................................................................................. 30 

2.2 Objetivo geral ............................................................................................................. 30 

2.2.1 Objetivos específicos ........................................................................................... 30 

3.0 Materiais e métodos ........................................................................................................ 32 



 

 

3.1 Materiais e métodos protocolo sondagem em animal anestesiado ............................. 32 

3.1.1 Grupos experimentais .......................................................................................... 32 

3.1.2 Cirurgia estereotáxica .......................................................................................... 32 

3.1.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda ................ 32 

3.1.4 Aquisição de sinal EEG e preparação histoquímica ............................................ 33 

3.1.5 Análise de c-Fos .................................................................................................. 33 

3.1.5 Atividade elétrica epileptiforme .......................................................................... 34 

3.1.6 Análise pré-ictal do EEG ..................................................................................... 35 

3.2 Materiais e métodos protocolo sondagem por estimulação elétrica no núcleo anterior 

do tálamo em animal acordado ......................................................................................... 37 

3.2.1 Grupos experimentais .......................................................................................... 37 

3.2.2 Cirurgia estereotáxica .......................................................................................... 37 

3.2.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda ................ 38 

3.2.4 Aquisição de sinal EEG ....................................................................................... 38 

3.2.5 Desenho experimental ......................................................................................... 38 

3.2.6 Atividade elétrica epileptiforme .......................................................................... 39 

3.2.7 Análise da atividade pre-ictal (120 segundos anteriores à crise epiléptica) ........ 39 

3.2.8 Resposta cortical perante estimulação elétrica profunda pré-crise epiléptica ..... 40 

3.2.9 Bandas de frequência que compõem o potencial evocado .................................. 40 

3.2.10 Análise espectral do potencial evocado e do disparo pre-ictal. ......................... 41 



 

 

3.3 Materiais e métodos protocolos modulação de peso sináptico por pareamento de 

estimulação elétrica no ANT e crise epiléptica eletrográfica ........................................... 41 

3.3.1 Grupos experimentais da estimulação talâmica – protocolo 1 ............................ 41 

3.3.2 Cirurgia estereotáxica – protocolo 1 .................................................................... 42 

3.3.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda – protocolo 

1 .................................................................................................................................... 42 

3.3.4 Aquisição de sinal EEG, atividade epileptiformes – protocolo 1 ........................ 42 

3.3.5 Desenho experimental – protocolo 1 ................................................................... 42 

3.3.6 Análise da resposta à estimulação elétrica – protocolo 1 .................................... 43 

3.3.7 Grupos experimentais da estimulação talâmica – protocolo 2 ............................ 44 

3.3.8 Cirurgia estereotáxica – protocolo 2 .................................................................... 44 

3.3.9 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda – protocolo 

2 .................................................................................................................................... 44 

3.3.10 Aquisição de sinal EEG, atividade epileptiformes – protocolo 2 ...................... 44 

3.3.11 Desenho experimental – protocolo 2 ................................................................. 44 

3.4 Materiais e métodos protocolo sondagem por estimulação cerebral no complexo 

amigdaloide em animal acordado ..................................................................................... 46 

3.4.1 Grupos experimentais .......................................................................................... 46 

3.4.2 Cirurgia estereotáxica .......................................................................................... 46 

3.4.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda ................ 47 

3.4.4 Aquisição de sinal EEG ....................................................................................... 47 



 

 

3.4.5 Desenho experimental ......................................................................................... 47 

3.4.6 Atividade elétrica epileptiforme .......................................................................... 47 

3.4.7 Análise da atividade pre-ictal (120 segundos anteriores à crise epiléptica) ........ 47 

3.4.8  Resposta cortical perante estimulação elétrica profunda pré-crise epiléptica .... 47 

3.4.9 Bandas de frequência que compõem o potencial evocado .................................. 48 

3.5 Materiais e métodos protocolos modulação de peso sináptico por pareamento de 

estimulação elétrica no complexo amigdaloide e crise epiléptica eletrográfica ............... 48 

3.5.1 Grupo experimental da estimulação amigdaloide ............................................... 48 

3.5.2 Cirurgia estereotáxica .......................................................................................... 48 

3.5.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda ................ 48 

3.5.4 Aquisição de sinal EEG, atividade epileptiformes .............................................. 48 

3.5.5 Desenho experimental ......................................................................................... 49 

4.0 Resultados ....................................................................................................................... 51 

4.1 Protocolo sondagem em animal anestesiado .............................................................. 51 

4.2 Protocolos sondagem em animal acordado perante estimulação talâmica ................. 60 

4.2 Protocolos sondagem em animal acordado perante estimulação no complexo 

amigdaloide ...................................................................................................................... 72 

5.0 Discussão ........................................................................................................................ 80 

5.1 Resposta cortical perante estimulação cerebral profunda........................................... 80 

5.2 Crise epiléptica como fator de aumento de conexão entre áreas distantes. ................ 83 



 

 

5.3 Previsão de crise epiléptica por estimulação cerebral profunda ................................. 85 

6.0 Referências Bibliográficas .............................................................................................. 86 

7.0 Anexos ............................................................................................................................ 94 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

There is no terror in a bang, only in the anticipation of it. 

Alfred Hitchcock  
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1.0 Revisão de Literatura 

1.1 Epilepsia 

Epilepsia e crises epilépticas têm sido documentadas desde os primórdios das civilizações. 

Acreditava-se que pessoas eram tomadas de possessão que as levavam à perda de si 

(consciência) e/ou às convulsões. Com a maior compressão da neurobiologia, explicações 

etéreas foram substituídas. Atualmente, a definição geral de epilepsia é de uma desordem 

do cérebro caracterizada por uma persistente predisposição para geração de crises 

epilépticas e por consequências neurobiológicas, cognitivas, psicológicas e sociais desta 

condição. A definição de epilepsia requer a ocorrência de ao menos uma crise epiléptica, 

definida como sinais e/ou sintomas transitórios decorrentes de um disparo sincrônico 

excessivo (hipersincronia (Penfield, Jasper et al., 1954)) de populações de neurônios 

cerebrais (Fisher, Van Emde Boas et al., 2005). Os sintomas dependem do local de origem 

destes disparos anormais e de seu padrão de propagação para áreas encefálicas 

circunvizinhas.  As manifestações podem ser mínimas como rubor, sensação estranha ou 

pequena contração muscular (Gotman, 2011) ou até alterações drásticas de humor como 

agressividade e afetividade exacerbadas, contrações tônicas de membros superiores e 

inferiores (Engel, 1996). O disparo sincrônico de regiões cerebrais, sinal clássico da crise 

epiléptica, é detectado pelo eletroencefalograma (EEG) como oscilações de grande 

amplitude (30% maior que o basal) e que perduram por uma janela de tempo maior que 3 

segundos (Gotman, 2011). A rica interconexão das células piramidais corticais (Johnston e 

Brown, 1984), a presença de junções comunicantes (Traub, Michelson-Law et al., 2004) e, 

paradoxalmente, a atividade de células inibitórias (Cobb, Buhl et al., 1995) favorecem a 
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hipersincronia. A contradição a respeito da atividade inibitória vem do fato que muitas 

escolas defendem que o excesso de sincronia está intimamente ligado ao aumento da 

excitabilidade (Scharfman, 2007), presente em tecidos cerebrais ictogênicos (Mcnamara, 

1994; Lothman, Rempe et al., 1995; Mangan, Rempe et al., 1995; Bernard, Anderson et al., 

2004; Fritschy, 2008). De fato, simulações computacionais mostram que mudança no tônus 

excitatório sem compensação adequada de inibição, resulta em aumento da sincronia da 

rede neural (Kudela, Franaszczuk et al., 2003). Sendo assim, os tratamentos farmacológicos 

vigentes agem, sobretudo, no aspecto da excitabilidade celular, visando diminuir a 

atividade do tecido neural (Rho e Sankar, 1999): 

1) Barbitúrico fenobarbital aumenta ação do receptor para o neurotransmissor ácido gama-

aminobutírico (GABA) ao prolongar a abertura dos canais de cloreto (Silva Brum e 

Elisabetsky, 2000) 

2) Fenitoína atua de diversas formas e diminui a excitabilidade do neurônio, interferindo, 

sobretudo, no transporte de sódio através da membrana (Tunnicliff, 1996);  

3) Carbamazepina diminui a condutância da membrana ao íon sódio e a neurotransmissão 

sináptica excitatória, antagonizando purinas, monoaminas, acetilcolina e receptor de 

glutamato NMDA (Yan, Mishra et al., 1992; Kaneko, Okada et al., 1993; Dailey, Reith et 

al., 1997);  

4) Ácido valpróico não tem seus mecanismos farmacológicos bem elucidados, mas, ao que 

parece, é capaz de elevar os níveis de GABA no sistema nervoso central (Davis, Peters et 

al., 1994). 

O tratamento medicamentoso é capaz de controlar as crises epilépticas em dois terços dos 

pacientes, sendo o tratamento cirúrgico a única opção para aqueles que não respondem ao 

tratamento convencional. Porém a cirurgia de ablação do foco ictogênico somente pode ser 
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realizada em 8 a 10% dos pacientes. Logo, para 25% dos pacientes, não há tratamento 

disponível (epilepsia refratária) (Mormann, Andrzejak et al., 2007). Para esses pacientes a 

imprevisibilidade das crises é um dos maiores aspectos de morbidade dessa síndrome. 

Mesmo breves episódios de diminuição da consciência podem gerar danos físicos, 

especialmente quando a pessoa está dirigindo, nadando, escalando, e principalmente 

quando sozinho. Além disso, é frequente a existência de um intenso sentimento de 

desamparo que impacta negativamente a qualidade de vida diária do paciente (Carney, 

Myers et al., 2011). Em um estudo sobre a visão de pacientes com epilepsia sobre possíveis 

sistemas de previsão de crise, em torno de 90% deles afirmaram que o desenvolvimento de 

tais sistemas é muito importante, sendo as razões para tal (Schulze-Bonhage, Sales et al., 

2010): 

 Aumentar do sentimento de segurança, de opções de lazer e de trabalho. 

 Diminuir a ansiedade gerada pela imprevisibilidade das crises recorrentes 

 Desenvolver intervenções de supressão de crise mais acuradas 

 

1.2 Previsão de crises convulsivas 

A previsão de crise epiléptica consiste na identificação de um estado pré-ictal, período de 

tempo no qual há uma maior probabilidade de início das crises (Viglione e Walsh, 1975; 

Esteller, Echauz et al., 2005). Porém, muito se questionava se esse período pre-ictal 

realmente existia, pois as crises epilépticas eram consideradas fenômenos abruptos, sem 

qualquer tipo de percussor. Mesmo sinais prodrômicos, considerados desde tempos antigos 

como sintomas predecessores de crise convulsiva, estão sendo agora avaliados como crises 

já instaladas, porém não convulsivas (Alving e Beniczky, 2013). Somente a partir da 
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década de 1990, alguns sinais clínicos como aumento do volume sanguíneo cerebral 

(Weinand, Carter et al., 1997; Baumgartner, Serles et al., 1998), viabilidade de oxigênio 

(Adelson, Nemoto et al., 1999), frequência cardíaca (Delamont, Julu et al., 1999; Kerem e 

Geva, 2005) que antecediam a crise epiléptica, começaram por corroborar para a existência 

de um estado pre-ictal. 

