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Pimenta GMB. Sono e epilepsia: estudo da arquitetura do ciclo vigilia-sono
em animais do modelo experimental de epilepsia do lobo temporal por
pilocarpina: Analise qualitativa e quantitativa [tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2009. 128p.

INTRODUCAO: As relagbes entre sono e epilepsia sdo complexas e de
grande importéncia clinica. A melhor compreensdo das inumeras lacunas
que permeiam essa relagdo reforgaria os alicerces para o desenvolvimento
de abordagens terapéuticas mais eficazes que pudessem contribuir para o
bem-estar do paciente portador de epilepsia e transtornos do sono.
OBJETIVO: O presente estudo teve como principal objetivo o estudo
comportamental e a caracterizagdo eletrofisiolégica do ciclo vigilia-sono
(CVS) de ratos adultos tornados epilépticos por pilocarpina. METODO: Ratos
Wistar machos (N=6), tornados epilépticos apoOs status epilepticus (SE)
induzido por pilocarpina e nédo epilépticos (N=6) foram submetidos a cirurgia
extereotéxica para implante de elétrodos bipolares nas &reas corticais (A3,
somatosensorial) e hipocampais (CA1l) de ambos os hemisférios. Registros
continuos de 24 horas foram submetidos & minuciosa analise visual e 0s
seguintes parametros foram analisados: identificacdo e quantificacdo dos
padrdes eletrofisiolégicos das fases do ciclo CVS; duracdo dos episédios
oniricos ocorridos durante o sono dessincronizado (SD); padrdo de
ocorréncia do CVS assim como do ciclo de sono (CS), e analise do volume
do nudcleo supraquiasmatico. Os estudos da distribuicdo do CVS e
comportamento onirico foram submetidos a Andlise de Variancia
Multivariada - MANOVA, ao passo que as andlises da ocorréncia dos ciclos
(CVS e CS) e volume do nucleo supraquiasmatico foram submetidas ao
teste da Analise de Variancia (ANOVA) de dois fatores e ao teste de Mann-
Whitney, respectivamente. RESULTADOS: Todas as fases do CVS foram
identificadas nos ratos epilépticos. As fases da vigilia e do sono eram
permeadas por espiculas e outros grafoelementos epileptiformes, como
ondas delta espiculadas no SS e potenciais de alta frequéncia e baixa

voltagem durante VA e o SD. Ao contrario do padréo de ocorréncia tipico



das fases de vigilia e sono em ratos ndo epilépticos, o grupo epiléptico
apresentou diferengas significativas quanto a distribuicdo dessas fases em
funcdo do periodo. Foi observada reducéo significativa de VA (p<0,002) com
concomitante aumento de SS (p<0,005) e vigilia relaxada (VR) (p=0,021) no
escuro, sendo que a VR era preponderante apenas na primeira metade da
noite. Durante o dia, a quantidade de SS era maior no periodo da manha
(p<0,001), ao passo que houve redugéo do SD (p=0,002) concomitante com
aumento de VA (p<0,001) no periodo da tarde.Os animais tornados
epilépticos por pilocarpina apresentaram redugdo no padrdo de ocorréncia
do CVS e CS (p=0,004 e p=0,003, respectivamente). Nao houve diferenga
estatistica na duracdo dos episodios oniricos, assim como no volume do
ndcleo supraquiasmético entre os grupos analisados (p>0,63 e p=0,47,
respectivamente). CONCLUSAO: Os animais epilépticos apresentaram
alteragdes na arquitetura do CVS, bem como nos padrées de ciclicidade
evidenciado pelas alteragbes de comportamento, especialmente no ciclo
escuro. Esses fatos sugerem possivel comprometimento estrutural e/ou
funcional das circuitarias responséveis pela geracdo e manutencdo das
fases de vigilia e sono, assim como dos sistemas de temporizacdo do CVS.
Tomados em conjunto, os dados reproduziram anormalidades do CVS
observadas em pacientes epilépticos, sugerindo que o presente modelo
pode ser uma importante ferramenta para o estudo de mecanismos

subjacentes a epilepsia do lobo temporal e sono.

Descritores: 1.Sono 2.Epilepsia do Ilobo temporal 3.Ratos Wistar
4 Pilocarpina  5.Transtornos do ciclo sono-vigilia 6.Sonhos 7.Nucleo
supraquiasmatico



Pimenta GMB. Sleep and epilepsy: study of sleep-awake cycle architecture
in animals of pilocarpine model of temporal lobe epilepsy: Qualitative and
quantitative analysis [thesis]. Sdo Paulo: School of Medicine, Sao Paulo
University; 2009. 128p

INTRODUCTION: Relationships between sleep and epilepsy are complex
and have great clinical importance as well. The full understanding of the
various gaps present in this relationship would pave the ground for new
studies that could generate new clinical approaches aiming to contribute to
the well-being of the patient suffering from epilepsy and sleep disorders.
OBJECTIVE: The present study aimed to carry out a behavioral analysis and
electro-oscillographic characterization of the phases of sleep-wake cycle
(SWC) of pilocarpine- induced epilepsy in adult rats. METHODS: Male Wistar
rats that became epileptic after 60 days of pilocarpine-induced status
epilepticus (SE) (N=6) and non epileptic ones (N=6) were submitted to
extereotaxic surgery for implantation of bipolar electrodes in cortical (A3,
somestesic) and hippocampal (CAl) areas in both hemispheres. Twenty-four
hour continuous registers were submitted to detailed visual analysis and the
following parameters were studied: identification and quantification of
electrophysiological parameters of phases of SWC, duration of oniric
episodes during desynchronized sleep (DS), the pattern of occurrence of
SWC and cycles of sleep (CS). In addition, the volume of suprachiasmatic
nuclei was investigated. To analyze the architecture of sleep-wake phases
and oniric behavior, Multivariate Analysis of Variance-MANOVA was utilized,
whereas the pattern of cycles (SWC and CS) and volume of suprachiasmatic
were submitted to Analysis of Variance with 2 factors-Two-way ANOVA and
Mann-Whitney test, respectively. RESULTS: In the epileptic rats all phases of
SWC were identified. The phases of wake and sleep were permeated by
spikes and graph elements epileptiforms such as spiked delta waves in SS
and low frequency waves with high voltage during AW and SD phases. In
contrast to the pattern of normal rhythmic activity evident in non-epileptic rats

the epileptic group presented significant differences concerning distribution of



the phases of SWC according to the period. In the dark cycle significant
reduction of AW (p<0.002) was observed concomitantly with an increase of
SS (p<0.005), while the relaxed wakefulness (RW) showed an increase
during the first half of the night (p=0.021). In the light cycle, the SS was more
prominent in the morning period (p<0.001), following by a reduction of DS
(p=0.002) concomitantly with an increase of AW (p<0.001) during the
afternoon in the epileptic group. The number of cycles with a regular
sequence of each phase from awake to sleep (SWC) was significantly
decreased (p=0.004), as was the number of cycles of sleep (p=0.003) in
epileptic rats. No significant differences were found in duration of oniric
episodes and volume of suprachiasmastic nuclei (p>0.63 e p=0.47,
respectively) between non epileptic and epileptic groups. CONCLUSION:
The data obtained revealed that after SE the epileptic animals presented
some alterations in the SWC architecture as well as in the cyclicity patterns
mainly in dark cycle. Such facts suggest a possible functional and/or
structural impairment in the circuitry responsible for the generation of sleep
and wake phases and in the SWC timing system. Taken together the data
reproduced the abnormalities observed in patients, suggesting that the
pilocarpine model is a suitable one to study sleep dysfunctions in temporal

lobe epilepsy.

Descriptors: 1.Sleep 2.Epilepsy, temporal lobe 3.Rats, Wistar 4.Pilocarpine

5.Sleep disorders, circadian rhythm 6.Dreams 7.Suprachiasmatic nucleus



1. Introducdo

A epilepsia e os distarbios do sono sdo afeccdes altamente
prevalentes na populagéo geral; afetam pessoas de todas as classes sociais
e de todo e qualquer pais, em qualquer idade, sejam mulheres ou homens,
ricos ou pobres, interferindo de maneira significativamente negativa na
qualidade de vida dos acometidos por essas enfermidades.

Os elevados indices de ocorréncia associados a abrangéncia e
magnitude de seus efeitos deletérios tornam a epilepsia e os disturbios do
sono focos de atencdo e de imoderada pesquisa. Tais caracteristicas
justificam, de forma inquestionavel, a intensa busca de modelos
experimentais que reproduzam as vérias alteragfes do sono e da epilepsia
humana, modelos que tornem possivel um entendimento amplo dos
mecanismos basicos comuns & essas patologias. Um modelo experimental é
verdadeiramente atil quando consegue representar com fidelidade o
fendmeno natural a que se vincula. Em relagcdo a epilepsia, dentre as
possibilidades criadas por cada modelo ha que destacar o estudo de
medicacbes  anticonvulsivantes' (MAC) e a investigacdo dos
neurotransmissores envolvidos no processo epiléptico, o que, além de
permitir estender o conhecimento sobre a fisiopatologia, ainda contribui para

o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

! Apesar do termo “droga anticonvulsivante” ser comumente utilizado na area clinica, o conceito de
DROGA nao contempla as finalidades terapéuticas a qual o MEDICAMENTO é destinado. Droga:
substancia ou matéria-prima que tenha finalidade medicamentosa. Medicamento: produto
farmacéutico tecnicamente elaborado ou obtido com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para
fins de diagnosticos (Conceitos técnicos: Lei n°® 5.991 ANVISA, 2009).



As relagbes entre sono e epilepsia séo complexas e de grande
importancia clinica. Por exemplo, as parassonias, fenébmenos tipicos do sono
que compreendem o sonambulismo e o0s terrores noturnos, foram
confundidos por muito tempo com fendmenos epilépticos. A estreita relacao
entre sono e epilepsia inclui os efeitos do sono nas crises epilépticas e nas
descargas interictais, assim como da epilepsia no sono, caracterizada por
alteracbes da arquitetura do sono em individuos epilépticos, intera¢des do
sono noturno com o desempenho diurno e os efeitos da privagéo do sono na
epilepsia. As descargas elétricas generalizadas caracteristicas das
epilepsias, em geral, aumentam em frequéncia durante o sono sincronizado
(SS) e diminuem durante o dessincronizado (SD) (Broughton, 1990). Os
complexos ponta-onda, por exemplo, que oscilam & freqiéncia de 3 Hz e
séo tipicos da epilepsia de auséncia benigna da infancia, séo substituidas
durante o SS por surtos de poliponta-onda irregulares, geralmente mais
duradouras e espiculadas. No entanto, durante o SD as descargas séo raras
e quando ocorrem séo similares as da vigilia.

Esta pesquisa faz parte de um amplo programa de estudo de
epilepsia experimental e de alteragbes do sono causadas pela epilepsia. Foi
a investigacdo dos mecanismos do sono e do sonho, da fun¢do do ritmo teta
hipocampal e da participagdo do hipocampo nesses mecanismos (Valle,
1992; Valle et al., 1992; Valle, 1995) que criamos essa linha de pesquisa no
Laboratorio de Neurociéncias “Professor César Timo-laria” da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.



A partir desses estudos iniciais varias investigagcbes vém se
desenrolando em nosso laboratério as quais tém contribuido de forma
significativa para a compreensdo de alguns mecanismos neurofisiol6gicos
subjacentes ao sono e a epilepsia em modelos experimentais (Valle et
al.,1992; Valle, 1995; Simdes et al., 1996; Valle et al., 1998; Alves, 1999;
Andre et al., 1999; Bruno-Neto et al., 1999a, 1999b; Ferreira, 1999; Ferreira
et al.,, 1999; ; Bruno-Neto et al., 200la, 2001b; Ferreira et al., 2003;
Cheixas-Dias, 2005; Matos et al. , 2005; Vicente et al., 2006; Matos et al.
2006, 2007, 2008; Santos et al., 2008).

Cremos ser conveniente, em virtude da complexidade dos temas,
expor, ainda que resumidamente, as principais caracteristicas do sono, da
epilepsia e de suas interrelagbes antes de tratarmos dos resultados de

NOSSOS experimentos.

1.1 Sono

O sono tem fascinado os povos do mundo todo desde a mais remota
antiguidade, porém, por suas caracteristicas peculiares especialmente com
relagdo aos sonhos, atravessou os séculos povoados de lendas e crendices
magicas.

As fungbes do sono ndo sdo completamente conhecidas, embora,
seja plenamente reconhecido como o periodo responsavel pelo descanso do
organismo e pelo aprendizado. Embora haja indicios de que ambas as
funcbes sejam desempenhadas pelo sono, ndo se pode afirmar em definitivo

por que nem para que existe esse estado. Em um livro classico de



“Fisiologia do Sono”, Kleitman em 1963, afirmava que nédo se pode dizer com
seguranca se o0 estado fundamental € o de vigilia, interrompido
periodicamente pelo sono, ou o de sono, interrompido periodicamente pela
vigilia, com a finalidade de o organismo se alimentar, interagir com o meio e
com os outros seres da mesma espécie.

Os primeiros estudos de sono baseavam-se exclusivamente na
observacéo, abordando os fendbmenos do sono de forma contemplativa. Os
antigos fisiologistas e neurologistas n&o dispunham de instrumentos que
permitissem avaliar o sono de forma mais poderosa do que simplesmente
observar o individuo (humano ou de outra espécie) deitar-se e ficar imovel
(Timo-laria, 2000).

No final do século XIX, o estudo instrumental do sono teve inicio com
a descoberta de que algumas variaveis ja bem conhecidas, sobretudo a
freqUéncia respiratéria e a glicemia, apresentavam patentes flutuages
durante o sono (Kleitman, 1963). Um fato decisivo na histéria das pesquisas
sobre sono foi a descoberta das oscilagdes de potencial no sistema nervoso
(que chamaremos de eletroscilogramas) em humanos por Hans Berger no
final dos anos 1920 e primeiros anos 30; Foi Berger mesmo quem registrou
o primeiro eletroencefalograma (EEG) durante o sono, havendo descrito os
fusos e as ondas delta que caracterizam as fases I, lll e IV do sono humano.
A fase do sono em que ocorre a atividade onirica (sonhos) - o SD ou sono
REM (do inglés rapid eye movement), entretanto, s6 comegou a ser
estudada eletrofisiologicamente no inicio da década de 1950 (Aserinsky e

Kleitman,1953).



Bem antes, porém, varios fisiologistas demonstraram a existéncia de
oscilacdes de potencial no sistema nervoso de varias espécies de
mamiferos. Em 1870, o fisiologista inglés Richard Caton, utilizando
eletrébmetros capilares, demonstrou a existéncia de potenciais elétricos do
cortex cerebral de coelhos e macacos (Berger 1929, citado por Valle, 1995%)
e, em 1883 Von Marxow demonstrou que o cOrtex cerebral de diversas
espécies produz oscilagbes eletrograficas com transientes fasicos apos
aplicacdo de estimulos visuais ou cutaneos. E interessante destacar que
este autor havia descoberto os potenciais evocados importante parametro de
estudo funcional na eletrencefalografia clinica (Berger 1929, citado por Valle,
19952).

Os ingleses Gotch e Horsley (um dos inventores do aparelho e da
técnica estereotdxica para abordagem do sistema nervoso central)
descreveram em 1889 e 1891 oscilagdes de potencial do cortex cerebral de
macacos e cdes e muitos outros fisiologistas estudaram no século XIX os
eletroscilogramas corticais de outras espécies animais (Timo-laria, 2000).

Apos a invengao da eletroencefalografia por Hans Berger em 1929, os
fisiologistas americanos Loomis, Harvey e Hobart (1935a, 1935b, 1936)
realizaram o primeiro estudo sistematico dos padrdes eletrencefalograficos
durante o sono humano, descrevendo as fases do que chamamos sono

sincronizado (também denominado por sono de ondas lentas e sono néo-

REM).

2 Berguer H. Uber das Elektrenkephalogramm des Menschen. Arch Psychiat. Nervenkr.
1930;87: 527-570.



Apesar da minuciosa andlise escapou-lhes a existéncia de uma fase
de dessincronizagdo durante o sono normal. Esta fase foi descoberta na
Frangca em 1950 por Passouant, que verificou que o EEG humano sofre
alteragcbes periodicas ao longo da noite, mas nédo lhe deu a importancia
devida (Valle, 1995). Foram Aserinsky e Kleitman (1953) que a descreveram,
descobrindo a sua associagdo com um estado especifico do sono
relacionando a dessincronizagdo do sono com 0S movimentos oculares e
depois com a atividade onirica.

Essa fase de dessincronizacdo dos eletroscilogramas corticais com
concomitante movimentagao ocular foi chamada de fase emergente 1 e mais
tarde recebeu a denominagdo de sono REM devido a ocorréncia dos
movimentos oculares rapidos nesse periodo. Em 1972, Moruzzi, responsavel
por muitas descobertas de mecanismos fundamentais do sono, propds a
denominacdo de sono dessincronizado devido ao aspecto mais importante
desta fase do sono que € a dessincronizacdo cortical. Na mesma época,
Jouvet (1972) descobriu essa fase no gato e a denominou de fase paradoxal
do sono, devido a sua semelhanca com os padrdes de vigilia com atencgao.

O sono humano monopolizou os estudos por muito tempo apds a
descricdo do EEG por Berger, porém, varios estudos foram realizados com
outras espécies nas quais foram reconhecidas todas as fases do sono
descritas para humanos.

