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"Se o cérebro humano fosse tdao simples que pudéssemos entendé-lo,
seriamos tdo simples que ndo o entenderiamos."
-Lyall Watson



RESUMO

O cérebro é um 6érgao constituido de cerca de 60% de lipidios. Entre esses
lipidios os mais importantes sao os fosfolipidios, os quais podem apresentar
em sua cauda hidrofébica, acidos graxos saturados e insaturados, e o
colesterol. Alteracbes nas proporgcbes desses lipidios podem alterar as
propriedades fisico-quimicas das membranas das células do sistema nervoso.
Desta forma, é razoavel inferir que alteracbes no fornecimento dietético de
lipidios possam alterar o funcionamento do cérebro, e essas alteragbes muitas
vezes acarretam variagdes na atividade elétrica cerebral. Esse trabalho avaliou
alteracdes elétricas e histoldgicas decorrente da suplementagdo com acidos
graxos insaturados (dmega-3) e de uma dieta hipercolesterolémica (DHC), em
animais normais e submetidos ao status epilepticus. A atividade elétrica dos
animais foi registrada através do eletrocoticograma (ECoG), no qual foi
realizado o espectro de poténcia e calculada a poténcia média para os ritmos
cerebrais mais importantes, delta (0,5 - 4Hz), teta (4 - 8 Hz), alfa (8 - 14Hz) e
beta (12 - 30Hz). A analise eletrofisioldogica mostrou que a suplementagao
lipidica, tanto proveniente do O6mega-3, quanto da DHC, causou uma
aceleracao da atividade elétrica cerebral basal. Durante o status epilepticus os
animais suplementados com a DHC, apresentaram maior excitabilidade que o
grupo controle e o suplementado com ©6mega-3, indicando um status
epilepticus com maior severidade para o grupo alimentado com a DHC. A
analise histolégica mostrou que o status epilepticus causou lesdo nas areas
CA1, CA2, CA3 e giro denteado do hipocampo, apresentando morte neuronal
severa com vacuolizagcado intensa e desestruturacdo das camadas celulares.
Porém essas lesbdes foram muito mais ténues nos animais suplementados com
Omega-3, revelando um efeito protetor do 6mega-3 nas células nervosas

durante o status epilepticus.

Palavras-chave: Omega-3, colesterol, atividade elétrica cerebral, epilepsia



ABSTRACT

The brain is an organ composed of about 60% of lipids. Among these the most
important lipids are the phospholipids, which may present in its hydrophobic tail,
saturated and unsaturated fatty acids and cholesterol. Changes in the
proportions of these lipids may alter the physicochemical properties of the
membranes of the cells of the nervous system. Thus, it is reasonable to infer
that changes in the dietary lipid supply may alter brain function; these changes
often entail changes in brain electrical activity. This study evaluated electrical
and histological changes of the nervous system resulting from supplementation
with unsaturated fatty acids (omega-3) and a hypercholesterolemic diet (HCD),
in animals normal and submitted to status epilepticus. The electrical activity of
the animals was registered by ECoG, in which was performed the power
spectrum and calculated the average power for the most important brain
rhythms, delta (0.5 - 4 Hz), theta (4 - 8 Hz), Alpha (8 - 14 Hz) and beta (12 -
30Hz). Electrophysiological analysis showed that lipid supplementation, both
from omega-3 as HCD, caused an acceleration of brain electrical activity.
During the status epilepticus the animals supplemented with HCD showed a
excitability greater than the control group and that animals supplemented with
omega-3, indicating a status epilepticus with greater severity for the group fed
the HCD. Histological analysis showed that the status epilepticus caused injury
in the areas CA1, CA2, CA3 and the dentate gyrus of the hippocampus, all of
them showing severe neuronal death with intense vacuolization and
disintegration of the cell layers. However, these lesions were not easily
identified in animals supplemented with omega-3, revealing a protective effect

of omega-3 in nerve cells during status epilepticus.

Palavras-chave: Omega-3, cholesterol, brain electrical activity, epilepsy.
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1. INTRODUGCAO

Depois do adiposo, o tecido cerebral é o que possui maior concentragao
de lipidios, com conteudo lipidico correspondendo a cerca de 60% de seu peso
seco (FALINSKA et al.,, 2012). Essa proporcao lipidica elevada indica a
importancia dos lipidios para estrutura e fungdo desse 6rgdo. A membrana
plasmatica € uma bicamada lipidica na qual se encontram inseridas proteinas,
tais como os canais idnicos nos neurdnios e outras células. Estudos indicam
que alteracdes lipidicas podem interferir no funcionamento dessas proteinas
(CHATTOPADHYAY e PAILA, 2007). Desta forma, ao alterar o conteudo
lipidico, tanto em qualidade como em quantidade, podem-se provocar
alteragdes no funcionamento dos canais iGnicos e consequentemente na

excitabilidade cerebral.

Além disso, os lipidios sao altamente concentrados na bainha de
mielina, a qual atua como isolante elétrico nos axdnios dos neurdnios,
ajudando na propagacdo do potencial de acdo. A manutengcdo de seu
conteudo lipidico € importante para que o potencial de agao seja propagado em
velocidade adequada. Os principais lipidios encontrados no sistema nervoso
s&o colesterol e fosfolipidios (LENT, 2004).

Estudos indicam que o colesterol € fundamental no desenvolvimento e
manutengdo da plasticidade neuronal (MAUCH, 2001; GORITZ, 2002), no
transporte de vesiculas sinapticas (KLOPFENSTEIN et al., 2002), na liberagao
de neurotransmissores (MAUCH, 2001) e na auséncia de suprimento de
colesterol as transmissdes sinapticas séo inviabilizadas (BARRES e SMITH,
2001). Além disso, algumas doengas neurologicas estdo sendo associadas a
alteracbes no metabolismo do colesterol, como a doenca de Alzheimer e a
doenca de Niemann—Pick do tipo C (SEVIN, et al., 2007; PANCHAL et al.,
2010; DI PAOLO e KIM, 2011).

O fosfolipidio € uma molécula formada de modo geral, por um esqueleto
de glicerol no qual se une uma cabega polar e a cadeias de acidos graxos.

Alguns desses acidos graxos sao da familia 6mega-3 (NELSON e COX, 2004).
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A presenca de 6mega-3 na membrana celular aumenta sua fluidez, sendo
importante para a manutencao das propriedades fisico-quimicas da membrana,
além de apresentar importante efeito anti-inflamatério no sistema nervoso.
Estudos indicam que niveis reduzidos de ©6mega-3 no cérebro séao
acompanhados por déficit de aprendizagem e alteracbes de humor
relacionadas as deficiéncias nos processos de neurotransmissdo (HARBEBY et
al., 2012; FONTANI et al. 2005). Apesar de sua grande importancia, o &mega-3
nao pode ser produzido pelo organismo, diferente de outros acidos graxos da
membrana, sendo necessaria sua obtencéo através da dieta (BELLISSIMO, et
al., 2001; GOPEZ, et al., 2005; NAFFAH-MAZZACORATTI, et al., 1995).

Lipidios podem ser adquiridos tanto pela produgao propria do organismo
como consumidos através da dieta (NELSON e COX, 2004). Desta forma, o
conteudo lipidico dietético pode interferir no sistema nervoso central, seja pelo
excesso ou escassez de algum tipo de lipidio, como na dieta ocidental que
apresenta altos niveis de colesterol e gordura saturada e é pobre em gorduras
insaturadas como o 6mega-3 (HEATHER e RICHARD, 2013).

Variagdes do conteudo lipidico no sistema nervoso podem interferir em
seu funcionamento em varios niveis, o que pode culminar em alteragdes na
atividade elétrica cerebral basal. Essas alteracbes podem ter uma resposta
ainda maior em pacientes com epilepsia. Esses pacientes naturalmente sao
mais sensiveis a tais alteragdes, uma vez que seu limiar de excitabilidade se
mantem mais baixo, o que provoca a hiperexcitacdo neuronal caracteristica da
epilepsia (CUKIERT, 2006). Diante do exposto, esse trabalho avaliou as
alteracdes na atividade elétrica cerebral basal e durante o status epilepticus,
provocadas por uma dieta hipercolesterolémica (DHC) e pela suplementagao

com émega-3 em ratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipidios do sistema nervoso central

A membrana plasmatica das células tem constituicdo lipoproteica,
estruturada com proteinas ligadas por interagdes hidrofébicas a uma bicamada
lipidica fluida. Os principais lipidios encontrados na membrana plasmatica sao
fosfolipidios e colesterol. A proporcao de lipidios em relagao a de proteinas na
membrana plasmatica varia de uma célula para outra de acordo com a fungao
por ela exercida. A membrana plasmatica que forma a bainha de mielina nos
neurdnios, por exemplo, € composta por 70% de lipidios e 30% de proteinas,
enquanto que nos eritrécitos a proporcado € de 50% de lipidios para 50% de
proteinas. A importancia de uma maior quantidade de lipidio na bainha de
mielina se da pela sua fungdo como isolante elétrico, o que aumenta a
velocidade de propagacgao dos impulsos elétricos nos axénios (MURADORI e
DEFFUNEII, 2007; FALINSKA et al., 2012).

A bainha de mielina € uma especializacdo da membrana plasmatica de
células gliais que envolvem o axdnio dos neurdnios em camadas concéntricas,
aumentando consideravelmente a porc¢ao lipidica no sistema nervoso central.
Depois do tecido adiposo, o cérebro apresenta o mais elevado teor lipidico,
aproximadamente 60% do peso seco (FALINSKA et al., 2012). Além disso, o
cérebro € o 6rgdo com maior concentragcdo em colesterol, sendo sua maior
parcela (70 - 80%) encontrada na bainha de mielina, onde desempenha papel
critico de isolamento elétrico junto aos fosfolipidios (FALINSKA et al., 2012;
CARLSON et al., 2013; HIRRLINGER e NAVE, 2014).

Os fosfolipidios s&o os principais componentes lipidicos da membrana
plasmatica. Estes sdo moléculas anfipaticas, que de modo geral, sdo formadas
por um esqueleto de glicerol no qual se une uma cabega polar por meio de uma
ligacao fosfodiester e cadeias de acidos graxos através de ligagdo éster ou
amida. Desta forma, a combinagcdo da cabeca polar de um fosfolipidio com
acidos graxos pode originar uma grande diversidade molecular a depender do

acido graxo com a qual se combina. De modo geral, cada fosfolipidio apresenta
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duas cadeias de acidos graxos, uma saturada e uma insaturada (Figura 1)
(NELSON e COX, 2004).

H,C——O0 sn-1 == Acidos graxos saturados
HC——oO0 sn-2 m==) Acidos graxos insaturados
I
H,C——0 1|3 0—R
&

Figura 1. Estrutura basica de um fosfolipidio, sn-1 e sn-2 indicam locais de insercdo  dos
acidos graxos. Fonte: file:///C:/Users/DESKTOP/Downloads/TeseCorrigidaPriscilaBentoDerogis

O tipo de acido graxo ligado aos fosfolipidios da membrana plasmatica
interfere em suas propriedades fisico-quimicas. Acima da temperatura de
transicdo, na qual a membrana esta em seu estado fluido, os acidos graxos
saturados favorecem as interagdes hidrofobicas dos fosfolipidios. Por outro
lado, os acidos graxos insaturados, por apresentarem dobras nos locais onde
se encontram as ligagbes duplas, tornam mais dificeis as interagdes
hidrofobicas nessas regides. Por conseguinte, quanto maior for a proporgéao de
acidos graxos saturados menor a fluidez da membrana e quanto maior for a
propor¢ao de acidos graxos insaturados maior sera essa fluidez (NELSON e
COX, 2004; BRENNA e CARLSON, 2014). O aumento na fluidez facilita o
transporte transmembrana, o que pode favorecer o desencadeamento de
potenciais de acdo e consequentemente aumento na excitabilidade cerebral
(Figura 2) (HORROCKS e FAROOQUI, 2004; FERNSTROM, 1999).

13
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Figura 2. Representacao de fosfolipidios com cadeias de acidos graxos saturadas e
insaturadas, respeccttivamente.

O colesterol, por sua vez, apresenta nucleo com estrutura plana e rigida
que interage hidrofobicamente com as cadeias de acidos graxos dos
fosfolipidios, o que, acima da temperatura de transigdo, diminui a fluidez no
centro da membrana plasmatica (HORROCKS; FAROOQUI, 2004). Desta
forma, a disponibilidade excessiva de colesterol, ao diminuir a fluidez da
membrana, pode interferir negativamente no transporte transmembrana e
diminuir a excitabilidade neuronal (PESSOA, et al., 2015).

A manutengdo das propor¢cbes adequadas entre acidos graxos
saturados, insaturados e colesterol é importante para a obtencdo da fluidez
otima nas membranas das células do sistema nervoso, em especial os
neurénios, para o funcionamento adequado no que tange processos de
geracgao, conducgao e transmissao de impulsos nervosos. Os niveis de lipidios
do sistema nervoso sdo mantidos pela sintese organica e pela dieta. Desta
forma, a oferta dietética pode influenciar marcantemente na composicao

lipidica neural.
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2.2 Importancia da inclusao dos 6mega-3 na dieta para a fungao cerebral

Diferentes acidos graxos insaturados e poli-insaturados podem ser
formados no figado e no tecido adiposo através de enzimas de alongamento e
dessaturagéo, utilizando glicose e aminoacidos como substrato. O alongamento
se da pela insergdo de atomos de carbono tornando a cadeia longa e a
dessaturacdo se da pela insercdo de duplas ligagbes, aumentando a
insaturagdo do acido graxo. Por outro lado, os animais nao possuem as
enzimas delta-12 e delta-15 dessaturase, responsaveis pela insercdo de duplas
ligacdo nos carbonos que antecedem o carbono 9 a partir do grupo metil,
sendo, desta forma, incapazes de produzir acidos graxos das familias 6mega-3
e Omega-6 a partir de um acido graxo produzido no organismo (NELSON e
COX, 2004).

Os dmega-3 constituem uma familia de acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) de cadeia longa que apresentam a primeira ligagdo dupla no terceiro
carbono a partir do grupo metil, enquanto os émega-6 apresentam a primeira
ligagcdo dupla no carbono 6. O émega-3 e 6mega-6 mais consumidos na dieta
sdao o0s acidos alfa-linolénico e linoleico respectivamente. Esses sao
considerados acidos graxos essenciais, pois sua obtencdo se da
exclusivamente pela dieta. Uma vez adquiridos na dieta, esses acidos graxos
essenciais podem originar uma série de outros Omega-3 e Omega-6
endogenamente por meio de processos enzimaticos de alongamento e
dessaturagdo (CALDER e DECKELBAUM, 1999).

