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Epilepsia este una dintre cele mai frecvente sindroame neurologice afectind peste 70 de
milioane de oameni din intreaga lume. Cea mai frecventa forma este epilepsia de lob
temporal (TLE), care afecteaza in principal hipocampul si este rezistent la terapie
farmacologica in aprox. 20-40% din cazuri. Stimularea cerebrala profunda (DBS) este o
metoda terapeutica noua care consta in implantarea unor electrozi in sistemul nervos
central urmat de stimulare electrici. In cazul epilepsiilor refractare la tratament
farmacologic DBS-ul poate fi o alternativd promitatoare pentru reducerea crizelor si
incetinirea epileptogenezei. In epilepsia de lob temporal hipocampul sau amigdala sunt tinte
de stimulare promitatoare, desi mecanismele prin care stimularea exercita efectul
anticonvulsivant nu sunt pe deplin intelese.

Crizele epileptice rezulta din activitatea electrica excesiva sau hipersincrona a neuronilor,
cauzata de un dezechilibru intre excitatie si inhibitie. Celulele inhibitoare hipocampale, In
special celulele care exprima parvalbumina si celulele iederd, joaca un rol important in
mentinerea acestui echilibru. Elucidarea efectelor stimuldrii asupra activitatii electrice a
tesutului epileptic si a densitatii interneuronale a hipocampului ar putea ajuta la descifrarea
mecanismelor DBS-ului si la imbunatatirea protocoalelor de stimulare.

Am propus sa evaluam efectele stimularii cerebrale profunde cu frecventa joasa (LFS) a
amigdalei asupra tiparului de crize, asupra activitatii electrice hipocampale si a densitatii
interneuronale in modelul de pilocarpina al epilepsiei de lob temporal.

Administrarea sistemica de pilocarpina provoaca status epileptic (SE) care dupa o
perioadda de latenta duce la aparitia crizelor epileptice spontane recurente (SRS), o
caracteristica a epilepsiei de lob temporal la om. SE a fost indus la sobolani masculi Wistar
juvenili prin administrarea de litiu apoi pilocarpina si a fost oprit dupa 2 ore cu diazepam.
Sobolanii au fost video-monitorizati In mod continuu si crizele au fost identificate si analizate
offline. La aproximativ zece saptamani dupa SE au fost implantati doi electrozi de
inregistrare in hipocampi, un electrod de stimulare in amigdala bazolaterala stanga si patru
electrozi de tip surub pentru inregistrarea electrocorticogramei. La zece zile dupa
interventia chirurgicala s-a aplicat LFS regulat de 4 Hz timp de 4x50 secunde, cu pauze de 5
minute intre trenurile de stimulare. Stimularea a fost efectuata timp de 10 zile. Activitatea
electrica hipocampala si corticala au fost inregistrate inainte si in timpul stimularii, utilizand
un sistem de Inregistrare ce permite miscarea libera a animalelor. S-au cuantificat frecventa
descarcarilor interictale epileptiforme (IED, adica varfurile, polivarfurile si undele ascutite),
precum si puterea benzilor de frecventa teta si delta. Cuplarea de faza-amplitudine (PAC)
intre banda delta si frecvente mai mari a fost determinata prin masurarea cuplarii faza-
amplitudine (tPAC) rezolvata in timp. Aceasta este o metodda noua pentru a obtine o
comodulograma PAC si care detecteaza valoarea maxima a cuplarii intre undele lente si cele
rapide in ferestre de timp glisante optime. Pentru a evalua conectivitatea functionala intre
hipocampul stang si drept, a fost calculata valoarea phase locking (PLV).

La sfarsitul experimentelor, animalele au fost sacrificate creierul fiind fixat prin perfuzie
transcardiaca cu paraformaldehida. Sectiuni cu grosime de 60 pm au fost marcate folosind
parvalbumina (PV), neuropeptida Y (NPY) si sintaza oxidului nitric neuronal (nNOS) ca
proteine de marcaj imunohistochimic pentru identificarea interneuronilor. Sectiunile au fost
scanate cu un microscop confocal si s-a determinat densitatea interneuronilor in regiunea
CA1 a hipocampului.