Ursin (1968, 1971 e 1972), trabalhando com gatos e Negréo (1967) e
Timo-laria et al. (1970) com ratos, dividiram o SS dessas espécies em fases

distintas, caracterizadas por diferentes padroes de sincronizagdo neocortical



semelhantes as do sono humano. No rato, como no gato e no homem, o SD
ocorre sempre apés o SS, ainda que este seja de curta duracdo. No
paleocértex os estados de sono e vigilia seguem o padrdo do neocortex,
porém, como foi verificado por Ricardo et al. (1980), quando o animal
adormece o cortex piriforme apresenta uma sincronizagéo que precede a do
neocoértex com uma defasagem que pode chegar a trinta segundos, néo
tendo sido observada a presenca de fusos nessa érea cortical.

Durante o SS o arquicortex do rato mostra atividade de ondas lentas
como o sono humano (fusos e ondas delta), porém no SD predominam
ondas teta e curtos periodos de dessincronizacdo (Green e Arduini, 1954;
Green, 1964; Torii e Wikler, 1966; Timo-laria et al., 1970; Valle, 1992, 1995).
A relacdo entre alerta vigil e SD € estreita, embora neste Ultimo o limiar de
despertar possa ser muito elevado. Os eletroscilogramas neocorticais, por
exemplo, sdo muito parecidos durante os dois estados do ciclo vigilia-sono
(CVS) e, como mostram os estudos de nosso Laboratério, as andlises
espectrais dos eletroscilogramas neocorticais e hipocampais revelam em
ambas as fases do CVS ondas teta de modulagdo similar, porém de
voltagem mais baixa no alerta vigil; a excecdo € o cortex frontal, em que
predomina tonicamente a dessincronizagdo, embora também haja
componentes teta mesclados (Timo-laria et al., 1990 ; Valle, 1992; Valle et
al., 1992; Valle et al. 1995).

Varios fenbmenos do SD humano tém sido identificados e
enquadrados nas seguintes categorias; a) tonicos (que aparecem durante

todo o tempo do SD); b) fasicos (que ocorrem intermitentemente). Os



eventos tbnicos incluem supressdo eletromiografica, EEGs de alta
frequéncia e baixa voltagem (20-30 uV), alto limiar de despertar e redugéo
da temperatura corporea (Moruzzi, 1972). Os elementos fasicos incluem os
movimentos oculares rapidos, contracdo dos musculos do timpano,
movimentos linguais e labiais, abalos musculares dos membros, alteragdes
respiratorias e cardiacas e potenciais homologos dos complexos ponto-
geniculo-occiptais. Em gatos e ratos, as espécies ndo humanas mais
estudadas, ocorrem esses fendmenos e outros que ja foram identificados,
tais como aumento da temperatura cerebral, dessincronizagdo no bulbo
olfatério, ondas teta no coértex, no hipocampo e em numerosas outras
regides encefélicas e movimentos do rostro, vibrissas e das orelhas. Tais
movimentos s@o sugestivos constituintes da atividade onirica nos roedores
(valle et al., 1992).

E de suma importancia ressaltar que os ratos albinos apresentam
hébitos noturnos que caracterizam sua espécie. Durante o dia hd um
aumento significativo dos episddios de sono (cerca de 62%) ao passo que
no ciclo escuro os roedores dormem cerca de 33%, mesmo apresentando
prevaléncia do comportamento vigil (van Luijtelaar e Coenen, 1983;
Andersen, 2000).

Nas ultimas décadas o estudo dos mecanismos do sono e dos sonhos
vem assumindo grande importancia. Numerosas abordagens, iniciadas no
comeco do século por neurologistas que investigavam o sono patologico

provocado por algumas encefalites (Von Economo, 1918 citado por Triarhou,



2006°%), evoluiram nos Ultimos tempos, resultando em conhecimento de
muito valor, embora ainda insuficiente para a compreenséao clara de onde o
sono € gerado e que mecanismos estdo implicados em sua génese e
manutencgdo. Tais pesquisas valem-se de vérias técnicas, destacando-se as
les@es eletroliticas ou produzidas por neurotoxinas, a estimulagéo elétrica ou
quimica, o registro de potenciais de neurbnios, correlagdes hodoldgicas e a
analise matematica dos potenciais eletroscilograficos (v. Steriade 1990;
Valle, 1995).

O sono humano, que é o interesse final de quem estuda sono,
desenvolveu-se muito nas Ultimas décadas no que tange a patologia, que
acomete frac@o apreciavel da populagdo mundial. A invencao de técnicas de
registro simultineo de varias fungbes (EEG, eletrooculograma,
eletromiograma, eletrocardiograma, respiragdo, saturacdo de hemoglobina
Nno sangue e entre outras) tem propiciado notavel progresso em diagnosticar
anomalias no sono.

Atualmente, o sono, pode ser estudado por meio de técnicas de
ressonancia funcional, a qual revela altera¢des de fluxo sangliineo em varias
regibes ativadas (Larson-Prior et al., 2009). Pode-se estudar o sono também
por meio de tomografia por emissdo de pdsitrons (PET), que igualmente
mostra regides em que o consumo de glicose se incrementa, revelando pelo
menos algumas estruturas implicadas no sono (Braun et al. 1997). A técnica

eletrofisiologica é, entretanto, por ora insubstituivel, quer por ser de baixo

% Von Economo C. Die Encephalitis Lethargica (Mit zw “olf lithographischen-Tafeln). Franz
Deutike: Leipzig und Wien, 1918.
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custo, por ser ampla e, sobretudo por sua altissima resolucdo temporal,
relevante por ser o sono uma fungéo altamente dinamica.

No que tange a patologia, o estudo do sono tem sua importancia
revelada pelas frequientes andlises de estudos epidemiolégicos.

De acordo com a Fundacéo Nacional Americana de Sono (2008), 29%
da populagédo geral apresenta queixa de sonoléncia diurna e, 36% dos
motoristas reclamam desse sintoma enquanto dirigem. Distlrbios que
causam fadiga ou sonoléncia afetam diretamente a atengédo e concentragao
durante a vigilia (Thorpy, 2005). A classificacdo internacional de disturbios
de sono originalmente publicada em 1990 e revisada em 2005, pela
Associacdo Americana de Sono (ASA-do inglés American Sleep
Association) classificou 70 distirbios de sono, sendo os mais comuns a
insbnia, a sindrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS), a sindrome das
pernas inquietas e a narcolepsia.

Uma variedade de distdrbios de sono pode coexistir com a epilepsia,
incluindo SAOS, narcolepsia e sindrome das pernas inquietas (Malow,
2007). Vale destacar que a SAOS acomete 33% dos pacientes portadores
de epilepsia parcial refrataria ao tratamento (Malow et al., 2000). A maioria
das MAC convencionais pioram a SAOS, afetando os centros respiratérios,
diminuindo os limiares para o despertar e induzindo a ganho de peso (Manni

e Tartara, 2000).
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1.2 Epilepsia

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO- do inglés
World Health Organization) a epilepsia € a mais comum e mais antiga
enfermidade neurolégica conhecida. E uma condic&o crénica que apresenta
aspectos fisiopatolégicos heterogéneos a qual se manifesta clinicamente por
crises espontaneas recorrentes convulsivas e ndo convulsivas. A crise
epiléptica € o resultado de uma disfungéo transitéria de uma parte ou de
todo o cérebro, decorrente da descarga anormal e excessiva de uma
populagdo de neurdnios que se tornam subitamente hiperexcitaveis. As
crises epilépticas podem variar desde um breve lapso de atencéo
(auséncia), sutis ou moderadas contracbes musculares (espasmos) até
graves e prolongadas convulsdes (status epilepticus). A frequéncia das
crises também é variavel podendo ocorrer desde uma por ano a varias por
dia (WHO, 2009)

A prevaléncia das epilepsias varia de 4: 1000 até cerca de 10: 1000
em paises desenvolvidos e, em desenvolvimento (WHO, 2009). A epilepsia é
a segunda doenca neuroldgica que mais afeta a populagdo em geral,
apresentando menor incidéncia apenas para o acidente vascular encefalico
(Stafstrom, 2006).

Segundo a ILAE (do inglés International League Agaisnt Epilepsy) as
crises epilépticas podem ser classificadas em (l) crises parciais ou focais
(simples e complexas) cuja diferenca € a preservacdo da consciéncia no
primeiro caso. As crises parciais complexas (com alteragdo da consciéncia)

podem ou né&o evoluir para uma crise secundariamente generalizada (perda
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de consciéncia), assim como uma crise parcial simples pode evoluir para
uma parcial complexa e a seguir ocorrer generalizagdo e (Il) crises
primariamente generalizadas, como as auséncias, auséncias atipicas,
mioclénicas, atdnicas, tonicas, clénicas e tonico-clonicas (ILAE, 1981).

Em reconhecimento ao fato de que uma classificagdo por tipo de crise
ndo contempla outros aspectos da heterogeneidade prépria da epilepsia, a
ILAE idealizou uma classificagdo que considera o tipo de crise, o EEG, os
dados prognoésticos, fisiopatologicos e etiologicos. Foi conservada a
classificagéo da epilepsia nas categorias parcial e generalizada, mas com a
subdivisdo de cada uma dessas em sintomatica (lesbes anatdmicas ou
histolégicas), idiopatica (etiologia genética) e criptogénica (etiologia
desconhecida). Entretanto, tendo em vista os recentes avangos nos estudos
de biologia molecular e a dificuldade em muitos casos de classificar alguns
tipos de epilepsia, recentemente a ILAE (2009), sugeriu uma mudanga em
relagdo as nomenclaturas vigentes para a etiologia, substituindo o termo
sintomético, idiopatico e criptogénico por estrutural/metabdlico, genético e
sem causa conhecida, respectivamente (v. ILAE, 2009).

As epilepsias parciais complexas sdo as de maior incidéncia na
populagdo mundial e, também, as mais dificeis de serem tratadas
possivelmente por apresentarem caracteristicas fisicas, motoras e psiquicas
bastante complexas. Tais fatos as tornam, sem sombra de divida, o tipo de
epilepsia de maior interesse de pesquisa tanto do ponto de vista clinico
como experimental (Shneker e Fountain, 2004; Curia et al., 2008). Estudos

clinicos e experimentais levaram & descoberta de algumas possiveis causas
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para a instalagdo da epilepsia focal, principalmente a do lobo temporal
(Engel, 2001; Sloviter, 2005), porém estd distante ainda esclarecer as
causas reais, bem como o0s mecanismos pelos quais ocorrem as

reverberagdes das crises.

1.2.1 Histodrico da epilepsia

Por suas manifestacbes clinicas peculiares, as vezes
impressionantes, como €, por exemplo, a perturbacdo da consciéncia, a
epilepsia ha milénios vem despertando curiosidade popular, médica e
cientifica. Em grego, o termo epilepsia significa algo que vem de fora, que
assalta, refletindo o pensamento coletivamente magico de que é um feitico,
uma maldicao dos deuses ou das entidades do mundo do invisivel (Monteiro,
2001).

Os primeiros estudos sobre epilepsia datam de longas eras, quando a
magia, a religido e a ciéncia estavam integradas no mesmo gesto cultural. A
epilepsia também foi objeto de estudo cientifico sistemético ha cerca de
2500 anos na ilha de Cos, parte da Grécia, onde Hipécrates, em meados do
século V a.C., criou a Medicina objetiva, afastando-a da pura magia e das
crendices populares. Suas idéias sobre epilepsia foram retratadas no livro
que passou a ser conhecido como "Da Doenga Sagrada”, com um novo
enfoque que permitiu a melhor compreensédo acerca dessa enfermidade
(citado por Monteiro, 2001).

Entretanto, o estudo objetivo da epilepsia foi possivel gracas aos

trabalhos lapidares de Hughlings Jackson (1834-1912) (citado por Monteiro,
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2001). Examinando em necropsia as regides do sistema nervoso lesadas em
muitos tipos de epilepsia focal, Jackson estabeleceu firme correlacdo entre
as regides lesadas e os tipos de epilepsia. Com isso muito contribuiu para se
conhecer a localizac&o cortical de varios padrées motores, do que é exemplo
a localizacéo dos focos que originam convulsdes focais. No que diz respeito
a aura, Jackson descobriu a localiza¢do cortical da audigdo, da visdo, da
olfacdo, da gustacdo e da sensacdo de equilibrio, esta relacionada com a
drea de representacdo cortical dos aferentes vestibulares. Estudos
eletrofisiol6gicos posteriores s6 tém confirmado as descobertas de Jackson
(Hogan e Kaiboriboom, 2003; Gomes, 2006).

Jackson acreditava, acertadamente, que a convulsdo era o resultado
caracteristico de uma descarga excessiva e desordenada de certas regides
do encéfalo. Ele definiu como crise epiléptica parcial a convulsdo cuja
descarga neuronal envolve somente um dos hemisférios e de crise epiléptica
generalizada quando ambos os hemisférios estdo envolvidos, provocando
ndo s6 contracdes gerais, mas também perda da consciéncia. Jackson
afirmava que cada tipo de epilepsia dependia de descarga subita e
temporaria em uma regido altamente instavel, a qual recrutaria também
células sadias de outros centros, provocando descargas secundarias. As
alteragbes bioquimicas e funcionais da descarga inicial da doenca passaram
a ser vistas como algo importante para se compreender a fisiopatologia da
epilepsia (Hogan e Kaiboriboom, 2003; Bruno-Neto, 2000). Suas
investigacdes de 1870 o levaram a correlacionar as crises psicomotoras com

o lobo temporal (Sengoku, 2002). Esse estudo iniciou uma série que
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ascende a milhares de outros acerca da localizacéo das funcdes do sistema
nervoso e do conhecimento das diversas modalidades de epilepsias.

Em 1825 Bouchet e Cazauvieilh investigaram uma forma de epilepsia
localizada no lobo temporal, que ficou conhecida como esclerose mesial
hipocampal. Posteriormente, Sommer constatou que no hipocampo ocorria
morte ou atrofia de neurbnios de CAl e que esta era a causa, nhao
consequéncia, de crises convulsivas; por isso, esse campo hipocampal ficou
conhecido como setor de Sommer. A esclerose mesial hipocampal e o
estado de mal (ou status epilepticus) despertam muito interesse ainda hoje.
H& evidéncias de ocorréncia de reorganizagdo singptica quando héa lesdo da
formagao hipocampal, tanto na epilepsia humana como em modelos animais
(Sutula et al. 1988, 1989; Leite et al. 1990a; Cavalheiro et al. 1991; Tauck e
Nadler 1985; Babb et al. 1991, 1992; Sloviter 1991, 1992; Mello et al. 1993).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) apresenta grande importancia
clinica, alta incidéncia e gravidade. E a forma mais comum de epilepsia focal
e resistente ao tratamento farmacologico em adultos (Sloviter, 2005). Na
ELT ha& geralmente historia prévia de convulsdo febril, hipdxia, trauma
cranio-encefélico ou infecgbes do sistema nervoso central (French et al,
1993). A caracterizacdo da ELT da-se pela presenca de crises parciais
complexas com inicio nas estruturas limbicas, as quais incluem o hipocampo
e 0 giro denteado, que podem ou n&o apresentar generalizagdo com perda
de consciéncia (Sutula et al., 1988; Scorza et al., 2005)

A esclerose mesial hipocampal é um padréo histopatol6gico comum e

especifico em pacientes portadores de ELT. Esta envolve intensa perda
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celular nas regides hipocampais CA1 e CA3, neurdnios da regido polimérfica
do giro denteado (hilo), camada Il do cortex entorrinal e amigdala, além da
preservacao de células piramidais em CA2 (Meldrum, 1991).

O uso de modelos experimentais tem sido essencial para a
compreensd@o de mecanismos neurais subjacentes as patologias, entre elas
a ELT (Wieser, 2004). Embora o estudo experimental apresente algumas
limitacdes quanto a sua aplicabilidade clinica, € ainda o melhor analogo para
se estudar as condigbes encontradas em humanos (Stables et al., 2003).
Uma das vantagens do estudo experimental é o controle de diversas

variaveis como idade e uniformidade genética (Guedes et al., 2006).

1.3 Epilepsia experimental

Os modelos experimentais que melhor representam as epilepsias
parciais complexas s@o aqueles que induzem uma condicdo cronica apés
um periodo de crises epiléticas intermitentes, o status epilepticus (SE), o
qgual pode ser desencadeado por estimulos elétricos ou quimicos.

O acido cainico e a pilocarpina (PILO) sdo os quimioconvulsivantes
indicados na inducdo do SE, em modelo animal, que melhor caracterizam a
fenomenologia ictal, os aspectos eletrograficos, as consequéncias cognitivas
e neuropatoldgicas da ELT. Crises limbicas resultantes do SE prolongado,
provocado pela aplicagdo sistémica da PILO, representam um valioso
modelo de ELT em que os achados anatomo-patolégicos sdo equivalentes
aos encontrados nos humanos (Cavalheiro et al., 1991; Mello et al., 1993;

Covolan e Mello, 2000; Ferreira et al., 2003).