Dentre os 6mega-3 originados a partir do acido alfa-linolénico estdo o
acido docosahexaendico (DHA) e o acido eicosapentaenoico (EPA). O DHA
representa cerca de 30% dos acidos graxos totais do cértex cerebral
(GUESNET e ALESSANDRI, 2011). Esse acido graxo € principalmente
encontrado esterificado na posicdo R2 nos fosfolipidios de membrana (Figura
3).
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H,C—O0 sn-1 =) Acidos graxos saturados

HC——O0 SN-2 m==p DHA
I
5

Figura 3. Representacao da estrutura de um fosfolipidio com um DHA esterificado na posi¢ao
sn-2. Fonte: file:///C:/Users/DESKTOP/Downloads/TeseCorrigidaPriscillaBentoDerogis.pdf
modificado.

Por ser um acido graxo com alto nivel de insaturagéo, o DHA apresenta
papel muito importante na manutengao da fluidez de membrana, o que facilita
0s processos de excitabilidade transmembrana. Além disso, quando neurénios
sdo estimulados por neurotransmissores, os acidos graxos poli-insaturados
podem se liberar dos fosfolipidios da membrana. Estes acidos graxos podem
ser metabolizados e dao origem aos eicosandides, uma série de produtos
ativos que inclui prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e uma variedade
de hidroxi e hidroperoxi acidos graxos. Esses compostos agem no sistema
nervoso podendo influenciar na neuromodulacido e plasticidade sinaptica
(FONTAN et al., 2005).

A taxa de conversao do acido alfa-linolénico em DHA é baixa diante da
necessidade organica desse acido graxo, sendo aconselhado o consumo de
alimentos que contenham moléculas de DHA para suprir adequadamente sua
demanda organica. Os peixes e 0s Oleos de peixe sao ricas fontes de DHA e
EPA, principalmente os proveniente de peixes que habitam aguas geladas e se

alimentam de algas, fonte de acido alfa-linolénico (HARBEBY et al., 2012).

In vivo, os 6mega-3 AGPI podem existir livres como produto da hidrélise
enzimatica, ligado a fosfolipidios ou a triglicerideos. Estudos vém mostrando
que os AGPIs da dieta sao preferencialmente incorporados pelos fosfolipidios

em comparagao com sua associacgao a triglicerideos (BALOGUN, et al., 2013).
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O DHA e o EPA passam com facilidade pela barreira hematoencefalica e sdo
incorporados aos fosfolipidios da membrana dos neurénios (OUELLET et al.,
2009). Diante do exposto, fica evidente que a dieta € um fator ambiental chave

que influencia a estrutura e fungéo do sistema nervoso (BOURRE, 2009).

O conteudo de DHA em membranas cerebrais é de importancia crucial
para o desenvolvimento ideal das funcbes cerebrais. Estudos indicam que
niveis reduzidos de DHA no cérebro sdao acompanhados por déficit de
aprendizagem e alteragbes de humor relacionadas a deficiéncias nos
processos de neurotransmissao (HARBEBY et al., 2012; FONTANI et al. 2005).
Como visto nas sec¢des anteriores, os acidos graxos insaturados aumentam a
fluidez da membrana. Desta forma, alteracdes na incorporagao de DHA e EPA
podem causar prejuizo nas propriedades fisico-quimicas da membrana
neuronal por alterarem a composicdo dos fosfolipidios, prejudicando os

processos de sinalizacio.

Por alterar as propriedades fisico-quimicas da membrana, a deficiéncia
dos niveis de DHA pode ainda afetar significativamente a atividade das
proteinas inseridas nessa membrana, podendo assim, alterar o funcionamento
de enzimas ligadas a membrana, canais iGnicos, receptores, bomba de sddio e
potassio, proteina quinase-C e outras enzimas relacionadas com a transdugéo
de sinal (HORROCKS; FAROOQUI, 2004). Além desses efeitos, as dietas com
AGPIs reduzem a concentracdo de colesterol ligada a membrana neuronal, que
em excesso, diminui a fluidez desta ultima (HORROCKS; FAROOQUI, 2004).

Por outro lado, estudos recentes revelam que o consumo excessivo de
AGPIls 6mega-3 ndo estdo isentos de riscos. Acidos graxos de cadeia longa
usados nas dietas, como AGPIs émega-3, sdo mais propensos a oxidagao,
produzindo metabdlitos potencialmente deletérios, como o 4-hidroxi-2-hexenal
(4-HHE), um produto final da oxidacdo de Omega-3, que pode favorecer o
estresse oxidativo metabolico e processos inflamatorios cronicos (AWADA et
al., 2012, 2013). Quantidades desses AGPIs superiores a 1% das calorias na
dieta podem tornar-se um fator de risco em decorréncia do aumento da
susceptibilidade a oxidacao do LDL e estresse oxidativo de outras lipoproteinas

(FRANKEL, 2014; SILVA VG, 2015).
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2.3 Importancia do colesterol na fungao cerebral

Os animais sao capazes de sintetizar colesterol, e essa sintese se da
em grande parte no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos, de onde é
distribuido as demais partes do organismo, de acordo com a demanda
organica. Todas as células do organismo sédo capazes de incorporar colesterol,
e dentre suas multiplas fungdes na membrana plasmatica dessas células, é
importante na manutencdo da estrutura dessa membrana. Desta forma, o
folheto externo da membrana plasmatica troca colesterol constantemente com
o plasma. Porém, o metabolismo do colesterol no cérebro € independente dos
tecidos periféricos, pois as células do sistema nervoso central apresentam
mecanismos proprios para sintese do colesterol necessario para seu
funcionamento adequado. A molécula de colesterol presente na corrente
sanguinea ndo consegue transpor diretamente a barreira hematoencefalica,
mas sua forma hidroxilada, 24-hidroxicolesterol, catalisada pela enzima 24-

hidroxilase, torna possivel essa transposicao.

Apesar dos neurdnios apresentarem capacidade de sintese de
colesterol, sdo os astrocitos as principais células produtoras e fornecedoras de
colesterol para o sistema nervoso. Essas células secretam apolipoproteinas E
(ApoE’s), que carreiam as moléculas de colesterol e se ligam a receptores
especificos nos neurbnios. Dessa forma, as ApoEs se ligam e transportam o
colesterol para suprir a necessidade do tecido nervoso. Entre essas
necessidades esta inclusa a manutengdo dos niveis 6timos de colesterol na
membrana plasmatica dos neurénios e de células gliais formadoras da bainha
de mielina afim de modular a fluidez da membrana (MARTIN, PFRIEGER e
DOTTI, 2014).

O colesterol corresponde a cerca de 20% dos lipidios da bainha de
mielina. Esse lipidio é particularmente concentrado nos rafts lipidicos, que sao
microdominios constituidos pela associagdo de colesterol e esfingolipidios
localizados na camada externa da bicamada lipidica. O colesterol confere a
membrana menor fluidez, dessa forma, os rafts sdo regides que apresentam
fluidez diferenciada das demais regides membranares, funcionando como

jangadas lipidicas para aporte de algumas proteinas (Figura 4).
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Essas plataformas lipidicas sdo essenciais na membrana plasmatica
para o trafego e fungcdo de algumas proteinas e para os complexos de
sinalizacao celular. Provavelmente esses microdominios fornecem localizacao
as proteinas da membrana para promover sinalizagdo em cascata localizada
(DOUGANIUC, 2001). Se as jangadas sao desfeitas, as proteinas das cascatas
sinalizadoras podem desacoplar-se, perdendo sua fungdo. Certas proteinas
membranares s6 sao ativas quando associadas aos rafts. Ha evidéncias que os
receptores pds-sinapticos acumulam-se nos rafts lipidicos, sendo
abundantemente encontrados nos dendritos de neurbnios hipocampais em
cultura (HERIN et al., 2003).

Raft Lipidico

Proteina

I transmembrana
Colesterol
1

Figura 4. Representacao da estrutura de uma jangada (raft) lipidico. Fonte: http://www.mpipks-
dresden.mpg.de/~manoj/res.html

Entretanto, o colesterol ndo é apenas um componente estrutural
essencial para a membrana celular e bainha de mielina, € também um
componente essencial na fisiologia neuronal, sendo necessario para a
transmissédo sinaptica (GORITZ et al, 2005). Estudos indicam que o colesterol

secretado pelos astrocitos controla a sinaptogénese. Trabalhos in vitro
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mostraram que a formagdo de sinapses foi reduzida quando a sintese de
colesterol foi bloqueada ou quando os astrocitos foram removidos. Nesse
mesmo experimento, quando o colesterol foi acrescentado no meio contendo
neurénios e astrocitos o numero de sinapses voltou a aumentar (BARRES,
2001).

A diminuicdo dos niveis de colesterol no SNC ainda pode ocasionar
reducado da densidade sinaptica, alargamento da sinapse, perda de sinapses
excitatorias e inibitorias e de ramificagbes dendriticas (HERING et al., 2003).
Por outro lado, o excesso de colesterol pode diminuir a fluidez das membranas
plamaticas das células nervosas, dificultando a geragdo e propagacado de
impulsos nervosos, diminuindo a excitabilidade neuronal. Além disso, defeitos
no metabolismo do colesterol no cérebro vém sendo relacionados com doencas
neurodegenerativas, tais como doenga de Alzheimer, doenga de Huntington,
doenca de Parkinson e déficit cognitivo (ZHANG e LIU, 2015).

2.4 Dietas hiperlipidicas

A obesidade cresce de forma acelerada, sendo considerada a “epidemia
global do século XXI” pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
(SVERDLOFF, 2002), pois afeta cerca de 320 milhdes de pessoas em todo o
mundo e 40% dessas pessoas vivem em paises desenvolvidos. Entre as
principais causas da obesidade se destaca a alimentagdo rica em gorduras e
acgucares, que esta cada vez mais substituindo a alimentacdo saudavel. A vida
moderna exige agilidade e praticidade, o que leva muitas pessoas a consumir
alimentos de ‘Tfast-foods”, que para apresentarem-se mais atrativos sao
enriquecidos com agucares e gorduras, principalmente colesterol e gorduras
saturadas. Esse tipo de alimentacgéo ja € preferéncia entre a maioria dos jovens

e de alguns adultos.

As dietas hiperlipidicas oferecem quantidades de calorias mais elevadas
que as recomendadas pelos nutricionistas, aumentando o risco de desenvolver
obesidade. Outra consequéncia da alimentagdo com excesso de gorduras

saturadas € o aumento nos niveis séricos de colesterol total, principalmente o
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LDL e triglicerideos (FEOLI, 2003). Por outro lado, dietas saudaveis que
contenham gordura insaturada, como os 6mega-3, sdo consumidas em menor
quantidade. Dietas ricas em 6mega-3 sdo capazes de diminuir os niveis de
colesterol e triglicerideos, diminuindo os riscos causados pelos elevados niveis

de lipidios na corrente sanguinea.

A obesidade vem sendo relacionada a processos inflamatérios no
hipotalamo. Essa estrutura, dentre outras fungdes, € responsavel pela
regulacdo da fome e da termogénese. A ingestdo de acidos graxos saturados
de cadeia longa desencadeia um processo inflamatério no hipotalamo podendo
levar a apoptose e gliose. Esse processo causa anomalias no controle da
ingestado caldrica e gasto energético (BERKSETH et al.,, 2014). Devido ao
processo inflamatério, o hipotdlamo deixa de receber sinais de saciedade
adequadamente e assim a pessoa come cada vez mais, podendo levar a

obesidade.

A leptina € uma substancia secretada pelo tecido adiposo branco de
forma proporcional a massa desse tecido. Essa substancia possui receptores
no hipotalamo estabelecendo um sistema homeostasico através de
retroalimentagao negativa que modula, através de circuitos neuronais, a massa
de tecido adiposo. Nas pessoas com obesidade foi verificado que ndo houve
alteragdes nos niveis sanguineos de leptina, fortalecendo a hipétese que a
falha no mecanismo de saciedade estava relacionada a receptores
hipotalamicos (CINTRA, et al., 2012).

Além disso, o excesso de colesterol presente nessas dietas hiperlipidicas
vem sendo relacionado como fator de risco para o desenvolvimento da doenca
de Alzheimer, enfermidade relacionada a degeneragcdo do sistema nervoso
(KOUDINOV et al.,, 2001). O consumo dessas dietas junto ao consumo
deficiente em 6mega-3 aumenta os riscos no desenvolvimento de déficit
cognitivo e doengas neurodegenerativas. Apesar do colesterol da dieta e do
produzido pelos tecidos periféricos nao conseguir transpor a barreira
hematoencefalica, este pode ser convertido em 24S hidroxi-colesterol (24-

OHC) através de reagdes enzimaticas, podendo, desta forma, atravessar a
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barreira hematoencefalica ou ser trazido do plasma via fluido cerebrospinal
(MARTIN, PFRIEGER e DOTTI, 2014).

Diante da evidente importancia do conteudo lipidico no SNC para
execucado de suas funcdes e a influéncia da propor¢do e qualidade desse
conteudo no funcionamento normal deste 6rgéo, € coerente que alteragdes nos
niveis lipidicos, ao alterar a fluidez das membranas, alterem também a geragao
e propagagdo de impulsos nervosos, modificando consequentemente a

atividade elétrica cerebral.

2.5 Atividade elétrica cerebral

O encéfalo é um sistema complexo, formado por uma rede de cerca de
100 bilhdes de neurbnios e cada uma dessas células pode estar conectada a
cerca de 10.000 outros neurbnios através de sinapses. Essas células trocam a
todo tempo informagao em forma de impulsos elétricos, gerando uma atividade
elétrica cerebral (LENT, 2004).

A atividade elétrica cerebral € gerada por dois tipos de biopotenciais
(BUTTON, 2000): O potencial pds-sinaptico, que € uma alteragado no potencial
de membrana poés-sinaptica, gerado pelo resultado final da agdo do
neurotransmissor, que transforma o sinal quimico em elétrico (LENT, 2004); e o
potencial de acdo, que é gerado pela transmissdo de impulsos eletroquimicos

através do axonio.