Frecventa si durata medie a crizelor au fost reduse de LFS (cu 23%, respectiv 26,5%). Sase
animale au avut mai putine in timp ce trei au avut mai multe crize In timpul stimularii; durata
a fost redusa la opt din nouad sobolani. Reducerea frecventei crizelor a avut o corelatie
negativa cu frecventa descarcarilor interictale epileptiforme.



Rata crizelor usoare (Racine 3 si 4) a scazut semnificativ. Rata crizelor R6 a scazut, dar
rata celor R5 a crescut astfel Incat reducerea ratei crizelor severe (R5+R6) nu a fost
semnificativa. Rata medie a crizelor nu a fost afectata de implantarea electrozilor.

Sobolanii tratati cu pilocarpina au avut o rata IED semnificativ mai mare iar stimularea a
redus rata IED in acest grup atunci cand au fost comparate prima si ultima zi de stimulare.

Puterea benzii teta a fost semnificativ scazuta la animalele epileptice comparativ cu
control. LFS a crescut semnificativ puterea benzii teta imediat dupa aplicarea trenului de
stimuli restabilind valorile la nivelul masurat la animalele control. Valoarea PAC a fost
crescutd la animalele tratate cu pilocarpina iar stimularea a redus semnificativ acest PAC
crescut, dar nu l-a readus la nivelurile observate in animalele control. La animalele epileptice
PLV inainte de stimulare a fost semnificativ mai mic In benzile delta, teta si gamma.
Stimularea electrica a crescut semnificativ PLV-urile In benzile delta si teta.

Densitatea celulara PV+ nu a fost modificata la sobolanii epileptici in timp ce densitatea
celulara NPY+/nNOS+ a fost semnificativ scazuta in comparatie cu animalele control.
Volumul regiunii CA1 al hipocampului a fost scazut la animalele epileptice. Stimularea
amigdalei nu a influentat densitatea celulelor PV+ sau NPY+/nNOS+ in grupul epileptic sau
control.

Detectarea IED-urilor precum si masurarea puterii relative a undelor teta si a valorilor
PAC ar putea fi de ajutor in caracterizarea epileptogenezei. In acest studiu am aritat pentru
prima data ca stimularea electrica cu frecventa joasa ar putea exercita efectul sau
anticonvulsivant prin cresterea puterii benzii teta si reducerea cuplarii faza-amplitudine
crescutd patologic, precum si prin cresterea sincronismului modificat intre cei doi hipocampi
(prin cresterea PLV-urilor). Masurarea acestor parametri ar putea ajuta la monitorizarea si
imbunatatirea eficacitatii stimularii electrice.

Am observat ca diferite tipuri de interneuroni sunt selectiv vulnerabile la leziunea
epilepticd, deoarece densitatea celulelor PV+ a ramas neschimbata iar densitatea celulelor
NPY+/nNOS+ a scazut in hipocampul animalelor tratate cu pilocarpina. Scaderea densitatii
celulelor iedera (NPY+/nNOS+) ar putea facilita cresterea excitabilitatii generale si
reducerea pragului convulsivant. In schimb, persistenta numarului de celule PV+ intr-un
hipocamp micsorat ar putea facilita hipersincronismul local si ar putea promova
epileptogeneza. Stimularea electrica a amigdalei nu a influentat densitatea celulelor PV+ si
nu a ameliorat densitatea scazuta a celulelor NPY+/nNOS+.

In concluzie, stimularea cu frecventi joasd a amigdalei a modulat cu succes activitatea
electrica hipocampalda modificata, dar nu a influentat schimbarea densitatii celulelor
interneuronale in regiunea CA1 hipocampala a sobolanilor epileptici. Atribuim acest efect
limitat duratei scurte a stimularii zilnice. Studiile viitoare ar trebui sa testeze perioade mai
lungi de stimulare pentru a vedea daca LFS poate diminua pierderea interneuronilor din
aceasta regiune.

Originalitatea studiului nostru consta in evaluarea efectelor stimularii cerebrale profunde
cu frecventa joasa prin utilizarea complementara a metodelor comportamentale,
electrofiziologice si imunohistochimice. Acest studiu este primul care evalueaza efectul LFS
in conditii in vivo, prin analiza tiparului de crize, a activitatii electrice hipocampale si a
densitatilor interneuronale intr-un model de epilepsie.



