S
.‘ iv
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS

AVALIACAO DAS RESPOSTAS CARDIOVASCULARES E
ELETROENCEFALOGRAFICAS APOS CRISES EPILEPTICAS
INDUZIDAS PELO ABRASAMENTO ELETRICO DA AMIGDALA EM
DIFERENTES FASES DO CICLO SONO-VIGILIA DE RATOS

POLIANA PERES GHAZALE

GOIANIA-GO
2016



o %)
- PRPG .8

PRO-REITORIA OF

sistema de ¢ ufa POS GRADUALAD U FG

TERMO DE~CIENCIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES E DISSERTAGOES
NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

_Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal
de Goias _(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Te-
ses e Dissertagoes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n°
832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n° 9610/98
o~documento conforme permissoes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impres-
Zzztae/g:t:own/oad, a titulo de divulgagéo da produgao cientifica brasileira, a partir

1. Identificacao do material bibliografico: [ x ] Dissertagao [ ]Tese
2. ldentificacao da Tese ou Dissertagao:
Nome completo do autor: Poliana Peres Ghazale

Titulo do trabalho: Avaliagao das respostas cardiovasculares e eletroencefalografi-
cas apos crises epilépticas induzidas pelo abrasamento elétrico da amigdala em di-
ferentes fases do ciclo sono-vigilia de ratos.

3. Informacgoes de acesso ao documento:

Concorda com a liberagao total do documento [ x ] SIM [ ]NAO'

Havendo concordancia com a disponibilizagéo eletrénica, torna-se imprescin-
divel o envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese oudissertacao.

Assinatura do(a; autgr(a)i

Data: 25/ 0/?/70/(/

pesl® Iwm )
! Neste caso0 m%’dﬁs’\m Jera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A e_xtens?o
deste prazo suscita justificativa junto a coordenagéo do curso. Os dados do documento nao serao
disponibilizados durante o periodo deembargo.
Casos de embargo:

- Solicitagéo de registro de patente;

- Submissao de artigo em revista cientifica;

- Publicagéo como capitulo de livro;

- Publicagéo da dissertacéo/tese em livro.

2 A assinatura deve ser escaneada.

Ciente e de acordo:




vi

POLIANA PERES GHAZALE

AVALIACAO DAS RESPOSTAS CARDIOVASCULARES E
ELETROENCEFALOGRAFICAS APOS CRISES EPILEPTICAS
INDUZIDAS PELO ABRASAMENTO ELETRICO DA AMIGDALA EM
DIFERENTES FASES DO CICLO SONO-VIGILIA DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa
Multicéntrico de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da associada Universidade Federal de Goias,
como requisito parcial para obtencado do titulo
de Mestre em Ciéncias Fisioldgicas.

Area de Concentracéo: Fisiologia

Orientador: Prof. Dr. Diego Basile Colugnati
Co-orientador: Profa. Dra. Aline Priscila
Pansani

GOIANIA-GO
2016



vii

Ficha de identificagio da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Ghazale, Poliana Peres

Avaliacao das resposlas cardiovasculares e eletroencefalograficas
apos crises epilepticas induzidas pelo abrasamento elétrico da
amigdala em diferentes fases do ciclo sono-vigilia de ratos.
[manuscrito] f Poliana Peres Ghazale, Diego Basile Colugnati, Aline
Priscila Pansani. - 2016.

xxvi, B2 £.2l.

Orientador: Prof. Dr. Diego Basile Colugnati; co-orientador Dr.
Aline Priscila Pansani.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias
Fisiclagicas, Goiania, 2016.

Bibliografia.

Inclui siglas, fotografias, abreviaturas, simbolos, gréfico, tabelas,
lista de figuras, lista de tabelas.

1. Epilepsia. 2. SUDEP. 3. Abrasamento. 4. Sono. 5. Sistema
cardiovascular. |. Colugnati, Diego Basile. |l. Pansani, Aline Priscila.
lIl. Colugnati, Diego Basile, orient. [\V. Pansani, Aline Priscila, co
orient. V. Titulo.

CcDu s12




viii

SERVIOO PUSLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
[NSTITUTO DE CIENCIAS IIOLOGICAS
PROGRAMA MULTICENTRIOO DE POS-GRADUATCAD EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

ATA DA SESSAO PUBLICA DE DEFESA DE DISSERTACAO DEN° 5
Ans vinte ¢ um dias do més de setemieo 00 ano oe cols Mil e Cazesssis, 3§
catorze horas, no Anfiteatro do ICB2 de Universidade Federal do Golas,
reuniram-o8 oA componentes da banca examinadora: Prof, Dr. Diego Sasile
Colugnati, Profa. Dra. Grazieia Toires Blanch, Prof. Dr. André Henrique Freiria-
Oliveira @ Alne Prisclla Pansan| para, em s$85530 publica presicids pelo
primeird examinader citade, procederem & avaliagdo da defesa de dissertacao
intitulada "Avaliacic das Respostas Cardiovasculares e Eletroencefalograficss
apos Crises Epildpticas Induzidas pela Abrasamento Elétnico da Amigdaa em
Diferentes Fases do Ciclo Sono-Viglia de Ratas”, em nivel de mestrado, oe
autoria de Poliana Peres Ghazale, discente ¢o Pragrama Multicéntrico de
Pas-Graduagie em Ciénclas Fislolgicas da Universidade Federal ce Gowas. A
85530 oL 3Derta pek presidente, que fez a spresentacas formal dos membeos
da banca. A palpvra, & sequir, f0i concedida & autora da dissertagdo gue, em
cerca de_ __ minutos, procedey & apresentacds de seu trabalho,
Terminada a apresentacao, cada membro da banca arguiu & examinada,
tendo-se 8dolado o sistema de dlilogo seqmnual- Terminads s fase de
arguicio, procedw-se a avaﬁ;io da dissertacia. Tendo-se em vista o que
consta na Resolwﬁo n?112% de maic de 2012 do Conselho de Ensino,
Pesquiss, Extensdo € Cultura {C!PEC). que regulamenta o Programa
' de Pbs-Graduac!o em Cllnctls Fiswlogicas, a dissertacio fol
47 - eon!ideraudo~se lnbagnlrnem cumprida  este
requisto para msdtdmn;io do titulo de Mestre em Ciéncias Fisioldgicas

‘pela Universidade Feduddoﬁplis, A conclusSo do amdmse-iquando de
-‘-‘mmmvmlodemm\ﬂ da dmdomsm:iadopmm com a3

, ! ..:__'f psum mm mm de m dhu




SEAVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FECERAL DE GOIAS
[NSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUAGAD EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

9 c¢onstar, eu, Rensto César Rodrigues, Assistente am Administracade ca
30 Secretaria de Pos-graduagdo oo Instituta de Ciéncies Bioldgicas Ga
31 Universidade Federal de Golds, lavrel a presente ata que apas lida € aprovada,
51 serd assinaca pelos membros ca banca examinadora em trés vias de igual
3 teor.

pX

B

3%

24

K

3

40

4

0.

»

: ,A ia_ﬁ' L &

f

LR

A



DEDICATORIA

Ao0s meus pais, Irisman e lesser, e minha avg, Labibi.



Xi

AGRADECIMENTOS

A Deus, que em nenhum momento permitiu que eu desistisse de meus sonhos
ou que deixasse de lutar pelos meus ideais. Que colocou as pessoas certas em minha

vida e me colocou na familia certa.

Aos meus pais, Irisman e lesser, a quem devo tudo 0 que consegui até aqui e
tudo o que ainda vou conseguir, por serem minha base e minha referéncia como ser
humano e por terem caminhado junto comigo em cada conquista ou obstaculo. Ao
meu irméao, lesser Junior, de quem me orgulho muito como ser humano, pelo
companheirismo de sempre. A minha avé, Labibi, que sem duvidas foi uma das

pessoas que mais torceram pela minha vitéria, nos bastidores de cada passo que dei.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Diego Colugnati, presente em minha vida
académica desde a Iniciacé@o Cientifica, profissional em quem me espelho e de quem
tenho muito orgulho de ser orientanda, pela atencédo, respeito e amizade que mantém

com seus alunos.

A minha co-orientadora, Profa. Dra. Aline Pansani, extremamente importante
para a realizacéo deste trabalho, por quem tenho uma intensa admiragao e respeito
pela forma como dirige seus estudos e por estar sempre presente de forma positiva

nas adversidades.

Ao Prof. Dr. Falvio Scorza, por ter cedido seu laboratorio na Universidade
Federal de Sdo Paulo para a realizagdo de parte dos experimentos deste trabalho, por
guem tenho muito respeito pelos estudos que tem feito em busca do bem-estar de

pacientes com epilepsia.

Ao Prof. Dr. Guus Schoorlemmer, do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal de Sao Paulo, por todo o apoio pratico que forneceu ao nosso

estudo, sempre de maneira gentil.

Aos Profs. Dr. Carlos Henrigue Castro, Dra. Elizabeth Mendes e Dr. Carlos

Henrique Xavier, por terem colaborado para o andamento deste trabalho.

A minha amiga Karina Gomes, que n&o sO auxiliou em experimentos deste
trabalho como também sempre esteve presente nos momentos bons e ruins nos
altimos anos de minha vida, da mesma forma que as amigas Aryanne Melo e

Fernanda Dias, verdadeiras parceiras de vida.



xii
Aos colegas do Laboratério Integrado de Fisiologia Cardiovascular e

Neurofisiologia, pela companhia e apoio de sempre, em especial ao colega Allancer

Nunes, pelo apoio em experimentos realizados neste trabalho.

Aos colegas de grupo, Paula, Beatriz e Pedro Paulo, que sempre estiveram
prontos para ajudar em qualquer circunstancia. Aos alunos da Disciplina de
Neurociéncia da Universidade Federal de S&o Paulo, Mariana, Lais, Leandro, Mércia,
Nancy e Selvin, que me deram apoio e foram muito solicitos durante o periodo que
passei no laboratério e souberam me receber de bracos abertos, criando entre nés

um vinculo de amizade.



DEDICATORIA.....cccoeeeeeeen

AGRADECIMENTOS

Xiii

“A ciéncia humana de maneira nenhuma
nega a existéncia de Deus. Quando
considero guantas e quao maravilhosas
coisas 0 homem compreende, pesquisa e
consegue realizar, entdo reconhego
claramente que o espirito humano é obra

de Deus.”
(Galileu Galilei)
SUMARIO
........................................................................... X
Xi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ... XV
LISTADE FIGURAS ..ottt e et e e e e eaas XVii
LISTADE TABELAS ...t et e e e XXii
e 1 11 XXiii
ABSTRACT L.ttt e et e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaeas XXV
LINTRODUGAO ..ottt ettt sttt 22

3 I o1 1= o 1] - 22

1.2 Morte subita e inesperada nas epilepsias........ccccvvveeiiieeeieeeeeiiiiiiie e, 24

1.3 Modelo do abrasamento elétrico da amigdala para inducéo de epilepsia27

1.4 EPIlEPSIA € SONO ... 29
2 OBIETIVOS ..o e e e e 31
2.1 ODJetivo geral ..o 31
2.2 ObjetivoSs €SPECITICOS .....uuuiiiiiiiiiee et 31
3 MATERIAIS E METODOS........oouiiiiieciecieee e e ete et ee et ete ettt 32
S L ANIMAIS i 32
3.2 Grup0S EXPEriMENTAIS. ......ciieeeeieieeiiiiiie e e e e e e e e e e e e eeeens 32
3.3 Cirurgia para implante de eletrodos .............ooovvviiiiiieeeeeeeicee e, 33
A REQISIIO. ..o 34
3.5 Deteccéo das fases do ciclo sono-vigilia ..........coocvvieiiieiieiiiiiiiieeeee. 35
3.6 INducao das crises epiléptiCas ........cccuuvviiiiiiieeeeiie e 35
3.7 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca...........ccccccevvvvviiiieieiiiiiiiiiieeeeeeeee 37
3.8 Funcdo cardiaca e susceptibilidade a arritmias X Vivo ...........cccccceeeee... 37
4 RESULTADOS ....coiiiieiee ittt ettt e e e e e s st e e e e e e e e s s ssbraeeeeaaeeeeaanes 43
4.1 Abrasamento elétrico da amidala............ccccceevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 45
N 4 1114 0= PP 46
4.3 Parametros cardiaCosS iN VIVO .........ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48
4.4 Relagdo entre aPGES @@ FC ....coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 55
4.5 Parametros cardiovasculares €X VIVO...........cuvvveeeiieieiieieeeiieiieeeeeeeeeeeeeeeens 57
B DISCUSSAD ....ooviiicieiieeeeieee sttt n s 61
B CONCLUSAO. ..ottt 69

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.oooiiiieeeeeeeeeeeee e, 72

Xiv



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

OV — No variation (Nenhuma variagao)
1V — One variation (Uma variagao)
2LV — Two like variations (Duas variacdes parecidas)

2UV — Two unlike variations (Duas variagdes diferentes)

XV



ANOVA — Andlise de variancia

ABL — Amigdala basolateral

Ach — Acetilcolina

AOS — Apneia obstrutiva do sono

BAV — Bloqueio atrio-ventricular

BS — Bloqueio sinusal

CEUA - Comisséo de ética no uso de animais
CVP — Complexo ventricular prematuro
DAE — Drogas anti-epilépticas

E1l — Estagio 1 da escala de Racine

E2 — Estagio 2 da escala de Racine

E3 — Estagio 3 da escala de Racine

E4 — Estagio 4 da escala de Racine

E5 — Estagio 5 da escala de Racine

ECG - Eletrocardiograma

EEG — Eletroencefalograma

EEGa — Eletroencefalograma da amigdala
EEGc — Eletroencefalograma cortical

ELF — Epilepsia do lobo frontal

ELFN — Epilepsia do lobo frontal noturna
ELT — Epilepsia do lobo temporal

ELTm — Epilepsia do lobo temporal mesial
ELTn — Epilepsia do lobo temporal neocortical
EMG — Eletromiograma

EOG - Eletro-oculograma

EPM — Erro padrdo da média

ES — Extra-sistole

FC — Frequéncia cardiaca

FCI — Frequéncia cardiaca intrinseca

FEN — Fenilefrina

HF — High frequency (Alta frequéncia)

XVi



XVii

KCI — Cloreto de potassio

LF — Low frequency (Baixa frequéncia)

MES — Maximal eletroshock (Maximo eletrochoque)