17

1.3.1 Modelo da pilocarpina

Um modelo de ELT induzida farmacologicamente muito estudado no
Brasil e em outros paises é o causado por PILO (Turski et al. 1983; Priel et
al. 1996; Ferreira et al. 1999; Longo et al., 2002; Scorza et al., 2005; Covolan
e Mello, 2006). As crises epilépticas ocorrem em sequéncia de
manifestagcbes motoras localizadas e depois complexas, que duram
geralmente 15 a 30 minutos e progridem para o SE, o qual se mantém por
muitas horas. Cavalheiro et al. (1991) observaram que ratos que
apresentaram o SE evoluiam para crises espontaneas recorrentes apos

aproximadamente 15 dias.

A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico extraida de folhas
da planta sul-americana Pilocarpus jaborandi. Quando injetada
sistemicamente em altas doses (360 mg/kg), produz alteracdes
comportamentais, eletrograficas e morfolégicas com caracteristicas muito
similares as encontradas na ELT em humanos. O modelo desenvolvido em
rato adulto (Turski et al., 1983; Leite et al. ,1990; Cavalheiro et al., 1991;
Cavalheiro, 1995), € composto de trés fases distintas: a primeira fase,
denominada de fase aguda, é caracterizada pela presenca de crises parciais
complexas que evoluem para o SE, o qual se instala nos 40 minutos
subsequentes a injecdo e dura em media entre 10 e 12 horas. A segunda
fase do modelo, chamada de fase silente compreende aproximadamente 15
dias, sendo caracterizada pela auséncia de eventos epilépticos
comportamentais e eletrogréficos, o que dificulta a diferenciacdo entre ratos

tratados e ndo-tratados. O periodo silente termina com o aparecimento da
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primeira crise tonico-clonica espontanea que recorre por toda a vida do
animal, sendo denominado periodo crénico (Cavalheiro et al., 1991).

O estudo morfolégico do tecido neuronal destes animais revela a
presenca de mdultiplas lesdes em diferentes areas do encéfalo,
principalmente, na formacao hipocampal, no talamo, na amigdala e no cortex
entorrinal (Turski et al., 1983). Estudos realizados por Lemos e Cavalheiro
em 1995 mostram que € necessario pelo menos uma hora de SE para que a
lesdo ocorra e se estabeleca o quadro epiléptico cronico. Segundo o0s
autores, a presenca do SE por algumas horas, leva a 100% dos animais a
apresentarem lesfes e crises cronicas. A regido hipocampal é uma das
estruturas mais atingidas neste modelo. Uma extensa degeneracdo das
células piramidais pode ser detectada nas regides CA1 e CA3. Perda celular
também € detectada na regido polimérfica do giro denteado (Turski et al.,
1983; Cavalheiro et al. , 1991), permanecendo preservados o0s
interneurdnios GABAérgicos (Cavalheiro et al., 1991). Além da perda celular,
observa-se a presenca de brotamento supragranular de fibras musgosas no
giro denteado de ratos que se encontram tanto no periodo silente como no
periodo cronico deste modelo (Mello et al., 1993), alteracdo caracteristica
dos tecidos neurais de pacientes epilépticos (Babb et al., 1991).

A utilizagdo do modelo da PILO no estudo da fisiopatologia da ELT
tém propiciado grande avango na compreensdo dos mecanismos neurais
subjacentes a patologia (Turski et al. 1983; Cavalheiro, 1995; Longo e Mello,

1999).
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1.4 Sono e epilepsia

Desde a mais alta antiguidade as relagbes entre os ritmos circadianos
e as epilepsias sdo vistas com especial atengdo. Essas intrincadas
interacbes tém fascinado estudiosos ao longo dos séculos e recebido
consideravel destaque em histéricos documentos cientificos. As mais
valiosas contribuicbes sobre esse tema emergiram das observagoes
sistematicas de Aristoteles e Hipdcrates os quais inauguraram o estudo
metodolégico da ocorréncia e da distribuicdo de crises epilépticas ao longo
do CVS (Broughton, 1990; Longrigg, 2000).

Embora tenham atravessado os séculos como temas de interesse
geral, tanto as crises epilépticas como os ritmos circadianos estiveram
sujeitos a procedimentos e métodos de avaliacdo baseados exclusivamente
na observagcédo, os quais, ndo obstante as importantes contribuicbes
geraram, também, conceitos polémicos.

O estudo considerado moderno da epilepsia e de suas interagdes com
os ciclos de sono tiveram inicio no final do século XVIIl. Naquela época, o
conceito de que a epilepsia era manifestacdo de origem encefélica ja era
dominante entre os neurologistas e psiquiatras e, alguns adeptos dessa
teoria como John Hughlings Jackson, Esquirol, Freud, Bravais, Charcot,
Raymond, Pierre-Marie, Dégérine, defendiam suas hipdteses baseados em

estudos clinicos e anatomopatoldgicos (André, 2000; Gomes, 2006).
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Gowers® e Feré® no final do século XVIII (citados por Mendéz e
Radtke, 2001), foram os pioneiros nas investigagdes modernas das
interagdes do sono com as epilepsias. Os estudos eram baseados em
procedimentos experimentais relativamente simples, fundamentados na
observagdo comportamental e na distribuicdo das crises epilépticas ao longo
das fases dos CVS.

Em um estudo que incluia 840 pacientes hospitalizados com mdltiplos
tipos de crises epilépticas, Gowers (1885) mostrou que 21% das crises
ocorriam exclusivamente a noite, 42% somente durante o dia e 37% em
ambos os periodos. No mesmo estudo, o autor demonstrou que havia uma
tendéncia das crises ocorrerem no inicio ou no final do sono. Em seus
trabalhos, Gowers chamou a atengéo para as diferengas marcantes entre as
crises de tipo pequeno e grande mal, que aparentemente nao se
relacionavam com dano neuronal identificavel, e as crises focais, que
invariavelmente apresentavam lesfes detectaveis no sistema nervoso
central (Mendéz e Radtke, 2001).

Feré (1890), em um estudo similar ao de Gowers mostrou que mais
de dois ter¢cos de uma amostra de 1985 crises estudadas ocorriam & noite e
que comegavam comumente as 18:00 horas se estendendo até as 8:00
horas da manha seguinte (Mendéz e Radtke, 2001). Padrbes semelhantes

de ocorréncia das crises ao longo do ciclo vigilia-sono foram reportados por

* Gowers WR. Epilepsy and other chronic convulsive diseases: their causes, symptoms and
treatment. London: Churchill, 1885.

® Féré C. Les épilepsies et les épileptiques. In: Passouant P, ed. EEG and sleep. Handbook
of electroencephalography and clinical neurophysiology.Amsterdam: Elsevier, 1975.
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outros investigadores pioneiros (Langdon-Down e Brain, 1929; Patry, 1971).
H& que destacar a importante contribuicdo decorrente dos estudos de
Langdon-Down and Brain (1929) o qual correlaciona o periodo de ocorréncia
de crises com a gravidade da epilepsia. Segundo esses autores, a
distribuicdo difusa das crises durante os periodos do dia e da noite esta
associada com a duragéo e a gravidade da epilepsia.

Os avangos cientificos para o entendimento das interagfes entre as
fases do CVS e as epilepsias tiveram um salto qualitativamente relevante
somente no final dos anos 1920 e inicio dos anos 30 ap6s a invengdo
daquele que se tornaria 0 mais importante instrumento para diagnésticos e
pesquisas na é&rea da Neurofisiologia — o EEG. A invencdo da
eletrencefalografia por Hans Berger, em 1929, possibilitou o entendimento
da fisiopatologia subjacente a varios fenébmenos biolégicos. Berger ndo s6
descreveu os dois mais conspicuos padrdes eletroscilograficos que
predominam durante a vigilia no EEG humano, dando-lhes as denominagdes
até hoje prevalecentes - ritmos alfa e beta, como também, verificou que
durante o sono eles se alteram, chamando-lhe a atencdo sobretudo as
ondas delta (v. Kleitman, 1963).

Impulsionados pelas relevantes descobertas sobre a atividade elétrica
cerebral, varios neurologistas, ao perceberem a potencialidade da
eletrencefalografia para o estudo das crises epilépticas, iniciaram uma série
de estudos que culminaram na descricdo e classificacdo das diversas
epilepsias que se conhece atualmente. Davis et al. (1937) deram inicio a

uma série de experimentos que muito contribuiram para o estudo da
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epilepsia. Entre outros fatos que descreveram, destacam-se as modificagoes
drasticas do padréo eletrogréafico durante a atividade paroxistica das crises
epilépticas deixando patente a diferenca dos tracados entre os periodos de
crise e interictal (periodo entre crises). Em 1938 Gibbs et al. demonstraram e
descreveram o0s padrbes eletrofisioldgicos caracteristicos das crises
generalizadas, os complexos ponta-onda, diferenciando-a das crises tonico-
clonicas generalizadas.

Desde que o padrdo ponta-onda foi detalhadamente descrito por
Gibbs et al. em 1938, observou-se que o adormecer e o despertar
influenciam de alguma forma no aparecimento desse fendmeno, o qual é
intimamente relacionado com a epilepsia de auséncia (Haladsz, 1972; Halasz
e Dévénvi 1974; 1981; Dahl e Dam, 1985). De fato, o sono apresenta um
efeito facilitador para a ocorréncia das crises uma vez que a sincronizagéo
da atividade eletrofisiolégica de origem talamica é muito propicia para o
aparecimento do fenémeno paroxistico (Burr et al., 1986; Dahl e Dam, 1985;
Bazil e Walczak, 1997).

Atualmente, um numero crescente de publicacfes vem apresentado
evidéncias inequivocas das complexas relagées entre o CVS e as epilepsias
(Janz, 1974; Billard et. al., 1982; Donat e Wright, 1989; Broughton, 1990;
Degen e Degen, 1991; Bazil e Walczak, 1997; Crespel et al., 1998, 2000;
Bazil et al.,, 2000a; Quigg, 2000). O aporte de informagbes decorrentes
desses estudos tem propiciado subsidios para a elaboracdo de alguns
principios importantes relacionados a essas interagdes. Por exemplo, ja esta

bem estabelecido que freqientes interrupgdes dos ciclos de sono resultam
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em significativa piora das crises epilépticas e, que a perda ou a diminuicao
da eficiencia do sono pode ser um dos fatores responsaveis pela
intratabilidade das epilepsias em alguns pacientes. A constatagéo de que a
epilepsia per se pode resultar em fragmentacéo do sono ainda que as crises
epilépticas ocorram somente durante a vigilia (Bazil et al., 2000a) e de que a
privacdo de sono leva a uma maior suscetibilidade para a ocorréncia de
crises epilépticas (Janz, 1953; Broughton, 1990; Degen e Degen, 1991) sdo
outras evidéncias importantes das interdependéncias entre sono e epilepsia.

A descrigdo de varios aspectos fisiopatoldgicos comuns aos eventos
circadianos e as crises epilépticas tem sido fundamentada por meio de
investigacdes cujo delineamento engloba a analise e correlagédo da influéncia
das fases dos ciclos sobre os processos ictais e interictais (Gibbs e Gibbs,
1947; Billard et al., 1982); as modificagbes da organizacdo do sono
induzidas pelas crises epilépticas (Touchon et al., 1991; Bazil et al., 2000a;
De Almeida et al., 2003); a andlise das sindromes epilépticas especificas
relacionadas ao sono (Patry et al. 1971;) e, a andlise de outros episodios
noturnos que podem ou ndo serem relacionados com as epilepsias (Lugaresi
et al., 1986).

Resultados de indmeros estudos tém sugerido que 0s eventos
epilépticos ativados pelo sono, particularmente, o SS, sédo conseqiéncias de
uma disfungcdo dos mecanismos télamo-corticais, fundamentais para a
geragao da sincronizagao desta fase do ciclo (Steriade et al., 1998; Bazil e
Walczack, 1997; Herman et al., 2001). Para corroborar com tais evidéncias,

registros eletrofisiolégicos unitarios e de campo in vitro, e in vivo tem
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apresentado fatos sugestivos de que 0s mecanismos talamo-corticais
geradores de atividade sincronizada, inclusive fusos, participam de maneira
importante na geragdo de atividade ponta-onda (grafoelemento tipico da
epilepsia de auséncia) e vice-versa (Kellaway, et al., 1980; MacCormick,
1992; Miller, 1992; Bal e MacCormick, 1996; Kandel et al., 1996; Bazil e
Walczak, 1997; Kandel e Buzsaki, 1997; Futatsugi e Riviello-Jr, 1998;
Neckelmann et al., 1998; Steriade e Contreras, 1998; Timofeev et al., 1998;
Kostopoulos, 2000; Ure e Perassolo, 2000).

Paralelamente ao fato de haver influéncia direta do CVS sobre os
eventos epilépticos como um todo, é possivel encontrar modificacdes
morfolégicas dos potenciais eletroscilograficos que caracterizam algumas
formas de epilepsia em fungéo da fase do ciclo CVS na qual se expressam.
Um fato interessante é que a morfologia do complexo ponta-onda (epilepsia
de auséncia) sofre modificagbes dependendo do estado comportamental
concomitante. Os complexos ponta-onda encontrados em humanos durante
a vigilia transforma-se durante o SS em complexos de freqUiéncia irregular,
com espiculas mais acentuadas e aparéncia alterada. Tais grafoelementos
desaparecem quase completamente durante o SD e quando ocorrem tomam
a forma original apresentada durante a vigilia (Sato et al, 1983; Dahl e Dam,
1985; Montplaisir et al. , 1985; Broughton, 1990).

Considerando a origem dos complexos ponta-onda, vale citar aqui
gue em nossas pesquisas em curso verificou-se algo que muda radicalmente
0S conceitos sobre onde primeiro surgem 0s potenciais ponta-onda. Em

busca de sinais das fases da vigilia e do sono no cerebelo, Simbes et al.,
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1996, Nunes et al., (1999); Valle et al., 2008 (em redagéo) verificaram que,
qgquando os complexos ponta-onda ocorrem no cortex frontal também se
registram tais potenciais do cortex cerebelar e dos nucleos mediais do
cerebelo do rato; em alguns animais em que se registraram também, os
eletroscilogramas do nucleo reticular oral da ponte verificou-se também a
presenca desses potenciais. A analise de tais potenciais por meio da técnica
de coeréncia parcial direcionada (v. Baccald e Sameshima, 1999; 2001)
demonstrou que os potenciais ocorrem antes no ndcleo pontino, depois no
hipocampo e finalmente no cértex cerebral (provavelmente passando pelo
talamo).

E importante destacar que a influéncia do sono sobre as crises
epilépticas e as descargas epileptogenas difere de acordo com o tipo de
epilepsia (Malow, 2007; Viteri, 2007, Kotagal, 2008). Aproximadamente 20%
dos eventos paroxisticos ocorrem exclusivamente durante o sono (Billard,
1982). Crises tbnico-clénicas primarias ou secundariamente generalizadas,
assim como, crises tonicas tipicas da infancia, por exemplo, sindrome de
Lennox-Gastaut, ocorre preferencialmente durante o SS, com um pico de
incidéncia bastante evidente uma a duas horas ap0s o inicio do sono e outro
por volta das seis horas da manha (Montplaisir et al., 1985; Chatrian, 1982°,
citado por Broughton, 1990; Drake et al., 1990), enquanto crises clonicas
generalizadas ocorrem preferencialmente durante o despertar do SS (Billard,
1982). Na epilepsia mioclonica juvenil, as crises ocorrem preferencialmente

uma ou duas horas apds o despertar e sdo caracterizadas por crises tonico-

6. Chatrian GE, Lettich E, Wilkus RJ, Vallarta J. Poligraphic and clinical observations on
tonic-autonomic seizures. Electroencephalogr Clin Neurophisiol .Suppl. 1982; (35): 101-24.
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clénicas e mioclonias, sendo que a privacdo de sono € um fator facilitador
para a ocorréncia de crises nessa sindrome (Dinner, 2002). Na ELT,
Quigg (1998) demonstrou a prevaléncia diurna, em especial no periodo
vespertino para a ocorréncia dos fendbmenos paroxisticos, sugerindo uma
correlagdo entre as condicdes refratérias ao tratamento medicamentoso e 0s
ritmos circadianos. Em oposi¢cao a esse padréo, a epilepsia do lobo frontal
evidenciou maior suscetibilidade de crises durante o sono (Dinner, 2002).

Reciprocamente, a epilepsia altera a organizagéo da arquitetura dos
ciclos de sono, primeiramente, pelo efeito agudo da crise durante o sono
interrompendo sua continuidade, resultando na fragmentacdo e na redugéo
da eficiéncia do sono e, secundariamente, pelo efeito cronico da epilepsia,
prejudicando a organizagcédo dos ciclos e alterando a microestrutura do sono
(Montplaisir et al., 1982; Declerck, 1986; Touchon et al., 1991; Bazil et al.,
2000a; Bastlund et al., 2005).

Pacientes epilépticos que apresentam crises durante 0 Ssono
invariavelmente padecem de sonoléncia excessiva diurna, associada a
dificuldades de manter a vigilia e a atencao o que prejudica os processos de
aprendizagem (Broughton, 1990), além de sofrerem intensa fragmentacéo
do sono devido a recorrentes micro-despertares, do que resulta redugcdo da
eficiéncia do sono (Montplaisir et al., 1985; Malow e Varma, 1995).