 

O processo de instauração da crise epiléptica pode ser visto como um aumento do número 

de interações sincrônicas entre neurônios de uma determinada região cujas conexões com 

outras unidades se desdobram e espalham o padrão anormalmente sincrônico de disparo às 

regiões circunvizinhas. Sobre esse conceito, vários estudos têm sido realizados com o 

intuito de caracterizar esse comportamento neural pre-ictal por meio de técnicas 

matemático-computacionais capazes de extrair do EEG parâmetros descritivos da 

neurodinâmica cerebral (Mormann, Andrzejak et al., 2007). Tais técnicas podem ser de 

divididas basicamente em: 1) técnicas univariáveis; 2) técnicas multivariáveis (Carney, 

Myers et al., 2011). Apesar do grande avanço, esses métodos passivos de análise do EEG 

para previsão de crise ainda geram resultados falsos positivos e negativos (Andrzejak, 

Chicharro et al., 2009), logo, distantes de alcançar uma aplicação clínica. Uma das razões 

para tal é a mudança rápida do padrão de disparo neural de um estado normal, fisiológico, 

para um estado de disparos epileptiformes, o que dificulta a analise passiva (Lopes Da 

Silva, Blanes et al., 2003). Uma nova abordagem ao desafio de predição de crise epiléptica 

é o uso de estimulação elétrica profunda como forma de sondagem do sistema neural 

(Kalitzin, Velis et al., 2010). A resposta neural perante o estímulo elétrico poderia ser 

usado para quantificar o tônus excitatório, onde uma grande resposta indica uma alta 
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excitabilidade (Freestone, Kuhlmann et al., 2011); consequentemente, avaliar a 

probabilidade de ocorrência de um estado de anormal sincronia neural. 

 

1.2.1 Técnicas univariáveis  

Análise univariável é realizada sobre uma série temporal, definida como coleção de 

observações feitas sequencialmente ao longo do tempo. O eletroencefalograma é um 

exemplo de série temporal cujas informações sobre o início da observação e sua taxa de 

amostragem permite uma representação gráfica em função do tempo, ao longo do período 

de gravação. Análise univariável do EEG emprega somente um único ponto de aquisição de 

sinal.  

1.2.1.1 Transformada de Fourier de curto tempo 

A técnica consiste em aplicar a transformada de Fourier sobre intervalos iguais e 

sequenciais do EEG, com o intuito de decompor o sinal em seus diferentes componentes de 

frequência (Litt e Echauz, 2002) tendo como resultado final a densidade espectral 

(magnitude da energia para cada valor de frequência) para cada intervalo temporal. É o 

método mais usado para predição e detecção de crise epiléptica eletrográfica cujo racional 

parte da diferença entre a densidade espectral do período interictal e do ictal (Carney, 

Myers et al., 2011). 

1.2.1.2 Energia acumulada 

Por esta técnica, a média da energia do sinal (V
2
) é computada para cada segmento 

temporal do EEG (Litt, Esteller et al., 2001; Harrison, Frei et al., 2005).  
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1.2.2 Técnica multivariável 

Análises multivariáveis de séries temporais consistem em mais de um ponto de registro 

sequencial ao longo do tempo. Essas análises são comumente usadas para se mensurar a 

interação entre diferentes componentes de um sistema, como por exemplo, o neural 

(Carney, Myers et al., 2011). Apesar da possibilidade de múltiplos mecanismos para o 

início das crises epilépticas (Mormann, Andrzejak et al., 2007), frequentemente há certo 

aumento de interação (sincronismo) entre diferentes regiões cerebrais antes da ocorrência 

dos disparos ictais (Carney, Myers et al., 2011). Tal interação pode ser tanto linearmente 

mensurada entre dois ou mais canais de EEG como correlação cruzada e coerência, quanto 

não linearmente como sincronização em fase. 

1.2.2.1 Correlação cruzada  

Quando um sinal de EEG possui uma variação em amplitude que é similar à de outra 

região, mesmo com certo atraso temporal, diz-se que essas regiões estão correlacionadas. 

Logo, perante a correlação cruzada, a similaridade entre dois sinais é mensurada em função 

de um atraso temporal aplicado a um deles. Sendo os sinais normalizados, a correlação 

cruzada possui um valor máximo de um, que indica que os sinais possuem curso temporal 

similar e o valor mínimo de zero indicando não há similaridade entre os mesmos.  

1.2.2.2 Coerência 

A similaridade entre dois sinais pode ocorrer também em uma frequência (ou banda de 

frequência) específica, sendo então mensurada pela função de coerência. Por esta, a análise 

do espectro de frequência é realizada para cada sinal. As frequências que possuem 

densidades similares entre os dois sinais geram altos valores de coerência (próximos de 

um).  
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1.2.2.3 Sincronia em fase 

Dois sinais podem estar sincronizados mesmo na ausência similaridade em amplitude 

(correlação e coerência). Tal sincronia pode se manifestar na fase de determinada 

frequência. Diz-se que duas ondas (por exemplo, uma determinada frequência de dois 

sinais) estão oscilando em fase quando suas cristas e vales estão coincidentes no tempo. 

Dada a característica aleatória do EEG, quando há uma sincronia em fase entre dois pontos 

de registro, é provável que essas regiões possuam atividades correlacionadas. Pode-se 

mensurar também a diferença de fase. No caso, as duas ondas não estão 100% coincidentes, 

havendo um atraso temporal entre elas. Se esse atraso for tamanho que a crista de uma onda 

ocorra no momento exato do vale de outra, indica que elas estão completamente fora de 

fase.  

 

1.3 Estimulação elétrica 

A estimulação elétrica de sistemas biológicos consiste em posicionar dois eletrodos, sendo 

um próximo da área de interesse (músculo, nervo ou mesmo estruturas do sistema nervoso 

central) e forçar a passagem de uma corrente elétrica entre eles. Alguns fatores influenciam 

na resposta biológica perante essa corrente, como distância entre os eletrodos (quanto maior 

a distância, maior a área afetada), a resistência elétrica tecidual (quanto maior a resistência, 

menor a corrente elétrica para uma dada diferença de potencial entre os eletrodos), forma 

da onda dos pulsos elétricos, bem como sua frequência. Mesmo frente a todos esses 

parâmetros, o intuito final da estimulação elétrica é causar uma perturbação no sistema 

biológico que o distancie do seu estado basal. Quando tal perturbação é realizada em 

estruturas cerebrais, pode modular a atividade tanto de neurônios excitatórios quanto de 
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inibitórios (Tehovnik, Tolias et al., 2006), bem como influenciar na ação de astrócitos 

(Kuga, Sasaki et al., 2011) e afetar até mesmo a dinâmica vascular (Canals, Beyerlein et 

al., 2008)(Mesquita, Medeiros et al., 2011). A consequência difusa da estimulação elétrica 

cerebral pode ser um dos fatores para o desconhecimento do seu mecanismo de ação. 

Apesar desse fato, as consequências de seu uso são benéficas como forma de tratamento de 

doenças motoras como tremor basal e Parkinson (tratamentos estes aprovados pelo Food 

and Drug Administration – FDA) bem como no estudo de outras patologias neurológicas 

(Wichmann e Delong, 2006), entre elas a epilepsia (Halpern, Samadani et al., 2008).  

1.3.1 Estimulação elétrica cerebral profunda nas epilepsias 

No tratamento de uma doença catastrófica como epilepsia refratária ao tratamento 

medicamentoso, a investigação de novas metodologias terapêuticas é de suma importância. 

A estimulação elétrica (ES) profunda desponta como uma alternativa para esse cenário 

médico e renova o interesse tanto da pesquisa básica quanto da clínica para o entendimento 

e melhoria desta técnica. Recentemente, dados de testes amplos e randomizados 

demonstraram que DBS aplicado no núcleo anterior do tálamo (SANTE-Stimulation of the 

Anterior Nucleus of Thalamus for Epilepsy) (Fisher, Salanova et al., 2010) ou estimulação 

elétrica de estruturas corticais (Morrell, 2011) reduz significativamente a frequência de 

ocorrência de crises (Fridley, Thomas et al., 2012). De fato, o último recentemente recebeu 

a aprovação do FDA (Food and Drug Admnistration) para o tratamento de epilepsia 

refratária.  A teoria vigente sobre a ação da DBS se assenta na mesma premissa de ação dos 

medicamentos, diminuir o tônus excitatório. A estimulação de alta frequência, intermitente 

ou contínua, agiria inibindo a estrutura alvo, mimetizando o efeito de uma cirurgia ablativa, 

retirando do sistema neural a área disfuncional (Gwinn e Spencer, 2004). Dados de 
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eletroencefalografia, magneto-ressonância funcional, microdialise e modelos 

computacionais sugerem que a estimulação em alta frequência causa um bloqueio da 

despolarização, inibição sináptica ou depressão sináptica que inativa a rede neural e a 

impede de comprometer a função cerebral fisiológica. Por outro lado, a estimulação em 

baixas frequências produziria uma ativação de estruturas cerebrais notoriamente inibitórias 

que restaurariam a função da rede neural por uma diminuição da excitabilidade (Gwinn e 

Spencer, 2004).   

 

A estimulação elétrica cerebral profunda também vem sendo utilizada como forma de 

avaliação de circuitos epileptogênicos em humanos e como ferramenta de prognóstico de 

cirurgia de ressecção do foco ictogênico (Valentin, Alarcon, Honavar et al., 2005). Pulsos 

de baixíssima frequência são aplicados em diversas regiões corticais no intuito de localizar 

uma resposta evocada prolongada, indicando assim uma área de alta excitabilidade neural, 

eletiva a foco da crise epiléptica (Valentin, Alarcon, Garcia-Seoane et al., 2005).   

 

Uma abordagem recente para o uso da estimulação elétrica cerebral profunda se mostra na 

forma de sondagem do estado de ativação do circuito neural. Por este, pulsos elétricos são 

usados como perturbações do sistema neural. A leitura do potencial de campo de diferentes 

redes neurais, bem como sua análise matemática (como energia, espectro de frequência etc) 

mediante tal perturbação pode revelar o nível de excitabilidade neural, bem como uma 

maior probabilidade de ocorrência de crise epiléptica (Kalitzin, Velis et al., 2010). Em 

nosso trabalho, seguimos essa proposta, sendo todas as análises baseadas na sondagem do 

sistema neural perante estimulação elétrica profunda. 
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1.3 Modelos animais de crise convulsiva e epilepsia 

Modelos experimentais que mimetizam tanto crises convulsivas quanto epilepsias têm 

contribuído enormemente para epileptologia. Esses modelos podem mimetizar um amplo 

espectro de características, tanto clínicas quanto anatomopatológicas em um ambiente 

controlado. Para o estudo do processo ictogênico, um modelo que seja altamente 

reprodutível durante as mudanças na atividade neural na transição do período pre-ictal para 

o ictal é de suma importância (Lopes Da Silva e Harding, 2011).   

1.3.1 Modelo de indução de crise convulsiva por Pentilenotetrazol 

O pentilenotetrazol (PTZ) é um antagonista gabaérgico, que infundido na cobaia aumenta o 

tônus excitatório ao ponto de evocar crises epilépticas (Loscher, Fassbender et al., 1991). O 

modelo de PTZ para indução de crise convulsiva é largamente usado no screening de 

drogas anticonvulsivas por mimetizar crises mioclônicas generalizadas (Loscher, 2011). As 

crises mioclônicas ativam preferencialmente áreas límbicas como córtex periforme, 

complexo amigdaloide, hipocampo e tálamo (Eells, Clough et al., 2004). A infusão 

gradativa de PTZ intravenosa em ratos proporciona um modelo altamente reprodutivo de 

transição do período pre-ictal para o ictal e ótimo candidato para o estudo de previsão de 

crise epiléptica. 

 

1.4 Tálamo 

O tálamo é uma estrutura bilateral que se assenta sobre o tronco-encefálico no centro do 

cérebro, formado por um conjunto de agrupamentos celulares (núcleos) que são 

classicamente nomeados de acordo com sua localização anatômica: medial, lateral, ventral, 
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anterior e posterior (Jankowski, Ronnqvist et al., 2013). A maioria das informações que 

recebemos do mundo externo, ou interno, é baseada em mensagens que devem passar 

primeiramente pelo tálamo; com exceção do olfato, todos os sentidos enviam projeções 

para essa estrutura, antes de alcançar o córtex (Wiegell, Tuch et al., 2003). Além de ser 

uma via de passagem, o tálamo também modula o fluxo de informação que alcança o 

córtex, demonstrando importante função no processamento sensorial, motor e de funções 

cognitivas (Morel, Magnin et al., 1997). Por ser uma estrutura de confluência e 

redirecionamento de informação, o tálamo desenvolve importante papel na sincronia entre 

áreas cerebrais, principalmente o córtex, o que o leva tanto à gênese e manutenção de 

padrões sincrônicos fisiológicos (sono) quanto de patológicos, como disparos ictais 

(Steriade, 2005).  