NPS — Nitroprussiato de sodio

NREM — Non-rapid eyes moviment (Movimento rapido dos olhos)
PD — Pés-descarga

PGES - Postictal generalized electroencephalogram supression (Supressdo do
eletroencefalograma pos crise generalizada)

PIS — Pressao intraventricular sistdlica

PID — Presséo intraventricular diastolica

PIDE - Pressao intraventricular desenvolvida

dP/dt + — Derivada da pressao/Derivada do tempo durante a sistole
dP/dt - - Derivada da presséo/Derivada do tempo durante a diastole
SDNN - Stardard deviation of the average normal RR

R-R — Intervalo cardiaco

REM — Rapid eyes moviment (Movimento n&o rapido dos olhos)
RMSSD — Root mean square of successive diiferences

SNC - Sistema nervoso central

SUDEP — Sudden Unexpected Death in Epilepsy (Morte subita e inesperada nas
epilepsias)

VFC - Variabilidade da frequéncia cardiaca

WAR — Wistar audiogenic rats (Ratos Wistar audiogénicos)

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Padréo eletroencefalografico (EEG) e eletromiografico (EMG), em rato, que
diferenciam o estado de Vigilia, sono NREM e sono REM. Nota-se, em vigilia, ha um
ritmo theta desregulado e uma alta atividade muscular. Em NREM, observa-se ritmo
delta (ondas lentas) acompanhado de uma diminuic¢ao significativa do tdnus muscular.
Em REM, prevaléncia de ritmo theta regular e quase completa atonia muscular
(Adaptado de Louis et al, 2004) (62). .......uuuuummmmmmmmiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiieiees 29



Xviii
Figura 2 - Sistema para captacdo de sinais biolégicos e estimulacdo elétrica da
amigdala. Os animais foram mantidos em uma gaiola transparente com livre acesso
a agua e alimento. Biopotenciais captados por eletrodos distribuidos nos animais
foram amplificados e, através do sistema de aquisicdo de dados PowerLab v.8, foram
lidos em forma de graficos. Um chaveador acoplado ao sistema permitiu ora inducao
de estimulos, ora amplificac@o de sinal eletroencefalografico da amigdala, permitindo
gue o sistema de aquisicdo de dados fosse capaz de realizar ambas as fungdes.

Figura 3 - Figura esquematica do protocolo de deflagracdo diaria de estimulos

elétricos na regido basolateral da amigdala direita. .........ccccccooeviiiiiiieeiieennnnns 36

Figura 4 - Esquema de montagem de Sistema de Langendorff para experimento de
coracdao isolado. (Fonte: adaptado de Chorro; Such-Belenguer; Lopez-Merino, 2009)
(=) TSP EEPPRP 38

Figura 5 - Figura esquematica do protocolo para analise de funcdo cardiaca através
da técnica de Langendorff para coracdes isolados. ...........cccceeeeeeiieeieeeee. 39

Figura 6 - Esquema de montagem de uma cuba de banho de 6rgaos utilizada para
experimento de reatividade vascular. (Fonte: adaptado de YLDIZ; SEYREK; GUL.
L L 1 ) T 10 ) 41

Figura 7 - Esquema representativo do protocolo de vaso isolado para testes de
capacidade de contracdo e relaxamento aodrtico apds teste de endotélio. FEN:

Fenilefrina; Ach: Acetilcolina; NPS: Nitroprussiato de Sédio; KCI: Cloreto de Potassio.

Figura 8 - Esquema representativo da ordem cronolégica na qual todo o protocolo

experimental foi feito, em cada animal. ..............cccceviiiii e, 42

Figura 9 - Tracado eletroencefalogréafico cortical e eletromiogréafico caracteristicos de
estado de vigilia. EMG Power indica a amplitude do EMG, enquanto que o NREM
Power e REM Power indicam as razdes entre ondas do EEG (3 x a)/(B x y) e ©%/(d x

a), respectivamente. A faixa cinza representa o limiar. ..........cccccccvvvvvviiiennnnnn. 44

Figura 10 - Tragado eletroencefalografico cortical e eletromiogréfico caracteristicos
de estado sono NREM. EMG Power indica a amplitude do EMG, enquanto que o
NREM Power e REM Power indicam as razdes entre ondas do EEG (0 x a)/((B x y) e

©2/(d x a), respectivamente. A faixa cinza representa o limiar........................ 44



Xix
Figura 11 - Tracado eletroencefalografico cortical e eletromiografico caracteristicos
de estado sono NREM. EMG Power indica a amplitude do EMG, enquanto que o

NREM Power e REM Power indicam as razdes entre ondas do EEG (0 x a)/(B x y) e

©2/(d x a), respectivamente. A faixa cinza representa o limiar........................ 45

Figura 12 - Tempo em que 0s animais permaneceram em cada estagio de Racine e
tempo total necessario para abrasamento elétrico da amigdala. Resultados expressos
em média £ EPM. * NREM ou REM x Vigilia. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste
de Tukey. P<0,05, NS5, e e 46

Figura 13 — Duracdo da pés-descarga em cada estagio do abrasamento feito em
diferentes fases do ciclo sono-vigilia. One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de
TUuKeY. P<O,05, NT5. e 46

Figura 14 — Exemplo de extra-sistole bigeminada (A) e em salva (B), encontradas nos

registros de ECG dos animais dos grupos NREM e REM............ccccieeenn. a7

Figura 15 — Andlise da FC comparando-se 0s grupos antes (pré) e apés (pos) o
abrasamento elétrico da amigdala. Resultados expressos em média + EPM, n=5. Two-
way ANOVA, seguido pelo pos-teste de TUKEY..........cceevvrriiiiiiiiiii e, 48

Figura 16 — Analise da VFC no dominio do tempo comparando-se 0S grupos antes
(pré) e apds (pos) o abrasamento elétrico da amigdala. (A) SDNN; (B) RMSSD.
Resultados expressos em média + EPM, n=4. Two-way ANOVA, seguido pelo pés-
TESLE B TUKEBY . ... e e e e e 48

Figura 17 — Analise da VFC no dominio da frequéncia comparando-se 0s grupos antes
(pré) e apos (pds) o abrasamento elétrico da amigdala. (A) LF (ms?); (B) LF (nu); (C)
HF (ms?); (D) HF (nu); LF/HF. Resultados expressos em média + EPM, n=4. Two-way
ANOVA, seguido pelo pds-teste de TUKEY. .......cuvveeiiieeeiiieiiiiee e, 49

Figura 18 - Analise simbdlica da VFC comparando-se 0s grupos antes (pré) e apo6s
(p6s) o abrasamento elétrico da amigdala. (A) OV (%); (B) 1V (%); (C) 2LV (%); (D)
2UV (%). Resultados expressos em média + EPM, n=4. Two-way ANOVA, seguido
PEIO POS-ESLE UE TUKEBY. ... 50

Figura 19 — FC basal e p6s-ictal dos grupos abrasados em Vigilia, NREM e REM em
todos os estagios da escala de Racine. (A) Estagio 1; (B) Estagio 2; (C) Estagio 3; (D)
Estagio 4; (E) Estagio 5. Resultados expressos em média £ EPM. *Pds-ictal x Basal.



XX

eREM x Vigilia. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, p<0,05, n=5.

Figura 20 — FC instantdnea minima e maxima atingidas durante o periodo ictal em
todos os estagios da escala de Racine. (A) Estagio 1; (B) Estagio 2; (C) Estagio 3; (D)
Estagio 4; (E) Estagio 5. Resultados expressos em média £+ EPM. ¢ NREM ou REM x
Vigilia; * FC maxima ou FC minima x Pré-ictal. # FC maxima x FC minima. One-way
ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey, p<0,05, N=4. .......ccovvvvrviviiiiieeennnnnn. 53

Figura 21 — Porcentagem de bradicardia (A) e de taquicardia (B), em E5, no periodo
ictal comparado com o periodo pré-ictal. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de
LIS A £ PP 54

Figura 22 — Tempo de laténcia para FC instantanea minima (A) e maxima (B) durante
0 periodo ictal nos estagios 4 e 5 da escala de Racine. Resultados expressos em
média £ EPM. * REM x NREM. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey,
P<O,005, N e 54

Figura 23 — Figura representativa da variacdo da FC ictal e pds-ictal em comparacgao
com a média da FC pré-ictal, desde 30 segundos antes do estimulo elétrico até 60
segundos apos o término da crise (E5). (A) Grupo Vigilia; (B) Grupo NREM; (C) Grupo
REM. Cada ponto indica a média de cada segundo durante todo o tempo da analise
A linha pontilhada vertical preta indica 0 momento do estimulo e a vermelha indica a

média da duraCao da POS-AESCAIQA. ........ccevvvvriiiieeeeeeeeeeiee e 54

Figura 24 — Registro de EEGa, EEGc, ECG e de FC de um animal do grupo Vigilia,
demonstrando a bradicardia seguida pela taquicardia que ocorrem no periodo ictal
gue ocorrem de maneira similar em todos 0s grupos. A seta preta aponta para o

momento da bradicardia e a vermelha para a taquicardia rebote. ................... 55

Figura 25 — Duracéo da supresséo pos-ictal do EEG nos estagios 4 e 5 da escala de
Racine. Resultados expressos em média + EPM. * REM x Vigilia. One-way ANOVA,
seguido pelo pos-teste de Tukey, pP<0,05, N=4.......ciiiiiiiiiiiieee e 55

Figura 26 — Registro de EEGc de animal estimulado em estado de Vigilia (A) e de
sono REM (B) em E4. Em ambos os registros, entre as duas primeiras linhas verticais
tracejadas esta o periodo de pds-descarga e entre a segunda e terceira linha o periodo
E PGES. ... e e e 56



XXi

Figura 27 — Analise da FC nos periodos pré-ictal, ictal, durante e apds a supressao
pés-ictal do EEG em crises E5. Resultados expressos em média £+ EPM. e diferente
em relacdo ao grupo Vigilia; * diferente em relag@o ao periodo pré-ictal; # diferente em
relacdo ao periodo ictal. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, p<0,05,
T TSP EEPPR 57

Figura 28 — Registro de EEGc (A), ECG (B) e FC (C) de animal estimulado em estado
de Vigilia em estagio E5. A seta preta aponta para o momento do estimulo elétrico, a
vermelha para o fim da pds-descarga, a azul para o fim da PGES, a verde para a
bradicardia ictal e a amarela para a taquicardia ictal. Nota-se uma diminuicdo da FC

no periodo de PGES (entre as setas vermelha e azul). ..........cccccccvvvvvnnnnnnnnnnns 57

Figura 29 — Andlise da FCI (A), PAS (B), dP/dt+ (C), dP/dt- (D) e PIDE (E) antes da
oclusdo da artéria corondaria (valores que antecedem a primeira linha vertical
pontilhada), durante a isquemia (valores entre as duas linhas verticais pontilhadas) e
no periodo de reperfusdo coronariana (ap6s segunda linha vertical pontilhada) de
coracdes isolados de ratos dos grupos Sham, Vigilia, NREM e REM (Sham n=5, Vigilia
N=3, NREM N=2, REM NZ2). ..ottt 58

Figura 30 — Analise da porcentagem de contracdo induzidos por administracao de
concentragdes crescentes e cumulativas de fenilefrina em anéis de aorta com (A) e
sem (B) endotélio. Resultados expressos em média + EPM. * NREM x REM; + NREM
x Vigilia; # REM x Vigilia; & REM x Sham. One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste
de Sidak, P<0,05, NT3. e 59

Figura 31 — Analise da porcentagem de contracao induzida por KCl 120 mM em anéis
de aorta com (A) e sem (B) endotélio. Resultados expressos em média + EPM. * Vigilia

x Sham. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, p<0,05, n=3..... 60

Figura 32 — Andlise da porcentagem de relaxamento induzidos por administracdo de
concentragdes crescentes e cumulativas de Ach, em anéis de aorta com endotélio (A),
e de NPS (B). Resultados expressos em média + EPM. * REM x Sham, Vigilia e
NREM; # Sham x Vigilia, NREM e REM. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de
Sidak, P<O,05, NT3. e e e e e e 60



xxii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Distribuicdo das arritmias encotnradas antes, durante e apds crises (E5)

induzidas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia............ccccuiieeeeiieiiiniinnnee. a7

Tabela 2 - Distribuicdo de extra-sistoles bigeminadas ou em salva encontradas entre

crises e apos crises (E5) induzidas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia.. 47

Tabela 3 — Resultados da FC basal e p6s-ictal dos animais abrasados em Vigilia,
NREM e REM em todos os estagios da escala de Racine...........cccccccooeunneeee. 52



xxiii

RESUMO

Introducao: Alteracdes cardiovasculares tém sido apontadas como principal
causa de Morte Subita e Inesperada em Epilepsia (SUDEP). Existe uma intima relacéo
entre a epilepsia e o sono. A maioria dos casos de SUDEP ocorre durante o sono e
h& indicios de que o sono NREM ¢ facilitador para ocorréncia de crises. Objetivo:
Avaliar respostas cardiovasculares e eletroencefalicas de ratos submetidos ao modelo
de abrasamento induzido em diferentes fases do ciclo sono-vigilia. Métodos: O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Goias (CEUA-035/2015). Foram utilizados ratos Wistar (250-350 g), que foram
separados em grupos nos quais a epileptogénese foi induzida em diferentes fases do
ciclo sono-vigilia (Vigilia, NREM e REM). Utilizou-se o modelo Kindling para inducdo
de crises. Para isso, 0os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implante de eletrodos na amigdala direita, para inducao de estimulos elétricos, e no
cortex, para registro eletroencefalografico (EEGc). Eletrodos para registro de
eletromiograma (EMG) e eletrocardiograma (ECG) também foram implantados. Para
deteccéo da fase do sono utilizou-se algoritmos que se baseiam no EEGc e no EMG.
O estimulo elétrico foi induzido uma vez por dia e consistia em onda bifasica, a 60 Hz

durante 2 segundos. A progressao das crises foi analisada de acordo com a escala
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de Racine (1972) (E1: movimentos orofaciais; E2: movimentos mastigatorios e clonia
da cabeca; E3: contracdo dos membros anteriores; E4: elevacdo corporal; E5: crise
convulsiva com perda do controle postural). Foram induzidas, entdo, 3 crises E5 em
cada animal. Avaliou-se Frequéncia Cardiaca (FC), variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), arritmias e EEGc in vivo, além de fungcdo cardiaca e reatividade
vascular ex vivo. Resultados: O tempo para abrasamento elétrico da amigdala do
grupo NREM € menor quando comparado com o grupo Vigilia. O grupo NREM
apresenta taquicardia pos-ictal ainda nos primeiros estagios do abrasamento. A
duracdo de supressédo do eletroencefalograma pds crise generalizada (PGES), é
maior no grupo REM. A PGES, no grupo Vigilia, vem acompanhada de uma
diminuicdo na FC quando comparada com o periodo final das crises. O grupo Vigilia
tem maior capacidade de contracdo que os demais grupos, independentemente de
endotélio enquanto que o grupo REM possui maior porcentagem de relaxamento,
dependente de endotélio. Parametros como duracéo de pos-descarga (PD), FC e VFC
apos o abrasamento, arritmias, a bradicardia seguida de taquicardia durante o periodo
ictal de crises E5 e a funcdo cardiaca ex vivo foram similares em todos os grupos
experimentais. Conclusao: Nossos resultados sugerem que apenas o abrasamento
elétrico da amigdala é suficiente para induzir aumento na FC poés-ictal do grupo
NREM, aumento na duracédo da PGES no grupo REM, e alteracdes na reatividade
vascular dos grupos NREM e REM, tendo o primeiro uma maior porcentagem de
contracdo e o segundo, maior porcentagem de relaxamento quando comparado com

0s demais grupos.