H& inumeras evidéncias de que a arquitetura do sono sofre diferentes
anormalidades nos pacientes epilépticos: (1) aumento do periodo de laténcia
para SS e SD; (2) aumento do numero e da duracdo dos micro-despertares

noturnos; (3) intensa fragmentacédo do sono, acompanhada de aumento do
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ndimero de mudancas de fase; (4) superficializacdo do sono caracterizada
pela diminuicdo das fases Ill e IV e aumento das fases | e II; (5) reducéo
e/ou fragmentacdo do sono REM; (6) reducdo da eficiencia do sono,
revelada pelas anormalidades encontradas durante a vigilia (ex. sonoléncia
excessiva); (7) nas epilepsias primarias ou secundéarias a atividade
eletroscilogréfica de fundo pode estar tdo intensamente comprometida que
dificulta a caracterizacdo dos estagios do sono; (8) a duracéo dos episodios
de sono pode ser extremamente longa ou curta, demonstrando deficiéncia
de passagem de uma fase para outra (Montplaisir et al, 1985; Declerck,
1986; Shouse et al. , 1996).

Outra questéo relevante a ser considerada quando se estuda sono e
epilepsia € a que diz respeito as abordagens terapéuticas, especialmente,
intervencdes com MAC. Uma medicacéo é definida como anticonvulsivante
quando promove a diminuigdo do nimero ou da intensidade das convulsdes
ao ser administrada por um longo periodo em pacientes epilépticos
(MacDonald e Meldrum, 1995). Embora o objetivo seja sempre a remissao
total das crises, a evidéncia de eficacia clinica na avaliacdo da acao
anticonvulsivante de uma medicagdo é aceita quando ela promove uma
reducéo de 50% na frequéncia de incidéncia das convulsdes (Fraser, 1996).

As interagdes das MAC com os ritmos circadianos séo de especial
interesse, visto que, tanto a ocorréncia das crises como a eficacia dessas
substancias variam em funcdo da hora e do periodo dos ciclos (v. Baraldo,
2008). Protocolos com humanos e camundongos tém demonstrado que o

padrédo altamente organizado desses organismos varia de acordo com 0s
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ritmos circadianos, influenciando a fisiologia e, conseqientemente, as fases
farmacocinéticas das MAC (Ohdo et al., 1995 ; Nielsen et al., 2008).

N&o obstante a importancia da cronofarmacocinética para o sucesso
das terapias nas epilepsias, os estudos relacionando os efeitos das MAC no
sono e na vigilia tm apresentado dados bastante contraditorios. Tais
discrepancias se devem, pelo menos em parte, ao emprego de métodos
diferentes em cada estudo no que diz respeito a, por exemplo, o perfil do
grupo estudado, as doses utilizadas, a duragdo do tratamento, as falhas no
controle das crises e os diferentes métodos de estudos polissonogréficos
(Foldvary-Schaefer e Grigg-Damberger, 2006).

A carbamazepina é o farmaco de primeira escolha para o tratamento
das crises parciais com ou sem generalizagdo secundéria. Possui agdo
depressora sobre a excitabilidade neuronal por meio do bloqueio dos canais
de sodio das membranas dos neurbnios (Meldrum, 1996). Os efeitos da
carbamazepina sobre o sono parecem obedecer & diferentes mecanismos
em relacdo ao tempo de tratamento. Segundo os estudos de Yang (1989), o
uso continuado dessa substancia reduziu significativamente o niumero de
micro-despertares noturno proporcionando um aumento na eficiéncia do
sono durante os primeiros dias do tratamento, no entanto, a longo prazo,
Manni et al. (1990) evidenciou uma redugdo significativa do SD nos
pacientes epilépticos. A nova geracdo de MAC parece apresentar menor
influéncia sobre o0 sono. A Gabapentina, por exemplo, aumenta a quantidade
de SD com concomitante diminuigdo dos despertares noturnos em pacientes

com epilepsia refrataria (Placidi, 2000), ao passo que, o Topiramato, quando
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utiizado em determinadas doses né&o afeta a arquitetura do sono em
pacientes com epilepsia focal (Bonanni et al., 2004).

Tomados em conjunto, a relacdo entre sono e epilepsia é
extensivamente estudada em ensaios clinicos, no entanto devemos ressaltar
que alguns vieses metodolégicos, por ventura podem influenciar na resposta
obtida. Para tal, os modelos experimentais sdo utilizados, minimizando
variaveis como idade, sexo, MAC, fatores psicoldgicos entre outros. Ao
percorrer da literatura até o0 momento, nao ha uma analise sistematica de
grande envergadura sobre as influéncias da epilepsia na arquitetura do sono

em animais portadores de crises parciais complexas.

1.5 Justificativa

Em fungdo dos fatos apresentados na breve revisdo da literatura
pertinente aos temas deste estudo: sono, epilepsia e suas interrelagdes, sua
indubitavel relevancia no a&mbito das neurociéncias (clinica e experimental) e
as inuameras lacunas de conhecimento que ainda existem para a
compreensdo da fisiopatologia comum a esses eventos, acreditamos que €
de suma importancia apresentar um estudo sistematico de alguns
parametros circadianos que proporcionem indicios dos mecanismos
relacionados a geracdo e manutencdo desses fenbmenos e, reforcem os
alicerces para novas investigacoes que possibilitem abordagens terapéuticas
mais eficazes e, dessa forma possam contribuir para o bem estar do

paciente com epilepsia e transtornos do sono.

Considerando-se:
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1. A relevancia do ciclo vigilia-sono para a integridade e bem estar dos
organismos;
2. A relevancia das fases da vigilia e do sono para a ocorréncia e/ou

prevencao de crises epilépticas;

3. A importancia dos ciclos claro/escuro e das fases dos ciclos vigilia-
sono para abordagens terapéuticas;

4. As caracteristicas do modelo experimental de epilepsia por pilocarpina
o qual mimetiza véarios aspectos da fisiopatologia da epilepsia do lobo
temporal;

5. A importancia desse modelo para o estudo da fisiopatologia da
epilepsia parcial complexa e para abordagens terapéuticas, e;

6. A constatagdo, ao percorrer da literatura sobre sono e epilepsia, de
que ndo ha uma analise sistemética que avalie com a minuciosidade de
nosso estudo, a reorganizacdo da arquitetura do ciclo vigilia-sono em ratos
com epilepsia decorrente do status epilepticus induzido por pilocarpina na

fase adulta;

Propomos no presente estudo,

Apresentar a caracterizagdo comportamental e eletroscilografica das
fases dos ciclos vigilia-sono de ratos adultos tornados epilépticos por
pilocarpina na tentativa de fornecer indicios para um melhor entendimento

das interagdes entre ritmos circadianos e a epilepsia.
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2. Objetivo

2.1 Objetivo geral

Estudar o ciclo vigilia-sono de ratos do modelo experimental de

epilepsia do lobo temporal induzido por pilocarpina.

2.2 Objetivos especificos

Em ratos adultos tornados epilépticos apds o status epilepticus

induzido por pilocarpina apresentar:

Quantificacéo da frequéncia de crises espontaneas recorrentes

A caracterizacdo dos padrdes eletroscilograficos da vigilia atenta e
relaxada, assim como do sono sincronizado, pré-paradoxal e sono
dessincronizado,

A quantificacdo dos episédios oniricos durante 0 sono
dessincronizado,

Avaliacdo estrutural do ndcleo supraquidsmatico na tentativa de se
correlacionar os achados eletrofisiologicos com provéaveis alteragbes

de um relégio biolégico.
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3. Métodos

No computo geral, foram utilizados 90 ratos Wistar machos adultos
jovens, com peso inicial entre 200 e 250 gramas, oriundos do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os
animais eram mantidos em gaiolas individuais e condigdes controladas de
luz e temperatura, com periodos de 12 horas claro/escuro sob luz artificial
(07h00mMin-19h00min), a temperatura de 24°C e acesso livre a alimentos
sblidos e agua. Os experimentos foram realizados respeitando-se o0s
principios éticos de experimentagdo animal, postulados pelo COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, 1991). O presente estudo foi
realizado ap6s a aprovacdo da comissdo de ética FMUSP (CAPPESQ-
HC/USP Ne 665/05).

O estudo era composto por protocolos experimentais com seis fases
bem distintas, a saber:

I. Indugéo do SE por injegao sistémica de PILO;

Il. Periodo de 60 dias, o qual foi estipulado pelo grupo como um intervalo
necessario para que a condicdo epiléptica estivesse uniformemente
estabelecida em todos os ratos; também, foi realizado o monitoramento dos
animais durante 10 dias por meio de um sistema de video-camera, com a
finalidade de se caracterizar a freqiéncia das crises ao longo do ciclo claro e
escuro;

lll. Preparacdo do material e cirurgia estereotaxica para implante de elétrodos;

IV. Recuperacdo cirdrgica e registros eletroscilogréaficos;
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V. Andlise histologica para a determinagdo do volume do ndcleo
supraquiasmatico e da posi¢éo dos elétrodos;
VI. Andlise visual e instrumental de todas as fases do CVS e dos episodios

oniricos ocorridos durante o SD;

3.1 Modelo da pilocarpina

A pilocarpina é um potente agonista colinérgico muscarinico extraido
da planta Pilocarpus jaborandi muito utilizado como colirio no tratamento do
glaucoma.

Injecdo sistémica de PILO em altas concentragdes provoca, em
roedores, um padrdo de crises limbicas repetitivas que leva ao
desenvolvimento do SE, o qual pode persistir por varias horas. Esse periodo
de crises continuas é responsavel por uma extensa perda neuronal que
equivaleria ao evento inicial precipitante da esclerose mesial do lobo
temporal. ApOs esta fase aguda de SE, inicia-se o periodo latente cuja
duracdo compreende aproximadamente 15 dias, o qual é substituido pelo
aparecimento das crises espontdneas recorrentes, que é o achado
patognomdnico do periodo cronico (Leite et al, 1990; Cavalheiro et al., 1991;
Cavalheiro, 1995). Os protocolos para indugdo do SE foi realizada de acordo
com as etapas abaixo descritas:

1. Ratos adultos jovens eram pesados para o céalculo das doses de
metil-escopolamina e pilocarpina;
2. A metil-escopolamina era diluida em 4gua destilada na concentracao

de 1mg/kg e o volume era calculado de acordo com o nimero e o peso dos
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ratos no grupo experimental. Trinta minutos antes da injecdo de PILO os
animais recebiam injecdo subcutdnea de metil-escopolamina. Essa
substancia era utilizada a fim de minimizar os efeitos periféricos decorrentes
da acao da PILO.
3. A pilocarpina era igualmente diluida em agua destilada na
concentracdo de 5% e aplicada no peritdnio dos animais na dose de
360mg/Kg.
4. Os ratos eram monitorados visualmente e por meio de um sistema de
video-camera. Os eventos epileptdgenos (segundo a Escala de Racine,
1972 a,b), os quais se iniciavam geralmente 5 a 10 minutos apos a inje¢éo
de PILO eram acompanhados até que o animal desencadeasse as crises
limbicas recorrentes, caracteristicas do SE.
5. Apos 6 a 8 horas do SE, os ratos eram levados a caixas individuais
onde eram mantidos ate o final dos experimentos. Durante os primeiros dias
0s animais eram assistidos pela pesquisadora que os alimentava até
readquirirem independéncia para se manterem por Si mesmos.

Os animais do grupo nédo epiléptico eram submetidos a aplicagédo
prévia de metil-escopolamina, e apds 30 minutos o grupo recebia solucéo

fisioldgica (0,9%NacCl) ao invés da PILO.
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3.2 Monitoramento das crises espontaneas recorrentes

Os animais tratados com PILO que apresentaram SE eram
monitorados diariamente durante 24hs por 10 dias a partir do 40° até o 50°
dia utilizando-se um sistema de video-cAmeras. Os animais eram colocados
em caixas acrilicas cilindricas transparentes (31 cm de didmetro x 29 cm de
altura), as quais permitiam que o animal fosse visualizado independente da
posicdo que assumisse. A altura e o formato cilindrico dessas caixas foram
planejados de maneira a garantir uma condi¢cdo relativamente comoda

durante as crises epilépticas.

3.3 Implante de elétrodos

Os elétrodos para registro dos eletroscilogramas eram
confeccionados com fio de niquel-cromo de 150 um de diametro, isolados
com teflon, provenientes da California Fine Wire Company®. Os elétrodos
para registro cortical eram preparados colando-se em paralelo dois
segmentos de fios com aproximadamente 3 cm de comprimento e cuja
porgéo terminal era dobrada em T em cerca de 0,5 mm, da qual se removia
o isolante, para tornar essa regido permeével as correntes elétricas geradas
no tecido nervoso. Os elétrodos destinados aos registros subcorticais eram
igualmente colados em paralelo e a superficie permeével as correntes
elétricas eram apenas as areas circulares de corte. Para os registros dos
movimentos da cabecga, rostro+vibrissas e olhos utilizamos segmentos
unitarios de fios de niquel-cromo de 40 mm de comprimento implantados nos

grupos musculares dos segmentos citados (Figura 1).
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Figura 1: Foto ilustrativa dos elétrodos corticais e subcorticais. A: soquete com
elétrodos corticais soldados. B: Elétrodos subcorticais para implante no hipocampo. C:
par de elétrodos subcorticais, note manguito de plastico préximo & base, para reforgar
a colagem. Fonte: Andersen et al., 2001.

Os elétrodos eram implantados bilateralmente nas areas corticais
somestésicas (As) AP=-1,5mm; L= £3,0mm, nos campos CA; do hipocampo
(AP=-3,0mm; L= £1,4mm; H= 3,0mm). A implantac@o dos elétrodos corticais
realizava-se de acordo com as coordenadas do mapa de projecbes nos
0ssos do cranio, desenvolvido em nosso Laboratério (v. Timo-laria et al.
1970; Valle 1992), baseado nas areas citoarquitetdnicas segundo Krieg
(1946) e funcional, segundo Zilles (1991), figura 2. Para a implantacdo de
elétrodos nas regides subcorticais era utilizado as coordenadas do atlas
estereotaxico de Paxinos & Watson (1997), marcando na superficie 6ssea 0s
pontos a trepanar (Valle, 1992; Valle et al., 1992; Valle, 1995; Andersen et
al. 2001) figura 3.

Antes da fixacdo do rato no aparelho estereotaxico procedia-se
anestesia com Cloridrato de Cetamina (Ketalar®, 30 mg/kg). A injecéo de
Ketalar® era precedida de administracdo de 0,2 mL de Diazepam, a fim de

se provocar suave sedacao, facilitadora da anestesia. Assim que esta
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Figura 2. Mapa citoarquitetonico, (a direita segundo Krieg, 1946) e
funcional (a esquerda, segundo Zilles, 1991), projetado sobre perfil e
ossos do cranio e das suturas bregmatica e lambdéidea, indicando as
areas da superficie dorsal. Escalas & direita e acima, em milimetros,
em relac@o aos zeros extereotéxicos anteroposterior (0O AP) e médio-
lateral respectivamente. Abreviaturas: F1, cortex motor primario; F2 e
F3, areas pré-frontais, P1 e P2; areas parietais 1 e 2 ; Ma area de
projecdo somestésica do membro anterior; OcclM, area occipital
medial 1; Occ2M, area occipital medial 2; Occ2L, area occipital lateral
2; CG1, giro do cingulo 1; RSG, cértex retroesplénico granular; RSA,
cortex retroesplénico agranular; 29d, area 29 D; T1: area auditiva
primaria.

Figura 3. Corte transversal do encéfalo de rato no nivel
utilizado para implantacdo de elétrodos subcorticais. A regido
hipocampal aparece hachurada no corte. Campo CAl
hipocampal: -3,0 mm. Fonte: Paxinos e Watson (1997).

37
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atingisse nivel adequado, a cabeca do rato era imobilizada no aparelho
estereotaxico Kopf®, fixando os condutos auditivos externos e o maxilar
superior ao cabecote do aparelho estereotaxico Kopf®. Em seguida era
realizada uma incisdo longitudinal na pele que recobre o cranio, desde a
sutura bregmatica até a inser¢cdo dos musculos trapézios. Com uma rugina,
a fascia craniana era desinserida e a porcdo exposta era lavada com agua
oxigenada a 10%, marcando-se entdo os pontos a trepanar. Ao longo de
todo o procedimento de implantacdo dos elétrodos o rato era
cuidadosamente observado, para se identificar superficializacdo da
anestesia, que se manifesta com aumento da freqiéncia e da amplitude
respiratorias. Quando a anestesia comecgava a superficializar-se a dose
original de anestésico era suplementada, até que se recuperasse o grau
prévio de anestesia. Geralmente a dose de anestésico adequada para isso é
10% da inicial; alguns ratos, porém, necessitavam de duas ou trés doses
adicionais.

A trepanacgédo, em cada ponto ja marcado, era feita com uma broca de
Y movida por uma minifuradeira Dremel®. A area de cada orificio era,
portanto, maior que o didmetro dos elétrodos, a fim de que estes passassem
livremente por ele (Figura 4A). Os corticais eram implantados por
mobilizagdo manual e os subcorticais por meio de uma torre estereotaxica
previamente calibrada (Figura 4B). Os pares de elétrodos destinados aos
registros musculares (movimentos de cabecga, olhos e vibrissas) eram
implantados, respectivamente, nos musculos trapézios, nos epicantos

oculares e nos musculos elevadores da asa do nariz, dada a enorme
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importancia dessas estruturas para 0s comportamentos exploratérios e a

vida do animal.