 

A crise de ausência, cujo sinal clássico é a abrupta diminuição da consciência, possui como 

característica eletroencefalográfica padrões oscilatórios do tipo ponta-onda, formados a 

partir do circuito tálamo-cortical. Estudos de Pierr Gloor e col. demonstraram que sem as 

interações entre o córtex e o tálamo, os disparos do tipo ponta-onda não aconteciam (Avoli 

e Gloor, 1982). Além da presença marcante na crise de ausência, o tálamo também modula 

as crises límbicas. Inibição do tálamo afeta profundamente a expressão comportamental de 

crise límbica (Cassidy e Gale, 1998) além de modificar a atividade ictal do hipocampo 

(Bertram, Zhang et al., 2008). 

 

Logo, por ser uma região centralizadora, com difuso poder modulatório, tanto cortical 

quanto sub-cortical, o tálamo se mostra como um ótimo candidato a estimulação elétrica 
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cerebral profunda, principalmente núcleos que possuem conexões tanto com o sistema 

límbico quanto com o córtex, como o núcleo anterior.  

1.4.1 Núcleo anterior do tálamo  

O núcleo anterior do tálamo (ANT) está interposto entre os corpos mamilares e o córtex 

cingulado (Van Groen, Kadish et al., 1999). Esse núcleo medeia conexões entre estruturas 

corticais e sub-corticais, pois possui extensas ligações recíprocas com córtex frontal, córtex 

cingulado, corpos mamilares e formação hipocampal (Jankowski, Ronnqvist et al., 2013). 

Logo, a ativação desta relativa pequena região talâmica, é possível influenciar extensas 

áreas límbicas quanto corticais (Takebayashi, Hashizume et al., 2007). Além disso, está 

intimamente relacionado a funções de memória (Aggleton, O'mara et al., 2010) e 

navegação (Jankowski, Ronnqvist et al., 2013). 

 

1.5 Complexo amigdaloide 

A amigdala (AMG) é uma estrutura complexa que compreende diversos agrupamentos 

(núcleos e subnúcleos) celulares (Sah, Faber et al., 2003). Em ratos, o complexo 

amigdaloide pode ser subdividido em três grandes núcleos: basolateral, cortical e o centro 

medial. As projeções aferentes e eferentes podem ser basicamente separadas em (Sah, 

Faber et al., 2003):  

 Conexões com estruturas corticais e talâmicas, relacionadas com informações 

sensoriais e memória. 

 Conexões com hipotálamo e tronco cerebral, envolvidas com sistemas autonômicos 

e com respostas comportamentais inatas (Mcdonald, 1998). 
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O complexo Amigdalóide possui grande densidade de conexões recíprocas entre as regiões 

corticais, hipotalâmicas e tronco cerebrais. De forma geral, as projeções para regiões 

sensoriais corticais partem dos núcleos corticais e do complexo basolateral. O córtex 

perirrinal, juntamente com áreas do córtex frontal que projetam-se para a amígdala, 

recebem conexões recíprocas do núcleo basolateral e cortical (Pitkanen, Savander et al., 

1997; Sah, Faber et al., 2003). Os núcleos corticais que recebem projeções olfatórias 

enviam projeções recíprocas de volta para o córtex olfatório. O complexo basolateral 

apresenta substanciais projeções recíprocas para os sistemas de memória no lobo temporal 

medial, como  hipocampo e córtex perirrinal (Petrovich, Canteras et al., 2001), além de 

projeções para o núcleo accumbens, caudado-putamem e núcleos da estria 

terminal(Mcdonald, 1991). Os núcleos centrais apresentam maciças conexões tanto para o 

hipotálamo quanto para núcleos da estria terminal (Dong, Petrovich et al., 2001), núcleos 

do tronco cerebral, ponte e medula (Veening, Swanson et al., 1984). As projeções para o 

tronco cerebral podem ser divididas de acordo com três principais alvos: 1) substância 

cinzenta periaquedutal, (capaz de gerar vocalização, sobressaltos, analgesia e alterações 

cardiovasculares) (Rizvi, Ennis et al., 1991; Behbehani, 1995); 2) núcleo parabraquial (vias 

responsáveis pela dor) (Moga, Herbert et al., 1990; Gauriau e Bernard, 2002); 3) núcleo do 

trato solitário e motor dorsal do vago (Van Der Kooy, Koda et al., 1984). 

 

Uma variedade de funções é atribuída ao complexo amigdaloide, como memória (Hamann, 

2001; Mcgaugh, 2002; Pare, Collins et al., 2002), atenção (Gallagher e Holland, 1994), 

emoção e significância emocional a estímulos sensórios (Aggleton e Mishkin, 1985; Rogan 
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e Ledoux, 1996; Ledoux, 2000; Adolphs, 2002; Ledoux, 2003) e percepção de movimentos 

corporais (Bonda, Petrides et al., 1996).   
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2.0 Justificativa e Objetivos 

2.1 Justificativa 

O desenvolvimento de metodologias capazes de detectar alterações neurodinâmicas que 

precedem crises epilépticas é uma opção que aliviaria o fardo de pessoas com epilepsia, 

principalmente as de difícil tratamento convencional (farmacológico). Um sistema de 

alarme para crises poderia beneficiar o paciente levando-o a se esquivar com antecedência 

de situações de risco potencial. Um sistema de previsão poderia ainda ser acoplado a um de 

supressão de crise, criando assim um sistema fechado que mudaria as opções terapêuticas 

de profiláticas para uma que seria usada somente sob demanda (somente no período pre-

ictal) o que minimizaria os efeitos colaterais de tais intervenções.  

2.2 Objetivo geral 

Sondar os circuitos neurais durante o processo ictogênico utilizando estimulação elétrica 

cerebral profunda de baixíssima frequência.  

2.2.1 Objetivos específicos 

 Realizar sondagem do estado neurodinâmico durante período ictogênico por DBS 

em animais anestesiados 

 Verificar estruturas cerebrais requeridas pela estimulação elétrica cerebral profunda 

em animais anestesiados perante infusão de pentilenotetrazol utilizando-se técnica 

imunoistoquímica de marcação de C-fos 

 Realizar sondagem do estado neurodinâmico durante período ictogênico por DBS 

no núcleo anterior do tálamo em animais acordados e movendo-se livremente. 
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 Realizar sondagem do estado neurodinâmico durante período ictogênico por DBS 

no complexo amigdalóide em animais acordados e movendo-se livremente. 

 Proceder a análises matemático-computacionais do EEG dos grupos experimentais a 

fim de destacar um período pre-ictal 

 Promover a sincronia entre áreas distantes pelo prévio pareamento entre a crise 

epiléptica com a estimulação elétrica. 
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3.0 Materiais e métodos 

3.1 Materiais e métodos protocolo sondagem em animal anestesiado 

3.1.1 Grupos experimentais 

Foram utilizados 36 ratos wistar machos (300 – 320g) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG 

vivarium. Os protocolos foram realizados sob a licença nº 150/06 aprovada pelo comitê de 

ética e experimentação animal (CETEA – UFMG). Os animais foram divididos em dois 

grupos principais: grupo EEG (n=18) e grupo c-Fos (n=18). Ambos então foram divididos 

em 3 sub-grupos: PTZ-noES (infusão de pentilenetetrazol), ES-noPTZ (estimulação 

elétrica) e PTZ+ES (estimulação elétrica concomitante com infusão de PTZ). O registro de 

eletroencefalograma, a infusão de PTZ e a estimulação elétrica iniciaram simultaneamente. 

3.1.2 Cirurgia estereotáxica  

Todos os animais foram anestesiados (uretana 140mg/ml; 10ml/kg, ip) e posicionados no 

estereotáxico para posicionamento de eletrodo bipolar no complexo amigdaloide (AP: -2,8 

referencia no bregma, ML: -5,0, DV: -7,2) para a realização de estimulação elétrica e 

microparafusos em ambos os córtex parietais para a aquisição do EEG. Os eletrodos, bem 

como os parafusos, foram então soldados em um conector RJ11 (6 pinos) e fixado ao crânio 

com acrílico dental. 

3.1.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda 

Imediatamente após a cirurgia, a veia da cauda dos animais foi canulada para infusão de 

PTZ (40mg/ml) ou salina (grupo ES-noPTZ) a uma velocidade de 4mg/ml/min. A infusão 

de PTZ foi interrompida no início da apresentação da crise eletrográfica para os animais do 
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grupo EEG e metade da dose de PTZ necessária para evocar a crise convulsiva para os 

animais c-Fos (150g/KG ou 790 30 segundos). Para os animais dos grupos ES-noPTZ e 

PTZ+ES a estimulação elétrica consistiu de pulsos quadráticos monofásicos (0,1ms largura 

de pulso e 0,6mA de intensidade) a uma frequência de 0,5Hz. 

3.1.4 Aquisição de sinal EEG e preparação histoquímica 

O sinal de EEG do córtex parietal foi amplificado (500 vezes), filtrado (passa alta de 1Hz e 

passa baixa de 500Hz), digitalizado a uma taxa de amostragem de 1KHz e então 

armazenado no disco rígido de um computador para análises posteriores. Em um segundo 

canal de registro, foi armazenado também o sinal de trigger, momento no qual ocorria a 

estimulação elétrica. A aquisição do EEG foi mantida por 1 minuto após a crise 

eletrográfica para os animais do grupo EEG e por 90 minutos após o fim da infusão de PTZ 

para o grupo C-fos, com o intuito de garantir ausência de crise epiléptica eletrográfica para 

este grupo. Imediatamente após a aquisição do EEG, os animais foram eutanasiados com 

overdose de uretana e encaminhados à perfusão cardíaca com 0,01M de PBS seguido de 

paraformaldeído a 4%. Os cérebros foram removidos e processados dependendo do grupo a 

que pertence: EEG (confirmação do posicionamento do eletrodo) e c-Fos para 

imunoistoquímica, seguindo o protocolo descrito em (Fonseca, Gusmao et al., 2012). 

3.1.5 Análise de c-Fos 

 As imagens de imunocoloração, obtidas a partir de fatias coronais dos cérebros dos 

aniamis (-2,5 até -3,2 com referencia no Bregma), foram adquiridas através do microscópio 

AxioImager M2 (Zeiss) com objetiva de 5 vezes. As fotomicrografias foram realizadas pela 

câmara digital AxioCam MRm (Zeiss) através do programa Carl Zeiss Axiovision 4.8 
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(1388x1420 pixels; 1.02μmx1.02μm tamanho do pixel) e armazenadas em formato TIFF 

no disco-rígido de um computador para posterior análise pelo programa ImageJ 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Utilizou-se a ferramenta de limiar do ImageJ para criar uma 

máscara que separava as células marcadas da imagem de fundo (o mesmo limiar foi 

mantido para todas as imagens). O total de células, com diâmetro entre 5 e 100 μm, foram 

quantificadas e normalizadas pela área (mm
2
)
 
para cada região de interesse: Córtex parietal, 

complexo amigdaloide contra-lateral ao eletrodo, tálamo, e hipotálamo. Devido à alta 

intensidade de células presente no hipocampo, que acaba produzindo uma sobreposição, a 

análise desta região de interesse foi realizada através da densitometria ótica, onde o valor 

da escala de cinza do giro denteado foi normalizado pela escala de cinza de região de fundo 

sem corpos celulares (corpo caloso). 