Palavras-chave: Epilepsia;, SUDEP; abrasamento; Sono; Sistema cardiovascular.
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ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular alterations have been identified as the main
cause of Sudden Unexpected Death in Epilepsy (SUDEP). There is an intimate
relationship between epilepsy and sleep. Most cases of SUDEP occurs during sleep
and the NREM sleep is a facilitator factor for the occurence of seizures. Aim: To
evaluate cardiovascular and electroencephalographic responses of rats submitted to
kindling model induced at diferente stages of sleep-wake cycle. Methods: The
experimental protocol was approved by Ethics Commitee of the Universidade Federal
de Goias (CEUA-035/2015). Wistar rats (250-350 g) were separeted into 4 groups and
seizures were induced according to sleep-wake cycle (Wake, NREM sleep and REM
sleep) or no seizure (SHAM). We used the kindling model for induction of seizures.
The animals was submitted to stereotactic surgery to implant electrodes in the right
amygdala, for electrical stimulation, and in the cortex, for electroencephalographic
record (EEGc). Electrodes for electromyographic (EMG) and electrocardiographic
(ECG) recordings were also implanted. The detection of sleep phase was based on
algorithms described by Louis et al. (2003). The electrical stimulus was induced one
time per day and consisted in a biphasic wave during 2 seconds (60 Hz). The seizures
evolution was analyzed according to Racine’s scale (E1: orofacial movements; E2:
mastigatory movements and head clonus; E3: forelimb clonus; E4: rearing; E5: rearing
and falling). Three E5 seizures was induced in each animal. We evaluated heart rate
(HR), heart rate variability (HRV) arrhythmias and EEGc in vivo, cardiac function and
vascular reactivity ex vivo. Results: The time fully kindling in NREM group was lower
compared to Wake group. The NREM group presents postictal tachycardia in the early

stages of process. The duration of postictal generalized electroencephalogram
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supression (PGES) is larger in REM group. The PGES in Wake group was
accompanied by a decrease in HR compared to the final period of seizures. The
muscle cell in aortic artery of Wake group had greater contraction capacity than the
other groups, while the REM group had a higher endothelium-dependent relaxatio.
Parameters such as after-discharge duration (AD), HR and HRV after kindling process,
arrhythmias, bradycardia followed by tachycardia during the ictal period of E5 seizures
and ex vivo cardiac funtion were similar in all groups. Conclusion: Our results suggest
that kindling process per se was able to induce an increase in post-ictal HR in NREM
group, an increase in PGES duration in REM group, and an impairment on vascular
reactivity of NREM (higher contraction percentage) and REM (lower relaxation
percentage) groups.

Keywords: Epilepsy; SUDEP; kindling; sleep; cardiovascular system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

As epilepsias constituem um conjunto de doencas cerebrais,
caracterizadas pela ocorréncia de duas crises convulsivas em um intervalo de
tempo maior que 24 horas, ou por apenas uma, quando o risco de recorréncia
for superior a 60% (1). O risco de recorréncia de crises epilépticas é medido a
partir de uma série de exames neuroldgicos realizados ap0s a primeira crise,
demonstrando alteracdes que podem predispor o individuo a outra, como

tracado eletroencefalografico caracteristico epileptiforme (1).

As crises convulsivas, por sua vez, ocorrem devido a uma hiperatividade
cerebral, com descargas paroxisticas, que podem acontecer em uma
determinada regido cerebral, se espalhando ou ndo para ambos os hemisférios.
A hiperatividade cerebral é reflexo da falta de equilibrio entre os mecanismos de
excitacdo, promovidos principalmente pela liberagcdo de glutamato, e inibicdo
neuronal, promovidos pela liberacdo de GABA na maioria das sinapses
inibitérias do sistema nervoso central (SNC) (2,3). Em pacientes com epilepsia
ha notavel perda de neurdnios GABAérgicos (2,4). Uma vez danificados, uma
reorganizacdo sinaptica se faz necessaria, de maneira que o brotamento de
fiboras musgosas em sitios sindpticos anteriormente danificados causa uma
hiperexcitabilidade neuronal devido ao surgimento de potenciais pés-sinapticos

excitatérios em detrimento dos inibitorios, levando a epileptogénese (5-8).

Do ponto de vista epidemioldgico, as epilepsias constituem, hoje, uma das
doencas neurolégicas graves mais comuns (9). Na América Latina, a média de
prevaléncia da doenca é de 17,8/1.000 pessoas, e a incidéncia varia de 77,7-
190/100.000/ano pessoas (10).

De acordo com o foco epiléptico, as crises epilépticas podem ser
classificadas em focais ou generalizadas. As crises focais séo originadas em
redes neuronais presentes em apenas um hemisfério cerebral (11). Estas sdo
ainda subdivididas em crises de manifestagdo motora e ndo motora. As motoras

podem ser tonicas (extrema contracdo muscular sustentada), clonicas
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(movimentos repetitivos de contracdo e relaxamento muscular), mioclénicas
(contrag@es involuntérias subitas e de curta duracdo), atbnicas (diminuicdo ou
perda total subita do tébnus muscular), espasmos epilépticos (flexdo e/ou
extensdo subita muscular, de maior duracdo que as mioclénicas) ou
hipermotoras (chutes, palmas, friccdo das maos, automatismos, entre outros).
As ndo motoras podem se apresentar de forma sensorial (alto nivel de percepcao
sensorial sem estimulo externo), cognitiva (perda de controle da linguagem ou
percepcao espacial), emocional (experiéncia de grandes emoc¢des, como choro
ou risos sem estimulos externos, por exemplo) ou autonémica (disfuncdo do

sistema nervoso autonomo) (12).

As crises generalizadas tém foco epiléptico em ambos os hemisférios
cerebrais de forma simultdnea, acometendo estruturas corticais ou subcorticais,
nao necessariamente de forma simétrica (11). Elas, assim como as crises focais,
podem se apresentar de forma cldnica, tonica, atbnica, tdnico-clénica, mioclonica
e em espasmos epilépticos (crises motoras). H4 também, dentro das crises
generalizadas, a chamada crise de auséncia. Nesse caso ocorre uma
interrupcdo das atividades normais de forma brusca e inesperada, com olhar
desfocado e interrupcdo da fala. Uma crise pode ainda ter inicio em um foco
epiléptico restrito a um hemisfério cerebral e, em seguida, se generalizar para
ambos os hemisférios, condicdo denominada de crises secundariamente

generalizadas (12,13).

As epilepsias podem ser classificadas de acordo com o foco epiléptico,
com o tipo de crise ou pela etiologia da doenca. De acordo com a etiologia, as
epilepsias podem ser classificadas em estruturais, metabdlicas, infecciosas ou
mesmo ter causa desconhecida (11,14,15). Além desses, alteracdes genéticas,
como mutacbes em genes que codificam determinadas proteinas, também
podem causar epilepsia (8,14). Sabe-se, por exemplo, que alteracdes nos genes
gue codificam alguns canais para K*, como o0s canais do tipo v1.1, v7 e v8,
podem culminar em determinados tipos de epilepsia, ja que este ion é essencial
para a excitabilidade celular (8,16). As epilepsias estruturais podem ser visiveis
em exames de neuroimagem e referem-se a alteracdes em determinadas
estruturas cerebrais que levam a crises epilépticas, como por exemplo epilepsias

do lobo frontal ou occipital (17).
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A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) constitui a forma mais prevalente da
doenca (18,19). Ela pode ser classificada em ELT mesial (ELTm), na qual as
crises tém foco hipocampal ou parahipocampal, correspondendo a maioria dos
casos, e ELT neocortical (ELTn), quando o foco epiléptico estd no neocortex do
lobo temporal lateral (20,21). A ELTm estd associada a uma condicdo
denominada “esclerose hipocampal”. Trata-se de uma atrofia do hipocampo dos
pacientes, observada em exames de imagem, que se deve a grande perda
celular que ocorre na regido CA1 e no Hilo do hipocampo. Além disso, ocorre
uma dispersao de células granulares no giro denteado dos mesmos, motivo pelo

gual essa regiao se torna mais espessa (5,22).

Considerando-se a fisiopatologia da epilepsia, muitas drogas anti-
epilépticas (DAE) tém sido criadas a fim de minimizar os efeitos causados pela
hiperexcitabilidade neuronal, ora exacerbando 0s processos inibitorios
(Fentobarbital e Benzodiazepinicos), ora atenuando 0s excitatorios
(Carbamazepina e Lamotrigina) (23). Bloqueadores da recaptacdo de GABA,
inibidores da enzima GABA-transaminase, potencializadores e agonistas
GABAEérgicos, além de ativadores de canais para ClI- podem ser usados para
aumentar a capacidade inibitéria de neurdnios. Por outro lado, bloqueadores de
canais para Ca*™ e para Na*' e antagonistas glutamatérgicos dificultam a
atividade excitatoria. Embora muitos estudos estejam voltados para a criacdo ou
aperfeicoamento de drogas anti-epilépticas (DAE), o indice de refratariedade ao
tratamento farmacoldgico é alto na ELT, principalmente quando se trata de
monoterapias, desta forma, opta-se pelo regime de politerapia. No entanto, uma

parcela dos pacientes continuara refrataria, mesmo neste regime. (22,23).
1.2 Morte subita e inesperada nas epilepsias

O indice de mortalidade dos pacientes com epilepsia € maior quando
comparado com o da populacdo em geral (25,26). Isso ocorre, principalmente,
por uma condicdo denominada de “Morte Subita e Inesperada em Epilepsia”
(SUDEP, do inglés Sudden Unexpected Death in Epilepsy), que é a principal
causa de morte, diretamente relacionada com a epilepsia (27). A SUDEP é
definida como uma morte subita, ndo traumatica, sem evidéncias de afogamento

e sendo ou ndo precedida por uma crise convulsiva em pacientes com epilepsia,
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excluindo-se a condicdo de status epilepticus, sem evidéncia clara de alteracoes
patologicas e estruturais (28). A causa da SUDEP vem sendo alvo de muitos
estudos cientificos. Muitos deles relacionam a condicdo com alteracdes
cardiovasculares, respiratérias e encefalicas que podem ocorrer tanto no periodo
interictal, isto é, entre uma crise epiléptica e outra, quanto no periodo peri-ictal
(periodo que abrange o momento logo antes da crise, a crise e logo apos a
mesma) (29-32). Os principais fatores de risco para SUDEP estéo relacionados
com o tempo da doenca, politerapia, refratariedade farmacologica, epilepsias de
causa idiopatica, temperaturas frias e alta frequéncia de crises ténico-clonicas

nao tratadas (33).

Do ponto de vista cardiovascular, o principal fenbmeno proposto como
causa da SUDEP ¢é a presenca de arritmias (30). Ocorre que a hiperatividade
neuronal durante a crise pode atingir centros hipotalamicos responséaveis pela
regulacdo cardiovascular, podendo levar ndo s6 a arritmias (bloqueios de
conducéo, fibrilacdo ventricular, entre outros) como também a alteracdes na
frequéncia cardiaca (FC) e na modulacdo autonémica de pacientes com
epilepsia (29,30). Estudos tanto clinicos quanto experimentais tém
demonstrado certos padroes de FC alterados em pacientes com epilepsia.
Nota-se, no periodo ictal, casos de taquicardia decorrentes de um aumento da
modulacdo simpatica (34—36). Observou-se, somado a isso, uma bradicardia
gue precede a condicdo de taquicardia ictal cuja intensidade esta relacionado
com o aumento no numero de crises (37). Além disso, a FC de repouso esta

aumentada em individuos com epilepsia (38).

Tais alteracdes sugerem que a modulacdo autonémica cardiaca esta
alterada tanto em pacientes quanto em animais submetidos a diversos modelos
de epilepsia cronica, o que parece se confirmar numa série de estudos que
avaliam a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) dos mesmos. De fato, a
analise da VFC é o principal método n&o-invasivo utilizado para avaliagcdo da
modulacdo autondmica, uma vez que a atividade simpatica ou parassimpatica
resulta em flutuacdes dos intervalos cardiacos (39,40). A avaliagdo da VFC
pode ser feita de diferentes maneiras: no dominio do tempo e no dominio da

frequéncia.
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No dominio do tempo, podemos avaliar a modulacdo autonémica
observando-se o desvio-padrdo da média dos intervalos RR (SDNN, do inglés
Stardard deviation of the average normal RR) e pela raiz quadrada da média
de sucessivos intervalos RR (RMSSD, do inglés Root mean square of
successive diferences) (39,41). O SDNN reflete alteracGes tanto da modulacéo
simpatica quanto parassimpética, e ainda pelo ciclo circadiano (42) ao passo
gue a RMSSD ¢ influenciada basicamente pela modulagéo parassimpatica (41).
Por outro lado, através das analises no dominio da frequéncia, € possivel
determinar o quanto que cada componente (simpatico, parassimpatico e ciclo
circadiano) contribui para a poténcia total de uma série temporal. A analise no
dominio do tempo gera um espectro de frequéncia que normalmente é dividido
em trés componentes principais: alta (HF, High Frequency), baixa (LF, Low
frequency) e muito baixa frequéncia (VLF, Very llow frequency), onde HF reflete
modulacdo vagal dos parametros cardiovasculares, LF modulacdo simpatica e
VLF principalmente o papel de determinados hormonios, receptores e
peptideos nessa modulacdo (40,42). Ha, ainda, uma outra maneira de se
analisar a VFC, em forma de transformacdes simbdlicas, onde 0V indica que
ndo ha nenhuma variacao entre sucessivos simbolos (traduzindo modulacao
simpética), 1V significa uma variacdo (modulacdo tanto simpética quanto
parassimpatica), 2LV (Two like variations) significa que ha duas variagbes
entre 0s simbolos e que elas sdo parecidas, isto €, no mesmo sentido e 2UV
(Two unlike variations) indica que ha duas variacdes e que elas sdo em sentidos
diferentes (os dois ultimos refletem modulacdo vagal). Esse método ainda é
novo, mas promissor, uma vez que permite que séries temporais menores

(menor tempo de registro) possam ser utilizadas (43,44).