Figura 4: Foto ilustrativa da cirurgia de implante de elétrodos. A: elétrodos subcorticais; B:
elétrodos subcorticais soldados, note (seta) os elétrodos corticais. Fonte: Andersen et al.,
2001.

Os elétrodos destinados ao registro da movimentacdo da cabeca
eram implantados nos musculos trapézios de ambos os lados e levados até
0 soquete por um tubo de polietleno, para que subcutaneamente
chegassem até os pinos do soquete, aos quais eram soldados.
Procedimento similar era adotado para implantacao dos elétrodos de registro

dos movimentos do rostro+vibrissas e olhos (figura5).
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Figura 5: Foto ilustrativa dos procedimentos finais da cirurgia de implante de elétrodos. A:
Implantac&o de elétrodos destinados a registrar movimentos oculares. Fonte: Andersen et al.,
2001. B: Situag&o final dos procedimentos de implante de elétrodos.

Apés total recuperacdo da cirurgia (7 a 10 dias), os animais eram
submetidos aos registros eletroscilogréaficos e a analise comportamental. Um
registro de curta duragdo (2 a 3 horas) era realizado antes do registro
continuo de 24hs a fim de se avaliar a qualidade dos eletroscilogramas
certificando-se, sobretudo de que o animal ndo apresentava qualquer tipo de
alteracdo ou, ainda, ponta-onda espontaneas. Uma vez validada a
preparacdo, os animais eram levados a sala de registros e mantidos na
gaiola de Faraday por algumas horas, durante trés dias a fim de se
habituarem a condi¢cdo experimental e de se evitar estresse causado por

uma situacéo nova, a qual poderia afetar o ritmo natural do ciclo vigilia-sono.

3.4 Registros eletroscilogréaficos
Para a obtencao dos registros eletroscilograficos, os animais, eram
hospedados em caixas acrilicas acondicionada no interior de uma caixa

metalica com isolamento eletromagnético (Gaiola de Faraday), a fim de se
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evitar a contaminagdo do registro eletrografico com interferéncias externas

(figura 6).

Figura 6: Animal submetido ao periodo de habituacdo na caixa de registro
acondicionada dentro de uma gaiola de Faraday para o isolamento eletromagnético.

Os registros eram realizados em um eletrencefalografo Nihon-Koden
(mod. Neurofax EEG 4400) com 21 canais, com pulso de calibragédo de 50
MV, constante de tempo 0,3 s para as derivacdes encefalicas e 0,001s para
as derivagdes musculares, filtros passa - baixa em 35 Hz para as derivacdes
encefalicas, em 120 Hz para as derivacdes actigraficas e filtros “notch” para
atenuacdo das frequéncias de 60 Hz. Os potenciais eram registrados
diretamente no papel (15 mm/seg) e por meio de um sistema analégico-
digital (placa conversora CAD 12/32 e programa de aquisicdo de sinais
biologicos - Aqdados para Windows, Lynx Tecnologia Eletrénica Ltda). Os
sinais eram armazenados no disco rigido do computador para ulterior

analise. Os animais eram monitorados visualmente e seus comportamentos



42

eram anotados no papel para posterior correlagdo com 0s registros
eletroscilograficos.

A analise e quantificacdo das fases do CVS seguiram o0s critérios preé-
estabelecidos no nosso Laboratério (Timo-laria et al., 1970; Timo-laria et.al,
1990; Valle et .al, 1992). 1) Vigilia Atenta (VA): apresenta atividade
eletroscilografica cortical dessincronizada e ritmo teta hipocampal,
concomitantes com intensa atividade muscular durante os comportamentos
exploratarios; 1) Vigilia Relaxada (VR), caracterizada por redugéo do padrao
dessincronizado e intrusdo de ondas sincronizadas de baixa frequéncia,
atividade teta hipocampal irregular e quiescéncia comportamental; Ill) Sono
Sincronizado (SS): caracterizado pela presenca de ondas delta e fusos nas
areas corticais e no hipocampo, as quais podem ou néo ser sincronas com
a atividade cortical; IV) Sono Pré-Paradoxal ou sono intermediario (PP): é
caracterizado por atividade sincronizada (fusos intermitentes de alta
amplitude e ondas delta) no cortex e ritmo teta conspicuo no hipocampo; V)
Sono Dessincronizado (SD): caracterizado pela intensa dessincronizagao
cortical (equivalente a vigilia) e conspicuo ritmo teta no hipocampo
concomitantes com abalos fasicos da cabeca, vibrissas e olhos (Timo-laria
et al, 1970; Valle, 1992; Valle et al., 1992; Valle, 1995).

ApoOs o estagiamento das fases do CVS e da quantificagdo dos abalos
motores caracteristicos do SD, os valores de duracédo de cada variavel eram
langados em uma planilha Excel de tal forma a chegar-se ao continuum de
todo CVS para posterior analise estatistica dos grupos (epiléptico e néo

epiléptico). Para homogeneizar as amostras a Ultima hora de cada ciclo
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(claro e escuro) foi retirada. Todas as variaveis foram analisadas
inicialmente em funcéo de 22 horas de experimento, seguida da distribuigéo
das mesmas em fungéo do ciclo claro (11hs) e escuro (11hs). No intuito de
averiguar minuciosamente as possiveis alteracdes do CVS ao longo das
horas, os dados foram analisados em funcdo dos periodos, manha (07:00-
12:30), tarde (12:30-18:00), noite (19:00-00:30) e madrugada (00:30-06:00).

O estudo compreendeu as seguintes andlises: |) Fases do CVS:
quantificacao e distribuicdo de todas as fases de vigilia e do sono ao longo
do tempo. Il) Eventos oniricos durante o SD: durac¢do dos abalos motores de
cada episodio de SD. Ill) Ocorréncia de CVS completo, ou seja, numero de
ciclos com sequéncias regulares das fases (VA—-VR—»SS—PP—-SD). IV)

Ocorréncia de ciclos de sono (CS) completos (SS — PP— SD).

3.5 Analise Histolégica

Quando os registros eram considerados satisfatorios os animais eram
levados a eutanasia com uma superdose de anestésico (Cloridrato de
Cetamina) e perfundidos transcardiacamente com solugdo salina (NaCl a
0,9%) seguida de Formol a 10%. Uma vez retirado do cranio o encéfalo era
mantido em formol 10% por uma semana, apés sete dias os encéfalos eram
cortados por congelamento (Leica®, mod 1325) com espessura de 30 pm
entre os cortes. As fatias referentes as coordenadas do hipocampo e do
ndcleo supraquiasmatico eram montadas em laminas gelatinizadas e
coradas, pela Técnica de Nissl, ap6s 24 horas. Depois de coradas, as fatias

eram cobertas com laminulas sobre Balsamo do Canada.
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As imagens do nudcleo supraquiasmatico eram capturadas por um
sistema de microscopia acoplado a um computador e armazenadas, a um
aumento de 40x do tamanho original. Por meio do software ImageJ®, um
sistema de pontos (previamente estabelecido de acordo com o método de
captura da imagem) era sobreposto a imagem original em todas as laminas.
Os pontos incidentes sobre o nucleo supraquiasmatico foram contados em
todas as |laminas e o critério para a contagem néo diferiu entre os animais. O
volume foi calculado segundo o Principio de Cavalieri (Gundersen e Jensen,
1987), e a seguinte formula foi aplicada: V=T.a.} P, onde T=distancia entre
cortes, a=area associada a cada ponto, .Y P=somatodria de todos os pontos.

As laminas referentes ao hipocampo eram verificadas para a

averiguacgdo da posi¢éo dos elétrodos subcorticais (Anexo D).

3.6 Analise Estatistica

Primeiramente, todas as variaveis quantitativas eram submetidas ao
teste de normalidade de Kolmogorov-Sminorff. Para o estudo da distribuicdo
do CVS e dos episddios oniricos foi aplicada a Andlise Multivariada da
Variancia (MANOVA). Uma vez que a amostra apresentava significancia
estatistica, o pds teste de Tukey era aplicado no intuito de identificar quais
entre todas as médias apresentavam diferencgas significativas. As analises
de fragmentagdo do CVS (ocorréncia dos ciclos VA—-VR—-SS—PP—-SD e
SS—PP—SD) foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA) de dois
fatores com poés teste de Tukey. Para o estudo do volume do nucleo

supraquiasmatico entre os grupos epilépticos e ndo epilépticos foi aplicado o
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teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Como nivel de significancia em

todas as analises, foi adotado um valor de p<0,05.
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4. Resultados

Os resultados dos experimentos aqui relatados mostram algumas
caracteristicas comportamentais e eletrofisiolégicas relevantes para o
entendimento da vigilia e do sono de ratos tornados epilépticos por
pilocarpina.

Os eletroscilogramas de ratos ndo epilépticos e com epilepsia seja
provocada por pilocarpina ou epilepsia espontanea do tipo auséncia tém sido
extensamente analisados em nosso Laboratério, sendo atualmente bem
conhecidas as suas caracteristicas (Timo-laria et al., 1970; Valle, 1992; Valle
et al.,, 1992; Valle, 1995; Alves, 1999; Andre et al., 1999; Ferreira et al.,
1999; Bruno-Neto et al., 1999a, 1999b; Bruno-Neto et al. 2001a, 2001b;
Andre, 2002; Bruno-Neto, 2002; Ferreira et al., 2003).

Para facilitar a compreensdo de nossa analise, apresentaremos
separadamente os resultados por tipo de protocolo realizado. Primeiramente
serdo expostas as analises comportamentais e descritivas, seguida das

andlises quantitativas.

4.1 Anélises Comportamentais

Como comentado anteriormente no método, o estudo apresentou seis
etapas bem distintas, a saber: (1) indug&o do SE por PILO; (2) periodo de 60
dias ap6s o SE necessario para o estabelecimento da epilepsia; (3) cirurgia
estereotaxica para implante de elétrodos e, (4) registros eletroscilograficos;

(5) analise morfolégica do ndcleo supraquiasmatico e (6) andlise visual e



47

instrumental dos registros. Cada uma dessas etapas apresenta um grau de
dificuldade inerente que somados dificultaram a obtencdo de um nimero
maior de animais.

Para a composi¢do do grupo de ratos epilépticos foram utilizados 80
animais. No entanto, as dificuldades inerentes ao modelo da PILO (cuja
mortalidade pode atingir 80%) somadas as freqlientes intercorréncias na
elaboracdo de um protocolo experimental de eletrofisiologia, tais como,
morte do animal durante os procedimentos cirargicos, geralmente, devido &
respostas inadequadas aos anestésicos; infecgdes locais ou generalizadas e
respostas abruptas do animal durante a manipulagdo com consequente
deslocamento do soquete de registro, resultaram no N de seis animais,
porém suficiente para uma andlise adequada de todos os parametros
propostos no estudo.

No grupo controle, utilizamos 10 animais que foram submetidos as
mesmas condi¢des do grupo experimental. Fatores como complexos ponta-
onda e ma qualidade na preparagéo foram determinantes para a excluséo de
alguns animais do estudo.

Dessa forma, para a realizagdo dos protocolos experimentais foram
utilizados seis animais epilépticos com crises espontaneas recorrentes, e
seis animais ndo epilépticos. A realizacdo dos protocolos para coleta de

dados eletrofisiolégicos contou com aproximadamente 18 meses.
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4.1.1 Frequéncias das crises espontaneas recorrentes
O monitoramento realizado por meio de cameras nos permitiu
identificar o perfil de ocorréncia das crises espontaneas recorrentes quanto a

sua freqiiéncia e ao periodo em que ocorriam (Figura 7).
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Figura 7: A: Representacao gréafica da frequiiéncia de crises espontaneas no ciclo
claro e escuro. B: Frequéncias das crises epilépticas ao longo de 10 dias no
ciclo claro. C: idem, ciclo escuro. Abreviaturas: CC: ciclo claro; CE: ciclo escuro

As analises demonstraram que a incidéncia de crises epilépticas era
maior durante o ciclo claro (58%) do que no ciclo escuro (42%). No ciclo

claro, a maior incidéncia de crises era no periodo vespertino (72,7%)
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enquanto no ciclo escuro a distribuicdo das crises ocorreu de forma

aleatéria.

4.1.2 Analise etoldgica

Ap6s o0 monitoramento das crises epilépticas, os animais eram
submetidos & cirurgia de implante de elétrodos para ulterior andlise
eletrofisiologica. Dez dias apds a recuperacdo cirlrgica, os ratos eram
levados a sala de registros eletrofisiolégicos, onde eram mantidos por duas
horas nas gaiolas de Faraday. Esse periodo nos dias que precediam o
registro de 24hs era necessério para que o animal se habituasse ao novo
local e diminuisse o grau de estresse devido ao novo ambiente e a
manipulagdo pelo experimentador. Com essas medidas, esperavamos estar
subtraindo outras variaveis que pudessem interferir nos resultados. Apos o
periodo de habituacdo ao novo ambiente, iniciavamos os registros,
acompanhando visualmente e anotando ininterruptamente todos os
movimentos executados pelo animal durante as horas que duravam os
registros.

Avaliacdo etolégica: Ao serem colocados na caixa de registro 0s
animais de ambos os grupos (epiléptico e ndo epiléptico) apresentavam
intenso comportamento exploratério, que consistia em movimentacdo de
cabeca, rostrum e olhos buscando explorar cada ponto da caixa em que se
encontravam. O comportamento exploratorio era basicamente olfativo e
tactil, este executado com movimentacéo rapida das vibrissas. A presenca

de pelotas de ragéo no solo do assoalho da caixa desencadeava muitas
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vezes comportamento alimentar, seguido em geral de quietude,

caracterizando vigilia relaxada e subsequentemente sono.

4.1.3 Analise eletrofisioldgica

O estagiamento do CVS seguiu o0s critérios previamente
estabelecidos em nosso Laboratério (Timo-laria et al, 1970; Valle et al.,
1992; Valle 1995).

Os animais ndo epilépticos apresentaram todas as caracteristicas
tipicas de cada fase do CVS (ver método) (Figuras 8-12A).

A andlise visual pormenorizada dos registros mostrou que todas as
fases do ciclo vigilia-sono; VA e VR, SS, PP e SD estavam presentes nos
eletroscilogramas dos animais epilépticos.

Assim como o observado nos animais do grupo controle, a fase de
vigilia atenta dos animais epilépticos era caracterizada pela ocorréncia de
comportamentos exploratorios com intensa atividade motora expressa por
movimentos, isolados ou simultaneos, de cabeca, rostrum e olhos,
concomitante com dessincronizagao cortical e ritmo teta irregular nas regides
hipocampais. Entretanto, os eletroscilogramas corticais desses animais
eram, frequentemente, permeados por alguns potenciais atipicos que muito
se assemelhavam aos grafoelementos observados em individuos
epilépticos. Esses potenciais eram expressos como ondas lentas de alta
voltagem, isoladas ou agrupadas em dois ou trés elementos, que se
intercalavam a dessincronizacdo nas areas somestésicas e, pela intruséo

espiculas nos eletroscilogramas de ambas as regides corticais e
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hipocampais. (Figura 8B); A VR, desses animais era caracterizada pela
diminuicdo da atividade motora e, substituicdo da dessincronizacao cortical e
do ritmo teta hipocampal por uma atividade eletroscilogréfica resultante da
combinacdo de sincronizacdo com curtos periodos de dessincronizagao.
Potenciais epileptiformes eram, frequentemente, encontrados permeando 0s
eletroscilogramas de ambas as regifes (Figura 9B); Na fase de SS, a
atividade sincronizada (ondas delta e fusos) era caracterizada por
apresentar um padrdo espiculado concomitante com espiculas isoladas no
cortex e hipocampo (Figura 10B); Durante o PP, o animal epiléptico
apresentou fusos de alta frequéncia no cortex e ritmo teta no hipocampo,
padrdes eletroscilograficos caracteristicos desta fase. Normalmente, eram
observadas espiculas que se interpunham a atividade teta hipocampal
(figura 11B). O SD era caracterizado pela presenga de potenciais de baixa
frequéncia e alta voltagem, intercalados a dessincronizagdo cortical
caracteristica desta fase e, de espiculas isoladas intercaladas ao ritmo teta

hipocampal (Figura 12B).
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Figura 8. Trechos de vigilia atenta de animal ndo epiléptico (A) e epiléptico (B). (A): VA
caracterizada pela presenca de comportamento exploratério, com intensa movimentacao da
cabecga (C), Rostrum (R) e olhos (O) e acentuada dessincronizagdo nas areas corticais
somestésicas. Note a modulacédo do ritmo teta hipocampal (sublinhado) concomitante com
movimentacao dos olhos. (B): VA de um animal epiléptico com as mesmas caracteristicas
descritas para o ndo epiléptico, porem, com presenca de potenciais de baixa freqiiéncia e
alta voltagem nas areas corticais e, potenciais epileptiformes em ambas as areas corticais e
hipocampais. Note ritmo teta de baixa freqiiéncia (6Hz) durante a movimentacéo da cabeca
e do rostrum (a); intrusdo de espiculas permeando a atividade teta hipocampal (b) e
intensificagdo do comportamento exploratério no animal epiléptico (c). Abreviaturas: A3d-e:
areas somestésicas direita e esquerda. CAld-e: hipocampo dorsal direito e esquerdo. C:

Cabeca; R:rostrum, O: olhos. Calibragédo: 50 pV/seg.
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Figura 9. Trechos de vigilia relaxada de animal ndo epiléptico (A) e epiléptico (B). (A):
Atividade cortical e hipocampal mesclando padrbes de sincronizagdo e
dessincronizacdo concomitante com quiescéncia comportamental (a). Em (b)
intensificacdo do alerta na vigilia com o retorno do ritmo teta hipocampal concomitante
com dessincroniza¢do cortical e movimentacdo de C. R e O. (B): Caracteristicas
eletrofisiolégicas equivalentes as do animal ndo epiléptico entretanto, com atividade
epileptiforme no hipocampo, ondas delta espiculadas e espiculas isoladas na regiéo
cortical. Abreviaturas: A3d-e: &reas somestésicas direita e esquerda. CAld-e:
hipocampo dorsal direito e esquerdo. C: cabec¢a, R: rostrum, O: olhos. Calibracédo: 50
pV/seg.
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Figura 10. Trechos de sono sincronizado de animal ndo epiléptico (A) e epiléptico (B).
(A): Reducao de atividade muscular e supressdo do ritmo teta hipocampal com
predominio de atividade sincronizada no cértex e no hipocampo (ondas delta e fusos).
(B): Note ondas delta espiculadas bem como espiculas isoladas nas areas corticais e
hipocampais. Abreviaturas: A3d-e: areas somestésicas direita e esquerda. CAld-e:
hipocampo dorsal direito e esquerdo. C: cabeca, R: rostrum, O: olhos. Calibragéo: 50
uV/seg.
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Figura 11. Trechos de sono pré-paradoxal de um animal ndo epiléptico (A) e epiléptico
(B). (A): sono pré-paradoxal caracterizado pela presenca de fusos corticais concomitante
com ritmo teta hipocampal e intensa reducao de atividade muscular. (B): sono pré-
paradoxal de um animal epiléptico com intrusdo de atividade epileptiforme no hipocampo.
Abreviaturas: A3d-e: areas somestésicas direita e esquerda. CAld-e: hipocampo dorsal
direito e esquerdo. C: cabeca, R: rostrum, O: olhos. Calibracdo: 50 uV/seg.
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Figura 12. Trechos de sono dessincronizado no animal nédo epiléptico (A) e epiléptico
(B). (A): Intensa dessincronizacdo cortical concomitante com ritmo teta hipocampal.
Note a modulacédo do ritmo teta expresso pelo aumento da voltagem e da freqgiiéncia
durante movimento de C e R, caracteristico de epis6dio onirico. (B): Potenciais de
baixa fregliéncia e alta voltagem e atividade epileptiforme intercalados com periodos de
intensa dessincronizacdo na regido cortical. Note presenca de espiculas na regido
hipocampal e completa auséncia da modulacéo do ritmo teta durante atividade onirica.
Abreviaturas: A3d-e: areas somestésicas direita e esquerda. CAld-e: hipocampo dorsal
direito e esquerdo. C: cabeca, R: rostrum, O: olhos. Calibracdo: 50 uV/seg.
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4.2 Anélises quantitativas

4.2.1: Estudo do CVS e episédios oniricos

Inicialmente, apresentaremos o estudo da duracgéo total das fases do
CVS seguido pela analise da distribuicdo das fases em funcéo do ciclo claro
e escuro. Apds essas analises, serdo expostas as andlises da distribuicao
das fases do CVS em funcdo dos periodos manha, tarde, noite e
madrugada. A mesma sequéncia de exposi¢do dos dados serd adotada para

as andlises dos episadios oniricos.

4.2.1.1: Duragéo total de cada fase do CVS

Os animais epilépticos apresentaram diferencas significativas da
duracgéo total de algumas fases do CVS quando comparados ao grupo nao
epiléptico (Fa,3s= 2,71; p=0,045) (Tabela 1,Anexo A).

Foi evidenciada uma reducdo significativa de VA (p<0,001)
concomitante com aumento de SS (p<0,001) no grupo portador de crises
espontaneas, entretanto ndo houve alteracéao significante para VR (p=0,88),

PP (p=0,83) e SD (p=0,44) (Figura 13).
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Figura 13: Duracao total de cada uma das fases do CVS em 22hs de registros
continuos de ratos nao epilépticos e epilépticos. Abreviaturas: CVS: ciclo
vigilia-sono; VA: vigilia atenta; VR: vigilia relaxada; SS: sono sincronizado; PP:
sono pré-paradoxal, SD: sono dessincronizado. NEPI: grupo ndo epiléptico;
EPI: grupo epiléptico. *p<0,05. Dados expressos em médiat erro padrdo da
média.

4.2.1.2: Duragéo total das fases do CVS em fungao dos ciclos claro e escuro

Os animais epilépticos apresentaram altera¢cdes na duracdo total da
maioria das fases do CVS ao longo do ciclo claro e escuro (Fs36 = 4,66;
p=0,003) (Tabela 2, Anexo A).

Os animais epilépticos apresentaram comportamento de vigilia oposto
ao padrdo comportamental caracteristico de ratos ndo epilépticos. Na fase
clara, os animais epilépticos apresentaram aumento de VA (p=0,004) sem
alteracdo da VR (p=0,28) (Figura 14A) ao passo que a noite apresentaram
uma reducgao significativa (p<0,001) de VA concomitante com aumento de
VR (p=0,025) (Figura 14B).

Em relagdo a duracdo das fases de sono, foi evidenciada uma
significativa reducdo de SD (p=0,004) durante o dia no grupo portador de

crises espontaneas recorrentes. Embora o rato epiléptico tenha apresentado
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inversdo no comportamento permanecendo mais tempo acordado durante o
dia e mais tempo dormindo a noite, esses animais também apresentaram
(curtos) periodos de sono durante o ciclo claro (p=0,041) identificados pela
andlise estatistica (Figura 14A). Ademais, no ciclo escuro houve uma maior
concentracdo de SS (p<0,001) no grupo epiléptico quando comparado ao
grupo nao epiléptico (Figura 14B). Apesar de identificarmos um aumento de
SD nos animais epilépticos durante a noite, a diferenca entre os grupos nao
foi significativa, (p=0,20) (Figura 14B). Ndo foram observadas diferengas
significativas de PP entre os grupos em ambos os ciclos claro e escuro

(p=0,99 e p=0,97), respectivamente (Figura 14A-B).
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Figura 14: Duracgéo total de cada uma das fases do CVS em fungéo do
ciclo claro (A) e escuro (B). Abreviaturas: CVS: ciclo vigilia-sono; VA: vigilia
atenta; VR: vigilia relaxada; SS: sono sincronizado; PP: sono pré-
paradoxal, SD: sono dessincronizado. NEPI: grupo nao epiléptico; EPI:
grupo epiléptico. *p<0,05. Dados expressos em médiat erro padrdo da
média.

4.2.1.3: Duracéo total das fases em funcéo dos periodos

A analise estatistica (MANOVA) revelou interacao significativa (Fi2,10s
= 2,77; p=0,002) entre grupo, periodos e as fases, evidenciando o periodo
do dia ou da noite no qual o grupo epiléptico apresentou as anormalidades

na distribuicdo das fases do CVS (Tabela 3, Anexo A).
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Embora a quantidade de VA (p=0,10) e VR (p=0,74) fosse similar
entre os grupos durante a manhd (Figura 15A), os animais epilépticos
apresentaram um aumento significativo de VA a tarde (p<0,001) sem
diferencas significativas na duragéo da VR (p=0,96) (Figura 15B). Por outro
lado, houve redugcdo de VA durante todo o ciclo escuro (p<0,002) (Figura
15C-D), ao passo que a VR apresentou aumento significativo (p=0,021)
apenas na primeira parte da noite (19:00-00:30) (Figura 15C), retornando a
valores similares ao grupo ndo epiléptico durante a madrugada (p=0,99)
(Figura 15D).

Além das diferencas nas fases de vigilia, também foi identificado
alteracdes nas fases de SS e SD. Enquanto, no grupo epiléptico, o SS era
mais prevalente durante a manhéa (p<0,001) as fases de PP (p=0,98) e SD
(p=0,87) ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 15A). No
periodo da tarde, a distribuicdo de SS (p=0,54) e PP (p=0,99) foi similar
entre grupos, no entanto, houve reducéo significativa de SD (p=0,002) nos
animais epilépticos (Figura 15B). Ao contrério do padrdo de ritmos biologicos
existente em ratos ndo epilépticos, animais portadores de crises
espontaneas recorrentes apresentaram um aumento significativo de SS
durante todo o ciclo escuro (p<0,005) (Figura 15C-D). As fases de PP e SD
ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,28) durante o ciclo escuro

(Figura 15C-D) quando comparadas ao grupo ndo epiléptico.
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Figura 15: Duracéo total das fases do CVS em funcao dos periodos. A: periodo entre
07:00hs-12:30hs; B: periodo entre 12:30hs-18:00hs; C: 19:00hs-00:30hs; D:00:30hs-
06:00hs. Abreviaturas: Abreviaturas: CVS: ciclo vigilia-sono; VA: vigilia atenta; VR:
vigilia relaxada; SS: sono sincronizado; PP: sono pré-paradoxal, SD: sono
dessincronizado. NEPI: grupo nado epiléptico; EPI: grupo epiléptico. *p<0,05. Dados
expressos em médiat erro padrdo da média.

4.2.1.4 Estudo dos episédios oniricos

Os animais epilépticos ndo apresentaram alteracdo significativa na

duracéo total dos episédios oniricos em um periodo total de 22 horas (F

1,10=0,45; p=0,51) (Figura 16, Tabela 4-Anexo B).
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Figura 16: Duracao total dos episédios oniricos entre os grupos
de animais ndo epilépticos e epilépticos. Abreviaturas: NEPI:
grupo nao epiléptico; EPI: grupo epiléptico. *p<0,05. Dados
expressos em médiat erro padrdo da média.

As analises em fungéo dos ciclos claro e escuro revelaram interacéo
significativa entre grupo e ciclos (F1,10= 5,83; p=0,036) (Tabela 4, Anexo B),
no entanto as significancias encontradas foram apenas para a andlise intra-
grupo dos animais nao epilépticos. O comportamento onirico nesse grupo foi
caracterizado pela reducéo dos sonhos no ciclo escuro (Figura 15B), quando
comparados ao claro (p=0,002), ao passo que ndo houve alteracéo
significativa em func&o dos ciclos no grupo epiléptico (p=0,34) (Figura 15B).
N&o foi observada significancia estatistica entre os grupos epiléptico e nédo

epiléptico em ambos os ciclos (p>0.42) (Figura 17A-B).
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Figura 17: Duracao total dos episodios oniricos em fungéo do ciclo claro (A)
e escuro (B). Abreviaturas: NEPI: grupo ndo epiléptico; EPI: grupo

epiléptico. Tp<0,05 v ciclo claro, grupo nao epiléptico. Dados expressos em
médiazx erro padrdo da média:

As analises em funcdo dos periodos revelaram alteracbes
significantes (Fs30 = 3,20; p=0,037), entretanto tais alteracbes foram
identificadas apenas para as andlises intra-grupo (Tabela 4, Anexo B). Os
animais ndo epilépticos, apresentaram maior concentracdo do
comportamento onirico no periodo vespertino, quando comparado a noite e
madrugada (p<0,001) (figura 18), ao passo que, no grupo epiléptico, os

episadios oniricos se distribuiram de forma uniforme ao longo de todos os
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periodos (p>0,17) (Figura 18). N&o houve diferenca estatistica entre os

grupos analisados em funcédo dos periodos (p>0,63).
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Figura 18: Duracdo total dos episodios oniricos em funcdo dos
periodos. Abreviaturas: NEPI: grupo nao epiléptico; EPI: grupo

epiléptico. Tp<0,05 v noite e madrugada, grupo nédo epiléptico. Dados
expressos em médiat erro padrdo da média:

4.2.1.5: Resumo dos valores estatisticos encontrados nas analises do CVS e

episadios oniricos

Tabela 5: Quadro resumo dos valores estatisticos encontrados no estudo do ciclo vigilia-sono e
episodios oniricos.

TOTAL CcC CE P1 P2 P3 P4

VA epiV VA gy P<0,001* (]) p=0,004* (1) p<0,001(!)  p=010  p<0,001%(1) p=0,002*(]) p<0,001*()
VR pepiV VR p=0,88 p=028  p=0,025(1)  p=071 p=096  p=0,021*1)  p=099
SS epiV SSeu  P<0,001* (1) p=0,041* p<0,001*(1) p<0,0011)  p=054  p=0,005%(1) p=0,001()
PP 1epiV PP o p=0,83 p=0,99 p=0,97 p=0,98 p=0,99 p=0,99 p=0,97
SD nepi V SD e p=044  p=0,004*(])  p=0.20 p=0,97  p=0,002*(])  p=0,99 p=0,28
CO pepi V COgy p=0,51 p=0,42 p=0,91 p=0,99 p=0,63 p=0,95 p=0,98

Simbolos: (]) reducéo significativa da variavel no grupo epiléptico; (1) aumento significativo da
variavel no grupo epiléptico. Abreviaturas: VA: vigilia atenta; VR: vigilia relaxa; SS: sono sincronizado;
PP: sono pré-paradoxal, SD: sono dessincronizado; CO: comportamento onirico; CC: ciclo claro; CE:
ciclo escuro; P1: manha, P2: tarde; P3: noite; P4: madrugada. nepi: grupo ndo epiléptico; epi: grupo
epiléptico.
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4.2.2 Analise da sequéncia natural das fases de sono e vigilia

Na tentativa de se observar possiveis alteracdes na arquitetura dos
CVS as quais poderiam resultar em fragmentagédo e, consequentemente,
perda da eficiéncia do sono nos ratos epilépticos realizamos um estudo
comparativo da microestrutura dos CVS e dos ciclos de sono por meio da
andlise da sequéncia natural das fases VA— VR—»SS— PP— SD e, SS—
PP— SD nos dois grupos experimentais (Tabela 6, Anexo C).

O numero de ciclos com sequéncia regular da VA para o SD reduziu
significativamente (F147=9.57; p=0.004) (Figura 19) assim como os ciclos de
sono (F147=9.87; p=0.003) (figura 20) nos animais portadores de crises
espontaneas recorrentes durante as 22 horas de registro. Ndo houve
diferenca estatistica em funcdo dos ciclos (claro e escuro) (Fi,23<1,87;
p=0,18) e dos periodos (F147<1,34; p>0,28) entre os grupos analisados

(Tabela 6, Anexo C).
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Figura 19: Distribuicdo do nimero de episodios de CVS completos (VA—SD) nos
grupos nédo epilépticos e epilépticos. Periodos: 1: manh&; 2: tarde; 3: noite; 4:
madrugada. Abreviaturas: NEPI: grupo néo epiléptico; EPI: grupo epiléptico, CVS:
ciclo vigilia-sono *p<0,05
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Figura 20: Distribuicdo do numero de episodios de CS completos (SS—SD) nos
grupos nédo epilépticos e epilépticos. Periodos: 1: manhg; 2: tarde; 3: noite; 4:
madrugada. Abreviaturas: NEPI: grupo néo epiléptico; EPI: grupo epiléptico;
CS: ciclos de sono. *p<0,05

4.2.4: Volume do Nucleo Supraquiasmatico

Embora o animal epiléptico apresente uma significante alteragcdo em
todo o CVS, o grupo portador de crises espontaneas recorrentes nao
apresentou diferenca significativa no volume (p=0,47) do ndcleo
supraquiasmatico, principal centro regulador do CVS nos mamiferos (figura
21). O volume expresso em mediana (percentil 25 e 75) foi de 9,009 (8,993 e
9,024)mm?® e 9,059 (8,598 e 9,365) mm® para 0 grupo ndo epiléptico e

epiléptico, respectivamente.



Figura 21: Foto ilustrativa de cortes coronais do ndcleo supraquiasmatico. A: animal ndo
epiléptico; B: animal epiléptico. Note seta indicando localizagéo exata do nucleo.

68
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5. Discussao

Os resultados obtidos nesta pesquisa sé&o muito densos, desafiando
uma explicacdo simples, certamente devido a propria complexidade dos
processos que geram a epilepsia e o sono. No caso da epilepsia provocada
por pilocarpina esse aspecto tem sido extensamente estudado por
(Cavalheiro et al. 1991; Mello et al., 1993; Covolan e Mello, 2000; 2006;
Longo e Mello, 1999; Longo et al., 2002) tendo-se demonstrado a existéncia
de lesdes em mutiplas regibes do encéfalo em que ha neurotransmissao
colinérgica. Esse fato aqui mencionado aponta para um sério
comprometimento de numerosas regibes do sistema nervoso central em
ratos epilépticos, o qual pode estar alterando toda a regulacdo homeostatica
dos animais, assim como 0S ajustes vegetativos que fazem parte dos
comportamentos.

A epilepsia, como j& se sabe h& muito tempo afeta numerosas
funcdes. A arquitetura do ciclo vigilia-sono, por exemplo, que compreende
numMerosos mecanismos em que ndo sO 0s sistemas motores, mas também
0s vegetativos e psiquicos sofrem intensas altera¢ges funcionais.