3.1.5 Atividade elétrica epileptiforme 

A detecção dos disparos ictais típicos foi determinada pelo experimentador tomando-se 

como diretriz: disparos 30% maiores que a linha de base que perduraram por mais de 3 

segundos. Foram quantificadas a duração da crise eletrográfica e a latência para início dos 

disparos ictais, sendo este o tempo quantificado entre o início da infusão de PTZ e o 

surgimento dos disparos epileptiformes. Foi calculado também o padrão de distribuição em 

frequência dos dois primeiros segundos dos disparos ictais para os grupos PTZ-noES e 

PTZ+ES utilizando um algoritmo do MATLAB
® 

(fast Fourier transform- FFT). 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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3.1.6 Análise pré-ictal do EEG 

3.1.6.1 Cálculo do período de oscilação basal do grupo PTZ-noES  

O início dos disparos ictais foi determinado como sendo o tempo zero (Tzero) e todas as 

subsequentes análises foram realizadas nos 600 segundos anteriores (Tzero-600s até Tzero) 

utilizando algoritmos criados no programa MATLAB. Primeiramente foi determinado o 

intervalo médio entre os disparos do período pré-ictal, utilizando animais do grupo PTZ-

noES. Para tal, um limiar de 75% da amplitude do último disparo antes da crise 

eletrográfica foi selecionado e um algoritmo foi desenvolvido para detectar todos os 

disparos que ultrapassassem esse limiar. O tempo no qual cada disparo pre-ictal 

ultrapassasse o limiar era então armazenado. Posteriormente, foi subtraído o tempo de 

ocorrência do disparo (N+1) pelo anterior N na janela de análise de -600s até Tzero e um 

histograma de 1 segundo de escala foi então produzido com esses valores. Baseado neste 

resultado, a frequência de 0,5Hz foi escolhida para a estimulação elétrica dos grupos ES-

noPTZ e PTZ+ES. 

3.1.6.2 Sincronização dos picos máximos a ES 

Com o intuído de quantificar o grau de modulação da estimulação elétrica sobre a atividade 

pré-ictal, foi desenvolvido um algoritmo para determinar a sincronização dos picos 

máximos com um oscilador externo (estimulação elétrica). O EEG foi inicialmente 

segmentado em janelas de 2 segundos e o tempo no qual o maior valor de voltagem (pico 

máximo - TMP) ocorreu dentro desta janela, foi armazenado. Posteriormente, o tempo de 

ocorrência do máximo pico (N+1) foi subtraído pelo anterior N e um histograma cujo eixo 

das abscissas possui 9 valores, de -2 a 2 segundos, foi construído. É importante salientar 

que uma distribuição totalmente aleatória no tempo dos picos máximos gera uma dispersão 
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gaussiana dos dados. Para mostrar a gradual modulação do estímulo sobre os disparos pré-

ictais, essa análise do EEG foi dividida em três períodos de 100 janelas de 2s: de -600s a -

400s, -400s a -200s e -200s a Tzero. 

3.1.6.3 Potencial evocado por estimulação elétrica profunda 

O instante no qual a ES era fornecida ao animal foi armazenado juntamente e 

posteriormente usado para separar o sinal do córtex parietal (EEG) em janelas de 2 

segundos (1500ms antes da estimulação elétrica e 500ms depois). Foi então criada uma 

sequência de 300 períodos, cobrindo os 600s de registro para a subsequente análise. Com o 

intuito de evidenciar efeito da estimulação elétrica sobre a atividade do córtex parietal, a 

energia do sinal  250 ms  após ao estímulo foi normalizada pelo basal, assumida como a 

energia 250ms imediatamente anterior ao mesmo. A energia (V
2
) nos 300 períodos de 2 

segundos também foi calculada para todos os grupos e normalizada pela energia do período 

de -598 até -600s. Com o intuito de também evidenciar que a estimulação elétrica não 

alterou o número de ocorrência dos disparos pre-ictais, os 600 anteriores a crise foram 

divididos em janelas de 10s e o total de disparos em cada janela foi contabilizado. Para o 

encontro de tais disparos, seguiu-se a mesma metodologia do tópico 3.1.6.1. 

3.1.6.4 Evolução de padrões de onda 

Foi desenvolvido um algoritmo que reconhece e localiza um padrão de onda ao longo do 

período pré-ictal. O modelo padrão da onda a ser reconhecido foi escolhido arbitrariamente 

pelo experimentador em uma porção do EEG onde as ondas são claramente identificadas. 

Como a forma de onda pode alterar, mesmo que minimamente, devido à infusão de PTZ 

(aumentar em amplitude, por exemplo), esse algoritmo ajusta o formato da onda ao longo 

do tempo. O algoritmo consiste em inicialmente dividir o sinal de EEG em janelas de 20s. 
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Em cada janela, o padrão de onda escolhido é comparado a todas as ondas encontradas. As 

ondas similares ao padrão são selecionadas e a média das três melhores é armazenada como 

modelo para a janela de 20s subsequente. Para cada animal representativo, três diferentes 

ondas foram selecionadas e sua ocorrência disposta em uma janela de 2 segundos, tendo-se 

como referencia o instante no qual a estimulação elétrica era fornecida ao animal.  

 

3.2 Materiais e métodos protocolo sondagem por estimulação elétrica no 

núcleo anterior do tálamo em animal acordado 

3.2.1 Grupos experimentais 

Foram utilizados 22 ratos wistar machos (300 – 320g) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG 

vivarium. Os protocolos foram realizados sob a licença nº 150/06 aprovada pelo comitê de 

ética e experimentação animal (CETEA – UFMG). Os animais foram divididos em três 

grupos: PTZ-noES (infusão de pentilenetetrazol), ES-noPTZ (estimulação elétrica) e 

PTZ+ES (estimulação elétrica concomitante com infusão de PTZ).  

3.2.2 Cirurgia estereotáxica  

Todos os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilasina (proporção, 1 de ketamina 

para 0,7 de xilasina, sendo as concentrações da solução estoque de 10g/100ml e 2g/100ml 

respectivamente; 0.10 mL/100 g de peso animal i.p.) e posicionados no estereotáxico. 

Foram implantados eletrodos bipolares no núcleo anterior do tálamo (AP: -1,4 referenciam 

no bregma, ML: -1,0, DV: -5,2) para a realização de estimulação elétrica e micro parafusos 

em ambos os córtex parietais para a aquisição do EEG. Os eletrodos, bem como os 
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parafusos foram então soldados em um conector RJ11 (6 pinos) e este fixado ao crânio com 

acrílico dental. Foi permitido um tempo de recuperação de 5 dias antes do experimento. 

3.2.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda 

Após o período de recuperação, a veia da cauda dos animais foi canulada para infusão de 

PTZ (10mg/ml) ou salina (grupo ES-noPTZ) a uma taxa de 2,5mg/ml/min. A infusão de 

PTZ foi interrompida quando o animal apresentou a crise mioclônica. Para os animais dos 

grupos ES-noPTZ e PTZ+ES a estimulação elétrica consistiu de pulsos quadráticos 

monofásicos (0,1ms largura de pulso e 0,8mA de intensidade) a uma frequência de 0,5Hz. 

3.2.4 Aquisição de sinal EEG 

O sinal de EEG do córtex parietal foi amplificado (500 vezes), filtrado (passa alta de 1Hz e 

passa baixa de 500Hz), digitalizado a uma taxa de amostragem de 1KHz e então 

armazenado no disco rígido de um computador para análises posteriores. Em um segundo 

canal de registro, foi armazenado também o momento no qual ocorria a estimulação 

elétrica.  

3.2.5 Desenho experimental 

O protocolo foi dividido em três períodos temporais sequencias distintos: período basal 

(120s de registro sem estimulação elétrica ou infusão de PTZ), período estimulação elétrica 

(120s de estimulação elétrica, conforme tópico 3.2.3) e período experimental que é 

dependente do grupo a que pertence o animal (PTZ-noES: infusão de PTZ até o animal 

alcançar a crise mioclonica; ES-noPTZ: 600s de estimulação; PTZ+ES: infusão de PTZ até 

o animal alcançar a crise mioclônica concomitante com ES desde o início da infusão, até o 

tempo de 120s após a crise convulsiva). 
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Figura 1: Esquemático do desenho experimental da sondagem de circuitos neurais por estimulação elétrica no 

ANT de ratos acordados. Os animais eram submetidos a três etapas sequenciais, sendo elas a basal (sem 

qualquer influencia de fármaco (PTZ) ou estimulação elétrica, período ES no qual todos os animais recebiam 

pulsos elétricos no ANT sem a influência do fármaco e período experimental que era dependente do grupo a 

que o animal pertencia (PTZ+ES, PTZ-noES, ES-noPTZ). 

 

3.2.6 Atividade elétrica epileptiforme 

A detecção dos disparos ictais típicos foi determinada pelo experimentador, tomando-se 

como diretriz: disparos 30% maiores que a linha de base que perduraram por mais de 3 

segundos. Foram quantificadas a duração da crise eletrográfica e a latência para início dos 

disparos ictais, sendo o tempo quantificado entre o início da infusão de PTZ e o surgimento 

dos disparos epileptiformes. 

3.2.7 Análise da atividade pre-ictal (120 segundos anteriores à crise epiléptica) 

Uma janela temporal de dois minutos anteriores à crise epiléptica (-120 a Tzero) foi 

inicialmente selecionada para os grupos PTZ+ES e PTZ-noES. Foi então calculada a 

energia do sinal de EEG (V
2
) para ambos os grupos ao longo desta janela. Com o intuito de 

realizar uma análise estatística, a média da energia dos dez segundos anteriores à crise (-10s 

até Tzero) foi comparada entre os grupos. Foi também realizada, para ambos os grupos, a 

transformada de Fourier de curto tempo para esta janela temporal de 120s, utilizando a 

função spectrogram do programa MATLAB (1s de janela amostral com sobreposição de 

90%). 
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3.2.8 Resposta cortical perante estimulação elétrica profunda pré-crise epiléptica  

Como foi armazenado o instante no qual a estimulação elétrica era fornecida ao animal, foi 

possível separar o sinal do córtex parietal em janelas de 2 segundos (500ms antes da 

estimulação elétrica e 1500ms depois). Para a análise subsequente, foi criada uma 

sequência de 120 janelas (cobrindo os 240 segundos de registro), sendo 60 janelas (de 0 a 

120s) referentes ao início do período experimental e 60 referentes ao período anterior à 

crise epiléptica (-120 a Tzero). Com o intuito de evidenciar efeito da estimulação elétrica 

no ANT sobre a atividade do córtex parietal, foi calculada a energia (V
2
) normalizada do 

EEG para essas janelas (energia 250 ms  após o estímulo normalizada pela energia 250ms 

imediatamente anterior ao mesmo). O cálculo da energia normalizada para o grupo ES-

noPTZ foi realizado no início do período experimental e no tempo de 480 a 600s.  A 

energia normalizada foi também calculada 30segundos após a crise eletrográfica. A média 

da energia normalizada nos 10s (-10s até Tzero) anteriores aos disparos epileptiformes 

foram comparados à energia normalizada 30s após a crise convulsiva (25 a 34s após a crise 

convulsiva) para os grupos PTZ+ES e PTZ-noES. 

3.2.9 Bandas de frequência que compõem o potencial evocado 

Para a análise das bandas de frequências que compõem o potencial evocado pela 

estimulação elétrica, o sinal de EEG parietal foi filtrado em quatro bandas de frequências 

distintas: banda teta 4-8Hz, alfa 8-12Hz, beta 12-30Hz, e gama 30-100Hz. Posteriormente, 

o cálculo da energia normalizada (energia 250 ms  após o estímulo normalizada pela 

energia 250ms imediatamente anterior ao mesmo) foi realizado para cada banda. A média 

da energia normalizada foi então calculada para os 10s anteriores (-10s até Tzero) à crise 

epiléptica para cada banda de frequência e então comparada entre os grupos 
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3.2.10 Análise espectral do potencial evocado e do disparo pre-ictal. 

Para esta análise foi selecionada a janela de -4 a -2 segundos anteriores á crise epiléptica. 