Os potencias poés-sinapticos sdo o0s que mais contribuem para os
registros da atividade elétrica cortical (LOPES, 1987), pois tem duragédo de
varios milissegundos e, enquanto durar, esses potenciais podem continuar
excitando o neurbnio, fazendo com que este transmita uma sequéncia de
impulsos elétricos de saida (GUYTON,2002). Enquanto os potenciais de agao
pouco contribuem com o registro da atividade elétrica cortical, uma vez que séo
assincrénicos, de curta duragdo e se apresentam em diregbes ortogonais a
superficie do escalpo (BUTTON, 2000; LOPES, 2005).

A atividade elétrica registrada no eletroencefalograma (EEG) e

eletrocorticograma (ECoG) corresponde desta forma, a variagao dos potenciais
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pos-sinapticos de neurdnios de uma determinada area, proxima ao eletrodo de
captacdo do sinal eletroencefalografico, somados espacial e temporalmente
(COCKERELL e SHORVON, 1997; BUTTON, 2000; LOPES, 2005;
CAPERELLI, 2007).

2.6 Eletroencefalograma (EEG) e eletrocorticograma (ECoG)

O EEG e o ECoG registram os potenciais de membrana resultantes das
transmissdes sinapticas, em especial dos potenciais pods-sinapticos. Desta
forma, o EEG é o resultado do somatério espacial e temporal da atividade de
milhares ou milhdes de neurdnios disparando sincronicamente, capturado em
uma determinada regidao proxima ao eletrodo. Através do eletroencefalograma
pode-se avaliar se a atividade elétrica cerebral encontra-se dentro do padrao
de normalidade, ou detectar disfungbes geradas por tumores ou focos
epiléticos, localizando-os com preciséo (SILVA e COSTA, 1998).

O EEG ¢é realizado através de um aparelho apropriado, o
eletroencefaldégrafo, que registra a atividade elétrica cerebral. Eletrodos séo
dispostos no escalpo do paciente e conectados a um amplificador de corrente
elétrica que aumenta a amplitude do sinal elétrico do cérebro milhares de
vezes. O amplificador € ligado a um computador, no qual as oscilagdes da
corrente elétrica sdo digitalizadas, podendo ser analisadas pelo médico ou
pesquisador (SANTOS, 2007).

No ECoG, a aquisi¢ao do sinal elétrico € semelhante ao do EEG, porém
enquanto o EEG é um exame né&o invasivo, no ECoG os eletrodos s&o
dispostos diretamente no cortex cerebral. O ECoG é utilizado quando se deseja
analisar a atividade elétrica diretamente do cortex. Tanto o EEG quanto o
ECoG registram a voltagem em fungdo do tempo, originando uma série
temporal (SANTOS, 2007).

Doencas neurolégicas que interfram na atividade elétrica cerebral,
também podem causar alteracdes nos padrdes das ondas cerebrais, podendo
essas alteragbes serem reveladas por exames encefalograficos. A epilepsia é
uma das principais doengas neuroldgicas e o EEG € o exame mais utilizado em
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seu diagndstico. A epilepsia de mioclonia juvenil, por exemplo, pode apresentar
em seu EEG paroxismos de complexos espicula-onda de projegéao

generalizada associada com a doenga. (Figura. 5).
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Figura 5. Eletroencefalograma demonstrando descargas de espicula-onda generalizadas em paciente
com epilepsia de mioclonia juvenil. Fonte: http://emedicine.medscape.com/article/1138154-overview

2.7 Diferentes ondas cerebrais

O registro encefalografico apresenta uma aparente aleatoriedade.
Entretanto, permite identificar padrdes de ondas distintos que ocorrem de
acordo com o funcionamento cerebral. Dependendo do nivel de consciéncia, o

exame encefalografico apresenta diferentes ritmos de ondas, provocando
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alteracdes no espectro de frequéncia. Existem varios tipos de ondas cerebrais,
porém as mais comuns e as situacdes em que prevalecem sdo: ondas delta
(0,5-4Hz) em sono profundo; teta (4-8Hz) em sonoléncia ou estados
emocionais alterados; alfa (8-14Hz) em vigilia com relaxamento mental; e beta
(14-30Hz) em atividade fisica ou mental especifica e estados de tens&o
(NIEDERMEYER, 2005; GUYTON, 2002) (Figura 6). Um registro de ECoG
pode conter todas essas frequéncia, contudo tera a maior predominancia de

um tipo de onda de acordo com o nivel de consciéncia.
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Figura 6. Ondas cerebrais obtidas a partir de um registro de ECoG em ratos. Ondas beta (12-
30 Hz) - em atividade fisica ou mental especifica e estados de tensdo, além de estar
relacionada ao processo de cognigdo. Ondas alfa (8-12 Hz) - em vigilia com relaxamento
mental. Ondas teta (4 - 8 Hz) - em sonoléncia ou estados emocionais alterados. Ondas delta (1
- 4 Hz) - em sono
profundo.Fonte:http://www.neuroterapia.com.br/crbstbrainwaves 5B1_5D.jpg?v=264h3s5cwqd
b1td

2.8 Epilepsia — Breve historico e atualidades

O termo epilepsia deriva do verbo grego epilambanein, que significa ser
atacado, dominado ou possuido. As primeiras referéncias a epilepsia datam de
2000 a.C. na antiga Babilénia, um texto escrito em papiro descrevia uma crise
convulsiva, atribuindo a epilepsia carater espiritual. Por muito tempo se atribuiu
carater sobrenatural a epilepsia, considerando-a castigo ou possessdo por

espiritos divinos ou malignos. Hipdocrates, cerca de 400 a.C. e Galeno 175 d.C
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afirmaram que a epilepsia ndo era vinculada a espiritualidade, mas a
problemas no cérebro, tentando desmistificar a ideia de doenga sagrada.
Porém, as afirmacdes nao foram suficientes para a mudanga de concepcgoes,
fazendo com que o estigma espiritual da epilepsia perdurasse por séculos
(REYNOLDS, 1996).

Na ldade Média, mais especificamente no periodo da santa inquisicao, a
epilepsia foi relacionada a bruxaria, o que fez com que os epilépticos fossem
perseguidos e candidatos as fogueiras. No século XVIlII comegaram a surgir
ideias contestando esse carater sobrenatural atribuido a epilepsia. Mas foi no
século XIX, sob a marca do positivismo, que o estudo das ciéncias biologicas
mais avangou, o0 que repercutiu nos estudos das patologias cerebrais, dentre
elas as doencas psiquiatricas e a epilepsia. Como consequéncia desse
momento, houve um crescimento significativo do sistema hospitalar psiquiatrico
(MOREIRA, 1996).

O estudo da epilepsia se desenvolveu atrelado ao de doencgas
psiquiatricas, sendo relacionada a insanidade. Porém o estigma em relagdo ao
epiléptico era tdo marcante que alguns asilos, ao considerarem negativos os
prognésticos dos portadores de epilepsia, néo os aceitavam. Todavia, ao passo
que a ciéncia médica avancgava, deixavam-se rastros que sedimentava o
estigma da loucura aos epilépticos (MOREIRA, 1996). Dentre os nomes que
merecem destaque nesse periodo esta o do inglés Hughlings Jackson (1835-
1911), ele afirmou sobre a epilepsia que “Convulsdes e outros paroxismos sao
devidos a descargas nervosas subitas, excessivas e temporarias”, conceitos
que se mantém atuais (ENGELHARDT, 2014).

Atualmente, epilepsia é caracterizada como uma desordem da atividade
elétrica cerebral que ocorre de forma espontanea e recorrente (CUKIERT,
2006), esta se trata da enfermidade neurolégica mais comum, acometendo
cerca de 1% da populagdo mundial, com maior incidéncia em paises
subdesenvolvidos (DIOP et al., 2003). A epilepsia de maior incidéncia em
humanos € a epilepsia do lobo temporal (ELT), com cerca de 40 a 50% dos
casos. Esta merece atengdo especial por apresentar alto indice de
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refratariedade a tratamentos medicamentosos, cerca de 40 % (ENGEL, 2001).
Esta condicéo patoldgica pode ser desencadeada a qualquer momento da vida,

mas as crises sao mais frequentes em criangas e idosos (CUKIERT, 2006).

As causas da epilepsia sdo bastante variadas, podendo ocorrer em
funcdo da predisposicdo genética, chamadas idiopaticas ou primarias; ou por
prévias agressdbes que causam lesées neuronais bem definidas, que
provavelmente provocam uma reorganizagao dos circuitos cerebrais, tornando-
se foco de descargas elétricas. Essa ultima é chamada de secundaria ou
adquirida. Tais agressdes que culminam em uma lesao cerebral podem ser de
ordem infecciosa, inflamatéria, metabdlica, neoplasica, téxica, traumatica ou

mesmo por um status epilepticus prolongado (ENGEL, 2006).

As manifestagdes clinicas da epilepsia podem ser fisicas, como crises
convulsivas ou crises de auséncia; ou psiquica, como déficit neuroldgico

permanente e a disfungao intelectual (FISHER et al., 2005).

As crises epilépticas podem ser classificadas como parciais ou
generalizadas. As crises parciais apresentam foco epileptogénico, funcional ou
anatémico, identificavel nos registros eletrograficos, podendo essa modalidade
de crise evoluir para uma crise generalizada (COCKERELL e SHORVON,
1997). As crises generalizadas envolvem os dois hemisférios cerebrais, sem

que seja possivel a identificagdo de um foco anatémico ou funcional.

As crises parciais ainda se subdividem em simples ou complexas. Nas
crises parciais simples ndo ha comprometimento da consciéncia. As crises
parciais complexas apresentam basicamente trés componentes: aura,
alteragcdes de consciéncia e automatismos. Ja nas crises generalizadas a
consciéncia € seriamente comprometida, podendo ser manifestada de duas
formas: crise de auséncia ou tonico-clénica (COCKERELL e SHORVON, 1997).

O diagnostico de epilepsia é determinado pela manifestagéo clinica da
doencga junto a observagao da ocorréncia de ondas epileptiformes anormais em
registros eletrograficos, podendo, em alguns poucos casos, pacientes

apresentarem EEG caracteristico da doenga sem nunca terem sofrido
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manifestagdes clinicas, ou apresentarem convulsées (OLIVEIRA e ROSADO,
2004).

2.9 Epilepsia do lobo temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a forma mais comum de crise
parcial complexa no individuo adulto. As principais estruturas relacionadas a
ELT sao do sistema limbico, em especial o hipocampo e a amigdala, essas sao
importantes no controle das atividades emocionais, além de estarem
relacionadas a memodria e aprendizagem, respectivamente. Portanto,

portadores da ELT podem apresentar tais fungdes seriamente comprometidas.

Na ELT pode haver morte neuronal seguida de gliose, causando atrofia
hipocampal. Esta alteragdo €& denominada esclerose mesial temporal.
Provavelmente, essa esclerose na ELT é a principal responsavel pela elevada
refratariedade a medicamentos (COSTA et al., 1998; GUERREIRO et al., 2000;
YACUBIAN, 2004).

2.10 Modelo experimental da pilocarpina

Os modelos animais tém auxiliado no entendimento da epilepsia em
humanos. Alguns trabalhos atestam que a lesédo cerebral do lobo temporal em
ratos induzida pela pilocarpina torna o animal em estado epilético cronico,
reproduzindo alteragdes clinicas, eletrograficas, bioquimicas, farmacologicas e
histolégicas, em condicbes semelhantes a de humanos portadores de ELT
(LEITE et al., 1990; MELLO et al., 1993; CAVALHEIRO et al., 1996; MATHERN
et al., 1996; PRIEL et al., 1996; ARIDA et al., 1999; LI et al., 2003).

A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico (TURSKY et al.,
1989) que age aumentando a neurotransmissao excitatéria colinérgica
(PERSINGER et al.,, 1988), provocando crises limbicas ininterruptas
(CLIFFORD et al., 1987). A ideia aceita, com base em estudos experimentais, &
que a ativagdo do sistema colinérgico ative os neurbnios excitatorios

glutamatérgicos, dando inicio ao status epilepticus. A liberagdo sinaptica
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excessiva de glutamato apresenta efeito excitotéxico, mantendo a célula
despolarizada, o que aumenta o influxo de calcio no neurénio levando a morte
celular (CHOI et al., 1987).

O efeito excitotoxico do excesso de glutamato, provocado pela
pilocarpina, gera a morte neuronal nas regides CA1, CA2, CA3 e no giro
denteado da formacgao hipocampal. Desta forma, o status epilepticus e a morte
neuronal ndo se da pelo efeito toxico da pilocarpina, mas sim pelo excesso na
liberagdo de glutamato que ela provoca. Essa condicdo € semelhante a que
ocorre em pacientes com epilepsia. A morte de interneurénios gabaérgicos,
neurdnios inibitérios, no hipocampo vem sendo apontada como uma das
principais causas da hiperexcitagao sincronica gerada pelo modelo crénico da
pilocarpina (FERRARI et al., 2008).

O modelo da pilocarpina apresenta trés fases de acordo com suas
manifestagcdes clinicas: a fase aguda, latente e crénica. A fase aguda tem
inicio logo apds a administracdo da pilocarpina e tem duragdo aproximada de 8
a 12h; nesse periodo ocorre o status epilepticus e o animal apresenta crises
convulsivas ininterruptas. A fase de laténcia é posterior a fase aguda, tem
duracao aproximada de 4 a 14 dias. Nessa fase ha auséncia de manifestacdes
fisicas. A ultima fase €& a crbnica, periodo em que o animal comega a
apresentar crises espontaneas e recorrentes, com frequéncia oscilando de 2 a

3 episodios por semana (PRIEL, 1996).

2.11 Ictogénese: o inicio das manifestagoes epileptiformes

Na ictogénese ha uma elevada despolarizag&o paroxistica sincrénica dos
neurdnios, o0 que ocasiona uma hiperatividade neuronal. Isso culmina em
descargas elétricas que na epilepsia sdo espontaneas e recorrentes, causando
desordem na atividade cerebral. Essa desordem normalmente é percebida no
eletroencefalograma EEG. O que provavelmente ocorre na ictogénese ¢ um
desequilibrio entre os fatores excitatorios e inibitorios cerebrais, como na

liberagdo de glutamato e GABA (acido gama-amino butirico), respectivamente
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(BRADFORD, 1995). Esse desequilibrio pode ser analisado em nivel de

membrana celular, de neurénios e da rede neuronal.