Estudos mostram uma redugéo da VFC em pacientes com epilepsia (45).
Essa reducédo reflete uma baixa capacidade de adaptacdo do sistema
cardiovascular a alteracdes fisioldgicas, podendo levar o individuo a morte (41).
Ha evidéncias de que pacientes com epilepsia tenham altera¢cées na VFC tanto
no dominio do tempo (SDNN e RMSSD) quanto no dominio da frequéncia (LF),
(45,46). Em um estudo recente, Romigi et al. (47) encontraram um aumento na

razdo LF/HF em pacientes com ELT nos periodos pré-ictal, ictal e no pos-ictal,
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além de uma exacerbacdo de SDNN e RMSSD no periodo ictal, sugerindo um

aumento do ténus simpatico e um desequilibrio vagal durante a crise.

Somada as alterac¢des cardiovasculares jA mencionadas, recentemente a
SUDEP vem sendo associada com um evento denominado de Supressao do
Eletroencefalograma (EEG) p6s Crise Generalizada (PGES, do inglés Postictal
Generalized EEG Supression) (48,49). A PGES em humanos é caracterizada por
uma supressao do EEG, de forma uni ou bilateral, compreendida como uma
reducdo da amplitude do mesmo para menos que 10 uV por mais de 1 segundo,
que pode acontecer em até 30 segundos apos o periodo ictal (49,50). Em 2010,
Lhatoo et al. (49) mostraram que, comparando-se um grupo de pacientes
acometidos por SUDEP com um outro que ndo acometido, o tempo de duracéo
da PGES foi significativamente maior no primeiro grupo quando analisadas
crises motoras, ndo sendo encontrada essa alteracdo em outros tipos de crise.
Esse mesmo estudo também mostrou que quando a duracdo da PGES é maior
gue 50 segundos, aumenta-se o risco para SUDEP (49). Apesar de poucos e
contraditorios estudos acerca da PGES, nota-se uma importante relacdo da
mesma com disfuncdo respiratéria durante o periodo em que ela ocorre,
tornando ainda mais importante o entendimento de sua relagdo com a SUDEP
(51,52).

1.3 Modelo do abrasamento elétrico da amigdala para inducéo de

epilepsia

Tendo em vista a dificuldade de se realizar pesquisas acerca das
epilepsias em humanos devido a limitagcdes metodoldgicas e éticas, uma vez que
0s estudos envolvem procedimentos muitas vezes invasivos, varios modelos de
experimentacdo animal tém sido produzidos em prol de se gerar avangos
cientificos nesta area (53,54). Entre modelos crénicos e agudos, encontram-se
0S genéticos, quimicos e de abrasamento elétrico (55-58). A escolha do modelo
a ser seguido em cada pesquisa depende, basicamente, do objetivo da mesma,
porém os mais utilizados na atualidade sé@o o da pilocarpina e o do abrasamento

elétrico da amigdala.
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Em 1967, Goddard et al. (57) iniciou seus estudos acerca de um modelo
para indugéo de crises epilépticas que denominou de “Efeito Kindling” (no Brasil,
traduzido como “abrasamento”), que definiu como “alteragdes progressivas que
resultam de repetidas estimulagdes elétricas” (56,57). Mais tarde, Racine (59—
61) aperfeicoou o modelo, concluindo no que hoje conhecemos como
“abrasamento elétrico da amigdala”, modelo que utilizamos na corrente

pesquisa.

No abrasamento elétrico, sucessivos estagios comportamentais e
eletroencefalograficos evoluem a partir de estimulos elétricos diarios, de baixa
intensidade, com intervalos de 24 horas entre si. Estes estimulos podem ser
induzidos em estruturas relacionadas a ELT como hipocampo e amigdala
(56,60). A evolucdo comportamental decorrente deste modelo foi catalogada e

classificada por Racine em 1972, da seguinte maneira:

- Estagio 1 (E1): Animai imovel, pisca o olho estimulado, apresenta

movimentos orofaciais e de vibrissas;

- Estagio 2 (E2): Sintomas do E1, acrescido de movimentos clonicos da

cabeca e mastigacao;
- Estagio 3 (E3): Sintomas do E2, acrescidos clonia de membros;

- Estagio 4 (E4): Sintomas do E3, acrescidos de elevagdo corporal, na

qgual o animal se mantém somente sobre os membros posteriores;

- Estégio (E5): Sintomas do E4 seguida de queda. Perda total do controle

da postura, caracterizadas como crises tonico-clonicas generalizadas.

O animal é considerado completamente abrasado quando trés crises em
estagio 5 sdo induzidas de forma consecutiva, o que ocorre apds, em média, 15
dias de estimulo. ApoOs esse periodo as crises sdo sustentadas na fase 5, ndo

regredindo mais de estagio (56,60).

Este modelo é interessante partindo do principio de que as crises sao
deflagradas logo ap6s o estimulo elétrico, isso permite que o pesquisador defina

0 momento correto em que as crises devem ser induzidas e, além disso, com
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qual frequéncia isso ocorrerd. Desta maneira, € possivel melhor controle da
avaliacdo de parametros fisioldgicos no periodo ictal, diferente do que acontece
na inducao de epilepsia pela administragéo de pilocarpina, por exemplo.

1.4 Epilepsia e Sono

O sono é dividido em duas fases principais: movimento nao rapido dos
olhos (NREM, non rapid eyes movement) e movimento rapido dos olhos (REM,
rapid eyes movement). Elas se diferenciam entre si de maneira comportamental
e eletroencefalogréfica. A primeira fase pela qual o sono passa € a NREM. Ela é
caracterizada por um ténus muscular bastante diminuido quando comparado
com o estado de vigilia. O sono NREM €&, em humanos, dividido em 3 fases (N1,
N2 e N3), sendo a ultima delas conhecida como “Sono de Ondas Lentas”. Isso
porque o tracado eletroencefalogréfico dessa fase é caracterizado pela presenca
de ondas em ritmo delta (5, 1,5-6 Hz) (Figura 1), que possui alta amplitude e
baixa frequéncia. Nessa fase, o eletromiograma (EMG) encontra-se com baixa
amplitude e o eletro-oculograma (EOG) pouco ativo. No sono REM, diferente do
que acontece na primeira fase, ha uma alta atividade neuronal, apresentando um
ritmo theta (6, 6-10 Hz) regular. Em contrapartida, hd atonia muscular e
movimento rapido dos olhos, evidenciado pelo EOG mais ativo. Desta forma,
esta fase do sono também € chamada se sono paradoxal. No geral, seres
humanos adultos passam apenas cerca de 20 % do tempo do ciclo sono-vigilia
em sono REM. (62-65) (Figura 1).

Vigilia || Sono NREM || Sono REM {

ol Mot u«mwm, il
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|
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Figura 1 — Padrao eletroencefalogréafico (EEG) e eletromiografico (EMG), em rato, que diferenciam o estado
de Vigilia, sono NREM e sono REM. Nota-se, em vigilia, h& um ritmo theta desregulado e uma alta atividade
muscular. Em NREM, observa-se ritmo delta (ondas lentas) acompanhado de uma diminuicéo significativa
do tébnus muscular. Em REM, prevaléncia de ritmo theta regular e quase completa atonia muscular
(Adaptado de Louis et al, 2004) (62).
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Inidmeros tem sido os estudos que associam as Epilepsias com o sono.
De fato, o estagio do sono em que o0 paciente se encontra tem se mostrado
crucial para o desenvolvimento de crises. Estudos apontam que durante o sono
NREM ha um alto nivel de sincronizacédo neuronal talamo-cortical, que pode ser
o motivo pelo qual essa fase tem se mostrado facilitadora do aparecimento das
crises, enquanto que, por outro lado, a fase REM parece suprimi-las (66—68).
Durante o sono é possivel encontrar maior quantidade de descargas
epileptiformes interictais, especialmente na fase NREM (69). Além disso a

privacdo do sono pode aumentar a frequéncia de crises (70).

A influéncia da epilepsia no sono é reciproca. Um estudo demonstrou que
ratos Wistar com epilepsia induzida pela pilocarpina possuem menor quantidade
de tempo em vigilia ativa e maior em sono NREM (71). Utilizando o modelo do
abrasamento elétrico da amigdala, mostrou-se que quando crises foram
induzidas durante o periodo claro houve uma diminuicdo do tempo de sono, tanto
NREM quanto REM, ao passo que quando induzidas no periodo escuro, somente
o tempo de NREM foi diminuido (72). As epilepsias podem provocar privacédo do
sono por duas vias: diretamente, devido as crises epilépticas que ocorrem nesse

periodo, e indiretamente, através do efeito das DAEs (73).

Nota-se, portanto, que a epilepsia e o sono séo fatores que se relacionam:
alteracdes na arquitetura do sono podem aumentar a frequéncia de crises, e as
crises podem alterar a arquitetura do sono. Somado a todos esses fatores, torna-
se importante ressaltar que cerca de 60 % dos pacientes vao a 6bito por SUDEP
durante o sono e que, mesmo o sono NREM sendo responséavel pela facilitacdo
das crises, quando essas ocorrem durante a fase REM o risco para SUDEP é
maior (74-76). Um estudo recente de Hajek e Buchanan (77) feito em
camundongos utilizando o modelo de maximo eletrochoque (MES) para inducao
de crises epilépticas, observou que todos os animais em que crises eram
induzidas durante o sono REM morreram, ao passo que 67 % dos animais com
crises durante o sono NREM e 50 % dos com crise em vigilia morreram. Nesse
sentido, torna-se importante um estudo que identifique qual a relagao entre o
sono, a epilepsia e alteracbes cardiovasculares e neuroldgicas que fazem de

alteracdes do sono um fator de risco para SUDEP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar alteracdes cardiovasculares e encefalicas produzidas por crises
epilépticas induzidas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia pelo modelo de
abrasamento elétrico da amigdala.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel do ciclo sono-vigilia no tempo para abrasamento elétrico
total da amigdala, bem como na duracdo das crises induzidas em cada fase

deste processo;

- Avaliar a FC nos periodos pré-ictal, ictal e pos-ictal de ratos com crises
epilépticas induzidas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia pelo abrasamento

elétrico da amigdala;

- Avaliar o efeito do abrasamento elétrico da amigdala induzido em
diferentes fases do ciclo sono-vigilia sobre a modulacdo autondmica através da

analise da VFC;

- Avaliar a presenca de arritmias durante as crises epilépticas induzidas

em diferentes fases do ciclo sono-vigilia;

- Avaliar a supressédo do EEG pés crises generalizadas de animais cujas

crises epilépticas foram induzidas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia;

- Avaliar o efeito do abrasamento elétrico da amigdala induzido em

diferentes fases do ciclo sono-vigilia na funcdo cardiaca ex vivo;

- Avaliar o efeito do abrasamento elétrico da amigdala induzido em

diferentes fases do ciclo sono-vigilia na reatividade vascular ex vivo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados ratos, da linhagem
Wistar, pesando entre 250 e 350 g, provenientes o Biotério Central da
Universidade Federal de Goias. Os animais permaneceram alojados em gaiolas
apropriadas com livre acesso a agua e racao. As condi¢cdes do biotério setorial
do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, do Instituto de Ciéncias Biologicas na
Universidade Federal de Goias obedeceram a um ciclo claro-escuro de 12 horas
(claro: 7:00h — 19:00h) e a temperatura foi mantida constantemente a 21+1 °C.

Todos os procedimentos realizados foram submetidos e analisados pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Goias (CEUA: 035/2015).

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos, de maneira que em trés
deles foram induzidas crises durante cada fase o ciclo sono-vigilia (Vigilia, Sono
NREM e Sono REM) e, em outro, nenhuma crise foi induzida (Grupo Sham).

Desta forma, tempos:

3.2.1 Grupo Sham: animais submetidos ao procedimento cirdrgico para
implantacdo de eletrodo, porém nado foram induzidas crises convulsivas,
passaram apenas pelo procedimento de determinacdo do limiar da pOs-
descarga,

3.2.2 Grupo Epilepsia Vigilia: animais que foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para implante de eletrodos bem como ao protocolo de
abrasamento elétrico da amigdala, sendo todos os estimulos elétricos induzidos

somente durante a vigilia;

3.2.3 Grupo Epilepsia NREM: animais que foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para implante de eletrodos bem como ao protocolo de
abrasamento elétrico da amigdala, sendo todos os estimulos elétricos induzidos

somente durante a fase NREM do sono;
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3.2.4 Epilepsia REM: animais que foram submetidos ao procedimento
cirargico para implante de eletrodos bem como ao protocolo de abrasamento
elétrico da amigdala, sendo todos os estimulos elétricos induzidos somente

durante a fase REM do sono.

3.3 Cirurgia para implante de eletrodos

Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico para implante de
eletrodos para registro dos biopotenciais: eletroencefalograma (EEG),
eletrocardiograma (ECG) e eletromiograma (EMG). Foi realizado tratamento com
antibiotico (Pentabidtico — 100 mg/Kg, s.c.) e anti-inflamatorio (Flunixin — 2
mg/Kg, s.c.) por 3 dias, a partir do dia da cirurgia, para prevencao de dor e

infeccéo.