Para cada animal do grupo PTZ+ES, foi selecionado o potencial evocado (250ms após o 

estímulo), e para o grupo PTZ-noES foi escolhido o maior disparo pre-ictal (100ms antes 

do pico máximo voltagem na janela e 150ms depois). A distribuição de frequência tanto do 

potencial evocado quanto dos disparos pre-ictais foram analisadas pelo método wavelet do 

programa MATLAB. Em seguida, a média dos valores absolutos das escalas de wavelet. 

referentes a cada banda de frequência, foi normalizada pela média dos valores encontrados 

no 1 segundo anterior aos picos máximos e potenciais evocados. Posteriormente, os valores 

normalizados para cada banda de frequência foram comparados entre os grupos PTZ-noES 

e PTZ+ES. As bandas de frequência foram separadas da seguinte forma: 

 Gama: entre 100 a 30 Hz 

 Beta: entre 30 a 12 Hz 

 Alfa: entre 12 a 8 Hz 

 Teta: entre 8 a 4 Hz 

 

3.3 Materiais e métodos protocolos modulação de peso sináptico por 

pareamento de estimulação elétrica no ANT e crise epiléptica 

eletrográfica 

3.3.1 Grupos experimentais da estimulação talâmica – protocolo 1 

Foram utilizados 17 ratos wistar machos (300 – 320g) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG 

vivarium. O protocolo foi realizado sob a licença nº 150/06 aprovada pelo comitê de ética e 
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experimentação animal (CETEA – UFMG). Os animais foram divididos em três grupos: 

PTZ-noES (infusão de pentilenetetrazol), ES-noPTZ (estimulação elétrica) e PTZ+ES 

(estimulação elétrica concomitante com infusão de PTZ).  

3.3.2 Cirurgia estereotáxica – protocolo 1  

O implante dos eletrodos no ANT dos animais para ES, bem como dos micro-parafusos no 

córtex parietal para aquisição do EEG seguiu o mesmo delineamento descrito na secção 

3.2.2. 

3.3.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda – protocolo 1 

Tanto a infusão de PTZ quanto a estimulação elétrica no ANT foi realizada conforme 

descrito na secção 3.2.3. 

3.3.4 Aquisição de sinal EEG, atividade epileptiformes – protocolo 1 

O EEG dos animais deste protocolo foi adquirido seguindo a mesma metodologia descrita 

na secção 3.2.4. 

3.3.5 Desenho experimental – protocolo 1 

O protocolo experimental foi dividido em três períodos temporais sequenciais distintos, 

sendo que os dois primeiros estão presentes em todos os grupos e em todos os dias de 

experimentação: período basal (120s de registro sem estimulação elétrica ou infusão de 

PTZ), período estimulação elétrica (120s de estimulação elétrica, conforme tópico 3.2.3) e 

período experimental que é dependente do grupo a que pertence o animal (PTZ-noES: 

infusão de PTZ até o animal alcançar a crise mioclonica; ES-noPTZ: 600s de estimulação; 

PTZ+ES: infusão de PTZ até o animal alcançar a crise mioclônica concomitante com ES 
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desde o início da infusão, até o tempo de 120s após a crise convulsiva). A execução destes 

passos completa o dia zero. Os animais então retornam às suas caixas para um período de 

recuperação de 24h. Após esse período os animais são novamente submetidos aos períodos 

de registro basal e ES (dia 1), sendo novamente repetidos após de sete dias (dia 7).   

 

 

Figura 2: Esquemático do desenho experimental da sondagem de circuitos neurais por estimulação elétrica no 

ANT de ratos acordados pareado à crise epiléptica como forma de indução de alteração nos pesos sinápticos. 

No dia zero, os animais eram submetidos a três etapas sequenciais, sendo elas a basal (sem qualquer 

influencia de fármaco (PTZ) ou estimulação elétrica, período ES no qual todos os animais recebiam pulsos 

elétricos no ANT sem a influência do fármaco e período experimental que era dependente do grupo a que o 

animal pertencia (PTZ+ES, PTZ-noES, ES-noPTZ). Nos dias 1 e 7, os períodos basal e ES eram repetidos. 

 

 3.3.6 Análise da resposta à estimulação elétrica – protocolo 1 

O instante no qual a ES era fornecida ao animal foi armazenado juntamente com o EEG e 

usado para separar o sinal do córtex parietal em janelas de 2 segundos (500ms depois da ES 

e 1500ms antes). A energia normalizada do sinal (250ms após a estimulação elétrica 

normalizada 250ms imediatamente anterior a mesma) foi calculada para os períodos basal e 

ES. A média da energia do período basal e ES dos dias 1 e 7 foram referenciadas pelas 

respectivas energias do dia zero e comparadas entre os grupos.  
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3.3.7 Grupos experimentais da estimulação talâmica – protocolo 2 

Foram utilizados 6 ratos wistar machos (300 – 320g) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG 

vivarium que compuseram o grupo PTZ+ES CRISE. O protocolo foi realizado sob a licença 

nº 150/06 aprovada pelo comitê de ética e experimentação animal (CETEA – UFMG). 

3.3.8 Cirurgia estereotáxica – protocolo 2  

O implante dos eletrodos no ANT dos animais para ES, bem como dos micro-parafusos no 

córtex parietal para aquisição do EEG seguiu o mesmo delineamento descrito na secção 

3.2.2. 

3.3.9 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda – protocolo 2 

Tanto a infusão de PTZ quanto a estimulação elétrica no ANT foi realizada conforme 

descrito na secção 3.2.3. 

3.3.10 Aquisição de sinal EEG, atividade epileptiformes – protocolo 2 

O EEG dos animais deste protocolo foi adquirido seguindo a mesma metodologia descrita 

na secção 3.2.4. 

3.3.11 Desenho experimental – protocolo 2 

O protocolo experimental foi dividido em dois dias e cada dia continha três períodos 

temporais sequenciais distintos, sendo que os dois primeiros estão presentes em todos os 

todos os dias de aquisição: período basal (120s de registro sem estimulação elétrica ou 

infusão de PTZ), período estimulação elétrica (120s de estimulação elétrica, conforme 

tópico 3.2.3).   
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Dia zero: após os períodos basal e ES, PTZ era então infundido pela veia da cauda dos 

animais até que eles apresentassem crise mioclônicas. A estimulação elétrica neste dia era 

apresentada por 120s a começar após o animal ter apresentado o primeiro abalo mioclônico.  

Dia um: os mesmos animais foram novamente submetidos ao período basal, ES, e seguidos 

de infusão de PTZ concomitante com ES (agora desde o início da infusão de PTZ) até a 

crise mioclônica. 

 

Figura 3: Esquemático do desenho experimental da sondagem de circuitos neurais por estimulação elétrica no 

ANT de ratos acordados pareado à somente crise epiléptica como forma de indução de alteração nos pesos 

sinápticos. No dia zero, os animais eram submetidos a três etapas sequenciais, sendo elas: a basal (sem 

qualquer influencia de fármaco (PTZ) ou estimulação elétrica; período ES no qual todos os animais recebiam 

pulsos elétricos no ANT sem a influência do fármaco, e indução de crise (PTZ) no qual os animais eram 

levados à crise epiléptica por infusão de PTZ. Quando os animais apresentavam o primeiro abalo mioclônico, 

eram então submetidos a 120s de ES. No dia 1, os períodos basal e ES eram repetidos, seguidos de um 

período no qual os animais recebiam infusão de PTZ concomitantemente com a ES até apresentar a crise 

epiléptica.  

 

Foi então calculada a energia normalizada (energia 250ms após o estímulo, normalizada 

por 250ms antes do mesmo) do dia 1 para o grupo PTZ+ES CRISE nos dois minutos 

iniciais da infusão de PTZ concomitante a ES (0 a 120s) e nos dois minutos que antecedem 
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a crise epiléptica (-120 até Tzero). Posteriormente, a essa energia normalizada foi 

comparada com os grupos PTZ-noES e PTZ+ES do protocolo do ítem 3.2.2 (animais que 

não foram submetidos à crise epiléptica anteriormente, como forma de controle). 

 

3.4 Materiais e métodos protocolo sondagem por estimulação cerebral no 

complexo amigdaloide em animal acordado 

3.4.1 Grupos experimentais 

Foram utilizados 20 ratos wistar machos (300 – 320g) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG 

vivarium. Os protocolos foram realizados sob a licença nº 150/06 aprovada pelo comitê de 

ética e experimentação animal (CETEA – UFMG). Os animais foram divididos em três 

grupos: PTZ-noES (infusão de pentilenetetrazol), ES-noPTZ (estimulação elétrica) e 

PTZ+ES (estimulação elétrica concomitante com infusão de PTZ).  

3.4.2 Cirurgia estereotáxica  

Todos os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilasina (proporção, 1 de ketamina 

para 0,7 de xilasina, sendo as concentrações da solução estoque de 10g/100ml e 2g/100ml 

respectivamente; 0.10 mL/100 g de peso animal i.p.) e posicionados no estereotáxico. 

Foram implantados eletrodos bipolares no complexo amigdaloide (AP: -2,8 referenciam no 

bregma, ML: -5,0, DV: -7,2) para a realização de estimulação elétrica e micro parafusos em 

ambos os córtex parietais para a aquisição do EEG. Os eletrodos, bem como os parafusos 

foram então soldados em um conector RJ11 (6 pinos) e fixado ao crânio com acrílico 

dental. Foi permitido um tempo de recuperação de 5 dias antes do experimento. 
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3.4.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda 

Seguiu-se a mesma metodologia descrita na secção 3.2.3 

3.4.4 Aquisição de sinal EEG 

Seguiu-se a mesma metodologia descrita na secção 3.2.4. 

3.4.5 Desenho experimental 

O protocolo foi dividido em três períodos temporais sequencias distintos: período basal 

(120s de registro sem estimulação elétrica ou infusão de PTZ), período estimulação elétrica 

(120s de estimulação elétrica, conforme tópico 3.2.3) e período experimental que é 

dependente do grupo a que pertence o animal (PTZ-noES: infusão de PTZ até o animal 

alcançar a crise mioclonica; ES-noPTZ: 600s de estimulação; PTZ+ES: infusão de PTZ até 

o animal alcançar a crise mioclônica concomitante com ES desde o início da infusão, até o 

tempo de 120s após a crise convulsiva). 

3.4.6 Atividade elétrica epileptiforme 

Seguiu-se a mesma metodologia descrita na secção 3.2.6. 

3.4.7 Análise da atividade pre-ictal (120 segundos anteriores à crise epiléptica) 

Seguiu-se a mesma metodologia descrita na secção 3.2.7. 

3.4.8  Resposta cortical perante estimulação elétrica profunda pré-crise epiléptica 

Seguiu-se a mesma metodologia descrita na secção 3.2.8, com exceção do cálculo pós crise 

epiléptica.  
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3.4.9 Bandas de frequência que compõem o potencial evocado 

Seguiu-se a mesma metodologia descrita na secção 3.2.9. 

 

3.5 Materiais e métodos protocolos modulação de peso sináptico por 

pareamento de estimulação elétrica no complexo amigdaloide e crise 

epiléptica eletrográfica 

3.5.1 Grupo experimental da estimulação amigdaloide 

Foram utilizados 10 ratos wistar machos (300 – 320g) provenientes do CEBIO-ICB-UFMG 

vivarium que compuseram o grupo PTZ+ES CRISE. O protocolo foi realizado sob a licença 

nº 150/06 aprovada pelo comitê de ética e experimentação animal (CETEA – UFMG). 

3.5.2 Cirurgia estereotáxica 

Eletrodos bipolares foram cirurgicamente implantados no complexo amigdaloide dos 

animais seguindo a metodologia descrita na secção 3.4.2. 

3.5.3 Infusão de pentilenotetrazol e estimulação elétrica cerebral profunda  

A droga PTZ foi infundida pela veia da cauda dos animais seguindo mesma metodologia 

descrita na secção 3.2.3. 

3.5.4 Aquisição de sinal EEG, atividade epileptiformes  

O sinal de EEG do córtex parietal foi adquirido conforme a metodologia descrita na secção 

3.2.4.  



49 

 

3.5.5 Desenho experimental 

O protocolo experimental foi dividido em dois dias e cada dia continha três períodos 

temporais sequenciais distintos, sendo que os dois primeiros estão presentes em todos os 

todos os dias de aquisição: período basal (120s de registro sem estimulação elétrica ou 

infusão de PTZ), período estimulação elétrica (120s de estimulação elétrica, conforme 

tópico 3.2.3).   

Dia zero: após os períodos basal e ES, PTZ era então infundido pela veia da cauda dos 

animais até que eles apresentassem crise mioclônicas. A estimulação elétrica neste dia era 

apresentada por 120s a começar após o animal ter apresentado o primeiro abalo mioclônico.  