Alteragdes no mecanismo de manutencido do potencial de membrana
podem desencadear atividade ictal. Os carreadores presentes nos astrécitos e
a bomba de sédio e potassio podem elevar o nivel de potassio extracelular, o
que induz a despolarizagdo neuronal gerando desordem no potencial de
membrana. Anomalias nos canais de sodio também podem acarretar numa
diminuicdo no limiar de disparo neuronal, sendo outro exemplo de alterag&o
nesse potencial capaz de gerar manifestagdes epileptiformes (SILVA e
CABRAL, 2008). Alteragbes plasticas no cérebro também podem contribuir no
processo de epileptogénese e ictogénese. O brotamento colateral de axdnios
em neurdnios excitatérios é um exemplo desse tipo de plasticidade (SILVA e
CABRAL, 2008).

2.12 Dietas terapéuticas rica em lipidios

Dietas ricas em lipidios e pobres em carboidrato vém sendo utilizadas no
tratamento para a epilepsia refrataria a medicamentos convencionais. Como
exemplo dessas dietas pode-se citar a dieta cetogénica (NORDLI jr et al, 1997;
NORDLI, 2002) e a Dieta Atkins (KOSSOFF, 2004). O mecanismo pelo qual as
dietas protegem os pacientes das crises convulsivas ainda € desconhecido,
mas a hipotese mais difundida é que a agao antiepiléptica seja decorrente da
producdao de corpos cetbnicos e que estes alteram o metabolismo cerebral
(STAFSFROM et al, 2000; KOSSOFF, 2004).

A diminuicdo da glicose sanguinea causada pelo jejum ou dieta
hiperlipidica faz com que o organismo ao invés da glicose utilize a fonte de
energia advinda do tecido adiposo, liberando acidos graxos precursores dos
corpos cetbnicos. Esses corpos cetbnicos sdo capazes de transpor a barreira
hematoencefalica diminuindo a excitabilidade no cérebro (NORDLI, 1997).
Estudos tém sugerido que o efeito protetor da cetose advém de um aumento
dos niveis de GABA nos terminais nervosos (KOSSOFF, 2004).
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A dieta cetogénica € a mais estudada e utilizada no controle da epilepsia
refrataria. Essa dieta apresenta niveis baixos de carboidrato, moderado de
proteina e elevado de lipidios. A proporgdo mais recomendada é de 4
(gordura/proteinas): 1 (carboidratos). Porém, podem-se utilizar proporg¢des
menores como 3:1, 2:1 (INUZUKA-NAKAHARADA, 2008). A recomendagéo é
que essa dieta seja realizada apos jejum (FREEMAN et al., 2007). Entretanto,
estudos tém questionado a eficacia do jejum, sugerindo que este seja
desnecessario para o sucesso do tratamento com a dieta cetogénica
(RIZZUTTI et al., 2007).

Essas dietas terapéuticas aplicadas no tratamento da epilepsia tém
como requisito, além da maior inclusdo de lipidios, a diminuicdo drastica de
carboidratos e sdo precedidas de jejum de ao menos 24 horas. Porém, a dieta
utilizada neste estudo se baseou apenas no acréscimo de gordura animal, sem
que houvesse limitagdo no consumo de carboidratos e jejum prévio, o que a
torna mais proxima da dieta hiperlidica de habito cultural. Para que, desta
forma, fosse possivel a analise das possiveis consequéncias do aumento
cultural no consumo de gorduras na alimentagdo. A escolha da utilizagdo de
gordura animal nesse estudo foi devido a sua grande quantidade de colesterol,

diferente das gorduras de origem vegetal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da suplementacgao lipidica saturada e insaturada na atividade

elétrica cerebral basal e durante o status epilepticus de ratos.

3.2 Objetivos especificos

1. Verificar peso e niveis séricos de triglicerideos e colesterol total de ratos
suplementados com ©6mega-3 e ratos alimentados com dieta
hipercolesterolémica;

2. Analisar o efeito da suplementacdo de Omega-3 e da dieta
hipercolesterolémica na atividade elétrica cerebral basal de ratos.

3. Analisar o efeito da suplementacdo de Omega-3 e da dieta
hipercolesterolémica na atividade elétrica cerebral de ratos em status

epilepticus.
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4 . MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 56 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, var. albinus), dos quais, 30 foram destinados a histologia e 26
destinados a eletrofisiologia. Os animais foram provenientes do biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, local onde foram realizados os ensaios biolégicos. Os animais
foram mantidos em ambiente adequado com temperatura (23+2°C) e umidade
controlada, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentacdo ad
libitum. Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do
Comité de Etica no Uso de Animais (licenca n°® 103/2014 — CEUA/ UFRPE).

4.1 Desenho experimental

4.1.1 Desenho experimental para analise histoldgica

Os animais foram divididos em seis grupos: Grupo 1 (n=5), animais que
se alimentaram apenas da dieta padrdo de laboratério (ragdo comercial
Presence® 7883). Grupo 2 (n=5), animais que se alimentaram apenas da dieta
padrao de laboratério e submetidos ao status epilepticus por 4h. Grupo 3 (n=5),
animais que se alimentaram com a racdo padrao de laboratorio e foram
suplementados com 6leo de peixe dos 60 aos 120 dias. Grupo 4 (n=5), animais
que se alimentaram com a racao padrao de laboratdrio e foram suplementados
com oleo de peixe dos 60 aos 120 dias e submetidos ao status epilepticus por
4h. Grupo 5 (n=5), animais que receberam deita hipercolesterolémica dos 60
aos 120 dias. Grupo 6 (n=5), animais que receberam deita hipercolesterolémica

dos 60 aos 120 dias e submetidos o status epilepticus por 4h (Figura.7).
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Grupos

! | |

G1 - Controle (n=10) G2 - Omega-3 (n=10) G3 - DHC (n=10)
Basal (n=5) | SE (n=5) | Basal (n=5) | SE (n=5) | | Basal (n=5) | | SE (n=5) |

Figura 7. Organograma mostrando as etapas do delineamento experimental para analise
histolégica, dos animais: controle (G1), suplementados com dmega-3 (G2) e alimentados com
a dieta hipercolesterolémica (DHC) (G3), com atividade elétrica cerebral basal e durante o

status epilepticus (SE).

4.1.2 Desenho experimental para eletrofisiologia

Os animais foram divididos em trés grupos: Grupo 1 (n=10), animais que
se alimentaram apenas da dieta padréao de laboratério. Grupo 2 (n=8), animais
que se alimentaram com a racao padrao de laboratorio e foram suplementados
com dmega-3 dos 60 aos 120 dias. Grupo 3 (n=8), animais que receberam
deita hipercolesterolémica dos 60 aos 120 dias. Ao atingirem os 120 dias de
idade, todos os animais tiveram sua atividade elétrica cerebral registrada antes

e durante o status epilepticus (Figura. 8).

Grupos

G1 - Controle (n=10) G2 - Omega-3 (n=8) G3 - DHC (n=8)

| Antes (n=10) | | Antes (n=8) | | Antes (n=8) | T 0-30min
! ! ! —
Durante SE (n=10) Durante SE (n=8) Durante SE (n=8) T’ 30-60min

Figura 8. Organograma mostrando as etapas do delineamento experimental para analise
eletrofisiolégica, dos animais: controle, suplementados com 6mega-3 e alimentados com a

dieta hipercolesterolémica (DHC), ante e durante o status epilepticus (SE).
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4.2 Suplementagcao com EPA e DHA

A suplementagdo com édmega-3 foi feita com capsulas de 1000 mg dleo
de peixe Naturallis®, contendo 180 mg de EPA e 120 mg de DHA. O dleo foi
administrado por meio de gavagem. Utilizou-se uma agulha de gavagem em
aco inoxidavel com ponta arredondada, a qual foi introduzida na cavidade oral

do animal e gentilmente conduzida até o eséfago.

4.3 Dieta hipercolesterolémica

A dieta hipercolesterolémica foi produzida triturando-se a racao
comercial Presence® 7883 para ratos (Tabela 1) com o auxilio de um
processador e acrescentando-se gordura suina (Sadia®-BRA) fundida na
propor¢dao de 30% de gordura para 70% de ragao padrédo. A racao foi
peletizada e mantida refrigerada em recipiente hermeticamente fechado. A
tabela 2 apresenta os valores nutricionais da gordura suina de acordo com o
fabricante.

Tabela1. Informacdo nutricional da racido comercial Presence® 7883

para ratos

Componente Percentual
Umidade (Max) 13,0%
Proteina Bruta (Min) 23,0%
Extrato Etéreo (Min) 4,0%
Matéria Fibrosa (Max) 5,0%
Matéria Mineral (Max) 10,0%
Calcio (Max) 1,3%
Fosforo (Min) 0,85%

Fonte: SP Racdes. Disponivel em http://www.spracoes.com.br/produto/presence-ratos-e-
camundongos/153.
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Tabela 2. Informacéao nutricional correspondente a 10g de gordura

suina

Valor caldrico 90 Kcal
Carboidratos Og
Proteinas Og
Gorduras totais 10g
Gorduras saturadas 3,99
Gorduras trans Og
Colesterol 7,2mg
Fibra alimentar Og
Saédio Og

4.4 Provas laboratoriais

Amostras de sangue (0,5 ml) foram coletadas por meio de pungao da
veia caudal lateral com o auxilio de um cateter venoso N° 24 em tubos com
anticoagulante. As amostras foram utilizadas para analise de triglicerideos
totais e colesterol total. A analise foi realizada com o auxilio do aparelho

Accutrend® Plus (Roche) imediatamente apds a coleta.

4.5 Procedimentos para analise histolégica

Para a analise histolégica os animais foram divididos em 4 grupos:
Grupo 1: animais normonutridos. Grupo 2: animais normonutridos e
submetidos ao status epilepticus por um periodo de trés horas. Grupo 3:
animais suplementados com 6mega-3. Grupo 4: animais alimentados com

Omega-3 e submetidos ao status epilepticus por um periodo de 4 horas.

Apoés aprofundamento anestésico, todos os animais foram perfundidos
com solugao fisiologica (NaCl 0,9%) e posteriormente, com formaldeido 10%

em tampao fosfato (pH 7,4). Os encéfalos dos animais foram coletados e
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fixados em solugcdo tamponada de formaldeido 10%. Fragmentos de orientagao
coronal dos encéfalos foram desidratados em concentracbes crescentes de
alcool etilico (70% ao P.A.), diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em

Paraplast Plus®.

Secgdes do hipocampo foram obtidas utilizando-se um micrétomo
rotativo Leica®, com cortes de 4 micrometros, seriados, em um plano coronal,
na altura do Il ventriculo, equivalente a seccao 21 (Bregma: -1.70 mm e nivel
74) de acordo com Paxinos e Watson (2013). ApOs esse procedimento, os
cortes foram corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.), segundo
metodologia descrita por Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976), e com
coloracao de Cresil Violeta de acordo com LABIOCEL (2006). Fotomicrografias
foram obtidas em microscopio de luz Leica® em aumentos de 40X e 400X, com
auxilio do software ImageJ® para avaliagdo histopatologica da regido CA1,

CA2, CA3, giro denteado e hilo do giro denteado da formagao hipocampal.

4.6 Procedimentos para o registro da atividade elétrica cerebral

4.6.1 Procedimento cirurgico para implante de eletrodo

Aos 115 dias de idade, os animais foram anestesiados com uma
associagao de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL para
cada 100 g de peso, administrada por via intramuscular (MASSONI, 2011). A
temperatura corporal foi mantida em torno de 37,5 + 1°C com o auxilio de um
aquecedor elétrico posicionado sob o animal. Apds a tricotomia e assepsia do
campo cirurgico a cabegca do animal foi fixada a base de um aparelho
estereotaxico (Insight®). Apds a fixagdo da cabeca, foi realizada uma inciséo
longitudinal da pele na linha média do cranio. Posteriormente, com um auxilio
de uma broca odontoldgica, foram realizados dois orificios nos quais foram
posicionados dois parafuso cirurgicos sobre o hemisfério esquerdo (Figura 9).
Um parafuso foi posicionado na regido parietal no cértex sensério-motor, cerca
de 1,5 a 2,5 mm anterior e 1 a 2 mm lateral ao bregma, e outro parafuso de
mesmo tipo, foi colocado sobre o osso frontal (eletrodo de referéncia). Para

fixagcdo dos parafusos foi usada resina acrilica e apds a completa secagem da
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resina a pele foi suturada, expondo apenas os parafusos que serviram de

eletrodo.

Figura 9. Esquema representativo de um cranio de rato
evidenciando locais de fixacdo dos eletrodos (circulos pretos).

Figura 10. Animal no pds-cirurgico do implante do eletrodo
com antibiético tépico (Rifamicina).

4.6.2 Registro da atividade elétrica cerebral

Nos cinco dias seguintes a cirurgia, os animais foram tratados com
antibidtico tépico. Aos sete dias, periodo no qual se verificava a completa
cicatrizagcdo da cirurgia, cada animal teve sua atividade elétrica cerebral
registrada por 1 h com um aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) numa
taxa de amostragem de 6000 S/s. Durante o registro do ECoG, os animais
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foram alocados em uma gaiola de Faraday (PESSOA, 2012). Para cada
animal, o ECoG foi obtido por 30 minutos (linha de base). Passados os primeiro
30 minutos, foi administrada pilocarpina intraperitonialmente em uma dose de
350mg/Kg de peso e o registro continuou a ser obtido por mais 30 minutos
(status epilepticus). Finalizados os registros, os animais foram eutanasiados

por meio de aprofundamento anestésico.

4.7 Analise dos registros de ECoG

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de 2 minutos.
Esses segmentos foram importados para o programa Matlab 7.8 (Mathworks,
Natick, MA, USA), no qual foi implementado o algoritmo para o calculo do

espectro de poténcia das ondas cerebrais do ECoG.