As relagbes entre sono e epilepsia sdo complexas e de grande
relevancia. A intrincada relagéo entre sono e epilepsia inclui os efeitos do
sono nas crises epilépticas e nas descargas interictais e alteragbes da
arquitetura do sono em pacientes epilépticos. As descargas generalizadas
em geral aumentam em frequéncia durante o sono sincronizado e diminuem

durante o dessincronizado (Broughton, 1990). Durante 0 Ssono
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dessincronizado as descargas sao raras e tem a aparéncia semelhante a da
vigilia.

Desde que Berger criou a eletroencefalografia no inicio da década de
30, seguida pelo desenvolvimento de inUmeros métodos de registros e de
andlises dos eletroscilogramas (registro de oscilagbes no talamo, no
hipocampo, bulbo entre outros) o estudo do sono e da epilepsia tem
avancado significativamente. Atualmente é possivel se diagnosticar as
epilepsias com extrema precisdo, além da investigagéo cientifica a respeito
dos mecanismos de agao subjacentes a cada tipo de epilepsia.

Neste estudo, analisamos minuciosamente a arquitetura do ciclo
vigilia-sono de animais tornados epilépticos por pilocarpina. A investigagéo
que possui riqueza nas particularidades em relagdo ao comportamento de
sono e vigilia nos revelou importantes aspectos desse ritmo bioldégico em
ratos do modelo de crises parciais complexas.

O estudo eletrofisiolégico e comportamental aqui realizado permite

destacar sumariamente 0s seguintes aspectos, que serdo discutidos a

sequir:

1) As crises epilépticas ocorreram com maior frequéncia (58%) no
ciclo claro;

2) Os animais adultos tornados epilépticos por pilocarpina

apresentaram, no periodo cronico do modelo (60 dias apds o SE), padrdes
eletroscilograficos e comportamentais que caracterizam todas as fases do

ciclo vigilia-sono.
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3) Alteracdes no perfil eletrofisiologico das fases de vigilia e sono
foram identificadas no modelo de epilepsia por pilocarpina.

4) Ratos epilépticos apresentaram reducdo na duracdo total de VA
concomitante com aumento de SS. No ciclo claro, houve sensivel aumento
de SS no periodo da manhd, seguido de aumento de VA e redugdo de SD
durante a tarde. No ciclo escuro, foi evidenciada uma reducdo de VA
concomitante com aumento de SS ao longo da noite. Ademais, houve
aumento de VR na primeira metade da noite.

5) Os animais tornados epilépticos por pilocarpina apresentaram
reducdo na alterndncia das fases de vigilia atenta para sono
dessincronizado, assim como nos ciclos de sono completos (SS, PP e SD).
6) Apesar de identificarmos uma reducdo significativa de SD nos
animais epilépticos, ndo foi evidenciada alteracdo significativa na duragéo
total dos comportamentos oniricos entre os dois grupos. Enquanto os
animais ndo epilépticos apresentaram concentragdo desses eventos durante
0 periodo vespertino no ciclo claro, os epilépticos ndo apresentaram
diferenca quantitativa na sua distribuicdo ao longo dos ciclos claro e escuro.
7 Embora as andlises tenham revelado alteragbes de suma
importancia nos padrdes ritmicos dos ciclos vigilia-sono néo foi identificada
nenhuma diferenga no volume do nucleo supraquiasmatico entre os grupos

analisados.
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5.1 Frequéncias das crises espontaneas recorrentes

Em relagé&o ao estudo do perfil de ocorréncia de crises espontaneas,
nossos resultados demonstraram que as crises ocorrem com maior
freqiéncia durante o ciclo claro (58%), em especial durante o periodo
vespertino (72,7%). Nossos resultados estdo de acordo com os encontrados
por Arida et al. (1999). Ao analisar dados obtidos a partir da monitorizaréo de
animais tratados com pilocarpina por aproximadamente 135 dias os autores
demonstraram que a predominéncia das crises epilépticas era altamente
significativa durante o periodo diurno. Esses autores apresentaram
informagdes relevantes para a compreensdo da distribuicdo das crises
espontaneas em fungéo dos ritmos circadianos no modelo de crises parciais
complexas por pilocarpina. Recentemente, Goffin et al. (2007) submeteram
animais tratados com pilocarpina a registros eletrofisiologicos desde a
indugcdo do status epilepticus e encontraram resultados similares ao do
estudo anterior, com predominancia de 66.9% das crises durante o periodo
diurno.

Estudos tém demonstrado que a ocorréncia das crises ndo é
totalmente aleatéria, entretanto pouco se é conhecido a respeito da
interacdo entre epilepsia e ritmos bioldgicos (Hofstra e Weerd, 2008). Muitas
investigacdbes em modelos experimentais tém apresentado valiosas
informagdes. Quigg et al. (2000a) realizaram um estudo de monitoramento
das crises epilépticas em ratos, os quais foram expostos a duas condi¢des:
na primeira, os animais eram submetidos a alternancia de ciclos claro e

escuro (12/12hrs) e, na segunda a de escuro constante: os resultados
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revelaram que a freqiiéncia das crises era maior no periodo claro em ambos
0S grupos mesmo apoés a retirada do estimulo externo (luz). Os autores
sugeriram que as crises ndo sao influenciadas exclusivamente pelos
estimulos exégenos, podendo haver uma influéncia direta de um estimulo
circadiano enddgeno. Entre as hipdteses sugeridas por Quigg et al. (2000a),
uma possivel influéncia seria do nudcleo supraquiasméatico localizado no
hipotadlamo anterior. Sendo considerado o principal relégio bioldgico dos
mamiferos, este ndcleo é responsavel pela geracdo e manutengdo de
diversos processos fisiologicos, como ciclo Vvigilia-sono, temperatura
corporal, pressdo sanguinea, além da sintese e secre¢cdo de inumeros
hormonios, entre eles a melatonina e cortisol (Hofstra e Weerd, 2008).
Entretanto, a literatura tem apresentado dados conflitantes no que diz
respeito & fungdo nucleo supraquiasmatico em animais do modelo da
pilocarpina. Segundo os estudos de Stewart e Leung, 2003, ndo foram
observadas alterag6es morfoldgicas no nicleo supraquiasmatico em animais
cronicos tratados com pilocarpina. Sanabria et al. (1998), no entanto
demonstraram que ratos na fase cronica do modelo apresentavam
expressdo anormal de c-fos (genes de ativagdo imediata) no nucleo
supraquiasmatico quando submetidos a pulsos de luz durante o inicio da
noite, demonstrando uma indubitavel alteracdo na resposta a um estimulo
externo. Tal achado sugere uma possivel alteragdo funcional no principal
reldgio biolégico a qual poderia resultar em disfungdes nas ritmicidade

biolégica.
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A interacdo epilepsia e ritmos circadianos é demasiadamente
complexa para atribuirmos a apenas um componente ou regido do sistema
nervoso central a responsabilidade pelo padréo ciclico de ocorréncias das
crises no modelo da pilocarpina. Conhecermos os mecanismos subjacentes
da interacdo epilepsia e ritmos circadianos serd fundamental para
respondermos importantes questdes tais como, em que momento e por qual

razao uma crise eclodira.

5.2 Presenca de todas as fases do ciclo vigilia-sono nos ratos
epilépticos.

Os animais portadores de crises espontaneas recorrentes
apresentaram todas as fases do CVS. Para discutirmos esse importante
achado, citaremos algumas informagBes relevantes em relagdo a
neurobiologia da vigilia e sono e histopatologia de ratos tornados epilépticos
por pilocarpina.

Inicialmente acreditava-se em regides responsaveis pela manutencao
da vigilia e indugdo do sono, entretanto sabemos hoje que esses estados
comportamentais dependem de uma complexa interacdo de vérios sistemas
neurais. Atualmente, sabe-se que 0s substratos neurais e quimicos que
regem tanto a vigilia quanto o sono dependem da atividade reciproca dos
grupos celulares que determinaréo a alternancia entre os comportamentos.

Desde a década de 50 é sabido que o sistema reticular ativador
ascendente é de suma importancia para a manutencéo da ativagéo cortical e

comportamento de vigilia. Além desse sistema, encontramos atividade
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neuronal no locus coeruleus (ponte), substancia negra, neurdnios
colinérgicos da regido pontino-mesencefélica, e atualmente sabe-se que o
sistema hipotalamico com suas respectivas interagdes participa desta
dindmica complexa (Aloe, 2005). Neurdnios histaminérgicos e orexinérgicos
localizados no hipotdlamo posterior sdo ativados durante a vigilia (Jones,
2005).

Neurbnios localizados no prosencéfalo basal e regido pré-optica
(hipotdlamo) séo indicados como estruturas promotoras de sono. Outras
areas podem ser ativadas seletivamente, incluindo locus coeruleus, que
expressam proteina c-fos durante o sono (Maloney et al., 2000). O talamo
contém neurbnios gabaérgicos e acredita-se que seus padrdes de disparo
neuronal sdo responsaveis pela geragéo dos fusos de sono (Jones, 2005).

Nao h& apenas um neurotransmissor ou regido responséavel pela
génese do sono dessicronizado, mas se aceita que 0 mesmo tenha uma
area de predominancia: a regido dorsal da formacao reticular mesencefalica
e pontina. Sugere-se a acetilcolina como principal neurotransmissor durante
essa fase de sono (Kalia, 2005).

Tendo em vista essa complexa rede neural envolvida tanto em
mecanismos de vigilia como de sono, é de suma importancia evidenciar as
alteragbes morfoldgicas observadas no modelo experimental utilizado nessa
pesquisa.

Estudos morfolégicos dos tecidos de animais submetidos ao modelo
da pilocarpina revelaram morte neuronal em diferentes areas do encéfalo. As

regides hipocampais (CA1 e CA3) e giro denteado sdo as mais afetadas,
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seguido do nucleo accubens, amigdala, cortex entorrinal, piriforme e
temporal ventral (Covolan e Melo, 2006). Recentemente, Peredery et al.
(2000) analisou mais de 100 estruturas do sistema nervoso central de
animais tratados com litio e pilocarpina, demonstrando perda neuronal
significante na substancia negra reticulata e nucleos paratenial e reunies do
talamo. Da mesma forma, a génese de novas estruturas também é um
importante fator observado no modelo da pilocarpina, como por exemplo, 0
aumento de expressao da proteina glial fibrilar acida no hipocampo, talamo,
amigdala e neocortex de ratos com 60 dias pos status epilepticus (Garzillo e
Mello, 2002).

Covolan e Mello em 2000 demonstraram que 8 horas apds SE, ratos
submetidos ao modelo da pilocarpina, apresentaram lesfes na regiao
hipotalamica, entretanto apds 24 horas ndo foi encontrada nenhuma
alteracao significante.

Tendo em vista a complexidade da geracdo do ritmo vigilia-sono
concomitante com as lesdes histopatolégicas encontradas no modelo da
pilocarpina, aventamos a hipotese de que ao longo de todo o processo
epileptogénico caracteristico do modelo (periodos silente e crénico)
estruturas de suma importancia para o ciclo vigilia-sono tenham sofrido a
influéncia deletéria do status epilepticus resultante da inje¢&o de pilocarpina.
Porém, ao longo do periodo para o estabelecimento do modelo, essas
alteragOes estruturais tenham sido recuperadas ou, ainda, as fungdes
tenham sido assumidas por outros centros de vigilia e hipnogénicos. De fato,

experimentos realizados ha varios anos em nosso Laboratorio (Assumpcéao,
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1974; Confessor, 1988) mostraram que lesdes eletroliticas e neurotoxicas
uni e bilateriais na formacgéao reticular mesencefalica - estrutura fundamental
para a geragao da vigilia — levam, inicialmente, a uma condicdo comatosa no
hemisfério cerebral referente ao lado da lesdo no mesencéfalo, a qual é
substituida, uma semana apds a lesdo, por dessincronizagdo durante a
vigilia atenta e sono dessincronizado e sincronizacdo durante o sono
sincronizado. Andlises anatomopatolégicas das regifes mesencéfalicas
demonstraram completa remo¢do e reorganizacdo estrutural das é&reas
lesadas, muito embora o0 animal tivesse recuperado o0s padrdes
eletrofisiologicos com alternancia das fases e ciclagem natural entre vigilia e
sono. Aventou-se a hipétese de que outros centros, provavelmente,
hipotalamicos assumiram essa funcdo dada a importancia da integridade do

ciclo vigilia-sono para a vida da maioria das espécies.

5.3 Caracterizacéo das fases de vigilia e sono

As andlises visuais nos permitiram identificar diferengas no perfil
eletrofisiol6gico dos animais epilépticos: 1) a presenca de espiculas em
todas as regifes analisadas e em todos os estagios do ciclo vigilia-sono; 2)
ondas delta mescladas com espiculas; 3) intrusdo de ondas de baixa
freqiiéncia e alta amplitude no cortex durante trechos predominantemente
dessincronizados.

A presenca de espiculas € um achado inquestionavel em relagéo a
condicgao epiléptica a qual o animal se encontra. As espiculas detectadas em

ambas as regifes sugerem que esses potenciais and6malos sdo gerados em
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estruturas presumivelmente, de origem mesial temporal (Cavalheiro et al.,
1991; Longo et al., 2002; Ferreira et al., 2003). O padréo atipico encontrado
nas ondas delta reflete o possivel efeito facilitador do sono sincronizado,
para a eclosdo das crises, uma vez que 0S eventos paroxisticos ocorrem
comumentemente durante essa fase de sono na maioria das sindromes
epilépticas (Malow, 2005). Acredita-se que a sincronizagdo generalizada
presente na fase NREM poderia potencializar a propagacédo de respostas
pés-sindpticas (incluindo descargas epileptbgenas), concomitante com o
tbnus muscular que facilitaria os movimentos estereotipados presentes na
maioria das crises epilépticas (Shouse et al., 2000).

E importante ressaltar algumas caracteristicas eletrofisioldgicas
identificadas na vigilia atenta e no sono dessincronizado de ratos tratados
com pilocarpina. Desde os estudos pioneiros de Timo-laria et al. (1970) o
quais introduziram o rato como o animal de escolha para o estudo do ciclo
vigilia-sono, est4 bem estabelecido que as fases de vigilia atenta e de sono
dessincronizado séo caracterizadas eletrofisiologicamente por intensa
dessincronizagéo cortical e pela prevaléncia de ondas teta no hipocampo
(Timo-laria et al, 1970; Valle et al, 1992, 1995). Os animais tratados com
pilocarpina, entretanto, apresentaram alguns componentes eletrofisiol6gicos
atipicos expressos como espiculas e ondas lentas de alta voltagem,
interpostos a dessincronizagdo. Uma provavel hipotese € que estruturas
responsaveis pela geracdo e manutencdo da dessincronizagdo possam ter
sofrido algum tipo de lesdo causada pelo status epilepticus e como

consequéncia, haveria um desequilibrio na regulagdo de centros
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sincronizadores os quais liberariam a ocorréncia de ondas sincronizadas no
cortex. Corroborando com essa hipotese ha os achados histopatoldgicos
caracteristicos do modelo experimental de epilepsia do lobo temporal (Turski
et al., 1983; Priel et al., 1996, Covolan e Melo, 2000, 2006) os quais
apresentam lesGes difusas no sistema nervoso central apds status
epilepticus induzido por pilocarpina. Ademais, recentemente, Sanabria et
al.(2002) identificaram les@es corticais nos encéfalos de animais epilépticos
no modelo da pilocarpina. O cértex somestésico apresentou alteracdes nas
camadas mais superficiais (lI-IV) comparado ao grupo néo epiléptico.
Devemos destacar que a area cortical analisada no presente estudo era o
cortex somestésico, e presumivelmente as anormalidades encontradas
durante o eletroscilograma na vigilia atenta e do sono dessincronizado, se
deva, pelo menos em parte, a essa alteracdo patoldgica detectada em
animais com crises espontaneas. Entretanto, apenas com um estudo mais
abrangente, considerando as diferentes areas corticais e subcorticais
concomitantemente propiciaria informacdes conclusivas sobre os provéaveis

centros envolvidos nas disfungdes encontradas no presente estudo.

5.4 Efeitos da epilepsia no ciclo vigilia-sono

E importante ressaltar um dos nossos principais achados neste
estudo. A alteracdo na duracéo total das fases de VA e SS corroboram com
a hipotese citada anteriormente de que estruturas responséveis pela
geracdo e manutencdo da dessincronizagdo possam ter sofrido algum tipo

de lesdo causada pelo status epilepticus e como consequéncia, haveria um
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desequilibrio na alternancia entre estagios predominantemente
sincronizados e dessincronizados.

Os ratos assim como a maioria dos roedores sdo animais de habitos
noturnos. Por possuirem um grande numero de predadores esses animais
procuram se esquivar do perigo elaborando e executando a maior parte dos
comportamentos para a manutencdo da espécie durante a noite, reservando
o periodo do dia para dormirem.

Em relacdo as andlises em fungdo dos ciclos (claro e escuro), os
animais epilépticos apresentaram uma resposta diametralmente oposta aos
ndo epilépticos em ambos o0s ciclos revelando, dessa forma, certa
indiferenca aos estimulos externos.

Informacdes externas, como a presenga ou auséncia da luz séo
transmitidas ao nucleo supraquiasmético por meio do trato retino-
hipotalamico, resultando na modulagédo dos ritmos circadianos, incluindo o
ritmo vigilia-sono (Quigg, 2000b). Entretanto sabe-se que, outras vias
aferentes, como as originadas do sistema limbico (hipocampo ventral, cortex
entorrinal lateral, regido amigdalo-hipocampal e amigadalo-piriforme)
apresentam projecdes para nucleo supraquiasmatico (Krout et al., 2002).