Dia um: os mesmos animais foram novamente submetidos ao período basal, ES, e seguidos 

de infusão de PTZ concomitante com ES (agora desde o início da infusão de PTZ) até a 

crise mioclônica. 
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 Figura 4: Esquemático do desenho experimental da sondagem de circuitos neurais por estimulação elétrica no 

AMG de ratos acordados pareado à somente crise epiléptica como forma de indução de alteração nos pesos 

sinápticos. No dia zero, os animais eram submetidos a três etapas sequenciais, sendo elas: a basal (sem 

qualquer influencia de fármaco (PTZ) ou estimulação elétrica; período ES no qual todos os animais recebiam 

pulsos elétricos no AMG sem a influência do fármaco, e indução de crise (PTZ) no qual os animais eram 

levados à crise epiléptica por infusão de PTZ. Quando os animais apresentavam o primeiro abalo mioclônico, 

eram então submetidos a 120s de ES. No dia 1, os períodos basal e ES eram repetidos, seguidos de um 

período no qual os animais recebiam infusão de PTZ concomitantemente com a ES até apresentar a crise 

epiléptica.  
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4.0 Resultados 

4.1 Protocolo sondagem em animal anestesiado 

A evolução representativa do EEG de um animal PTZ-noES para a crise convulsiva é 

mostrada na figura 1, assim como a transição do período pré-ictal para o ictal. A figura 5B 

e 5C representa o intervalo entre os disparos no período de 600 segundos antes da crise 

convulsiva. Pode-se notar uma prevalência em torno de 1-2 segundos o que indica que as 

oscilações de animais anestesiados por uretana e infusão gradativa de PTZ pela veia da 

cauda está entre 1 e 0.5Hz. 

 

A estimulação elétrica em complexo amigdaloide não demonstrou padrão pró-convulsivo, 

pois não interferiu na latência para começo da crise eletrográfica, sua duração ou 

distribuição de frequência; não houve diferença estatística entre os grupos PTZ-noES e 

PTZ+ES, como mostrado na figura 6A, 6B e 6C (p=0.1548 teste T não-pareado, p=0.5887 

Mann Whitney teste, p>0.05 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc teste, respectivamente). 

No entanto, a estimulação elétrica foi capaz de alterar a atividade celular, evidenciada pela 

expressão de c-Fos (figura 7). O grupo PTZ+ES demonstrou um padrão de expressão de c-

Fos diferente dos grupos PTZ-noES e ES-noPTZ, e significativamente para as regiões 

talâmicas, hipotalâmicas e do complexo amigdaloide (THAL p<0.001, AMY e Hth p<0.05, 

one way ANOVA Newman-Keuls post-hoc test). É importante ressaltar que nenhum dos 

animais do grupo c-Fos apresentou crise eletrográfica. 

 

A estimulação elétrica não alterou a ocorrência de disparos pre-ictais (Figura 8A, 

comparação entre os grupos PTZ+ES e PTZ-noES - p>0.05 2-way ANOVA Bonferroni 
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post-hoc test) nem o total de energia do EEG (Figura 8B, comparação entre todos os grupos 

experimentais - p>0.05 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc test) ao longo da janela de 

600s que precedem a crise eletrográfica. No entanto, a energia após o estímulo normalizada 

pelo basal (anterior ao estímulo) é significativamente superior no grupo PTZ+ES quando 

comparado aos outros grupos (p<0.001, 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc test) 80 

segundos antes do começo da crise eletrográfica conforme mostrado na figura 8C.  

 

Além disso, a estimulação elétrica foi capaz de sincronizar os disparos máximos na 

sequencia de janelas de 2 segundos do grupo PTZ+ES comparado aos demais grupos cerca 

de 400s antes da crise eletrográfica. A figura 9 mostra cada grupo sendo representado por 

uma cor específica: ES-noPTZ preto; PTZ-noES vermelho e PTZ+ES azul. Na parte 

superior da figura são demonstrados traços típicos de EEG para cada grupo. É importante 

salientar que o grupo ES-noPTZ não evoluiu para crise eletrográfica, e, logo não apresentou 

disparos pre-ictais de grande amplitude. Abaixo dos traçados do EEG, são mostrados três 

distintos intervalos de 20 segundos (I0 -420s to -400s, I1 -220s to -200s and I2 -20s to Tzero 

segundos antes da crise convulsiva) que foram divididos em janelas de 2 segundos e 

posteriormente sobrepostos.  Os histogramas mostram as diferenças entre os intervalos 

TMPs e sugerem que um oscilador externo (a estimulação elétrica) forçou a sincronização 

dos disparos máximos minutos antes do começo da crise para o grupo PTZ+ES. Como 

esperado, a distribuição no começo do EEG seguiu uma distribuição Gausiana (Tzero-600 

até Tzero-400 segundos) para todos os grupos (Figure 9A - p>0.05, 2-way ANOVA 

Bonferroni post-hoc test). Porém, o grupo PTZ+ES demonstrou um aumento de ocorrências 

de valor zero entre os intervalos de pico máximos nos dois terços finais do registro (EEG de 

-400 até -200, p<0.01 e -200 até Tzero, p<0.001, 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc teste), 
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enquanto os outros grupos permaneceram com distribuição normal. O valor zero reflete 

uma sincronia entre os disparos pre-ictais e o estímulo elétrico a 0.5Hz. 

 

Três formas de ondas distintas de um animal representativo do grupo PTZ-noES (figura 

10A) e do PTZ+ES (figura 6B) são mostradas na figura 10. O painel direito mostra a 

ocorrência das três formas de onda em janelas de tempo de 2 segudos (de 0,5 a 1,5 do sinal 

de trigger). Pode ser notado que as ondas ocorrem randomicamente no início do registro de 

EEG para ambos os animais representativos. Porém, as ondas do animal PTZ+ES 

gradualmente sincronizam com o ES antes da crise convulsiva, concomitante com o 

surgimento do potencial evocado, mostrado no painel à esquerda. As formas de onda do 

animal PTZ-noES se mantêm aleatoriamente distribuídas ao longo de todo o tempo do 

registro. 
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Figura 5 - Atividade pre-ictal do grupo PTZ-noES. A) Evolução de um EEG representativo do grupo PTZ-

noES. B) Cada cor representa um animal e cada ponto representa uma ocorrência de disparo pré-ictal supra-

limiar. C) Histograma de todos os intervalos das oscilações dos animais PTZ-noES  
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Figura 6 – Análise de parâmetros relacionados às crises epilépticas eletrográficas para o grupo PTZ+ES e 

PTZ-noES. A) Latência para início da crise eletrográfica (começo da infusão do PTZ até os primeiros 

disparos epileptiformes). B) Duração da atividade ictal. C) Distribuição em frequência dos disparos 

epileptiformes. 
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Figura 7 - Expressão de c-Fos em fatias de cérebro durante período pré-ictal. O painel superior demonstra 

imagens representativas das regiões de interesse analisadas: córtex (CTX), hipocampo (HIP), complexo 

amigdaloide esquerdo (AMG), tálamo (TAL) e hipotálamo (Hipt). As áreas destacadas no diagrama 

esquemático do atlas cerebral de rato indicam as áreas de interesse analisadas. Gráficos A, C, D, E 

demonstram número de células c-Fos positivas por unidade de área (mm2). Gráfico B, densitometria ótica 

normalizada. (*P<0.05; **P<0.01, média ± desvio padrão). 
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Figura 8 - Efeito da estimulação elétrica sobre os disparos pre-ictais ao longo de uma janela temporal de 600s 

antes da crise epiléptica eletrográfica. A) Os 600s foram divididos em 60 partes (10s cada) e o número total 

de disparos pre-ictais (acima de um limiar – ver metodologia) foi quantificado para cada parte de 10s. B) 

Média móvel (20s) da energia total normalizada (E/E0) do EEG para cada 2s. C) Energia normalizada do EEG 

(Ed/Ea) para cada 2s usando a mesma média móvel que B (***P <0.001, média ± desvio padrão). 
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Figura 9 - Sincronia entre da atividade eletrográfica pre-ictal. Cada cor representa um grupo experimental, 

ES-noPTZ (preto), PTZ-noES (vermelho) and PTZ+ES (azul). A) Traçado de EEG representativo (600s pre-

ictal) para cada grupo. Para cada animal, 3 intervalos foram selecionados: I0 (-420 até -400s), I1 (-220 até -

200), I2 (-20 até Tzero). B) Os intervalos selecionados foram divididos em janelas de 2s (referenciados pelo 

ES – 0,5s antes do estímulo e 1,5s após) e sobrepostos. C, D, E) Os 600s de EEG que antecedem a crise 

epiléptica eletrográfica foi dividida em três partes. Cada terço foi subdividido em séries de 100 janelas de 2s. 

O pico máximo de voltagem para cada janela de 2s foi usado para produzir um marcador temporal (TMP). Os 

gráficos mostram os histogramas de -2s a +2s produzidos pela subtração dos TMP subsequentes pelos 

anteriores.  
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Figura 10 – Reconhecimento de padrões de onda e o tempo de ocorrência dos mesmos ao longo de uma janela 

de 600s de EEG que precedem a crise epiléptica eletrográfica. Três diferentes formas de onda foram 

arbitrariamente selecionadas para cada animal representativo do grupo PTZ-noES (A) e PTZ+ES (B). O 

painel esquerdo mostra a progressão do EEG (-160s até -100s) em sequenciais janelas de 2s (0,5 antes do 

estímulo e 1,5s após). Os pontos coloridos no painel à direita correspondem à ocorrência de determinado 

formato de onda (as cores de cada formato de onda são mostradas na parte superior da figura). 
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4.2 Protocolos sondagem em animal acordado perante estimulação 

talâmica 

A estimulação elétrica profunda no ANT não alterou significativamente a latência para o 

início da crise nem a duração da mesma, mostrando assim que os pulsos elétricos não 

possuem características pró-convulsivas, quando aplicadas nesta estrutura (figura 11 - 

p=0,5 e p =0,7 respectivamente – Teste T não-pareado). Análises como energia (figura 12A 

gráfico p =0,9 teste T não pareado) e espectro de frequência (figura 12 C-D - inspeção 

visual) também não demonstraram diferença entre o grupos PTZ+ES e PTZ-noES. Porém, 

quando o sinal cortical é submetido a uma análise da energia normalizada (250ms após o 

estímulo normalizado por 250ms imediatamente anterior), que tem por finalidade ressaltar a 

influencia da ES nos circuitos neurais, percebe-se um aumento significativo para o grupo 

PTZ+ES doze segundos antes da crise epiléptica, quando comparada com os outros grupos 

(figura 13 - grupo PTZ+ES é significativamente diferente do grupo PTZ-noES e ES-

noPTZ, p<0,05, 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc teste). E a análise deste potencial 

evocado perante as diferentes bandas de frequência (figura 13 B-E) indica que a faixa beta 

(12 a 30Hz) contribuiu significativamente para o surgimento deste (PTZ+ES demonstrou 

maior energia na banda beta comparada com PTZ-noES e ES-noPTZ p <0.05, ONEWAY 

ANOVA, Newman-Keuls post-hoc test). Porém, quando se compara a distribuição de 

frequência do penúltimo potencial evocado do grupo PTZ+ES com o maior disparo pre-

ictal (na janela de -4 a -2s antes da crise), não se nota diferença significativa em nenhuma 

banda de frequência (figura 14 - banda teta p =0,2; banda alfa p =0,3; banda beta p =0,5; 

banda gama p =0,5; teste T não pareado - figura 11).  
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A figura 15 mostra o cálculo da energia normalizada no grupo PTZ+ES após a crise 

eletrográfica (30s). É possível perceber que há um aumento significativo desta energia, 

comparado tanto com o mesmo grupo (PTZ+ES) 10s antes da crise quanto com o grupo 

PTZ-noES (figura 15 - p <0,05, ONEWAY ANOVA, Newman-Keuls post-hoc test) o que 

demonstra uma possível interferência da crise epiléptica na resposta cortical à estimulação 

talâmica. Essa afirmativa é também abordada na figura 16, onde a média da energia 

normalizada do dia 1, perante o estímulo, mostrou que, quando há a junção de estimulação 

elétrica e crise epiléptica, há um aumento significativo da resposta cortical perante a ES 