4.8 Teoria
4.8.1 Transformada de Fourier e espectro de poténcia

Segundo o teorema de Fourier, todo sinal oscilatério complexo pode ser
decomposto em varios outros sinais senoidais com diferentes frequéncias. E o
que acontece com o EEG e ECoG, um sinal complexo que pode ser
decomposto em sub-ritmos e representados no dominio da frequéncia. Depois
de decomposto o sinal, pode-se calcular a energia de cada faixa de frequéncia.
A utilizacdo desse teorema torna possivel a decomposicdo de um sinal
periodico f(x) nas suas componentes frequenciais com a somatéria de termos
senos e cossenos harmonicamente relacionados na forma da seguinte
expressédo (WEISSTEIN, 2004):

1 [00]
fx)= > + Z(an cosnx + b, sinnx)

n=1
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Os coeficientes ax e bxksdo calculados analiticamente através das
seguintes integrais (BUTKOV, 1988):

1 s
a, =;+f f(x) cosnx dx
-1

1 Vs
b, =—+ f f(x) sinnx dx
—TT

R
Podemos observar na Figura 11a, 11b, 11c e 11d a decomposi¢ao do
EEG nas suas principais componentes frequéncias referentes as ondas

cerebrais delta, teta, alpha e beta.

0.0 0.2 04 0.6 0.5 0
Figura11a. Sinal de EEG,0 qual é a soma de eventos oscilatdrios.

0.0 0.2 0.8 1.0

0.4 0.6
Figura 11b. Ondas delta 0,5-4Hz
0.0 0.z 04 06 0.8 7.0
Figura 11c. Ondas teta 4-8Hz
0.0 (o] .I2 0.4 0.6 (o] .IB 1.0
Figura 11d. Ondas alpha 8-14Hz
0.0 0.2 04 06 06 1.0

Figura 11e. Ondas beta 14-32 Hz
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Voltagem uv

A Transformada de Fourier (TF) é uma analise direta da série temporal
que permite passar a informagdo no dominio do tempo para o dominio da
frequéncia como se pode observar nas Figuras 12 e 13 para o sinal ECoG,
desta forma, torna possivel o conhecimento da contribuicdo de cada

componente de frequéncia presente numa serie temporal.

0,4 - i+

-1

2

Poténcia pv .Hz

02

0,0 -

-0.2

0.0 05 10 ] ) i § 3 o [l [ 3 [

Tempo s Frequéncia Hz

Figura 12. ECoG no dominio do tempo Figura 13. Espectro de poténcia do ECoG

(dominio da frequéncia)

A TF é calculada a partir da decomposi¢cédo do sinal complexo oscilatorio
em suas frequéncias componentes. A funcédo F(f) é a transformada direta de
Fourier da funcdo temporal F(t) e representa as amplitudes das varias
frequéncias de ondas que constituem o sinal F (t). Entao, F(f) representa o grau
de participagdo das componentes frequenciais da fungcdo F(t), conforme se

pode observar na equagéao a seguir (WEISSTEIN, 2004)

F(f)=] fne""di

O quadrado da Transformada de Fourier do ECoG gera seu espectro de
poténcia. A poténcia média obtida no espectro permite estimar a contribuicao
dos diferentes ritmos cerebrais no sinal ECoG. Formalmente, o espectro de
poténcia para um sinal eletrofisiolégico especifico pode ser calculado como

segue:

41



F(O|df

Jjar

_ 1/
F -

Onde F(f)é a Transformada de Fourier € do sinal f(¢), aqui

representado pelo ECoG. AE(D € a energia do espectro de poténcia

normalizado por um determinado intervalo de frequénciaa)=[fs, ] aqui

representado pelos diferentes ritmos (MACHADO et al., 2012).

4.9 Analise estatistica

O delineamento estatistico foi realizado utilizando testes né&o-
paramétricos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para dados dependentes
(pareados) e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para as amostras
independentes (n&o pareadas). Os resultados foram expressos através de
média * desvio padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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Efeito da suplementagao com 6mega-3 na atividade elétrica
cerebral basal e durante o status epilepticus em ratos

PESSOA, D.T.1, SILVA, E.L.A.2, NOGUEIRA, R.A:3

1,2,3 Programa de Pds-Gradua¢ao em Biociéncia Animal, Laboratdrio de Biofisica Teérico-
Experimental e Computacional — UFRPE Dois Irmaos, 52171-900, Recife, Pernambuco,
Brasil.

Resumo

A dieta ocidental é rica em gordura saturada com baixo consumo de émega-3.
Os animais n&o sao capazes de produzir 6mega-3 a partir de seus proprios
lipidios, sendo necessario que esse lipidio seja adquirido na dieta. Apesar de
nao serem sintetizados pelos animais, os ©6mega-3 sido importantes
componentes das membranas plasmaticas e variagcbes em sua proporgao
podem causar alteragdes fisico-quimicas nestas, o que pode acarretar em
alteracdes na fisiologia cerebral, com consequéncia na excitabilidade neuronal.
Essas alteragdes ocorrem tanto em animais saudaveis como em portadores de
epilepsia, que sdo mais sensiveis a alteracdes na atividade elétrica cerebral.
Esse trabalho avaliou o efeito da suplementagdo com émega-3 na atividade
elétrica cerebral basal antes e durante o status epilépticus em ratos. Para
avaliar essa atividade elétrica do cérebro foram registrados eletrocorticogramas
(ECoG’s) de animais suplementados e nao suplementados com émega-3 antes
e durante o status epilepticus induzido pela pilocarpina. O calculo da poténcia
média das ondas cerebrais no espectro de poténcia revelou que o 6mega-3
elevou a excitabilidade cerebral em relacdo ao controle, avaliado através da
reducao da poténcia média em 20% para onda delta e um aumento de 45%
para onda beta. Esses efeitos foram exacerbados quando os animais além de
suplementados com 6mega-3 foram submetidos ao status epilepticus. Neste
caso, a poténcia média da onda delta foi reduzida em 36,9% e da onda beta
aumentada em 51,7%, ambas em relagdo ao controle. Embora os animais
suplementados com édmega-3 apresentassem uma maior excitabilidade em sua
atividade elétrica cerebral basal, durante o status epilepticus, os dois grupos
apesentaram uma hiperexcitabilidade caracteristica do statuts epilepticus, sem
diferencas significativas entre os grupos. Mesmo o status epilepticus

apresentando nivel de excitabilidade cerebral semelhante entre os dois grupos,
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os danos celulares sofridos pelos animais suplementados com 6mega-3 foram

muito mais ténues, revelando o efeito neuroprotetor do dmega3.

Palavras-chave: 6mega-3; ECoG; atividade elétrica cerebral; epilepsia;

espectro de poténcia
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1. Introdugao

Os acidos graxos consumidos na dieta apresentam dois caminhos
principais: a formagao de triglicerideos e a incorporagao nos fosfolipidios da
membrana plasmatica. Os fosfolipidios, em geral, apresentam uma cabeca
polar ligada a duas cadeias de acido graxo. A ligagdo com os diferentes tipos
de acidos graxos geram uma grande variedade de fosfolipidios. Quanto mais
saturada for a cadeia de acido graxo nos fosfolipidios, menos fluida sera a
membrana e quanto maior a insaturacdo desses lipidios, maior a fluidez da
membrana. Dessa forma, o equilibrio entre acidos graxos saturados e
insaturados € importante para a manutencado da fluidez 6tima da membrana
(Nelson e Cox, 2004"; Ouellet et al., 20092).

A presenca dos acidos graxos insaturados das familias 6mega-3 e
Omega-6 na dieta sdo especialmente importantes para os seres humanos,
devido ao fato de ndo possuirem as enzimas Delta-12 e Delta15-desaturases.
Essas enzimas s&o responsaveis pela insercdo de duplas ligagbes nos
carbonos que antecedem o carbono 9 a partir do grupo metil, desta forma, os
seres humanos sao incapazes de produzir acidos graxos das familias émega-3
e Omega-6 a partir de um &acido graxo produzido no organismo (Gurr, et al.,
20023), por este motivo, os acidos graxos dessas familias sdo denominados
acidos graxos essenciais. Além disso, a dieta ocidental ainda é pobre em
acidos graxos poli-insaturado do tipo 6mega-3 e rica em acidos graxos

saturados, dai advém a importancia da inser¢cao desses lipidios na dieta.

Além disso, é importante manter a proporcéo adequada entre os acidos
graxos 6mega-6 e dmega-3 na dieta, pois estes competem pelo mesmo
complexo enzimatico, sendo que o primeiro dar origem a respostas a
eicosanoides pro-inflamatorios, enquanto o segundo da origem a eicosanoides
com respostas anti-inflamatoria, em especial os acidos graxos poli-insaturados
(AGPIs) 6mega-3 EPA e DHA (Falinska, et al., 20124, Gunstone, et al., 2007%;
Schmitz e Ecker, 2008°%; Tapiero et al., 20027). Motivados por esses achados,
pesquisas tém sido realizadas visando investigar o efeito neuroprotetor do
omega-3 (Hong et al., 20038).
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Estudos vém mostrando que os acidos graxos poli-insaturados (AGPIs)
da dieta s&o preferencialmente incorporados pelos fosfolipidios em
comparagdo com sua associagdo a triglicerideos (Balogun, et al., 2013°). O
DHA e o EPA passam com facilidade pela barreira hematoencefalica e podem
ser incorporados aos fosfolipidios da membrana dos neurénios (Ouellet et al.,
20092). Como dito anteriormente, a incorporagdo desses AGPls tendem a
aumentar a fluidez da membrana dos neurénios e dos oligodendrdcitos, que
formam a bainha de mielina dos neurénios (Horrocks; Farooqui, 2004'°). Desta
forma, é razoavel propor que aumento da fluidez das células do sistema
nervoso, pode facilitar a geragcao e propagagao de potencias de agao, o que

aumentaria a atividade elétrica cerebral.

Fatores que alterem a atividade elétrica cerebral devem ter seus efeitos
investigado em pacientes epiléticos, uma vez que esta € uma das doengas
neurolégicas mais comuns e esta diretamente ligada a hiperexcitabilidade
cerebral patologica. Enquanto estudos indicam que a suplementagdo de
omega-3 diminui a duragéo e frequéncia de crises (Schlanger, et al. 2002""),
outros indicam que essa suplementacdo n&o causou nenhum efeito
antiepilético (Bromfield, et al., 2008'?). Diante do exposto, esse trabalho visa
investigar a influéncia da suplementagcdo com édmega-3 na atividade elétrica

cerebral basal em individuos saudaveis e durante o status epilepticus.

2. Materiais e métodos

Foram utilizados 38 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus, var. albinus) provenientes do biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Os animais foram mantidos em ambiente adequado com temperatura (23+2°C)
e umidade (50%) controlada, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e
alimentacao ad libitum. Os procedimentos foram realizados de acordo com as
normas do Comité de Etica no Uso de Animais (licenca n° 103/2014 — CEUA/
UFRPE).
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2.1. Desenho experimental

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo 1 (n=20), animais que
se alimentaram apenas da dieta padrdo de laboratério, racdo comercial
Presence® 7883. Grupo 2 (n=18), animais que se alimentaram com a ragao
padrao de laboratério e foram suplementados com 6leo de peixe contendo 180
mg de EPA e 120 mg de DHA por grama, em uma dose de 1g/dia administrada
via gavagem. A suplementacgao foi feita dos 60 aos 120 dias. Ao atingirem os
120 dias de idade, 10 animais de cada grupo foram destinados para analise
histologica e os demais foram destinados ao registro da atividade elétrica
cerebral.

2.2. Provas laboratoriais

Os niveis sanguineos de ftriglicerideos e colesterol total foram
obtidos através das amostras de sangue (0,5 mL) dos animais. As amostras
sanguineas foram coletadas por meio de punc¢ao da veia caudal lateral com o
auxilio de um cateter venoso N° 24 em tubos com anticoagulante. A analise foi
realizada utilizando-se o equipamento Accutrend® Plus (Roche) imediatamente

apos a coleta.

2.3. Anélise histologica

Para a analise histolégica os animais foram divididos em 4 grupos:
Grupo 1: animais normonutridos. Grupo 2: animais normonutridos e
submetidos ao status epilepticus por um periodo de 4 horas. Grupo 3: animais
suplementados com dmega-3. Grupo 4: animais alimentados com émega-3 e

submetidos ao status epilepticus por um periodo de trés horas.

Apds o aprofundamento anestésico todos os animais foram perfundidos
com solugao fisiologica (NaCl 0,9%) e posteriormente, com formaldeido 10%
em tampao fosfato (pH 7,4). Os cérebros dos animais foram coletados e
fixados em solu¢do tamponada de formaldeido 10%. Fragmentos de orientagao

coronal de cérebro foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool
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etilico (70% ao P.A.), diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em
Paraplast Plus®.

As Seccgdes do hipocampo foram obtidas utilizando-se um micrétomo
rotativo Leica®, com cortes de 4 micrometros, seriados, em um plano coronal,
na altura do Il ventriculo, equivalente a seccdo 21 (Bregma: -1.70 mm e nivel
74). Apos esse procedimento os cortes foram corados pela técnica da
Hematoxilina-Eosina (H.E.), segundo metodologia descrita por Behmer, Tolosa
e Freitas Neto (1976)'3, e com coloragéo de Cresil Violeta (coloragdo de Nissl).
Fotomicrografias foram obtidas em microscopio de luz Leica® em aumentos de
40X e 400X, com auxilio do software ImageJ® para avaliagao histopatoldgica
da regido CA1, CA2, CA3, giro denteado e hilo do giro denteado da formagéao
hipocampal.

2.4. Procedimento cirdrgico para implante de eletrodo

Aos 115 dias de idade, os animais foram anestesiados com uma
associagao de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL/100 g
de peso corporal, administrada por via intramuscular. A temperatura corporal foi
mantida em torno de 37,5 + 1°C com o auxilio de um aquecedor elétrico
posicionado sob o animal. Apés a tricotomia e anti-sepsia do campo cirurgico a
cabeca do animal foi fixada a base de um aparelho estereotaxico (Insight®).
Apos a fixagdo da cabega do rato, foi realizada uma incisédo longitudinal da pele
na linha média do cranio. Posteriormente, com um auxilio de uma broca
odontoldgica, foram realizados dois orificios nos quais foram posicionados dois
parafuso cirargicos sobre o hemisfério esquerdo. Um parafuso foi posicionado
na regido parietal no cértex sensorio-motor, cerca de 1,5 a 2,5 mm anterior e 1
a 2 mm lateral ao bregma, e outro parafuso de mesmo tipo, foi colocado sobre
o osso frontal (eletrodo de referéncia). Os parafusos tiveram sua fixagéo
reforgada com resina acrilica, apds a completa secagem da resina a pele foi

suturada, expondo apenas os parafusos que serviram de eletrodo.
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2.5. Registro da atividade elétrica cerebral basal e durante o status epilepticus

Apoés um periodo de sete dias, no qual se verificava a completa
cicatrizagcdo da cirurgia, cada animal teve sua atividade elétrica cerebral
registrada por 1 hora com um aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) numa
taxa de amostragem de 6000 S/s. Durante o registro do ECoG, os animais
foram alocados em uma gaiola de Faraday (Pessoa, 2015'%). Para cada animal
o ECoG basal foi obtido por 30 minutos (linha de base), apds esse intervalo, foi
administrada pilocarpina intraperitonialmente em uma dose de 350mg/Kg de
peso e o registro prosseguiu por mais 30 minutos (status epilepticus).
Finalizados os registros, os animais foram eutanasiados por meio de

aprofundamento anestésico.