Os eletrodos para EEG foram implantados por meio de cirurgia
estereotaxica. Um eletrodo bipolar de niquel-cromo foi implantado no complexo
amigdaloide direito (coordenadas: AP -2,5 mm, ML 4,5 mm e DV -8,5 mm, em
relacdo ao bregma). Este eletrodo foi utilizado tanto para o registro
eletroencefalografico (EEGa), como para a estimulacéo elétrica no processo de
abrasamento. Dois parafusos de aco inoxidavel foram implantados no osso
parietal esquerdo (coordenadas: AP +3 mm, ML + 1 mm, em relacdo ao bregma)
e no 0sso temporal esquerdo (coordenadas: AP +4 mm, ML + 1 mm, em relacdo
ao lambda). Nestes parafusos foram ancorados eletrodos monopolares de
niquel-cromo. A derivagéo entre estes dois eletrodos foi utilizada para registro
do EEG cortical (EEGc), o qual foi utilizado para detec¢do das fases do sono.
Todos os eletrodos foram fixados a um conector de saida e ancorados ao cranio

por cimento acrilico.

Os eletrodos para ECG foram constituidos de cabos de inox (5 Ib)
revestidos com nylon, exceto nas extremidades. Um eletrodo foi fixado ao
processo xifoide e outro inserido no mediastino, sendo fixado por um ponto de
sutura ao musculo esternocleidomastéideo. O trajeto dos fios entre as duas

extremidades foi feito subcutaneamente.

Os eletrodos para EMG foram constituidos de cabos de inox (5 Ib)

revestidos, exceto na extremidade proximal e 1,5 cm posterior a extremidade
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proximal (regido em contato com o musculo). Com a ajuda de uma agulha
hipodérmica (21G) o fio foi conduzido de forma a transpassar o musculo trapézio
(um fio do lado direito e outro do lado esquerdo), permanecendo a extremidade
distal na regido subcutanea do dorso do animal, de forma a somente a regido

desencapada estar em contato com as fibras musculares.
3.4 Registro

Amplificadores de sinal bioldgico foram conectados ao conector de saida
ancorado no cranio dos animais para registro de EEGc, EEGa, EMG e ECG. Os
sinais captados foram traduzidos em forma de registros eletrograficos e lidos por
meio do sistema de aquisi¢cdo de dados PowerLab v8 (AD Instruments, Australia)
(Figura 2).

Outros parametros também puderam ser calculados através dos sinais de
biopotenciais, como os tipos de bandas do EEGc (6: 1,5-6 Hz; 8: 6-10 Hz; a:
10,5-15 Hz; B: 22-30 Hz; y: 35-45 Hz), FC e VFC a partir dos intervalos R-R do
ECG.

Os animais foram registrados durante, no minimo, uma hora por dia para
registro basal/pré-ictal (30 minutos), ictal (periodo de pos-descarga), e pos-ictal

(30 minutos).

Amplificadores de biopotenciais Sistemade aquisicdo de dados
Powerlab v.8

Chaveador para estimulo elétrico.
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Figura 2 - Sistema para captagdo de sinais biolégicos e estimulagéo elétrica da amigdala. Os animais foram

mantidos em uma gaiola transparente com livre acesso a agua e alimento. Biopotenciais captados por
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eletrodos distribuidos nos animais foram amplificados e, através do sistema de aquisicdo de dados
PowerLab v.8, foram lidos em forma de graficos. Um chaveador acoplado ao sistema permitiu ora indugdo
de estimulos, ora amplificacéo de sinal eletroencefalografico da amigdala, permitindo que o sistema de
aquisicao de dados fosse capaz de realizar ambas as fungdes.

3.5 Deteccdao das fases do ciclo sono-vigilia

Duas semanas apos a cirurgia estereotaxica cada animal passou por um
registro de 24 horas para analise do ciclo sono-vigilia de cada um, através do
método de Louis (62). Neste método, 3 etapas para a classificacdo de cada fase
do ciclo sdo necessérias, baseadas em algoritmos estabelecidos pela
quantificacdo das poténcias de EMG e de EEGc (bandas a: 10.5-15 Hz, 8: 22—-30
Hz, y:35-45 Hz, §: 1.5-6 Hz e @: 610 Hz). Desta forma, temos:

1) Determinacdo de vigilia/sono: Se a poténcia muscular estiver alta o
animal esta em vigilia atenta ou, se baixa, parte-se para a proxima
etapa;

2) Determinacdo de NREM: Se a relagao (o x a)/(B x y) esta alta o animal
estd em sono NREM e, se baixa, parte-se para a ultima etapa,

3) Determinacdo de REM: se a relagao ©2/(d x a) esta alta o animal esta

em sono REM e, se baixa, 0 animal esta em vigilia relaxada.

A partir deste modelo uma rotina foi desenvolvida, utilizando o programa
Chart 5 for Windows (PowerLab/8SP; AD Instruments, Australia) para realizar o
estagiamento do sono em tempo real, de maneira que fosse possivel ativar um
eletroestimulador com descargas de amplitude e largura de pulsos suficientes
para estimular as crises epilépticas nos animais em cada fase do ciclo sono-

vigilia.
3.6 Inducédo das crises epilépticas

Os estimulos elétricos gerados na amigdala consistiam de pulsos
quadrados e bifasicos, de 1 ms cada, numa frequéncia de 60 Hz, durante 2 s por
dia. Estes foram feitos através do sistema de aquisicdo de dados PowerLab v.8,
que permite a inducao de estimulos através de tenséo elétrica. Para cada animal,
um limiar de p6s-descarga foi estabelecido no dia seguinte ao registro basal do

ciclo sono-vigilia.
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Para determinacdo do limiar da pds-descarga, varios estimulos foram
aplicados na ABL, de forma crescente, partindo de uma tenséo de 3V, com um
intervalo de 15 minutos entre um estimulo e outro. Assim que o animal respondia
ao estimulo, estes eram cessados. O limiar de pés-descarga foi compreendido
como a intensidade minima de estimulo capaz de gerar resposta
eletroencefalografica na regido estimulada, acompanhada de manifestacédo
corporal. Essa intensidade foi mantida constante durante todo o procedimento

experimental.

O protocolo diario para inducdo de crises consistiu em registro basal de
no minimo 30 minutos, para estabilizacdo da FC e adaptacdo do animal. Nos
grupos cujo abrasamento foi feito durante o sono esse periodo se prolongou até
gue o animal se mantivesse na fase respectiva de cada grupo, sendo o estimulo
deflagrado ap6s, no minimo, 10 segundos de sono REM ou 30 segundos de sono
NREM. O periodo imediatamente antes de cada indu¢édo é chamado de pré-ictal
(antes da crise). Ap0s estabilizagdo, os estimulos foram deflagrados e o padrédo
comportamental e eletroencefalografico observados até o final da PD, periodo
denominado de ictal (durante a crise). Apés o periodo ictal, os animais foram
registrados por mais 20 minutos, correspondentes ao periodo pds-ictal (apds a
crise) (Figura 3).

Estimulo elétrico na
amigdala

\

Registro basal/pre-ictal , . Registro pos-ictal
(minimo de 30 minutos) » Periodo ictal » (30 minutos)

Fim da pos-descarga

Figura 3 - Figura esquematica do protocolo de deflagragdo diaria de estimulos elétricos na regido

basolateral da amigdala direita.

Os animais foram estimulados a cada 24 horas e o0 padrao
comportamental e eletroencefalografico dos animais foi analisado segundo os
critérios de Racine (60). Os animais s6 foram considerados completamente

abrasados quando exibiram trés crises generalizadas estagio 5 em dias
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consecutivos. Todos os estimulos (desde o inicio do abrasamento até a ultima
crise convulsiva em E5) foram feitos na fase do ciclo sono-vigilia respectiva de
cada grupo experimental.

3.7 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Para avaliacdo da FC e da VFC considerou-se os intervalos entre um
batimento e outro a partir da onda R do ECG dos animais (intervalos R-R). Foram
analisados os registros antes do inicio dos estimulos e apds trés dias de crises
estagio 5. Coletou-se os intervalos R-R de um periodo de 5 minutos de cada um
desses registros e os dados foram transferidos para o programa CardioSeries
v2.4, analisados de forma linear (tanto no dominio do tempo quanto no dominio

da frequéncia) e néo linear (analise simbdlica) da VFC.
3.8 Funcéo cardiaca e susceptibilidade a arritmias ex vivo

No dia seguinte ao do ultimo estimulo os animais foram eutanasiados por
decapitacdo para procedimentos de analise de funcdo cardiaca e reatividade

vascular ex vivo.

Para andlise da funcdo cardiaca ex vivo utilizou-se a técnica de
Langendorff para coracdes isolados sob pressdo constante. Para isso, 0S
animais foram decapitados 15 minutos apds administracao de heparina (400 Ul,
i.p.) e tiveram a cavidade toracica exposta. Cada coracdo foi rapida e
cuidadosamente dissecado e, através de uma canula, e perfundido por solugéo
de Krebs Ringer a 37° C, saturada com solucdo carbogénica (95% de O2 e 5%
de CO2) e contendo, em mM: NaCl 118.4, KCl 4.7, KH2PO4 1.2, MgS0O4 _ 7H20
1.2, CaCl2 _ 2H20 2.5, glucose 11.7, e NaHCOS3 26.5. Um baldo preenchido
com agua e conectado a um transdutor de pressao (MLT0699 ADInstruments)
foi introduzido no ventriculo esquerdo através de uma incisédo feita no atrio
esquerdo. Através deste transdutor, sinais biolégicos de pressao intraventricular
foram registrados e lidos pelo sistema de aquisicdo de dados BioPac Systems
MP100 (Goleta, CA, EUA) (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema de montagem de Sistema de Langendorff para experimento de coragédo isolado. (Fonte:

adaptado de Chorro; Such-Belenguer; Lépez-Merino, 2009) (78).

O protocolo de analise da funcao cardiaca consistia em registro basal de
30 minutos, necessarios para estabilizacdo de todo o sistema, seguido por 15
minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusédo (Figura 5). Para isquemia, a
artéria coronéaria descendente anterior foi ocluida fisicamente com o auxilio de
uma linha enlacada na mesma. ApOs o periodo isquémico o né que ocluia a

artéria foi desfeito para que o fluxo coronariano fosse reestabelecido.

Em todas as fases do protocolo foram observados e analisados os
seguintes parametros cardiacos: Pressdo Intraventricular Sistélica (PIS),
Pressdo Intraventricular Diastolica (PID), derivada da pressao/Derivada do
tempo durante a sistole (dP/dt +) e a diastole (dP/dt -) ventricular, FC intrinseca
(FCI) e fluxo coronariano. Também foi possivel se avaliar a susceptibilidade a
arritmias pos isquemia, seguindo protocolo sugerido por Savergnini et al. (79).
Nele, considera-se o tempo de taquicardia e/ou fibrilagdo ventricular apos a
oclusdo da artéria coronaria esquerda ser revertida, que é classificado em: Fator
2: duragéo entre 0 a 3 minutos; Fator 4: duragéo entre 3 e 6 minutos; Fator 6: 6
a 10 minutos; Fator 8: 10 a 15 minutos; Fator 10: 15 a 20 minutos; Fator 11: 20
a 25 minutos; Fator 12: 25 a 30 minutos; Arritmia irreversivel: duracdo maior que
30 minutos (79).
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Figura 5 - Figura esquemética do protocolo para andlise de funcdo cardiaca através da técnica de

Langendorff para corag@es isolados.

Apés rapida retirada do coragdo dos animais para experimento de funcéo
cardiaca, a artéria aorta toracica dos animais foi retirada para andlise de
reatividade vascular. A aorta foi dividida em 4 anéis de 4 mm cada. Cada anel
foi mantido em uma cuba de banho de 6rgdos contendo solucdo de Krebs-
Henseleit a 37° C, saturada com solucédo carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2)
e contendo, em mM: NaCl 110,8; KCI 5,9; MgS0O4 1,07; NaH2PO4 2,33; CaCl2
2,49; Glicose 11,51; NaHCO3 25,0. Em cada cuba, uma haste metélica foi
acoplada tanto ao anel quanto a um transdutor de forca (Insight, Brasil) para
registro da atividade mecanica vascular. Os sinais foram, entdo, lidos pelo
sistema de aquisi¢cdo de dados Dataq Instruments MP100 (Goleta, CA, EUA)
(Figura 6).

O protocolo para analise da reatividade vascular consistia, basicamente,
de um teste de capacidade de relaxamento seguido de dois testes de capacidade
de contracdo. Dois dos anéis foram mantidos com endotélio, para analise de
funcéo endotelial vascular, e os outros dois tiveram o endotélio mecanicamente
removidos, para analise de fungdo muscular vascular. Dessa forma, apos um
periodo de estabilizacdo de 1 hora (com troca da solucéo a cada 15 minutos) em
que a tensao foi mantida a 1,5 g sobre os anéis, os testes foram iniciados.
Primeiramente os anéis adrticos foram pré-contraidos com fenilefrina 10" mol/L.
Apds o apice do efeito constritor da mesma (cerca de 6 a 7 minutos apoés
administragao), curvas de relaxamento foram feitas em todas as cubas. Nos
anéis em que o endotélio foi mantido, a curva foi feita com nove concentragoes,

crescentes e acumulativas, de acetilcolina (10°a 10> mol/L), com intervalo de
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40 segundos entre elas. Nos anéis em que o endotélio foi removido, a curva foi
feita com treze concentracdes, crescentes, de nitroprussiato de sédio (10! a 10-
5 mol/L), também com intervalo de 40 segundos entre elas. Ap6s novo periodo
de estabilizacdo do sistema (30 minutos, com troca de solucdo a cada 15
minutos), foi iniciado o teste de contragcdo. Para isso, em todos os anéis foram
feitas curvas com administracdo de 9 concentracdes de felinefrina (10° a 10°°
mol/L). Apos o terceiro periodo de estabilizacdo (30 minutos, com troca de
solucéo a cada 15 minutos), novo teste de contracao vascular foi feito, utilizando
solucéo de Krebs-Ringer modificada com KCI 120 mM em todas as cubas (Figura
7). Importante ressaltar que, antes de todo o procedimento, um teste de presenca
ou auséncia de endotélio era feito. Com base nas propriedades do mesmo,
administrou-se acetilcolina 10° M em todas as cubas, apds pré-contracdo com
fenilefrina 10" M, sendo considerado anel com endotélio somente aqueles cuja
porcentagem de relaxamento foi superior a 80 % e, sem endotélio, aqueles que

nao possuiam capacidade de relaxar.
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Figura 6 - Esquema de montagem de uma cuba de banho de drgdos utilizada para experimento de
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Figura 7 - Esquema representativo do protocolo de vaso isolado para testes de capacidade de contracdo e

relaxamento aortico apds teste de endotélio. FEN: Fenilefrina; Ach: Acetilcolina; NPS: Nitroprussiato de
Saédio; KCI: Cloreto de Potassio.