24h após os disparos epileptiformes (figura 16 – período estimulação, grupo PTZ+ES difere 

significativamente dos grupos PTZ-noES e PTZ+ES p<0,05, ONEWAY ANOVA, 

Newman-Keuls post-hoc test). Interessante ressaltar que essa diferença desaparece quando 

o mesmo teste é realizado 7 dias após o pareamento entre a crise epiléptica e a ES. A 

comparação do período basal não revelou qualquer diferença estatística, demonstrando que 

a atividade intrínseca do sistema não foi alterada (figura 16 – período basal p>0,05, 

ONEWAY ANOVA, Newman-Keuls post-hoc test).  Mesmo quando a estimulação elétrica 

é executada somente no período ictal (120s após o primeiro abalo muscular), é também 

capaz de aumentar a resposta cortical pre-ictal 24h após o pareamento (figura 17). Grupo 

PTZ+ES CRISE obteve aumento significativo da energia normalizada quando comparado 

com os grupos PTZ+ES e PTZ-noES, que não haviam tido qualquer crise epiléptica 

anteriormente (grupo PTZ+ES CRISE é significativamente diferente do grupo PTZ-noES 

12s antes da crise, p<0,001, e do grupo PTZ+ES 2s antes da crise p <0,05; 2-way ANOVA 

Bonferroni post-hoc teste). Porém, esse pareamento não foi capaz de aumentar o período de 

previsão (manteve-se em 12s quando se compara o grupo PTZ+ES CRISE e PTZ-noES). A 
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resposta cortical do grupo PTZ+ES CRISE teve o mesmo padrão de composição de 

frequencia do grupo PTZ+ES, sendo um aumento da energia normalizada (10s antes da 

crise) das bandas beta e gama, sendo essa última significativamente diferente dos outros 

grupos (figura 17 D-E; PTZ+ES CRISE demonstrou maior energia normalizada na banda 

gama comparada com PTZ+ES e PTZ-noES p<0,001, ONEWAY ANOVA, Newman-

Keuls post-hoc test). Um fato interessante é que esse pareamento entre a ES e a crise não 

alterou os parâmetros de latência para o início e nem a duração da crise epiléptica no dia 1 

em comparação com o dia zero (figura 18 A-B; latência para início da crise p=0,7 e duração 

da crise p=0,8; teste T pareado); e nem mesmo alterou significativamente a resposta 

cortical na ausência de PTZ (figura 19C; média da energia normalizada do período ES 

sobre período basal do dia 1 não difere do dia zero; p=0,3 teste T pareado). A única 

alteração considerável foi da energia total 10s antes da crise (de -10s até Tzero) do grupo 

PTZ+ES CRISE em comparação aos grupos PTZ+ES e PTZ-noES (figura 18; p<0,01, 

ONEWAY ANOVA, Newman-Keuls post-hoc test). 
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Figura 11 – Comparação de parâmetros da crise epiléptica eletrográfica dos grupos PTZ-noES e PTZ+ES. A) 

Limar de PTZ necessário para evocar crise epiléptica eletrográfica. B) Duração da atividade epileptiforme.  
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Figura 12 – Análise dos dois minutos de EEG que antecedem a crise epiléptica eletrográfica para os grupos 

PTZ+ES e PTZ-noES. A) Média da energia do EEG (V
2
) para o grupo PTZ+ES (AZUL) e PTZ_noES 

(VERMELHO). Gráfico à direita mostra a média desta energia dos 10 segundos que antecedem a crise. Note 

que não há diferença significativa entre os grupos. B,C) Média da análise espectral dos 120 segundos 

anteriores à crise eletrográfica para os grupos PTZ-noES (A) PTZ+ES (B). Note a ausência de mudança 

expressiva no padrão de distribuição das frequências ao longo do tempo. 
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Figura 13 – Resposta cortical perante estimulação elétrica do ANT de baixíssima frequência. A) Média móvel 

da energia normalizada (Ed/Ea) nos períodos iniciais do EEG (de 0 a 120s) e nos dois minutos que antecedem 

a crise convulsiva (de -120 até Tzero). B,C,D,E) Média da energia normalizada dos últimos 10 segundos antes 

da crise convulsiva, de acordo com as bandas de frequência, teta, alpha, beta e gama (*P <0,05, média ± 

desvio padrão). 
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Figura 14 – Analise das bandas de frequência que compõem os potenciais evocados (grupo PTZ+ES) e os 

disparos pre-ictais (PTZ-noES) 4 segundos antes da crise. Os picos máximos do grupo PTZ-noES foram 

selecionados e uma janela de 250ms foi analisada por wavelet, assim como 250ms após o estímulo do grupo 

PTZ+ES e posteriormente normalizados por 1s anterior. A-B) figuras representativas de potencial evocado e 

disparo pre-ictal. C-F) comparação da média do valor absoluto das escalas do wavelet que representam as 

bandas de frequência. 
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Figura 15 - Média da energia normalizada (Ed/Ea) 10 segundos antes da crise convulsiva (de -10s até Tzero) e 

30 segundos depois da crise convulsiva (de 26s a 35s depois da crise epiléptica) para os grupos PTZ-noES e 

PTZ+ES (*P <0,05, média ± desvio padrão). 
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Figura 16 – Atividade cortical basal (sem qualquer intervenção farmacológica ou elétrica) e perante 

estimulação elétrica no ANT nos dias 1 e 7 após o dia zero experimental. Os gráficos mostram a média da 

energia normalizada (Ed/Ea) dos períodos estímulo (120s de estimulação elétrica – (figura A) e basal (120s – 

(figura B) em referência aos valores obtidos no dia zero (*P <0,05, média ± desvio padrão).  
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Figura 17 - Resposta cortical perante estimulação elétrica do ANT. A) Média móvel da energia normalizada 

(Ed/Ea) nos períodos iniciais do EEG (de 0 a 120s) e nos dois minutos que antecedem a crise convulsiva (de -

120 até Tzero). Grupo “PTZ+ES crise” foi previamente estimulado (24h antes) por 120s durante a crise 

epiléptica B,C,D,E) Média da energia normalizada nos últimos 10 segundos antes da crise convulsiva de 

acordo com as bandas de frequência, teta, alpha, beta e gama (**P <0,01,  ***P<0,001; média ± desvio 

padrão) . 
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Figura 18 - Média da energia do EEG dos 10s anteriores à crise epiléptica eletrográfica (de -10s até Tzero;  

**P <0.01, média ± desvio padrão). Os grupos PTZ-noES e PTZ+ES (não foram submetidos a crise epiléptica 

anteriormente a essa avaliação) e o grupo PTZ+ES CRISE, a ES no ANT foi pareada à crise epiléptica 24h 

antes deste teste. 
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Figura 19 - Comparação de parâmetros da crise epiléptica eletrográfica referente ao grupo “PTZ+ES crise” 

nos dias zero e um. A) Latência em segundos para início da crise eletrográfica. B) Duração da atividade 

epileptiforme. C) Resposta do sistema neural perante a estimulação elétrica no núcleo do tálamo anterior. 

Gráfico mostra média da energia normalizada (Ed/Ea) do período estímulo (120s de estimulação elétrica) 

dividido pela média da energia normalizada (Ed/Ea)  do período basal. 
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4.2 Protocolos sondagem em animal acordado perante estimulação no 

complexo amigdaloide 

A estimulação elétrica no complexo amigdaloide não alterou significativamente a latência 

para o começo da crise, nem a duração das mesmas, indicando que o ES nesta estrutura não 

demonstra padrão pró-epiléptico (PTZ-noES comparado com PTZ+ES - figura 20 A-B; 

p>0,05 teste T student não pareado). A ES não demonstrou alterar também a energia do 

EEG do grupo PTZ+ES em comparação com o grupo PTZ-noES nos 120s anteriores aos 

disparos epileptiformes (figura 21 – gráfico p=0,7 teste T não pareado), mesmo que, por 

inspeção visual da análise espectral, pode-se notar um aumento da energia de frequências 

abaixo de 10Hz 10s antes da crise epiléptica no grupo PTZ+ES (figura 21 C). Porém, esse 

aumento do grupo PTZ+ES não se refletiu na análise da energia normalizada antes da crise, 

pois a ES no AMG não evocou qualquer alteração desta energia quando comparada com os 

grupos PTZ-noES e ES-noPTZ (figura 22A - p>0,05 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc 

teste), mesmo quando analisada pelas bandas de frequência (figura 22B-E p>0,05, 

ONEWAY ANOVA, Newman-Keuls post-hoc test). 

 

No entanto, quando os animais que foram previamente estimulados (24h antes) durante a 

crise (grupo PTZ+ES CRISE) houve um aumento significativo na energia normalizada 12s 

antes da crise epiléptica (figura 23A - PTZ+ES CRISE comparado com PTZ+ES e PTZ-

noES  p<0,001 2-way ANOVA Bonferroni post-hoc teste), sendo a banda beta (12-30Hz) 

prioritária na composição deste potencial evocado (figura 23B-E PTZ+ES CRISE 

significativamente maior que groupo PTZ-noES - p<0,05, ONEWAY ANOVA, Newman-

Keuls post-hoc test). É importante ressaltar que esse pareamento prévio entre a estimulação 
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elétrica no AMG e a crise epiléptica não aumentou a energia do EEG antes da crise 

epiléptica quando comparado com os grupos PTZ+ES e PTZ-noES (grupo PTZ+ES CRISE 

não difere nos demais grupos quanto a energia no período -10s até Tzero - figura24 p>0,05, 

ONEWAY ANOVA, Newman-Keuls post-hoc test). Esse pareamento prévio entre ES e a 

crise também não demonstrou ser pró-convulsivo, pois não alterou padrões como latência 

para crise e duração da mesma, quando se compara o dia zero e o dia 1 do grupo PTZ+ES 

CRISE (figura 25 A-B  - p>0,05 teste T student não pareado); e o aumento da resposta 

cortical perante a ES ocorreu somente em momentos prévios à crise, pois na ausência de 

PTZ  a resposta cortical perante a ES (período ES normalizado pelo período basal) do dia 1 

não difere do dia zero (figura 25C - p>0,05 teste T student não pareado). 
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Figura 20 - Comparação de parâmetros da crise epiléptica eletrográfica dos grupos PTZ-noES e PTZ+ES. A) 

Limar de PTZ necessário para evocar crise epiléptica eletrográfica. B) Duração da atividade epileptiforme..  
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Figura 21 - Análise dos dois minutos de EEG que antecedem a crise epiléptica eletrográfica para os grupos 

PTZ+ES e PTZ-noES. A) Média da energia do EEG (V
2
) para o grupo PTZ+ES (AZUL) e PTZ_noES 

(VERMELHO). Gráfico à direita mostra a média desta energia dos 10 segundos que antecedem a crise. Note 

que também não há diferença significativa entre os grupos. B,C) Média da análise espectral dos 120 segundos 

anteriores à crise eletrográfica para os grupos PTZ-noES (A) PTZ+ES (B). Note a ausência de mudança 

expressiva no padrão de distribuição das frequências ao longo do tempo 
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Figura 22 - Resposta cortical perante estimulação elétrica de baixíssima frequência na AMG. A) Média móvel 

da energia normalizada (Ed/Ea) nos períodos iniciais do EEG (de 0 a 120s) e nos dois minutos que antecedem 

a crise convulsiva (de -120 até Tzero). B,C,D,E) Média da energia normalizada dos últimos 10 segundos antes 

da crise convulsiva, de acordo com as bandas de frequência, teta, alpha, beta e gama. 
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Figura 23 - Resposta cortical perante estimulação elétrica do AMG A) Média móvel da energia normalizada 

(Ed/Ea) nos períodos iniciais do EEG (de 0 a 120s) e nos dois minutos que antecedem a crise convulsiva (de -

120 até Tzero). Grupo PTZ+ES CRISE foi previamente estimulado (24h antes) por 120s durante a crise 

epiléptica B,C,D,E) Média da energia normalizada nos últimos 10 segundos antes da crise convulsiva de 

acordo com as bandas de frequência, teta, alpha, beta e gama (*P <0,05,  média ± desvio padrão). 
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Figura 24 - Média da energia do EEG dos 10s anteriores à crise epiléptica eletrográfica para os grupos PTZ-

noES e PTZ+ES (não foram submetidos a crise epiléptica anteriormente a essa avaliação) e grupo PTZ+Es 

CRISE, cuja ES no AMG foi pareada à crise epiléptica 24h antes deste teste. 
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Figura 25 – Comparação de parâmetros da crise epiléptica eletrográfica referente ao grupo PTZ+ES CRISE 

nos dias zero e um. A) Latência em segundos para início da crise eletrográfica. B) Duração da atividade 

epileptiforme. C) Resposta do sistema neural perante a estimulação elétrica no núcleo do tálamo anterior. 