2.6. Analise dos registros de ECoG

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de 2 minutos.
Esses segmentos foram importados para o programa Matlab, no qual foi
implementado o algoritmo do espectro de poténcia das ondas cerebrais do
ECoG.

2.7. Transformada de Fourier e espectro de poténcia

A Transformada de Fourier (TF) torna possivel o conhecimento da
contribuicdo de cada componente de frequéncia presente numa serie temporal.
A TF é calculada a partir da decomposicdo do sinal complexo oscilatério em
suas frequéncias componentes. A funcdo F(f) é a transformada direta de
Fourier da fungdo temporal F(t), que representa as amplitudes das varias
frequéncias de ondas que constituem o sinal F (t); passando uma informagao
no tempo para o dominio da frequéncia. Entdo, F(f) representa o grau de
participagdo das componentes frequenciais da funcédo F(t), conforme se pode

observar na equacgao a seguir (Weisstein, 200415)

F(f)y=[ fe "
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O quadrado da Transformada de Fourier do ECoG gera seu espectro de
poténcia. A poténcia média obtida no espectro permite estimar a contribuicao
dos diferentes ritmos cerebrais no sinal ECoG. Formalmente, a energia no
espectro de poténcia para um sinal eletrofisioloégico especifico pode ser

calculado como segue:

F(f)| ar

@

B jfe
E - /.

Onde F(r)é a Transformada de Fourier € do sinal 7 (¢), aqui representado

pelo ECoG. AEw € a energia do espectro de poténcia normalizado por um

determinado intervalo de frequénciaa)=|:fs,fe], aqui representado pelos

diferentes ritmos (Machado et al., 2012).

2.8. Analise estatistica

O delineamento estatistico foi realizado utilizando testes né&o-
paramétricos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para dados dependentes
(pareados) e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para as amostras
independentes (ndo pareadas). Os resultados foram expressos através de
média * desvio padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

3. Resultados

Niveis de lipidios plasmaticos

Os animais suplementados com 6mega-3 apresentaram ganho de peso
significativamente menor que os animais controle (p=0,001). Essa
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suplementagao também foi capaz de reduzir os niveis séricos de triglicerideos
(p=0,01). Ja os niveis de colesterol total ndo apresentaram diferenga entre os

grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Ganho de peso (g), niveis séricos de triglicerideos e colesterol (mg/dl) em
ratos controle e suplementados com 6mega-3 por 60 dias.

Peso Triglicerideo Colesterol
60 dias 120 dias 120 dias 120 dias
Controle 292,00+ 25,12 366,2+ 3,82° 123,67+ 12,4% 152,40+ 13,55
Omega-3 287,00+ 45,58 329 +41,93° 104,00+ 10,43° 152,00+ 4,60

Média + desvio padrdo. Diferentes letras na mesma linha (coluna) representam diferenca estatistica significante.

3.1. Analise histopatoldgica do tecido cerebral

A analise histolégica da formag&o hipocampal revelou que nos animais
nao suplementados com 6mega-3 (controle) o status epilepticus provocou
morte celular massiva, com desestruturacdo das camadas celulares,
principalmente nas regides CA1, CA3 e giro denteado. Foi também
encontrado: morte neuronal, células de gitter, responsaveis por fagocitar
neurbnios e intensa vacuolizagdo (Figura 2). Porém nos animais
suplementados com émega-3 nao foi identificada morte neuronal aparente,

revelando o efeito protetor do 6mega-3 (Figura 1).
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W-3 Cont + Pilo Cont

W-3 + Pilo

Figura 1. Fotomicrografias das regides CA1, CA3 e Giro denteado (GD) do hipocampo de rato em
secgdo coronal, de animais: controle (Cont); controle submetido ao status epilepticus (Cont + Pilo);
suplementados com émega-3 (w-3); e suplementados com dmega-3 e submetidos ao statusepilepticus

(w-3 + Pilo). Setas indicam vacuolizagio por morte neuronal (Coloragdo: Hematoxilina e Eosina).
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Figura 2. Fotomicrografias de sec¢ao coronal do hipocampo de animal controle
tratado com pilocarpina evidenciando lesdes decorrentes do status epilepticus.
Marcagbes indicam células de gitter (setas pretas), morte neuronal (setas
vermelhas), neuroniofagia (asterisco preto) e vacuolizacdo por morte neuronal
(asterisco vermelho). A figura 2.A corresponde a regido do hilo e a figura 2.B
corresponde a regido CA4 do hipocampo (Coloracdo: Hematoxilina e Eosina).
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3.2. Atividade elétrica cerebral em resposta a suplementagdo com émega-3

A suplementagao com dmega-3 tornou a atividade elétrica cerebral mais
rapida demonstrada pelo espectro de poténcia. A poténcia média das principais
ondas cerebrais revelou que os animais que receberam o O6mega-3
apresentaram um aumento de 45% na energia da onda beta (p=0,0004) em
relacdo ao controle, enquanto para onda delta a energia foi reduzida em 20%
em relagédo ao controle (p=0,02) (Tabela 2) (Figura 3). Portanto, a elevagao da
energia da onda beta, que € uma onda cerebral mais rapida, e a reducao da
energia da onda delta, que é uma onda mais lenta, torna a atividade elétrica
cortical mais rapida. As ondas teta e alfa ndo foram significativamente

alteradas.

Tabela 2. Valores de poténcia média (uv2.Hz'') das diferentes ondas cerebrais nos animais controle

e suplementados com 6mega-3, antes e durante o status epilepticus.

Grupo Delta Teta Alfa Beta
Basal SE Basal SE Basal SE Basal SE
Controle 13,60+ 10,96+ 6,49+ 7,32+ 2,46+ 2,59+ 0,85+ 1,21+
2,28 3,24 1,75 2,02 0,70 0,77 0,162 0,31
Omega-3 11,01+ 8,59 + 6,61 + 9,33 + 2,70 + 2,41 + 1,24 + 1,29+
1,28b 0,94 0,92 2,56 0,46 0,51 0,18° 0,28

Média * desvio padrao. Diferentes letras na mesma coluna para a mesma onda representam diferenga
estatistica significante.

= Controle

— f)mega—3

Poténcia {uv?.Hz1)

Frequéncia (Hz) !

Figura 3. Espectro de poténcia da linha de base dos animais controle

e alimentados com 6mega-3
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3.3. Atividade elétrica cerebral em resposta ao status epilepticus

Apods a aplicacdo da pilocarpina é possivel observar no registro uma
diminuicdo na amplitude das ondas e uma aumento na frequéncia. A esse
periodo se segue o aparecimento periddico de ondas repetitivas de maior
amplitude (Figura 4). Os valores das poténcias médias indicadas nesse
trabalho para o status epilepticus € uma média de todos os valores no decorrer

dos 30 minutos de registro.

Nos animais normonutridos durante o status epilepticus o espectro de
poténcia indicou um aumento significativo da onda beta (p<0,001), em relagao

a sua linha de base. O que indica o aumento da excitabilidade durante o status

epilepticus.
Ty 1 ; b R N
81,5 pv e av7 B Al Ny T Pl 08 Ny
0,1 seg
4/
81,5 uv ; A ok foboddod A oth ot n 1 .xw ]
—0,1 seg A ad S RNET Y ke B R VONAY T AN S A Y T PR SV A LY V! N L
H : i ) H i H T H i H AR i
L
i 1
/ i ] I i
81,5 pv I’\ Jl\ s h o \\ NI Jﬁ\ BN \\j - e
0,1 Seg L/ 3 Y y LoAr {
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Figura 4. Registro de ECoG de animais antes do SE (linha de base) (4A) e durante
o SE (4B e 4C). 4B mostra a primeira manifestacdio do SE e 4C ondas
epileptiformes que intercalam momentos como os mostrados em 4B no decorrer do
registro.
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s animais suplementados com 6émega-3 ao serem submetidos ao status
epilepticus apresentaram e diminuicdo da poténcia média da onda delta
(p=0,01) e aumento da onda teta (p=0,01) em relagdo a sua linha de base. Os
valores da poténcia média para onda beta se mantiveram elevados (Tab.2).
Durante o status epilepticus, ndao houve diferengas significativas entre os

grupos, com ambos mostrando o aumento da excitabilidade cerebral (Figura 5).

= Controle

o— C)mega—3

Poténcia (pv2.HzY)

Frequéncia (Hz)

Figura 5. Espectro de poténcia de animais controle e
suplementados com 6mega-3 durante o status epilepticus.

4. Discussao

4.1. Peso corporal e niveis séricos de colesterol e triglicerideos

A suplementagdo com 6mega-3 reduziu 0s niveis sanguineos de
triglicerideos. Esse resultado ja € conhecido na literatura, que vem mostrando
o efeito dos AGPIs na diminuigdo dos niveis de triglicerideos (Adkins e Kelley,
2010'6). Essa diminuigdo vem sendo relacionada ao decréscimo na produgdo
hepatica e secrecdo de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
moléculas carreadoras de triglicerideos (TG), e por aumento da depuragao de
VLDL-TG de circulagao (Shearer, et al., 2012"7). A diminuigdo dos niveis de TG

pode ser a responsavel pelo menor peso corporal dos animais suplementados
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com dmega-3, uma vez que com a menor taxa de TG no plasma, menor sera

incorporagao desse lipidio no tecido adiposo.

4.2. Histologia do tecido cerebral

A morte neuronal na regido hipocampal, principalmente na regido CA1,
CA2 e CA3, causada pelo status pilepticus induzido pela pilocarpina relatada
nesse trabalho ja € bem descrito na literatura (Ferrari, et al., 20082%). Porém, as
lesdes causadas pelo status epilepticus foram muito discretas nos animais
suplementados com ©6&mega-3, revelando um efeito neuroprotetor. Esse
resultado corrobora os encontrados por Cysneiros e colaboradores, 20108, que

também relatam o efeito neuroprotetor do 6mega-3.

A pilocarpina € um agonista colinérgico mucarinico. A ideia aceita, com
base em estudos experimentais, € que a ativagdo do sistema colinérgico ative
0s neurdnios excitatérios glutamatérgicos, dando inicio ao status epilepticus. A
liberagdo sinaptica excessiva de glutamato apresenta efeito excitotdxico,
mantendo a célula despolarizada, o que aumenta o influxo de calcio no
neurdnio levando a morte celular (Choi et al., 1987'°). Dessa forma, o status
epilepticus e morte neuronal ndo se da pelo efeito toxico da pilocarpina, mas
pelo efeito do excesso da liberagdo de glutamato que ela provoca, sendo este
efeito excitotoxico. Esse mecanismo € apontado como causador do status
epilepticus e consequente morte neuronal causadora da esclerose hipocampal

em pacientes portadores de epilepsia.

Foi possivel observar que os animais que foram suplementados com
Omega-3 apresentaram manifestagdo do status epilepticus similares aos
animais controle, tanto no desenvolvimento motor da crise, quanto nos registro
de ECoG e distribuicdo das principais ondas cerebrais. Porém, a morte celular
provocada pelo status epilepticus foi notavelmente mais discreta nos animais
suplementados com 6mega-3. Desta forma, pdde-se observar que o 6mega-3
nao impediu o desenvolvimento da crise, mas protegeu as células dos danos
causados por ela. Com base em seu efeito neuroprotetor pode-se inferir que a

suplementacdo com 6mega-3 ao amenizar as lesbes causadas pelo status
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epilepticus, possa diminuir a probabilidade de ocorréncia e a severidade de
crises subsequentes em pacientes com epilepsia. Esse efeito pode ter ocorrido
devido a agdo anti-inflamatéria do 6émega-3 no cérebro, que vém sendo
relatada em alguns estudos (Bellissimo, et al., 2001%°; Gopez, et al., 20052,
Naffah-Mazzacoratti, et al., 1995%2).

4.3. Suplementagdo com émega-3 e a atividade elétrica basal

O aumento da poténcia média da onda beta, mais rapida, e a diminuigao
da onda delta, mais lenta, no ECoG basal dos animais que receberam
suplementagao com émega-3 indica que esse lipidio aumentou a excitabilidade
cerebral. Esse aumento pode ter se dado devido ao aumento da fluidez da
membrana. Niveis mais elevados de acidos graxos insaturados nos
fosfolipidios de membrana aumentam a fluidez da mesma, o que pode fornecer
um ambiente adequado para os canais ibnicos desempenharem suas funcoes,
facilitando o transito idnico (Yehuda, 20032%). Desta forma, a célula pode torna-
se mais excitavel, aumentando assim, a velocidade de geragao e propagacgao
dos potenciais de acdo. Esse efeito, pode ainda indicar, uma melhora nos
processos cognitivos, o que seria benéfico para pessoas saudaveis ou que
apresentem alguma doenga que prejudique 0s processos cognitivos, como a

Doenga de Alzheimer (Falinska, et al., 20124).

4.4. Suplementagdo com émega-3 e o status epilepticus

O aumento nas ondas mais rapidas em detrimento das ondas mais
lentas evidenciados no espectro de poténcia durante o status epilepticus
indicam a hiperexcitabilidade cerebral caracteristica das crises epilépticas
(Priel, 1996%4; Pessoa, 2015'%). Quando comparados a linha de base, os efeitos
do status epilepticus foram mais pronunciados nos animais que receberam
Omega-3 de que nos animais normonutridos. Esse efeito pode ser explicado
pelo aumento da excitabilidade na atividade elétrica basal dos animais que

foram suplementados com 6mega-3.
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O modelo da pilocarpina gera a morte neuronal nas regides CA1, CA3 e
no giro denteado do hipocampo. A morte de interneurbnios gabaérgicos,
neurdnios inibitérios, no hipocampo vem sendo apontada como uma das
principais causas da hiperexcitacédo sincronica gerada pela pilocarpina (Ferrari,
et al., 2008%°). Estudos demonstraram que a suplementagdo com Omega-3,
resultou em grande preservagdo de células gabaérgicas hipocampais em
animais submetidos a epilepsia, indicando um efeito neuroprotetor do émega-3
(Cysneiros, et al., 2010"8).