Vale ressaltar que determinadas &reas como amigdala, e
principalmente regido hipocampal estdo comprometidas no animal cronico
do modelo da pilocarpina (Turski et al., 1983), nos levando a conjecturar a
hipétese de possiveis lesdes em vias aferentes que se projetam para o
nucleo supraquiasmatico. Para corroborar com a hipétese de lesdo neuronal

e/ou funcional na regido hipotalamica, animais epilépticos portadores de
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crises espontaneas recorrentes apresentaram alteracbes na densidade
neuronal nas regibes pré-Optica e hipotalamica medial dorsal, areas
sabidamente relacionadas ao ciclo vigilia-sono (Quigg et al., 1999; Chou et
al., 2003; Bastlund et al., 2005).

Tomadas em conjunto todas as evidéncias acima concomitantes com
os resultados apresentados, sugerem uma possivel disfuncdo do nudcleo
supraquiasmatico e suas conexfes hodoldgicas, na expressdo do ritmo
vigilia-sono.

Por meio do método adotado em nosso Laboratério para a
quantificacdo dos padrdes elestroscilograficos, foi possivel caracterizar
minuciosamente a distribuicdo das fases de vigilia e sono nos animais
portadores de crises espontaneas recorrentes. O grupo epiléptico
apresentou maior concentracdo de SS no inicio do dia, periodo no qual os
animais ndo epilépticos, normalmente, apresentam curtos periodos de vigilia
com comportamentos exploratérios ao serem expostos a luz. O grupo de
animais epilépticos mostrou-se indiferente a resposta ambiental,
permanecendo nos estagios de sono mesmo apos a troca do ciclo escuro
para o claro. A altera¢do no padréo ciclico nos ratos epilépticos é indubitavel
uma vez que durante o periodo vespertino (periodo o qual se espera uma
concentracdo maior de estagios de sono), o animal epiléptico apresentou
aumento de vigilia com redugé@o de sono dessincronizado, ao passo que no
ciclo escuro, os epilépticos apresentaram alteracdo nos comportamentos de

vigilia atenta e sono sincronizado.
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N&o obstante a alteracdo no ritmo vigilia-sono, também foi identificada
anormalidades na alternancia de fases com sequéncias regulares de vigilia
para sono em ratos tornados epilépticos por pilocarpina.

Poucos estudos em modelos experimentais foram realizados na
tentativa de elucidar as interrelagbes entre epilepsia e sono. Raol e Meti
(1998) analisaram o perfil do sono em animais submetidos a técnica de
abrasamento e revelaram alteracdes fisiologicas a curto e médio prazo.
Animais com crises secundariamente generalizadas apresentaram, a curto
prazo, um aumento de SS e SD com diminuicdo de VR. A médio prazo, 0s
dados revelaram apenas aumento de SS até 142 dia de andlise. Em
contrapartida, Bastlund et al.(2005) demonstraram alteragfes no sono apos
15 semanas do status epilepticus em ratos submetidos & estimulagéo
elétrica hipocampal. As andlises de sono durante a primeira parte do dia
revelaram redugdo de SD em animais crbnicos. Tal discrepancia entre os
resultados poderia ser explicada pela diferenga nos protocolos utilizados.
Raol e Meti (1998) analisaram o efeito agudo ocasionado pela crise
epiléptica, enquanto que Bastlund et al. (2005) estudaram o efeito crénico
causado pela epilepsia.

Nossos resultados corroboram e complementam as analises
realizadas por Bastlund et al.(2005), uma vez que, demonstramos
minuciosamente o efeito da epilepsia no sono ao longo do ciclo claro e
escuro, evidenciando além da reducao de SD, importantes alteracdes no

sono sincronizado.
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Os nossos achados corroboram também com os estudos clinicos.
Bazil et al. (2000) demonstraram que pacientes portadores da epilepsia do
lobo temporal apresentam reducdo de sono dessincronizado mesmo que as
crises epilépticas ndo tenham sido eclodidas durante os estagios de sono.
Quando os pacientes eram acometidos por crises noturnas, as alteragdes
eram ainda mais acentuadas, além da redugdo do sono dessincronizado,
algumas fases do sono sincronizado também eram afetadas pela crise
epiléptica. De Almeida et al.(2003) demonstraram redug&o na porcentagem
do sono dessincronizado, fragmentacdo do sono, aumento do numero de
mudancas de estagios e do tempo acordado apds o inicio do sono em
pacientes epilépticos com presenca de esclerose hipocampal.

Em suma, as andlises apresentadas do nosso estudo até o0 momento,
demonstram uma total desorganizacdo do ritmo vigilia-sono nos animais
epilépticos. Uma provavel explicacdo para tais achados é que a epilepsia e
as crises epilépticas poderiam afetar as inUmeras conexdes ligadas ao
ndcleo supraquiasmético, que por sua vez alteraria os ritmos biolégicos.
Para corroborar com essa hipotese, Bazil et al., (2000b) observaram redugéo
significativa no nivel de melatonina no periodo inter-ictal em pacientes
portadores de epilepsia do lobo temporal, quando comparados ao grupo
sadio, entretanto, apdés uma crise convulsiva o nivel de melatonina
aumentava drasticamente. Ademais, modelos animais de epilepsia
revelaram alteracdes nos ritmos da temperatura corporal quando submetidos
a temperatura constante e possivelmente essas anormalidades estdo ligadas

a uma leséo hipotalamica (Quigg et al., 1999).
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5.5 Efeitos da epilepsia no comportamento onirico

Nossos resultados demonstraram que n&o houve alteragdo na
duracéo total dos comportamentos oniricos durante o sono dessincronizado
no grupo epiléptico.

E de suma importancia destacar que, segundo hipGtese corrente em
nosso Laboratério, a génese dos sonhos comeca com a revocacdo de
multiplas informagBes memorizadas que s@o analisadas e se combinam,
resultando em um padr@o neural especifico (configuragdo do sonho). A
identificacdo da configuragdo por processo consciente constitui o sonho.
Quando a informacéo é identificada pelo processo consciente, gera-se um
comportamento especifico (um padrdo onirico, constituido de componentes
motores e vegetativos correspondentes). O comportamento especifico é
normalmente relacionado ao contetdo do sonho, o qual pode ser expresso
pela movimentacéo isolada ou concomitante dos varios segmentos do corpo
do animal (Valle, 1995). Vale ressaltar a riqueza de informacdes que a nossa
técnica de abordagem experimental sobre sonhos possibilita, a qual pode
gerar conhecimentos que corroborem para o0 esclarecimento dos
mecanismos relacionados a revocacdo e a consolidagdo das informagdes
durante o sono dessincronizado.

Um estudo realizado por Wetzel et al. (2003), demonstrou uma
melhora na consolidagdo da memodria de ratos que foram submetidos
experimentalmente a um aumento do sono dessincronizado. No entanto, até

0 presente momento h& inUmeras controvérsias sobre a real contribuicdo do
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sono sincronizado e dessincronizado nos processos de memorizagao
(Steriade e Timofeev, 2003; Wetzel et al., 2003).

Os ratos submetidos ao modelo da pilocarpina no periodo crénico
apresentaram um déficit significativo de aprendizado com piora na retencao
de memodria espacial quando comparados ao grupo nao epiléptico (Leite et
al., 1990, Dos Santos et al., 2005).

Do ponto de vista fisiolégico, os resultados apresentados em relacdo
aos sonhos sdo complexos para serem explicados, uma vez que ndo se
sabe ao certo a fungcdo do sono dessincronizado na consolidagdo de
memoéria da meméria e qual a correlacdo entre aprendizado e

comportamentos oniricos nos ratos epilépticos.

5.6 Nacleo supraquiasmatico
Apesar das inUmeras alteragbes evidenciadas na ciclicidade dos
animais epilépticos, os ratos portadores de crises espontaneas recorrentes
ndo apresentaram diferenca no volume do nucleo supraquiasmatico, quando
comparados aos animais ndo epilépticos. Nossos dados corroboram com
andlises histologicas qualitativas prévias realizadas pelo método de
abrasamento (Quigg et al., 1999) e da pilocarpina (Stewart e Leung , 2003)
em animais portadores de epilepsia.
O nucleo supraquiasmatico é uma estrutura anatémica localizada no
hipotadlamo anterior, acima do quiasma Optico. Esse ndcleo representa o

principal relégio bioldgico dos mamiferos, capaz de gerar um ritmo endégeno
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proprio, passivel de sincronizagdo com o meio externo (Quigg, 2000b; Aloe
et al., 2005).

A técnica tradicional de andlise morfolégica € muito utilizada nas
andlises comparativas quando as alteracdes estruturais sdo muito evidentes,
entretanto quando as anormalidades sdo discretas, a analise qualitativa
poderia mascarar algum aspecto sutii que diferenciasse 0s grupos
estudados. Para situa¢cdes como esta, a estereologia é recomendada. Essa
técnica possibilita uma analise quantitativa, sem a subjetividade inerente ao
método qualitativo (Shimitz e Hof, 2005).

Um dos parametros estereoldgicos (volume) foi utilizado no presente
estudo para verificarmos possiveis alteragdes no nicleo supraguiasmatico
entre os grupos. Vale ressaltar que apesar da auséncia de alteragbes
estruturais macroscopicas, demonstrada nesse estudo, ndo foi realizada
uma contagem neuronal que poderia revelar de forma mais detalhada
possiveis alteragBes estruturais, no nucleo supraquiasmético de ratos
tornados epilépticos por pilocarpina.

Cremos que, distirbios funcionais do nlcleo supraquiasmatico
(Sanabria et al., 1996) poderiam ser, em parte, responsaveis pela alteracéo
na ciclidade dos estagios de vigilia e sono descritos neste estudo, entretanto
até o momento ndo sabemos ao certo, se existe alguma alteracdo na
quantidade de neurdnios no nucleo supraquiasmatico dos ratos tornados
epilépticos por pilocarpina. Um estudo abrangente combinando técnicas
estereoldgicas e imuno-histoquimicas nas véarias estagdes hodologicas do

ndcleo supraquiasmatico ap0ds injecdo de pilocarpina poderia auxiliar na
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elucidacdo das questbes relacionadas as alteragbes encontradas no ciclo
vigilia-sono e, se essas alteraces sdo devido a disturbios funcionais e/ou,
estruturais no principal centro regulador de ritmos circadianos nos

mamiferos.
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6. Conclusao

Os dados obtidos no presente estudo demonstraram uma patente
desorganizacdo das fases de vigilia e sono nos ratos tornados epilépticos
por pilocarpina, ressaltando o efeito deletério da epilepsia per se em um dos
ritmos circadianos mais importante nos mamiferos, o ciclo vigilia-sono.
Aventamos algumas hipdteses para tais achados: alteracdo funcional e/ou
estrutural no ndcleo supraquiasmatico e suas conexdes hodologicas; lesédo
em areas responsaveis pela dessincronizacdo e, a propria condicdo
epiléptica poderiam ser responsaveis pelas disfuncdes observadas nos
ciclos vigilia-sono dos animais epilépticos deste estudo. Os resultados
obtidos no presente estudo reproduziram anormalidades encontradas no
ciclo vigilia-sono observadas em pacientes epilépticos, sugerindo que o
presente modelo pode ser uma importante ferramenta para o estudo de

mecanismos subjacentes a epilepsia do lobo temporal e sono.



7. Anexos

Anexos A

Tabelas referentes as distribuigdes das fases do ciclo vigilia-sono

Tabela 1 — Duracéo total (s) dos estégios de vigilia e sono.

CVS NEPI EPI

VA 34981,23+606,88 32361,64+850,91*
VR 6607,59+588,98 7041,64+547,87
SS 29886,12+886,56 33483,59+1272,29*
PP 2257,71+407,80 1839,31+225,38
SD 6556,94+881,96 5922,31+440,58

Abreviaturas: CVS: ciclo vigilia-sono; NEPI: grupo ndo epiléptico;
EPI: grupo epiléptico; VA: vigilia atenta; VR: vigilia relaxada; SS:
sono sincronizado; PP: sono pré-paradoxal, SD: sono
dessincronizado. *p<0,05 v grupo ndo epiléptico. Dados expressos
em média * erro padrao da média.

Tabela 2 — Duracéo total (s) dos estagios de vigilia e sono em fun¢éo dos ciclos claro e escuro.

CICLO CLARO CICLO ESCURO
NEPI EPI NEPI EPI
VA 11116,83+561,42 12730,93+727,87* 23864,39+654,23 19630,71+1094,35*
VR 3931,123+430,09 3384,807+237,35 2676,47+268,88 3656,83+£349,21*
SS 19733,52+589,17 20557,75+680,27* 10152,6+587,24 12925,83+1090,67*
PP 1519,844+290,91 1266,136+169,32 737,87+147,72 573,1764+1227,71
SD 4772,715+674,34 3369,186+280,46 1784,22+284,16 2553,13+422,41

Abreviaturas: NEPI: grupo ndo epiléptico; EPI: grupo epiléptico; VA: vigilia atenta; VR: vigilia
relaxada; SS: sono sincronizado; PP: sono pré-paradoxal, SD: sono dessincronizado. *p<0,05 v
grupo nao epiléptico. Dados expressos em média + erro padrao da média.

89



Tabela 3 — Duracéo total (s) dos estégios de vigilia e sono em fungdo dos periodos

90

MANHA TARDE NOITE MADRUGADA
NEPI EPl NER EPl NEPI ER NER EPl
VA 6659,11+463,68 6512,6945/9,51 4457, 71429141 621823t001,78* 1284459450813  1070393+150860*  110198+6850,79 8926, 77+936,06¢
WR 1993 76£336,28 1625,58+107,92 1937,36+177,08 1790,224182,77 1165,15+189,06 1991,58+161,00* 1511,31+106,10 1665,25£239,19
SS 8678524339,36 O71397+£3%62,13*  11054,9+49531 10843 78:54842 454214435320 5856,66+512,51F 561045+594,12 7069,16+808,39¢
PP 57643+141,85 501,86+98 HA3,40+160,23 T04,27+87,91 39950+113,06 21966451,14 338,36+86,18 35351+116,9
D 1793,19£398,9 1520,58+318,81 2979,51+306,76 1839,60+126,25* 81346+182, 11 99541+113 26 970,76:219,24 15657,726344.44

Abreviaturas: NEPI: grupo nao epiléptico; EPI: grupo epiléptico; VA: vigilia atenta; VR: vigilia relaxada; SS: sono
sincronizado; PP: sono pré-paradoxal, SD: sono dessincronizado. *p<0,05 v grupo ndo epiléptico. Dados
expressos em média * erro padrao da média.



Anexo B

Tabela referente a distribuicdo dos comportamentos oniricos

Tabela 4 — Duracgéo total (s) dos epis6dios oniricos em 22 horas, em fung¢éo dos ciclos
claro e escuro e dos periodos.

NEPI EPI

TOTAL 1616,56+212,37 1387,86+265,11
cC 1213,34+188,66 831,91+140,60
CE 403,22+62,56" 555,95+151,29
P1 474,80+152,00 399,66+93,26
P2 738,54+87,91* 432,24+63,70
P3 194,33+55,25 199,54+49,51
P4 208,89+46,55 356,41+106,50

Abreviaturas: NEPI: grupo ndo epiléptico; EPI: grupo epiléptico; TOTAL:
compreende 22 horas de registro; CC: ciclo claro; CE: ciclo escuro; P1: manhd; P2:
tarde; P3: noite; P4: madrugada. t p<0,05 v ciclo claro, grupo ndo epiléptico; i
p<0,05 v noite e madrugada, grupo nao epiléptico. Dados expressos em média *
erro padrao da média.
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Anexo C

Tabelas referentes as distribui¢des de ciclos com seqléncia regular

Tabela 6: Numero de episodios de ciclos regulares e ciclos de sono completos.

CICLOS REGULARES CICLOS DE SONO COMPLETOS
NEPI EPI * NEPI EPI *
TOTAL 28,83+6,20 13,5+3,54 63,545,23 38,5+8,39

CccC 20+4,95 8,33+1,82 43,33+3,58 25,33+5,50
CE 8,83+1,60 5,16+1,99 20,16+2,44 13,16+3,93
P1 8,5+2,95 4,5+1,73 15,67+3,49 10,67+2,87
P2 11,5+2,36 3,83+1,56 27,67+2,75 14,67+4,03
P3 2,83+0,48 2+0,89 8,17+1,49 4,67+1,78
P4 6+1,46 3,16%1,3 12+2,30 8,5+2,90

Ciclos regulares: compreendem da vigilia atenta ao sono dessincronizado. Ciclos de sono
completos: presenca de todas as fases de sono. Abreviaturas: NEPI: grupo ndo epiléptico; EPI:
grupo epiléptico; TOTAL: compreende 22 horas de registro; CC: ciclo claro; CE: ciclo escuro; P1:
manha; P2: tarde; P3: noite; P4: madrugada. - p<0,05 v grupo néo epiléptico na duracéo total (22
horas de registro). Dados expressos em média + erro padrao da média.
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Anexo D

Implante de elétrodos subcorticais
Averiguacdo da posicao dos elétrodos

Figura 21: Foto ilustrativa da posicdo dos elétrodos subcorticais na regido hipocampal. A: rato
ndo epiléptico. B: rato epiléptico.
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