Gráfico mostra média da energia normalizada (Ed/Ea) do período estímulo (120s de estimulação elétrica) 

dividido pela média da energia normalizada (Ed/Ea)  do período basal. 
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5.0 Discussão 

5.1 Resposta cortical perante estimulação cerebral profunda 

Em nosso estudo, a estimulação elétrica cerebral profunda agiu sobre o sistema neural 

como um oscilador externo que gradativamente modulou circuitos corticais ao ponto de 

evocar, momentos antes da crise epiléptica eletrográfica, potenciais de campo no EEG de 

ratos submetidos à infusão de PTZ pela veia da cauda. É importante ressaltar que, em todos 

os protocolos realizados, a estimulação elétrica não demonstrou caraterísticas pró-

convulsivas, sem qualquer alteração significativa no valor da duração das crises 

eletrográficas ou latência para o início das mesmas, demonstrado na comparação entre os 

grupos PTZ+ES e PTZ-noES (figuras 6, 11, 20).  

 

A sincronia neural desempenha papel fundamental no fluxo e processamento de informação 

ao longo dos substratos neurais (Singer, 1999). Certas desordens cerebrais estão associadas 

com uma sincronização neural anormal, entre elas a epilepsia (Uhlhaas e Singer, 2006); 

cujos disparos ictais têm sido tradicionalmente assumidos como sendo resultado de intensa 

e extensa sincronização neural que (Penfield, Jasper et al., 1954) que, por vezes, rompe 

com o funcionamento fisiológico das redes neurais. Porém, ainda é alvo de debates se essa 

hipersincronia é resultado de um gradual aumento de sincronia neural entre substratos 

neurais distantes (Jiruska, De Curtis et al., 2013), tanto que alguns estudos têm encontrado 

evidencias de diminuição de sincronia (Le Van Quyen, Martinerie et al., 2001; Mormann, 

Kreuz et al., 2003) momentos antes da crise epiléptica. Todavia, nossos resultados mostram 

que estruturas talâmicas (figuras 13,17,) e amigdalalares (figuras 8,9,23) (quando ativadas 

por estimulação elétrica) sincronizaram suas atividades neurais com regiões corticais 
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momentos antes da crise epiléptica induzida PTZ. A disparidade de resultados pode ter suas 

razões na diferença de metodologia aplicada. Enquanto os trabalhos que encontraram uma 

diminuição da sincronia utilizaram métodos passivos de análise do EEG, como correlação, 

coerência e sincronia em fase em diferentes áreas do cérebro; nosso trabalho se assenta na 

análise do eletrogencefalograma perante uma perturbação, ativamente realizada pela ES. 

Por nossa técnica, a sincronia foi mensurada minutos antes do começo da crise em animais 

anestesiados, (figura 8 e 9) e em animais acordados, 12 segundos antes da mesma. Outro 

dado que corrobora com a afirmação de sincronia entre áreas distantes antes da crise 

epiléptica é mostrado pela análise de c-Fos nos animais anestesiados (figura 7). Por este 

resultado, a ES, mesmo de tão baixa frequência, foi capaz de aumentar a expressão dessa 

proteína, quando aplicado concomitante com infusão de PTZ. Como o c-Fos é um marcador 

indireto de atividade neural (Dragunow e Faull, 1989), poderia-se supor que a causa de sua 

elevação no grupo PTZ+ES foi causado pelo aumento da atividade neuronal geral. Porém, o 

cálculo da energia do EEG não se alterou significativamente entre os grupos (figura 8). 

Logo, é pertinente pensar que a causa do aumento da expressão de c-Fos se deve mais 

sincronismo causado pela aplicação de um oscilador externo (ES), que por somação 

espacial, aumentou a eficiência sináptica e logo, a expressão de c-Fos do que pelo simples 

aumento da atividade basal. 

 

Um fato interessante sobre resposta cortical evocada pela ES em animais acordados é o fato 

deste possuir componentes de alta frequência (banda beta 12-30Hz e gama 30-100Hz) que 

se destacam da atividade basal. Essas duas bandas de frequência são conhecidas por ser 

resultado de atividade sincrônica corticais de longa e curta distancia (beta e gama 

respectivamente) (Kopell, Ermentrout et al., 2000), e podem estar exacerbadas em 
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momentos que antecedem a crise epiléptica (Grasse, Karunakaran et al., 2013). Porém é 

uma tarefa árdua captar o aumento da energia destas bandas de frequência antes da 

ocorrência da crise eletrográfica somente pela análise espectral do EEG como mostram as 

figuras 12 e 21, onde, por inspeção visual, não se percebe alteração drástica nos sinais de 

EEG tanto do grupo PTZ+ES quanto do grupo PTZ-noES. Uma característica importante 

do potencial evocado (PE) por estimulação elétrica é a sua temporalidade, pois ele restringe 

a um período temporal muito estreito, a ocorrência das oscilações, majoritariamente 

composto pela banda beta e gama, o que aumenta a energia normalizada do sinal e torna 

possível a mensuração da densidade destas bandas de frequência e da energia como um 

todo.  É muito importante salientar que essas altas frequências (banda beta e gama) estão 

também presentes no EEG pre-ictal de animais que não receberam a ES (grupo PTZ-noES), 

tanto que a figura 14 mostra que não há diferença significativa entre os potenciais evocados 

(grupo PTZ+ES) e os disparos pre-ictais (PTZ-noES) quanto à análise por bandas de 

frequência, incluindo beta e gama. Logo é razoável afirmar que a estimulação elétrica não 

foi o causador do surgimento de bandas de alta frequência, e sim apenas evocou, em um 

espaço temporal muito delimitado, um padrão de disparo que já era inerente ao estado do 

sistema neural, naquele determinado momento.  O estudo em humanos realizado por 

Dinesh Nayak e col. (Nayak, Dinesh et al., 2014) utilizando também estimulação elétrica 

cerebral profunda corrobora com essa afirmativa. Por este trabalho, os potenciais evocados 

por ES foram comparados com disparos inter-ictais pela sua morfologia, topografia e 

distribuição. O trabalho revelou que os potenciais evocados e os disparos inter-ictais são 

similares, o que sugere que a ES aciona o mesmos mecanismos responsáveis pela geração 

do ultimo. O diferencial do nosso trabalho é justamente a evocação destes disparos pre-
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ictais num espaço temporal muito bem delimitado, possibilitando assim a mensuração dos 

mesmos frente à atividade intrínseca do sistema. 

 

5.2 Crise epiléptica como fator de aumento de conexão entre áreas 

distantes.  

Nosso trabalho revelou que apenas um episódio crise epiléptica aumentou a sincronia entre 

áreas distantes (aumento da resposta cortical perante ES), tanto agudo (30 segundos após a 

crise - figura 15) quanto cronicamente (24h após a crise – figuras 16,17,23). 

 

Durante a crise epiléptica há elevação nos níveis de vários neurotransmissores, entre eles do 

glutamato, cuja ação é majoritariamente excitatória no sistema nervoso central (Meurs, 

Clinckers et al., 2008). O tônus excitatório exacerbado aumenta a sincronia entre os 

neurônios (Kudela, Franaszczuk et al., 2003) e, logo, entre áreas cerebrais, que pode levar a 

alterações nos pesos sinápticos. Em 1949, Donald Hebb postulou que a força da conexão 

entre dois neurônios é aumentada por longo período de tempo quando os disparos do 

neurônio pré-sináptico e do pós-sináptico estão correlacionados no tempo (Hebb, 1949) 

(essa afirmativa foi confirmada por experimentos subsequentes (Bliss e Collingridge, 

1993)). Logo, a crise epiléptica pode ser um fator de aumento dos pesos sinápticos entre os 

neurônios que, naquele momento, estão disparando em sincronia (Scharfman, 2002), seja 

devido aos próprios disparos ictais, ou até mesmo por disparos evocados pela estimulação 

elétrica, como provam nossos resultados. Pode-se notar pela figura 16, que a resposta 

cortical, sem a influência de PTZ, aumenta significativamente perante estimulação no ANT 

24h após uma seção de ± 500s de ES no qual uma crise está presente (essa diferença 
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significativa desaparece 7 dias após o pareamento) Mesmo quando esse pareamento entre a 

ES no ANT ocorre apenas durante a crise (grupo PTZ+ES CRISE – estimulação elétrica 

por 120s a partir do primeiro abalo muscular), há um aumento da resposta cortical (energia 

normalizada) antes da crise epiléptica quando comparada com animais que não obtiveram 

esse pareamento prévio (PTZ+ES e PTZ-noES). Porém, dois pontos devem ser ressaltados 

quando ao pareamento de ES no ANT e a crise: houve um aumento significativo da energia 

do EEG do grupo PTZ+ES CRISE em comparação aos demais (mesmo sem alteração de 

latência e duração da crise) o que indica um aumento exacerbado de excitabilidade; e, mais 

importante, não houve um aumento na janela de previsão, pois a diferença entre o grupo 

PTZ+ES CRISE e o grupo PTZ-noES ainda se manteve de 12s, igual ao grupo que não foi 

pareado, PTZ+ES. Esse cenário se altera a crise é pareada a ES no AMG. Vinte e quatro 

horas após o pareamento, a resposta cortical (energia normalizada) pre-ictal aumenta 

significativamente, perante ES no AMG, 12s antes da crise (figura 23), quando comparado 

com outros grupos não pareados (PTZ+ES e PTZ-noES). Detalhe importante é, sem esse 

pareamento (grupo PTZ+ES) a ES não foi capaz de aumentar a energia normalizada, em 

comparação com os grupos PTZ-noES e ES-noPTZ.  Logo, o pareamento entre ES no 

AMG e a crise estaria programando o circuito neural, por modificar os pesos sinápticos, e 

podendo ser usado como marcador pre-ictal (programing a seizure surrogate marker). Vale 

ressaltar também, que o grupo PTZ+ES CRISE não apresentou qualquer alteração 

significativa na latência e duração das crises entre os dias zero e 1 do protocolo 

experimental (figura 25), e nem aumentou a energia do EEG, indicando assim uma 

manutenção da atividade basal. Esse resultado do pareamento da ES na AMG com a crise 

se mostra promissor, pois abre a possibilidade de, com apenas um eletrodo fixado na 

amigdala, seja possível a previsão e a supressão de crise epiléptica. 
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5.3 Previsão de crise epiléptica por estimulação cerebral profunda 

Nosso estudo revelou ser possível uma janela de previsão de crise epiléptica de 12 

segundos em animais acordados utilizando-se estimulação elétrica cerebral profunda em 

apenas um ponto de registro cortical. É possível que essa janela de previsão seja ampliada 

se forem utilizadas técnicas multivariadas de análise de EEG associadas à estimulação 

elétrica. Apesar de ser pertinente a afirmativa que existam diferentes mecanismos para a 

geração de crise epiléptica e logo exigindo diferentes abordagens para a previsão 

(Mormann, Andrzejak et al., 2007), nossos resultados se mostram promissores, 

principalmente pela possibilidade de se utilizar somente um ponto de estimulação para a 

previsão e supressão de crise convulsiva. Tanto o núcleo anterior do tálamo (Medeiros, 

Cota et al., 2012) quanto a amigdala (Cota, Medeiros Dde et al., 2009), se mostraram 

excelentes alvos terapêuticos para supressão de crise epiléptica utilizando-se estimulação 

elétrica. Logo seria possível o desenvolvimento de um sistema fechado de previsão e 

supressão de crise convulsiva, utilizando-se para isso a estimulação elétrica cerebral 

profunda.  
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