A suplementagdo com émega-3 aumentou a excitabilidade cerebral, o
que poderia favorecer o inicio de uma crise epiléptica, uma vez que, os
portadores de epilepsia s6 desenvolvem crise quando a excitacdo neuronal
ultrapassa o seu limiar critico (Hauser e Josephson, 2015%%). Porém, durante o
status epilepticus nao foram encontradas diferengas significativas na
distribuicao das ondas cerebrais entre os dois grupos nutricionais. Esse achado
sugere que embora os animais suplementados com émega-3 apresentem uma
maior atividade elétrica cerebral basal, isso ndo foi um agravante durante o

status epilepticus.

Desta forma, esse trabalho evidencia que embora o &mega-3 aumente a
excitabilidade cerebral basal e ndo impeca que o status epilepticus se
estabeleca, esse lipidio apresenta um efeito neuroprotetor diminuindo as lesdes
neuronais provocadas pelo status epilepticus prolongado. Diante disto, é
possivel inferir que a suplementagdo com 6mega-3 em pacientes com epilepsia
ao diminuir os danos celulares a cada crise, pode diminuir a probabilidade de
ocorréncia e a severidade de crises subsequentes.

5.Conclusao

A suplementagdo com dmega-3 foi capaz de diminuir o ganho e peso e
os niveis seéricos de triglicerideos. O 6mega-3 também mostrou atividade no
sistema nervoso, aumentando a excitabilidade cerebral. Todavia, durante o
aumento da excitabilidade cerebral caracteristico do status epilepticus, o

espectro de poténcia ndo mostrou diferengas significativas na distribuicdo das
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ondas cerebrais entre os grupos. Esse resultado indica que o 6mega-3 n&o
impediu a instalagao do status epilepticus, nem diminuiu sua severidade, porém
diminui as lesbes deixadas pelo status epilepticus, revelando um efeito
neuroprotetor.
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Efeito da dieta hipercolesterolémica na atividade elétrica
cerebral basal e durante o status epilepticus em ratos
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Efeito da dieta hipercolesterolémica na atividade elétrica
cerebral basal e durante o status epilepticus em ratos

PESSOA, D.T.,, SILVA, E.L. A2, NOGUEIRA, R.A:®

1,2,3 Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncia Animal, Laboratdrio de Biofisica Tedrico-
Experimental e Computacional — UFRPE Dois Irmaos, 52171-900, Recife, 7 Pernambuco,
Brasil.

Resumo

O colesterol €& importante na homeostase cerebral, auxiliando na funcéao
isolante da bainha de mielina, no funcionamento adequado dos receptores
neuronais e até na formacgao e transmissao sinaptica. Desta forma, variacoes
nos niveis cerebrais de colesterol podem alterar o funcionamento adequado do
sistema nervoso e acarretar em alteragcdes em sua atividade elétrica. Dietas
hiperlipidicas ricas em colesterol e gorduras saturadas estdo cada vez sendo
mais consumidas, sendo o cérebro um 6rgao rico em lipidios, € razoavel
pensar que alteragdes na quantidade e na qualidade lipidica da dieta possam
interferir na excitabilidade cerebral. Portadores de epilepsia apresentam-se
mais sensiveis as alteracbes na excitabilidade cerebral, uma vez que
apresentam uma tendéncia a hiperexcitabilidade espontdnea. Diante disso,
esse trabalho analisou alteracbes na atividade elétrica cerebral provocadas
pela dieta hiperlipidica em ratos normais e durante o status epilepticus. Para
esse fim, foram realizados eletrocorticogramas (ECoG) nos animais
normonurtido e alimentados com dieta hiperlipidica antes e durante o status
epilepticus induziddo pela pilocarpina. O calculo da poténcia média das ondas
cerebrais no espectro de poténcia revelou que a dieta hiperlipidica causou o
aumento da atividade elétrica cerebral, revelado pelo aumento da poténcia
média da onda beta (14-30 Hz) e diminuicdo da poténcia média da onda delta
(0,5-4 Hz). Esse aumento da atividade elétrica cerebral foi ainda maior quando
os animais foram alimentados com a dieta hiperlipidica e submetidos ao status

epilepticus.

Palavras-chave: colesterol, espectro de poténcia, epilepsia.
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1. Introducgao

O colesterol € um componente essencial das membranas celulares,
sendo importante na manutencdo das propriedades fisico-quimicas dessas
membranas, tais como a fluidez e permeabilidade da membrana (Zhang e Liu,
2014"). A bainha de mielina que envolve os neurdnios é uma especializagio da
membrana plasmatica de células gliais, que confere proporcdes elevadas de
lipidios, dentre eles o colesterol, no sistema nervoso. Os elevados indices de
lipidios na composigéo cerebral indicam a importancia desses compostos para
estrutura e funcao do sistema nervoso. O cérebro é composto 80% de lipidios,
e detém cerca de 25% do colesterol de todo o corpo (Bjorkhem et al., 20042),
sendo este, principalmente concentrado na bainha de mielina onde
desempenha papel de isolante elétrico (Dietschy e Turley, 20043),
apresentando desta forma, importancia crucial na propagagao adequada dos

potenciais pds-sinapticos e de acao.

Além disso, o colesterol € particularmente concentrado em microrregides
denominadas rafts lipidicos, os quais servem de aporte para receptores
membranares, tais como o0s canais ibnicos nos neurdnios. Estudos tém
reforcado essa interacdo entre os rafts e os receptores membranares
mostrando sua importancia na regulagao da fungédo desses receptores (Burger,
20004 Pucadyil e Chattopadhyay, 2006°). Desta forma, alteragdes nos niveis
desse lipidio podem alterar o funcionamento de canais ibnico e
consequentemente a excitabilidade cerebral. Estudos também tém relatado que
o colesterol é essencial para a plasticidade neuronal (Mauch, 20018; Goritz, et
al., 20027; Klopfenstein, et al., 20028; Barres e Smith; 2001°).

Os niveis orgénicos de colesterol sdo mantidos pela producéo celular e
pelo seu fornecimento na dieta. Dietas ricas em colesterol e gorduras
saturadas, a dieta ocidental, vém sendo cada vez mais consumidas (Vitali;
Wellington e Calabresi, 2014'). Além das consequéncias mais conhecidas
dessa dieta, como obesidade e elevados niveis de colesterol e triglicerideos,
alguns estudos vem relacionando seu consumo a doencga de Alzheimer e a e
outras formas de transtorno cognitivo (Di Paolo e Kim, 2011'). Sendo o

cérebro um 6rgao rico em lipidios, no qual esses lipidios estdo diretamente
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associados a sua estrutura e funcao elétrica, € de se esperar que alteragdes
nos niveis lipidicos das dietas possam interferir em toda din&dmica cerebral
acarretando em alteracdes na excitabilidade desse tecido e consequentemente

da atividade elétrica cerebral.

Uma das formas mais utilizadas para analisar a atividade elétrica
cerebral é o eletrocorticograma (ECoG), que registra a variagdo de voltagem no
cérebro no decorrer do tempo. Os potenciais pds-sinapticos e de agdo em uma
populagcdo de neurbnios sao responsavel pela atividade eléctrica detectada
pelo ECoG. Apesar desses registros parecerem aleatorios, €& possivel
identificar ritmos cerebrais que variam de acordo com a area cerebral e com
estado emocional e de consciéncia. Os ritmos cerebrais mais importantes sao:
delta (0,54 Hz); teta (4-8 Hz); alfa (8-14 Hz); e beta (14-30 Hz) (Guyton,
2002"%; Pessoa, 2015'%). Quanto maior a contribuicdo das ondas de maior
frequéncia, mais acelerada se encontra a atividade cerebral, ou seja, mais
excitada. Alteracbes nessa atividade elétrica podem indicar condicbes

patoldgicas, como a epilepsia (Guyton, 20022).

A epilepsia € uma doenca neuroldogica caracterizada como uma
hiperexcitabilidade sincronica e recorrente (Cukiert, 2006'4). Desta forma, os
portadores de epilepsia sdo mais sensiveis a alteragcdes na excitabilidade
cerebral. Apesar de todo o conhecimento sobre a atuagcdo do colesterol do
cérebro, estudos ainda divergem sobre a agao de dietas ricas em lipidios na
excitabilidade cerebral em individuos saudaveis e em portadores de epilepsia.
Algumas dietas ricas em lipidios, como a dietas cetogénica, sdo indicadas
como tratamento alternativo pra epilepsia, a fim de diminuir a excitabilidade
excessiva caracteristica da doencga (Nordli jr et al, 1997'5; Nordli, 2002'S;
Kossoff, 2004'7). Porém, outros estudos indicam que o excesso de colesterol
cerebral pode levar a morte neuronal de interneurénios hipocampais o que e
aumentaria a excitabilidade cerebral (Chali, et al., 2015'®). Diante dessas
divergéncias, esse trabalho visa avaliar a interferéncia de dietas
hipercolesterolémicas na atividade elétrica cerebral tanto em individuos

normais, como em portadores de epilepsia.
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2. Materiais e métodos

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var.
albinus) provenientes do biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os animais foram
mantidos em ambiente adequado com temperatura (23+2°C) e umidade (50%)
controlada, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentagcdo ad
libitum. Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do
Comité de Etica no Uso de Animais (licenca n°® 103/2014 — CEUA/ UFRPE).

2.1. Desenho experimental

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo 1(n=20), animais que
se receberam apenas da dieta padrdao de laboratério, racdo comercial
Presence® 7883. Grupo 2 (n=20), animais que se alimentaram da deita
hipercolesterolémica (DHC) (25% de gordura suina e 75% de ragao padrao)
dos 60 aos 120 dias. Ao atingirem os 120 dias de idade, 10 animais de cada
grupo foram destinados para analise histologica e os demais foram destinados

ao registro da atividade elétrica cerebral.

2.2. Provas laboratoriais

Amostras de sangue (0,5 mL) coletadas em tubos com anticoagulante
foram utilizadas para analise de triglicerideos totais e colesterol total. A analise
foi realizada com o auxilio do aparelno Accutrend® Plus (Roche)

imediatamente apds a coleta.

2.3. Andlise histologica

Os animais foram divididos em 4 grupos para a analise histoldgica:
Grupo 1: animais normonutridos. Grupo 2: animais normonutridos e
submetidos ao status epilepticus por um periodo de trés horas. Grupo 3:
animais alimentados com a DHC. Grupo 4: animais alimentados com a DHC e

submetidos ao status epilepticus por um periodo de trés horas.
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Apods aprofundamento anestésico, os animais foram perfundidos
com solugao salina (NaCl 0,9%) e posteriormente, com formaldeido 10% em
tampao fosfato (pH 7,4). Os cérebros dos animais foram removidos e fixados
em solucado tamponada de formaldeido 10%. Os cérebros foram seccionados
em fragmentos de orientagdo coronal. Os fragmentos foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool etilico (70% ao P.A.), diafanizados em xilol,

impregnados e incluidos em Paraplast Plus®.

Secgdes do hipocampo foram obtidas utilizando-se um micrétomo
rotativo Leica®, com cortes de 4 micrometros, seriados, em um plano coronal,
na altura do Il ventriculo, equivalente a seccdo 21 (Bregma: -1.70 mm e nivel
74). Os cortes obtidos foram corados com Cresil Violeta (coloragdo de Nissl).
Fotomicrografias foram obtidas em um microscopio de luz Leica® em aumentos
de 40X e 400X, com auxilio do software Imaged® para avaliagédo histolégica
das regides CA1, CA2, CA3, giro denteado e hilo do giro denteado da formagéo

hipocampal.

2.4. Provas laboratoriais

Os niveis sanguineos de triglicerideos e colesterol total foram
obtidos através das amostras de sangue (0,5 mL) dos animais. As amostras
sanguineas foram coletadas por meio de punc¢ao da veia caudal lateral com o
auxilio de um cateter venoso N° 24 em tubos com anticoagulante. A analise foi
realizada utilizando-se o equipamento Accutrend® Plus (Roche) imediatamente
apods a coleta.

2.5. Procedimento cirdrgico para implante de eletrodo

Aos 115 dias de idade, os animais foram anestesiados com uma
associagao de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL/100 g
de peso corporal, administrada por via intramuscular. Durante o procedimento
cirargico, a temperatura corporal foi controlada em torno de 37,5 + 1°C
utilizando-se um aquecedor elétrico posicionado sob o animal. Apos a
tricotomia e anti-sepsia do campo cirurgico a cabeg¢a do animal foi fixada a

base de um aparelho estereotaxico (Insight®). Com a cabecga do animal fixada,
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foi realizada uma incisédo longitudinal da pele expondo a area da linha média do
cranio. Em seguida, foram realizados 2 orificios de aproximadamente 2mm no
hemisfério esquerdo utilizando-se uma broca odontolégica. Em cada orificio foi
posicionado um parafuso cirdrgico. Um parafuso foi posicionado na regiao
parietal no cértex sensério-motor, cerca de 1,5 a 2,5 mm anterior e 1 a 2 mm
lateral ao bregma, e o outro foi colocado sobre o osso frontal (eletrodo de
referéncia). Para melhor fixacdo dos eletrodos foi utilizada resina acrilica, apds
a completa secagem da resina a pele foi suturada, expondo apenas os

parafusos que serviram de eletrodo.