Todo o procedimento experimental realizado esta sumarizado na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema representativo da ordem cronolégica na qual todo o protocolo experimental foi feito,

em cada animal.



43

4 RESULTADOS

Este estudo comparou as respostas cardiovasculares e
eletroencefalograficas nos periodos peri-ictais (pré-ictal, ictal e pos- ictal) e
interictal em ratos durante e apO0s o processo de abrasamento elétrico da
amigdala, de acordo com fases especificas do ciclo vigilia-sono, a fim de elucidar

0 papel deste sobre aquelas respostas.

Os sinais EEGc e EMG foram registrados por um periodo de 24 horas
para a deteccao dos limiares de EMG, REM e NREM, como descrito por Louis
et al. (62). Estes limiares foram obtidos de forma individualizada e para isto, a
classificacao visual das fases do sono, de acordo com o EEGc e EMG foram
comparadas aos valores de EMG power, NREM power e REM power, cujo

calculo ja foi descrito anteriormente (62).

As figuras 9, 10 e 11 representam um tracado tipico de registros obtidos
nas fases de vigilia, NREM e REM. Nestas figuras também estao representados
os limiares na faixa cinza. Desta forma, na figura 9 o espectro de poténcia do
EMG (EMG power) encontra-se acima do limiar, logo, animal esta em vigilia. Da
mesma forma, na figura 10, o EMG power encontra-se abaixo do limiar, ao passo
gue o NREM power encontra-se acima deste, caracterizando sono NREM. Por
fim, na figura 11, observa-se o EMG power abaixo do limiar e REM power acima,

classificando esta fase como de sono REM.
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Figura 9 - Tragado eletroencefalografico cortical e eletromiografico caracteristicos de estado de vigilia. EMG
Power indica a amplitude do EMG, enquanto que o NREM Power e REM Power indicam as razdes entre

ondas do EEG (3 x a)/(B x y) e @%(d x a), respectivamente. A faixa cinza representa o limiar.
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Figura 10 - Tragado eletroencefalografico cortical e eletromiogréafico caracteristicos de estado sono NREM.
EMG Power indica a amplitude do EMG, enquanto que o NREM Power e REM Power indicam as razdes
entre ondas do EEG (& x a)/(B x y) e ©%/(8 x a), respectivamente. A faixa cinza representa o limiar.
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Figura 11 - Tracado eletroencefalogréfico cortical e eletromiogréfico caracteristicos de estado sono NREM.
EMG Power indica a amplitude do EMG, enquanto que o NREM Power e REM Power indicam as razdes
entre ondas do EEG (5 x a)/(B x y) e ©%/(d x a), respectivamente. A faixa cinza representa o limiar.

4.1 Abrasamento elétrico da amigdala

Observou-se que o0 tempo em que 0S animais permaneceram em cada
estagio da escala de Racine ndo foi diferente entre os grupos, porém o tempo
gasto, em dias, para o abrasamento total da amigdala foi menor do grupo NREM
guando comparado aos demais grupos. No grupo vigilia esse tempo foi de 17,6
+ 2,1 dias e no grupo REM de 13,8 + 2,1 dias, enquanto que no grupo NREM foi
de 12,0 £ 1,0 dias (Figura 12). A duracao da pos-descarga nao foi diferente entre

0s grupos em nenhum dos estagios de Racine (Figura 13).
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Figura 12 - Tempo em que 0s animais permaneceram em cada estagio de Racine e tempo total necessario
para abrasamento elétrico da amigdala. Resultados expressos em média + EPM. * NREM ou REM x Vigilia.
One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. p<0,05, n=5.
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Figura 13 — Duragdo da pds-descarga em cada estagio do abrasamento feito em diferentes fases do ciclo

sono-vigilia. One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey. p<0,05, n=5.

4.2 Arritmias

Em todos os grupos foi observado a presenca de extra-sistoles, blogueios
atrio-ventriculares e bloqueios sinusais durante as crises E5 dos animais.
Considerando-se o periodo pré-ictal, compreendido de um periodo minimo de 20
minutos, apenas no grupo REM foram encontrados bloqueios atrio-ventriculares.
Alguns blogueios atrio-ventriculares foram encontrados no grupo REM e
bloqueios sinusais no grupo Vigilia no periodo pds-ictal (20-30 minutos) (Tabela
1). Importante notar que, nos grupos NREM e REM foram encontradas extra-

sistoles bigeminadas e em salva (Figura 14, Tabela 2).
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Tabela 1 — Distribuicdo das arritmias encotnradas antes, durante e apods crises
(E5) induzidas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia

Arritmia Grupo Periodo pré-ictal Periodo ictal Periodo pos-ictal
(/1000 (/1000 (/2000
batimentos) batimentos) batimentos)
Extra-sistole Vigilia 0,05 + 0,03 7,27 £2,45 0,20 £ 0,10
NREM 2,95+ 2,92 7,07 £ 2,82 25,96 + 25,96
REM 0,13 +0,13 6,38 £ 2,61 0,80 + 0,80
Bloqueio atrio- Vigilia 0 2,070 0
ventricular
NREM 0 6,75 + 3,22 0
REM 0,01+0 10,56 + 9,0 0,030
Bloqueio sinusal Vigilia 0 0 0,100
NREM 0 1,52+0
REM 0 1,60+ 0

Resultados em média + EPM. One-way ANOVA seguido pelo pés teste de Tukey.

s
BMWW

Figura 14 — Exemplo de extra-sistole bigeminada (A) e em salva (B), encontradas nos registros de ECG

dos animais dos grupos NREM e REM.

Tabela 2 - Distribuicdo de extra-sistoles bigeminadas ou em salva encontradas
entre crises e apos crises (E5) induzidas em diferentes fases do ciclo sono-

vigilia.
Periodo interictal Periodo ictal
Grupo - - - -
ES bigeminadas ES em salvas ES bigeminadas ES em salvas
Vigilia 1 0 0
NREM 25 3 4
REM 0 0 1

ES: Extra-sistoles.
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4.3 Parametros cardiacos in vivo

Avaliando-se 0 ECG antes do inicio do protocolo de abrasamento (basal)
e apos o término do mesmo (final), sempre em periodos de vigilia dos animais,
nenhuma diferenga significativa foi encontrada na FC (Figura 15) e na VFC, tanto
na analise linear, no dominio do tempo (Figura 16) e da frequéncia (Figura 17),

guanto na nao linear (analise simbdlica) (Figura 18).
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Figura 15 — Analise da FC comparando-se 0s grupos antes (pré) e apds (p6s) o abrasamento elétrico da
amigdala. Resultados expressos em média + EPM, n=5. Two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de

Tukey.
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Figura 16 — Andlise da VFC no dominio do tempo comparando-se os grupos antes (pré) e apos (pos) o
abrasamento elétrico da amigdala. (A) SDNN; (B) RMSSD. Resultados expressos em média + EPM, n=4.

Two-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey.
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Figura 17 — Analise da VFC no dominio da frequéncia comparando-se o0s grupos antes (pré) e apos (pés)
o0 abrasamento elétrico da amigdala. (A) LF (ms?); (B) LF (nu); (C) HF (ms?); (D) HF (nu); LF/HF. Resultados

expressos em média + EPM, n=4. Two-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey.



50

A B
80 1 60
Hl sham Hl Sham
604 Bl vigilia Bl vigilia
. Hl NREM HAU' Hl NREM
°
€ 40 B REM < B REM
> >
o —
204
204
0 04
Pré-abrasamento Pdés-abrasamento Pré-abrasamento Pés-abrasamento
[} D
51 401
Hl sham HEl Sham
41 Bl vigilia 20 B vigilia
HEl NREM HEl NREM
s 31 ]
> Bl REM > 20 B REM
3 >
o~ 24 N
104
14
0 0

Pré-abrasamento P6s-abrasamento Pré-abrasamento Pos-abrasamento

Figura 18 - Analise simbdlica da VFC comparando-se os grupos antes (pré) e apds (pos) o abrasamento
elétrico da amigdala. (A) OV (%); (B) 1V (%); (C) 2LV (%); (D) 2UV (%). Resultados expressos em média +
EPM, n=4. Two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste de Tukey.

Para verificar o padréo de resposta da FC no periodo peri-ictal, a FC basal
média, foi comparada a FC média ap6s um minuto do término da crise. Para esta
analise, optou-se sempre pela FC basal no periodo de vigilia, em todos os
grupos, a fim de tentar anular o efeito do despertar sobre este parametro nos
grupos NREM e REM. A Figura 19 demonstra que houve uma taquicardia pos-
ictal no grupo NREM desde E2 até E4. Este resultado ndo foi visto nos demais
grupos (Tabela 3). Nota-se que em E3 e em E4 a FC basal no grupo REM
encontra-se mais baixa quando comparada com a do grupo Vigilia, porém esse

resultado ndo se manteve até o fim do protocolo de abrasamento (Figura 19).
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Figura 19 — FC basal e pos-ictal dos grupos abrasados em Vigilia, NREM e REM em todos os estagios da
escala de Racine. (A) Estagio 1; (B) Estagio 2; (C) Estagio 3; (D) Estagio 4; (E) Estagio 5. Resultados

expressos em média £ EPM. *Pés-ictal x Basal. eREM x Vigilia. One-way ANOVA, seguido pelo p6s-teste

de Tukey, p<0,05, n=5.



Tabela 3 — Resultados da FC basal e p6s-ictal dos animais abrasados em

Vigilia, NREM e REM em todos os estagios da escala de Racine.
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Estagio do

abrasamento Grupo FC basal FC pés-ictal p
El Vigilia 370,5+19,3 3798+ 7,4 0,2570
NREM 340,1+ 16,7 372,31+ 20,6 0,3496
REM 336,8 +22,9 355,6 + 19,8 0,5527
E2 Vigilia 346,1+ 10,8 396,3 + 18,4 0,0577
NREM 331,2+16,3 373,2 +5,0* 0,0398
REM 3475+ 14,4 356,4 + 21,6 0,7409
E3 Vigilia 358,0 £ 10,6 392,5+13,8 0,0825
NREM 341,2+11,0 386,8 + 2,5* 0,0038
REM 323,4+8,1 345,2 £ 24,0 0,2707
E4 Vigilia 382,0+ 11,9 412,6 + 14,3 0,1406
NREM 341,7£9,3 388,4 £ 4,8* 0,0022
REM 326,9 £ 19,7 380,0 £ 29,9 0,1779
E5 Vigilia 371,3+12,0 408,4 £ 17,1 0,1212
NREM 341,6 + 8,6 372,4 +£22,2 0,2330
REM 330,6 £ 14,4 382,3+24,2 0,1042

Resultados em média + EPM. *Pés-ictal x Basal, t-test , n=5.

Analisando-se a FC instantanea (FCI) minima e méxima atingidas no
periodo ictal, observou-se uma bradicardia seguida de uma taquicardia rebote
em todos 0s grupos. Este padrdo de resposta foi unanime apenas no estagio 5.
Nos grupos Vigilia e NREM, inicialmente (E2 e E3) houve apenas a taquicardia
ictal, sendo a bradicardia evidenciada apenas nas crises generalizadas (E4 e
E5). Ja no grupo REM, a taquicardia foi persistente em todos 0s estagios, com
excecdo em E2, ao passo que a bradicardia somente aconteceu em E5. Nota-se
que, em algumas fases do abrasamento, a FC pré-ictal do grupo REM foi
diferente quando comparada com o grupo Vigilia (Figura 20). Em E5, a
porcentagem de bradicardia e de taquicardia no periodo ictal em relacdo ao pré-
ictal ndo foi diferente entre os grupos (Figura 21). Quando comparamos o tempo
de laténcia para a FCI minima, ndo ha diferenca entre 0os grupos nos estagios
E4 e E5, porém o grupo REM demora menos tempo que o grupo NREM para
atingir a FCI maxima, em E4 (Figura 22). A Figura 23 é representativa do padrao
da FC nos periodos pré-ictal, ictal e poés-ictal. A Figura 24 é um registro
representativo de um animal do grupo Vigilia, cujo padrdo de resposta € similar

aos demais grupos.
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Figura 20 — FC instantanea minima e maxima atingidas durante o periodo ictal em todos os estagios da
escala de Racine. (A) Estagio 1; (B) Estagio 2; (C) Estagio 3; (D) Estagio 4; (E) Estagio 5. Resultados
expressos em média £+ EPM. ¢ NREM ou REM x Vigilia; * FC maxima ou FC minima x Pré-ictal. # FC
méaxima x FC minima. One-way ANOVA, seguido pelo p6s-teste de Tukey, p<0,05, n=4.
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Figura 21 — Porcentagem de bradicardia (A) e de taquicardia (B), em E5, no periodo ictal comparado com

o periodo pré-ictal. One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey, n=4.
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Figura 22 — Tempo de laténcia para FC instantanea minima (A) e maxima (B) durante o periodo ictal nos
estagios 4 e 5 da escala de Racine. Resultados expressos em média + EPM. * REM x NREM. One-way

ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey, p<0,05, n=4.
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Figura 23 — Figura representativa da variacéo da FC ictal e pos-ictal em comparagdo com a média da FC
pré-ictal, desde 30 segundos antes do estimulo elétrico até 60 segundos apds o término da crise (E5). (A)
Grupo Vigilia; (B) Grupo NREM; (C) Grupo REM. Cada ponto indica a média de cada segundo durante todo
o tempo da andlise A linha pontilhada vertical preta indica 0 momento do estimulo e a vermelha indica a

média da duracdo da p6s-descarga.
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Figura 24 — Registro de EEGa, EEGc, ECG e de FC de um animal do grupo Vigilia, demonstrando a
bradicardia seguida pela taquicardia que ocorrem no periodo ictal que ocorrem de maneira similar em todos
0S grupos. A seta preta aponta para o momento da bradicardia e a vermelha para a taquicardia rebote.

4.4 Relacao entre a PGES e a FC

Considerou-se como PGES uma diminuicao da frequéncia e amplitude do
EEGc, apds o término da pds-descarga, em relacdo ao periodo basal. No grupo
REM, em E4, a duracdo da PGES é maior quando comparada com o rupo Vigilia
(Figura 25). A Figura 26 mostra um tracado representativo da PGES de um rato
do grupo vigilia e um do grupo REM.
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Figura 25 — Duracéo da supresséo pos-ictal do EEG nos estagios 4 e 5 da escala de Racine. Resultados
expressos em média £+ EPM. * REM x Vigilia. One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, p<0,05,
n=4.
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Figura 26 — Registro de EEGc de animal estimulado em estado de Vigilia (A) e de sono REM (B) em E4.
Em ambos os registros, entre as duas primeiras linhas verticais tracejadas esta o periodo de p6s-descarga
e entre a segunda e terceira linha o periodo de PGES.

Importante notar que nos grupos NREM e REM, durante todo o periodo
de PGES, a FC permaneceu aumentada quando comparada com o periodo pré-
ictal. Por outro lado, no grupo Vigilia, observa-se uma reducédo da FC durante a
PGES em relacdo ao periodo ictal, atingindo valores similares aos do periodo
pré-ictal do mesmo grupo (Figura 27). A Figura 28 € um registro representativo

de animal do grupo Vigilia que evidencia esse resultado.
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Figura 27 — Analise da FC nos periodos pré-ictal, ictal, durante e apds a supresséo pés-ictal do EEG em
crises E5. Resultados expressos em média + EPM. e diferente em relagédo ao grupo Vigilia; * diferente em
relagdo ao periodo pré-ictal; # diferente em relacéo ao periodo ictal. One-way ANOVA, seguido pelo pos-
teste de Tukey, p<0,05, n=5.

A

Figura 28 — Registro de EEGc (A), ECG (B) e FC (C) de animal estimulado em estado de Vigilia em estagio
ES. A seta preta aponta para 0 momento do estimulo elétrico, a vermelha para o fim da p6s-descarga, a
azul para o fim da PGES, a verde para a bradicardia ictal e a amarela para a taquicardia ictal. Nota-se uma

diminui¢cdo da FC no periodo de PGES (entre as setas vermelha e azul).

4.5 Parametros cardiovasculares ex vivo

Através da técnica de Langendorff para coracdes isolados, observou-se
que ndo hé diferenca significativa quando analisamos FC intrinseca (FCI), PAS,
dP/dt +, dP/dt — e PIDE antes e durante a isquemia, bem como no periodo de

reperfusdo em nenhum dos grupos analisados (Figura 29). Importante ressaltar
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gue o coracao isolado de um rato do grupo Vigilia e o de um rato do grupo REM
n&o resistiram a isquemia, perdendo sua funcdo apos 15 minutos de ocluséo da
artéria coronaria. No grupo Sham a média de fatores de arritmia ap0s reversao
da isquemia foi de 4,6 + 1,7, enquanto que nos demais grupos, independente da

fase do ciclo sono-vigilia em que foram abrasados, a média de fatores foi 2 + 0.
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Figura 29 — Andlise da FCI (A), PAS (B), dP/dt+ (C), dP/dt- (D) e PIDE (E) antes da ocluséo da artéria
coronaria (valores que antecedem a primeira linha vertical pontilhada), durante a isquemia (valores entre
as duas linhas verticais pontilhadas) e no periodo de reperfusdo coronariana (apés segunda linha vertical
pontilhada) de corag@es isolados de ratos dos grupos Sham, Vigilia, NREM e REM (Sham n=5, Vigilia n=3,
NREM n=2, REM n=2).
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A porcentagem de contracdo vascular provocada pela fenilefrina em
concentracgdes crescentes foi maior no grupo NREM quando comparada com 0s
grupos REM e Vigilia. Além disso, o grupo REM necessita de concentracdes
maiores de fenilefrina para possuir porcentagem de contracdo similar a dos
grupos Sham e Vigilia (Figura 30). JA com a solucdo modificada com maior
concentracéo de KCI, observou-se que a porcentagem de contrag&o foi maior no
grupo vigilia quando comparado com o grupo Sham (Figura 31). O teste de
relaxamento vascular com administracdo de acetilcolina em doses crescentes e
cumulativas mostrou que, a partir da segunda concentracdo administrada, o
grupo REM foi capaz de relaxar mais, quando comparado com os demais grupos.
Com a administracdo de nitroprussiato de sodio, todos os grupos que foram
abrasados comecaram a relaxar com concentracdes maiores quando

comparados com o grupo Sham (Figura 32).
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Figura 30 — Analise da porcentagem de contragdo induzidos por administracdo de concentragfes
crescentes e cumulativas de fenilefrina em anéis de aorta com (A) e sem (B) endotélio. Resultados
expressos em média + EPM. * NREM x REM; + NREM x Vigilia; # REM x Vigilia; & REM x Sham. One-way
ANOVA, seguido pelo pos-teste de Sidak, p<0,05, n=3.
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Figura 31 — Andlise da porcentagem de contracdo induzida por KCI 120 mM em anéis de aorta com (A) e

sem (B) endotélio. Resultados expressos em média + EPM. * Vigilia x Sham. One-way ANOVA, seguido

pelo pés-teste de Tukey, p<0,05, n=3.
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Figura 32 — Analise da porcentagem de relaxamento induzidos por administracdo de concentragdes

crescentes e cumulativas de Ach, em anéis de aorta com endotélio (A), e de NPS (B). Resultados expressos
em média + EPM. * REM x Sham, Vigilia e NREM; # Sham x Vigilia, NREM e REM. One-way ANOVA,

seguido pelo pés-teste de Sidak, p<0,05, n=3.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: (i) quando os ratos s&o
estimulados apenas em sono NREM, o tempo de abrasamento total da amigdala
€ menor; (i) No grupo NREM houve maior quantidade de complexos
ventriculares prematuros durante o processo de abrasamento; (ii) ha uma
taquicardia pds-ictal no grupo NREM, quando comparamos com a FC basal (em
vigilia) desse grupo, em quase todas as fases do abrasamento; (iv) em R5, nota-
se uma bradicardia seguida de uma taquicardia rebote no periodo ictal, similar
em todos os grupos; (v) a laténcia para o pico maximo de FC no periodo ictal &
menor, durante crises generalizadas, no grupo REM; (vi) a duracdo da PGES,
em crises generalizadas, € maior no grupo REM; (vii) durante a PGES h& uma
diminuicdo na FC, apenas no grupo vigilia; (viii) no grupo NREM, a porcentagem
de contragdo induzida por fenilefrina foi maior que nos grupos REM e Vigilia;
quando abrasados em vigilia, a porcentagem de contracao induzida por KCI 120
mM dos anéis aorticos sem endotélio é maior; (vix) quando na presenca de
endotélio, o grupo abrasado em REM possui uma maior porcentagem de
relaxamento vascular comparado com os demais grupos; (X) quando na
auséncia de endotélio, todos os grupos abrasados necessitam de concentracfes
mais altas de NPS para o inicio do relaxamento quando comparados com o

grupo Sham.

Muitas pesquisas estéo sendo feitas a fim de esclarecer melhor a relacao
entre a epilepsia e o sono. Existe, inclusive, um tipo de epilepsia denominada
“Epilepsia do lobo frontal noturna” (ELFN), em que crises epilépticas ocorrem
exclusivamente durante a noite. Nesse caso, as crises epilépticas vém
acompanhadas de vocalizacdo, automatismos e alteracdes posturais que,

muitas vezes, sédo confundidos com sonambulismo (81,82).

De fato, a epilepsia esta intimamente relacionada ao sono e um pode
influenciar no outro de maneira reciproca. Crespel et al. (73) avaliaram a
guantidade de vezes que o pacientes com ELT ou epilepsia do lobo frontal (ELF)
despertaram durante o sono, bem como o tempo que permaneceram em vigilia
apos esses eventos, mostrando que pacientes com ELT tem uma importante

fragmentacdo do sono, ndo encontrada em ELF. Um outro aspecto do sono
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observado em pacientes com epilepsia € a apneia obstrutiva do sono (AOS)
presente em 10,2 % desses pacientes (73). Episddios de apneia ou hipopneia
geram despertares e, uma vez que alteragbes na arquitetura do sono e a
privacdo do mesmo aumentam a susceptibilidade a crises epilépticas, a AOS se

torna um importante fator de risco para ocorréncia de crises (83,84).

No mesmo sentido o sono NREM aumenta a susceptibilidade a crises
epilépticas e a principal causa sugerida esta relacionada com o alto nivel de
sincronizacao neuronal que ocorre nessa fase do ciclo sono-vigilia (66). Quando
neurbnios poés-sinapticos sao ativados de forma sincronizada, seja por
mecanismos inibitdérios ou excitatérios, hA uma exacerbacdo das respostas do
mesmo. Nesse sentido, em resposta a uma descarga epiléptica que ocorre em
periodos de alta sincronizacdo neuronal, ha o surgimento de crises epilépticas
(66,81). Por outro lado, o sono REM pode suprimir crises devido a caracteristicas
fisiologicas exclusivas dessa fase, como a quase completa atonia muscular e a

nao sincronizacado neuronal (67).

Goddard et al. (56), em um trabalho pioneiro do ano de 1969 que estudou
o modelo de abrasamento para inducao de crises epilépticas, demonstrou que o
tempo médio necessario para abrasamento elétrico da amigdala é de cerca de
15 dias. Dessa forma, nossos resultados corroboram com pesquisas prévias
(66,81) que estudam a maior susceptibilidade a crises epilépticas durante o sono
NREM, uma vez que mostraram que o tempo para abrasamento do grupo NREM

foi menor quando comparado com o grupo Vigilia.

Apesar de os resultados terem apontado para uma maior susceptibilidade
do grupo NREM ao abrasamento elétrico, nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada quando foi analisado a duracdo da pos-descarga (atividade
epileptiforme) dos grupos, em nenhum dos estagios do abrasamento, portanto
embora a epilepsia se instale mais brevemente ndo parece ser mais grave. Em
2006, Sinha et al. (85), ao analisar o video-EEG de 57 pacientes com epilepsia,
observaram que crises epilépticas generalizadas aconteceram, na maioria das
vezes, durante o sono. Por outro lado, esse mesmo estudo, da mesma forma
gue nossos resultados, ndo observou diferenca na duracdo das crises quando

ocorrem em estado de vigilia ou sono, independentemente da fase.
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Além disso, um estudo retrospectivo realizado em 1999 por Kloster e
Engelskjgn (86) constataram que 61 % dos casos de Obito por SUDEP ocorrem
durante o sono. Seguindo a mesma linha, Hajek e Buchanan (75) publicaram
recentemente uma pesquisa utilizando o modelo de maximo eletrochoque (MES,
maximal electroshock) para inducéo de crises convulsivas. Neste modelo, crises
ténico-clbnicas sdo induzidas por choques elétricos supralimiares na cornea ou
auricula dos animais, porém o animal ndo desenvolve epilepsia cronica (87). Eles
mostraram que todos os animais com crises induzidas em REM vieram a 6bito,
ao passo que 67 % com crises em NREM e 50 % com crises em vigilia morreram,
e que as crises induzidas durante o sono, em geral, foram mais graves que as

induzidas em vigilia (75).

Hajek e Buchanan (75) utilizaram a linhagem LmxIb?" de camundongos
em seu estudo. Essa linhagem é fenotipicamente normal, porém n&o produz
serotonina e tem alta taxa de mortalidade no periodo pds-natal (88). Além disso,
possuem uma série de alteracfes respiratorias, como episodios de apneias
prolongadas no inicio da vida, e reduzida capacidade de ventilacdo pulmonar na
fase adulta (89), somado a debilitada resposta inflamatodria e analgésica (90).
Todos esses fatores fazem com que essa linhagem seja mais susceptivel ao
Obito, explicando o fato de, em nosso estudo, ndo ter ocorrido nenhuma morte
apos a inducdo de crises, ao contrario do que ocorre no estudo de Hajek e
Buchanan (75).

Outro aspecto interessante é que alguns estudos demonstram que a
maior duragdo de PGES pode ser um fator de risco para SUDEP (49,50). Em
2010, Lhatoo et al. (49) fizeram um estudo em pacientes refratarios ao
medicamento que foram a 6bito por SUDEP, comparando com pacientes que
nao foram. Demonstraram que duracao prolongada de PGES, com mais de 50
segundos de supresséao pos-ictal, € um fator de risco para SUDEP. Além disso,
a PGES tem sido associada a disfuncéo pulmonar, uma vez que esta relacionada
com hipoéxia e hipercapnia (91). Hajek e Buchanan (75) avaliaram a duragéo da
PGES ap0s crises induzidas nas diferentes fases do ciclo sono-vigilia, porém
nao encontraram diferenga significativa quando compararam o grupo NREM com

o Vigilia. Aléem disso, encontraram aumento na duracdo da apneia e diminuicdo
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da frequéncia respiratoria no periodo poés-ictal no grupo NREM. O grupo REM

ndo foi analisado uma vez que nele ndo houve sobrevida apos as indugdes. (75).

Aiba e Noebels, em 2015 (92), demonstraram em crises induzidas pela
aplicacéo topica de 4-aminopiridina no cortex de camundongos houve alteracdes
autondmicas pos-ictais, evidenciadas por bradicardia, assitolia e apnéia, as
quais estavam relacionadas a propagacédo de ondas despolarizantes no tronco
encefalico. Além disso, os autores demonstraram que camundongos com
mutacdes nos genes Kvl.1 e Scnla, ambos modelos de SUDEP, apresentaram
um menor limiar para esta onda despolarizante no tronco encefalico, a qual
coincidiu com PEGS cortical. Nesse cenario, nossos resultados sugerem um
importante papel das crises induzidas em sono REM, uma vez que a duracéo de
PGES nessa fase foi maior que nas demais fases do ciclo sono-vigilia, ainda
durante o processo de abrasamento da amigdala, sugerindo maior predisposi¢ao

a depressao de nucleos envolvidos no controle cardiorrespiratorio.

Além da PGES, a maioria dos estudos acerca da SUDEP a associam com
alteracdes cardiovasculares que comprovadamente ocorrem em pacientes com
epilepsia. Estudos prévios mostraram que crises ténico-clénicas generalizadas
podem predispor pacientes com epilepsia a alteracdes cardiovasculares como
arritmias e aumento de FC. Isso pode ocorrer pois o foco epiléptico pode se
espalhar para nucleos centrais moduladores de parametros cardiovasculares ou
respiratorios, causando disfuncdo autonémica e hipoventilagéo (93). E o caso,
por exemplo, da amigdala (94). Embora o foco de estimulacdo tenha sido esta
regido, as arritmias encontradas em nosso estudo foram observadas
principalmente nos estagios 4 e 5, correspondentes as crises generalizadas,

sugerindo que estejam vinculadas a crise e nédo a estimulacdo da amigdala.

Alteracbes na FC em pacientes com epilepsia podem ocorrer tanto no
periodo peri-ictal quanto no inter-ictal. Damasceno et a.l (95) buscaram avaliar a
disfuncdo cardiaca em ratos Wistar audiogénicos (WAR), modelo no qual os
animais sao geneticamente predispostos a gerar crises epilépticas, que ocorrem
apos sinais auditivos manipulados pelo pesquisador. Encontraram que tanto a
presséao arterial sistolica quanto a FC nos ratos WAR sao mais altas, mesmo em

periodos livres de crise, quando comparados com 0 grupo controle (95). Esta
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evidéncia de alteracdo autondmica em modelos de epilepsia foi primeiramente
descrita por Colugnati et al. (38) ao analisar a FC de animais submetidos ao
modelo da pilocarpina para inducdo da epilepsia (38). A Pilocarpina é um
agonista muscarinico. Sua administracdo culmina em uma atividade epiléptica
sustentada denominada de status epilepticus (SE), que, a longo prazo, causa
danos ao tecido cerebral muito proximos aos que ocorrem em pacientes com
epilepsia, culminando em crises espontaneas e recorrentes nesses animais,
sendo considerado o modelo que mais mimetiza a epilepsia humana (55,96,97).
Em seu estudo, Colugnati et al. (38) mostraram que os ratos com dois meses de
epilepsia cronica apresentaram maior FC de repouso in vivo quando comparado
com o grupo controle, ao passo que nenhuma diferenca, tanto da FC, quanto da
funcdo ventricular, foram observadas nas analises ex vivo. Desta forma,
demontraram que a elevacao da FC de repouso sdo dependentes da presenca

da modulacéo autondmica e ndo de alteragdes locais do tecido cardiaco.

Como ja mencionado, as redes neuronais atingidas pela
hiperexcitabilidade neuronal durante uma crise epiléptica podem estar
relacionadas com o controle de func¢des cardiovasculares. A exemplo disso,
temos a amigdala, o hipotdlamo e regies do bulbo que mantém o balanco
autondémico responsavel pela manutencédo de funcdes cardiacas. Nesse mesmo
sentido, a modulacdo autonémica simpatica e parassimpatica em pacientes com
epilepsia também se encontra alterada (98,99). Esse desequilibrio simpato-vagal
pode acarretar em disfuncdes ritmicas da FC, culminando com o aparecimento
de arritmias nesses pacientes, principalmente no periodo ictal, o0 que pode estar
associado a SUDEP.

Na busca de se avaliar altera¢cdes da modulacéo autonémica, a VFC € um
parametro muito utilizado, pois além de fornecer informacdes de forma prévia, é
um método seguro e ndo invasivo em pacientes (41). De fato, ha uma extensa
literatura que aponta para alteracdes da VFC de pacientes com epilepsia (100).
Tomson et al. (45) realizaram um estudo em pacientes com ELT e demonstraram
uma diminui¢do do ténus simpético dos mesmos em relagéo a individuos sem
epilepsia, que foi constatado a partir da diminuicdo do SDNN, do LF e da relacdo

LF/HF. Além disso, encontraram que pacientes que faziam uso de
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carbamazepina para controle de crises tinham esses parametros ainda mais
baixos quando comparados com pacientes néo tratados, apontando para o papel
da terapia medicamentosa em alteragbes cardiovasculares induzidas pela
epilepsia (45). DeGiorgio et al. (46) associaram 7 fatores de risco para a SUDEP,
dentre eles a diminuicdo no RMSSD de pacientes com epilepsia o0 que
caracteriza menor modulacdo vagal. Em contrapartida, um estudo com ratos
WAR demonstrou um aumento no SDNN, VLF, LF, HF e na razdo LF/HF dos
mesmos quando comparados com ratos Wistar normais, demonstrando que ha
um desequilibrio autondémico e, logo, ndo sé a reducao da modulacéo vagal, mas

também o aumento da modulagdo simpatica sdo deletérios (101).

Avaliando sempre periodos de vigilia ativa dos animais, em Nnossos
resultados ndo encontramos diferenca significativa quando comparamos a FC e
a VFC dos animais ap0s o abrasamento elétrico da amigdala com o periodo
basal (antes do inicio dos estimulos) e nem quando comparado com 0 grupo
Sham em nenhum dos grupos abrasados. Esse resultado sugere que apenas o
abrasamento elétrico da amigdala ndo é suficiente para provocar alteracdes na
FC e na modulagdo autondmica em animais, demonstrando entdo a provavel
importancia da frequéncia de crises epilépticas nessas alteracdes evidenciadas
em outros estudos. Sugere-se ainda que o ciclo sono-vigilia ndo interfere nas
alteracdes provocadas pelo abrasamento elétrico da amigdala na FC e na

modulacao autonémica de repouso de ratos Wistar.

Outro parametro importante a ser avaliado € a FC (38,102). Um estudo
avaliou 102 crises epilépticas de 41 pacientes com a doenca e observou um
aumento na FC logo apo0s as crises convulsivas, tanto nas generalizadas quanto
nas ndo-generalizadas (35). Em 2011, Pansani et al. (37) realizaram um estudo
em que analisaram as alteragbes cardiovasculares induzidas por crises
epilépticas utilizando o modelo de abrasamento elétrico da amigdala.
Encontraram uma taquicardia pés-ictal quando mais de 10 crises epilépticas
foram induzidas apenas em vigilia de animais Wistar. Em nosso estudo,
consideramos a média do dltimo minuto em vigilia ativa dos animais como
parametro de comparacdo com o periodo pés-ictal. Isso porque, nos grupos de

sono, no momento do estimulo a FC € menor do que o grupo vigilia, devido as
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condicbes fisiolégicas dessa fase do ciclo circadiano (103,104).
Interessantemente, nosso trabalho mostrou que, quando estimulados apenas em
sono NREM, a partir do estagio 2 e até o estagio 4 observamos uma taquicardia
pos-ictal. Podemos constatar entdo que, quando abrasado em sono NREM, a
taquicardia pos-ictal ja observada no estudo anterior comeca a se mostrar desde
0 inicio do processo, pressupondo que, com 0 aumento da frequéncia de crises,
a taquicardia pos-ictal pode ser superior em se tratando de crises durante o sono
NREM.

Ainda no trabalho de Pansani et al. (37), foi encontrada no periodo ictal
de crises generalizadas (estagios 4 e 5 do abrasamento), bradicardia seguida de
taquicardia reflexa, que também foi encontrada em nosso trabalho e em todos
0s grupos abrasados de forma similar. Dessa forma, o padrdo da FC durante o
periodo da crise néo difere quando o abrasamento é feito em diferentes fases do
ciclo sono-vigilia. Embora o sono REM tenha maior PGES e esta esteja
relacionada a presenca de bradicardia (92), a auséncia de diferenca neste
parametro em relacdo ao sono pode ser devido ao pequeno numero de animais
ou até mesmo sugerir que esteja relacionada ao maior numero de crises durante

0 Sono..

De fato, um dos principais mecanismos sugeridos para a SUDEP ¢é a
presenca de arritmias. Entre os tipos de arritmia que estdo mais presentes esta
a assistolia ou bloqueio sinusal (BS), presente tanto no periodo ictal quanto no
interictal em estudos com pacientes com epilepsia, assim como de bloqueio atrio-
ventricular (BAV) (30). Em nosso estudo, observamos a presenca de ES, BAV e
BS no periodo ictal de crises estagio 5, de maneira estatisticamente similar, em
todos os grupos. Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os grupos, nota-
se gue no grupo vigilia a quantidade de BAV é, em média, menor do que os
demais grupos. Isso sugere que, possivelmente, com um ndamero de animais
utilizados para os experimentos aumentado, crises generalizadas poderéo

causar mais BAV quando ocorridas em sono NREM ou REM.

As ES podem ser isoladas, bigeminadas, ou em salva e formam um grupo
de arritmias que chamamos de complexos ventriculares prematuros (CVP)

sendo as salvas uma forma mais grave deste tipo de arritmia (105). CVPs tém
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sido encontrados em modelos experimentais de epilepsia (101,105). Além disso,
a alta frequéncia destes complexos est4 associada maior susceptibilidade a
lesdes cardiacas, como na doenca isquémica, em pacientes aparentemente
saudaveis ou ndo (105). Observamos, em nosso estudo, que no grupo NREM
tanto no periodo ictal quanto no inter-ictal e durante todo o processo de
abrasamento, a quantidade de ES bigeminadas e em salva € maior quando
comparada com os grupos Vigilia e REM. Esses resultados sugerem que o
abrasamento, quando feito durante o sono NREM, pode predispor os animais a
futuros danos cardiacos. Possivelmente, o maior numero de crises induzidas nos

animais podera intensificar esses efeitos.

Sob o aspecto da fungdo cardiaca e ventricular, Colugnati et al. (38)
demonstraram, através da técnica de Langendorff para coracdes isolados
realizada em ratos com epilepsia induzida pela pilocarpina, que a funcao
cardiaca intrinseca néao foi alterada quando comparada com coracdes de ratos
controle. Por outro lado, Fazan et al. (101) analisaram a funcéo cardiaca de ratos
WAR anestesiados através da relacédo pressao-volume do ventriculo esquerdo e
demonstraram uma diminuicdo da pressao sistolica, na dP/dt + e dP/dt -, além
de um aumento do volume sistdlico e diastolico final. Esses resultados sugerem
ainda mais uma participacdo autondmica nas alteracBes cardiovasculares
promovidas pela epilepsia, uma vez que in vivo ha alteracdes da funcédo
cardiaca, porém quando livre de inervacao autonébmica essas alteracdes sdo

abolidas.

No mesmo sentido, para avaliar se 0 abrasamento elétrico da amigdala
induzido em diferentes fases do ciclo sono-vigilia altera a funcédo cardiaca
intrinseca dos animais, nos realizamos experimento de coracao isolado através
da técnica de Langendorff. Observamos, porém, que ndo h& diferenca em
nenhum dos parametros avaliados quando comparamos todos os grupos. De
forma interessante, um dos animais cujo abrasamento foi feito somente durante
0 sono REM, néo resistiu a isquemia promovida pela ocluséo da artéria coronaria
esquerda, perdendo sua fungao antes mesmo da reperfuséo coronariana, o que

indica maior sensibilidade a condi¢cdo isquémica (79).
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J4, em relagdo a suscetibilidade as arritmias (ex vivo), apenas no grupo
Sham foram encontradas arritmias com fator superior a 2, segundo critérios
estabelecidos por Savergnini et al. (79). Esse resultado pode ser interpretado de
maneira a ressaltar o papel da modulagdo autondmica nas arritmias induzidas
pelo abrasamento elétrico da amigdala, uma vez que, ao dissecarmos o coracao,
retiramos a modulagdo mediada pelo sistema nervoso autdnomo. E importante
lembrarmos que ja mostramos neste trabalho que, in vivo, os ratos do grupo
NREM apresentaram um maior niumero de extra-sistoles, principalmente em
salvas, quando comparados aos outros grupos mostrando um coracdo mais
arritmico (105).

Também avaliamos reatividade de anéis da artéria aorta. NOSsos
resultados demonstraram que o grupo abrasado, somente em sono NREM,
possui maior porcentagem de contragcao induzida por fenilefrina dependente de
endotélio quando comparado com os demais grupos. Por outro lado, a
porcentagem de contracdo induzida pela solucdo modificada com 120mM de KCI
nos anéis de aorta sem endotélio € maior no grupo que foi abrasado em vigilia
guando comparado com os demais grupos. A maior concentracao de K* no meio
extracelular causa despolarizacdo celular independente de ativacdo de
receptores (diferente do que acontece com a administracéo de fenilefrina, a qual
esta relacionada a ativacao de receptor alfa-1) (106,107). Dessa forma, podemos
sugerir que os anéis de aorta do grupo Vigilia ttm maior susceptibilidade a
despolarizacao celular, levando a maior capacidade de contracdo deste grupo,

independentemente de fatores relacionados ao endotélio.

A capacidade de relaxamento dos anéis aorticos dos animais de cada
grupo também foi testada. Encontramos que os anéis do grupo abrasado
somente durante o0 sono REM possuem uma maior capacidade de relaxamento,
dependente de endotélio, guando comparado com 0s demais grupos. Os grupos
abrasados em qualquer fase do ciclo sono-vigilia, apesar de terem porcentagem
de relaxamento final similar ao grupo Sham, precisam de concentracdes mais
altas de nitroprussiato de sédio para o inicio do processo de relaxamento. Porém,
daquilo que se refere aos testes in vitro, vale ressaltar que o numero de

experimentos viaveis foi pequeno de tal maneira que estes resultados, embora
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com significancia estatistica, precisam de um incremento no nimero de animais,
para que possamos, com mais seguranga fazermos assertivas quanto aos
mecanismos de acdo. Ainda assim, acreditamos serem fortes indicios de que a
epilepsia induzida pelo abrasamento elétrico da amigdala, mesmo que com

poucas crises, ja leve a alguma modificacdo do controle vascular.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que taquicardia pos-ictal e PGES, podem se alterar ja no
processo de epileptogénese nos grupos cujo abrasamento elétrico da amigdala
foi feito durante o sono NREM e REM dos ratos Wistar. Somado a isso,
identificamos que o processo de abrasamento elétrico da amigdala j& é suficiente
para causar disfuncdo na reatividade vascular de ratos Wistar, Alteracfes estas

observadas tanto nos estimulos contrateis quanto de relaxamento.

Assim, de forma geral, nossos resultados corroboram a literatura ao
mostrar que a epilepsia induzida pelo abrasamento elétrico da amigdala leva a
alteracdes de parametros cardiacos durante as crises e ao longo do processo de
instalacao da epilepsia. Além disso, apontam para diferencas na progressao do
processo de abrasamento, bem como da epilepsia quando os estimulos sdo

realizados em diferentes fases do ciclo sono-vigilia.

Esta claro para nés que adicionais precisam ser realizados para que
entendamos quais 0s mecanismos envolvidos em tais alteragdes, mas aquilo
qgue foi mostrado nos permite afirmar que o ciclo sono-vigilia, nas epilepsias,
deve ser observado de maneira mais cuidadosa, pois este parece exercer
influéncia em fatores que a literatura, de forma recorrente, aponta como

contribuintes para a SUDEP.
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