2.6. Registro da atividade elétrica cerebral

Apos um periodo de sete dias, no qual se verificava a completa
cicatrizagdo da cirurgia, a atividade elétrica cerebral de cada animal foi
registrada por um periodo de 1 h utilizando-se um aparelho EMG 410C (EMG
System, Brasil) numa taxa de amostragem de 6000 S/s. Durante o registro do
ECoG, os animais foram alocados em uma gaiola de Faraday (Pessoa, 2015'3)
para minimizar ruidos decorrentes da rede elétrica local. Cada animal teve sua
atividade elétrica cerebral basal registrada por um periodo de 30 minutos
(atividade basal). Apos esse intervalo, o status epilepticus foi induzido através
da administragdo de pilocarpina intraperitonialmente em uma dose de
350mg/Kg de peso e o registro prosseguiu por mais 30 minutos (status
epilepticus). Finalizados os registros, os animais foram eutanasiados por meio

de aprofundamento anestésico.
2.7. Analise dos registros de ECoG

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de 2 minutos. Os
segmentos foram importados para o programa Matlab, no qual foi
implementado o algoritmo para o calculo do espectro de poténcia das ondas

cerebrais do ECoG.
2.8. Transformada de Fourier e espectro de poténcia

A Transformada de Fourier (TF) torna possivel o conhecimento da

contribuicdo de cada componente de frequéncia presente numa serie temporal.
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A TF é calculada a partir da decomposicdo do sinal complexo oscilatério em
suas frequéncias componentes. A funcdo F(f) € a transformada direta de
Fourier da fungcdo temporal F(t), que representa as amplitudes das varias
frequéncias de ondas que constituem o sinal F (t); passando uma informagao
no tempo para o dominio da frequéncia. Entdo, F(f) representa o grau de
participagdo das componentes frequenciais da fungcédo F(t), conforme se pode

observar na equagao a seguir (Weisstein, 2004'9)

F(f)=[, fwe " a

O quadrado da Transformada de Fourier do ECoG gera seu espectro de
poténcia. A poténcia média obtida no espectro permite estimar a contribuicao
dos diferentes ritmos cerebrais no sinal ECoG. Formalmente, o espectro de
poténcia para um sinal eletrofisiolégico especifico pode ser calculado como
segue:

F(OIdf

[y

B jfe
= /.

Onde F(f)é a Transformada de Fourier € do sinal 7(¢), aqui representado pelo
ECoG. AE@ € a energia do espectro de poténcia normalizado por um
determinado intervalo de frequénciaw = [f,, f.], aqui representado pelos

diferentes ritmos (Machado et al., 201220).

2.9. Analise estatistica

O delineamento estatistico foi realizado utilizando testes nao-

paramétricos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para dados dependentes
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(pareados) e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para as amostras
independentes (n&o pareadas). Os resultados foram expressos através de
média * desvio padrdo. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos

3. Resultados

3.1. Peso corporal e niveis de lipidios plasmaticos

Os animais que se alimentaram com a DHC apresentaram niveis séricos
de colesterol significativamente maiores que o0s animais normonutridos
(p=0,004). Porém, os niveis de triglicerideos e o peso corporal nao diferiram

significativamente.

Tabela 1. Ganho de peso (g), niveis séricos de triglicerideos e colesterol (mg/dl) em ratos
controle e alimentados com DHC por 60 dias.

Peso Triglicerideo Colesterol
Controle 366,20+ 38,20 123,67+ 12,40 152,4+ 13,55%
DHC 392,25+ 38,05 127,31+ 48,32 165,31+ 6,84°

Média £ desvio padrdo. Diferentes letras na mesma linha representam diferenga estatistica
significante.

3.2. Analise histologica

A analise histolégica da formagéo hipocampal revelou que nos animais
controle o status epilepticus provocou morte celular intensa, com vacuolizagéo
e desestruturagdo das camadas celulares, principalmente nas regides CA1,
CA2 e CA3 do hipocampo (Figura. 1). Foram encontradas necrose neuronal e
células de gitter, responsaveis por fagocitar neurdnios mortos (Figura.2).
Durante o status epilepticus, as lesdes celulares encontradas nos animais
alimentados com a DHC foram semelhantes as encontradas no grupo controle

(Figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografias das regides CA1, CA2 e CA3 do hipocampo de rato em secc¢ao coronal, de
animais: controle (Cont); controle submetido ao status epilepticus (Cont + Pilo); alimentados com a
dieta hipercolesterlémica (DHC); e alimentados com a DHC e submetidos ao status epilepticus(DHC +
Pilo). Setas indicam vacuolizagido por morte neuronal. (Coloragao: de Nissl).
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Figura 2. Fotomicrografias de secg¢ao coronal do hipocampo de animal controle tratado
com pilocarpina evidenciando lesbes decorrentes do status epilepticus. Marcagdes
indicam células de gitter (setas pretas), morte neuronal (setas vermelhas) e
neuroniofagia (asterisco preto). A Figura 2.A corresponde a regido CA3 e a Figura 2.B
corresponde a regido CA2 do hipocampo (Coloracdo: Cresil violeta).
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3.3. Atividade elétrica cerebral

O espetro de poténcia revelou que os animais que receberam a DHC
apresentaram maior poténcia média da onda beta (p=0,01), onda mais rapida e
diminuicdo da poténcia média da onda delta, onda mais lenta, em seu ECoG
basal em comparagdo com os animais normonutridos (Figura 3) (Tab.2). Esse
resultado indica que a suplementacéo lipidica com a DHC causou um aumento
na excitabilidade cerebral. As ondas teta e alfa ndo apresentaram diferencgas
significativas.

Controle

DHC

Poténcia (uv2.Hz Y

A

5
Delta Teta Alfa Beta

Frequéncia (Hz)

Figura 3. Espectro de poténcia da linha de base dos animais controle e
alimentados com a DHC.

3.4. Status epilepticus

Apods a aplicacdo da pilocarpina é possivel observar no registro uma
diminuigdo na amplitude das ondas e uma aumento na frequéncia (Figura. 4 B).
Nesse periodo os valores do espectro de poténcia indicam aumento nos
valores das ondas e teta e redugédo da onda delta. A esse periodo se segue 0

aparecimento peridédico de ondas repetitivas de maior amplitude (Figura. 4 C),
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essa alteragdo expressa uma diminuicdo da onda teta e aumento das ondas
ainda mais rapidas, alfa e beta. Porém os valores das poténcias médias
indicadas nesse trabalho para o status epilepticus € uma média de todos os
valores. Esses valores indicaram um aumento da onda beta e uma diminuigcao

da onda delta, o que indica o aumento da excitabilidade durante o status

epilepticus.
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Figura 4. Registro de ECoG de animais antes do SE (linha de base) (4A) e
durante o SE (4B e 4C). 1B mostra a primeira manifestagdo do SE e 1C ondas
epileptiformes que intercalam momentos como os mostrados em 1B no decorrer
do registro.

Nos animais alimentados com DHC durante o status epilepticus foram
observados valores ainda maiores da onda beta (p=0,01), em relagdo a sua
linha de base (Tab.2), mostrando um aumento ainda maior da excitabilidade
cerebral nessa condigéo.

Durante o status epilepticus, a comparagdo entre 0S grupos
experimentais mostrou que o grupo que recebeu DHC apresentou maiores
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valores para onda alfa (p=0,01) e beta (p=0,04) em relagdo aos animais

normonutridos (Tab.2, Figura.5). Esse resultado indica que a pilocarpina

desencadeou uma resposta excitatoria mais pronunciada nos animais

alimentados com a DHC.

Tabela 2. Valores da poténcia média (uv2.Hz'') das diferentes ondas cerebrais nos animais controle
e alimentados com dieta hipercolesterolémica, antes e durante o status epilepticus.

Grupo Delta Teta Alfa Beta
Basal SE Basal SE Basal SE Basal SE
Controle 13,60+ 10,96+ 6,49+ 7,32+ 2,46+ 2,59+ 0,85+ 1,21+
2,28 3,24 1,75 2,02 0,70 0,77* 0,162 0,312
DHC 10,63+ 8,52+ 7,17+ 8,71+ 3,21+ 3,60+ 1,13+ 1,58+
1,65° 2,44 1,66 2,59 0,65 1,15° 0,23 0,40°

Média + desvio padrdo. Diferentes letras na mesma coluna para a mesma onda representam diferenga

estatistica significante.
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Figura 5. Espectro de poténcia de animais normonutridos e alimentados

com a DHC durante o status epilepticus.

86



4. Discussao

4.1. Analise histolégica

A morte neuronal na regido hipocampal, principalmente na regido CA1,
CA2 e CA3, causada pelo status pilepticus induzido pela pilocarpina relatada
nesse trabalho ja é bem descrito na literatura (Ferrari, et al., 2008%'). Nos
animais alimentados com a DHC as lesdes hipocampais decorrentes do status
epilepticus também apresentaram alto nivel de severidade. Todavia, os
métodos de analises empregadas nesse trabalho ndo indicaram lesdes
provenientes unicamente do consumo da DHC, como relatado por Chali e

colaboradores, 201518,

A pilocarpina é um agonista colinérgico muscarinico. A ideia aceita, com
base em estudos experimentais, € que a ativagdo do sistema colinérgico ative
0s neurdnios excitatérios glutamatérgicos, dando inicio ao status epilepticus. A
liberagdo sinaptica excessiva de glutamato apresenta efeito excitotdxico,
mantendo a célula despolarizada, o que aumenta o influxo de calcio no
neurdnio levando a morte celular (Choi et al., 198722). Dessa forma, o status
epilepticus e morte neuronal ndo se da pelo efeito toxico da pilocarpina, mas
pelo efeito do excesso da liberagdo de glutamato que ela provoca, sendo este
efeito excitotoxico. Esse mecanismo € apontado como causador do status
epilepticus e consequente morte neuronal causadora da esclerose hipocampal

em pacientes portadores de epilepsia.

4.2. Influéncia da suplementacéo lipidica na atividade elétrica basal

O aumento da poténcia média da onda beta, onda mais rapida, no ECoG
basal dos animais que receberam a DHC indica uma maior atividade cerebral.
Devido aos varios niveis de atuagao do colesterol no sistema nervoso, € dificil
inferir o mecanismo pelo qual o colesterol elevou a atividade cerebral. Todavia,

algumas hipoteses podem ser propostas.

O colesterol apresenta nucleo com estrutura plana e rigida que interage
hidrofobicamente com as cadeias de acidos graxos dos fosfolipidios, 0o que

diminui a fluidez da membrana plasmatica, sendo desta forma, importante para
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estrutura neuronal e consequentemente para a estruturacdo sinaptica (Zhang e
Liu, 2014"). A suplementagdo de colesterol neste trabalho pode também ter
favorecido a transmissdao sinaptica, uma vez que essa transmissdao €
dependente de colesterol, o que explicaria 0 aumento da atividade cerebral
(Martin, Pfrieger e Dotti, 20142%). E razoével também, pensar que o aumento na
quantidade de colesterol na bainha de mielina, regido com maior concentragéo
de colesterol no cérebro, pode ter potencializado seu papel como isolante
elétrico. Assim, este aumento do conteudo lipidico da bainha de mielina poderia
aumentar a velocidade de propagacgao dos potenciais pos-sinapticos e de agao,
0 que também explicaria a aceleracdo da atividade elétrica cerebral

demonstrada nesse trabalho (Moyes e Schulte, 2010%4).

Chali e colaboradores (2015)'® também observaram que o aumento dos
niveis de colesterol cerebral causou o aumento da atividade cerebral, e
relacionaram esse aumento a morte de interneurdnios inibitérios e aumento na
expressao da proteina tau. Porém os métodos empregados neste estudo nao
foram capazes de identificar lesGes decorrentes unicamente do consumo da
DHC.

Pessoa e colaboradores (2015)'® mostraram que em animais
anestesiados que se alimentaram de DHC a atividade cerebral foi menor
quando comparados aos animais normonutridos. Porém, apds a indugdo do
status epilepticus, pela administracdo da pilocarpina, essa diferenga nao se
manteve. Esses achados podem indicar que os animais alimentados com a
DHC respondem mais eficazmente a anestesia, todavia, ao se administrar a
pilocarpina, esses animais responderam prontamente, mostrando niveis de

excitabilidade semelhantes aos normonutridos.

Os estudos realizados por Pessoa e colaboradores (2015)'3 indicam
que os animais alimentados com a DHC respondem mais eficazmente a
anestesia, mostrando, nessa situacdo, menor excitabilidade cerebral quando
comparados aos animais normonutridos, todavia, ao se administrar a
pilocarpina, esses animais responderam prontamente, mostrando niveis de

excitabilidade semelhantes aos normonutridos. Este trabalho mostra que nos
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animais em vigilia o colesterol aumentou a excitabilidade cerebral e esse

aumento foi ainda maior durante o status epilepticus.
4.3. Influéncia da suplementacéao lipidica durante status epilepticus

O aumento nas ondas mais rapidas em detrimento das ondas mais
lentas evidenciados no espectro de poténcia, durante o status epilepticus,
indica a hiperexcitabilidade cerebral caracteristica das crises epilépticas (Priel,
19962%; Pessoa, 2015'%). A DHC também causou aumento da excitabilidade
cerebral, desta forma, nos animais alimentados com a DHC a excitabilidade
durante o status epilepticus foi ainda mais expressiva.

A DHC foi capaz de aumentar a atividade elétrica cerebral sem causar
danos neuronais aparentes. Porém, estudos sido necessarios a fim de
entender os efeitos desse fendmeno na saude de pessoas saudaveis. O efeito
de DHC nas ondas cerebrais foi semelhante ao encontrado no espectro de
poténcia dos animais durante o status epilepticus. E quando o animal
apresentava as duas situagcées simultaneamente, uma aceleragao ainda maior
da atividade elétrica cerebral pdde ser observada. Durante a epilepsia, as
convulsdes s6 sido estabelecidas quando a excitacdo neuronal excede um
limiar critico. Considerando que individuos que se alimentam de dietas ricas em
colesterol e gorduras saturadas apresentem uma maior excitabilidade cerebral,
essa condicdo pode favorecer a ultrapassagem desse limiar critico em
pacientes epilépticos e assim favorecer a manifestagdo de crises epilépticas.
Desta forma, podendo representar um fator de risco para os portadores de
epilepsia.

Devido ao grande aumento no consumo dessas dietas ricas em
colesterol e gorduras saturadas, e seu claro efeito na atividade elétrica
cerebral, € de grande importancia o desenvolvimento de estudos que visem
avaliar o impacto desse tipo de alimentacdo na saude. Algumas doencgas
neurologicas ja estdo sendo associadas a problemas no metabolismo no
colesterol, como a doenga de Alzheimer e a doenga de Niemann—Pick do tipo C
mostrando alteragbes em sua atividade elétrica cerebral (Sevin, et al., 200725;
Panchal et al., 2010%’; Di Paolo e Kim, 20""). Dessa forma, é importante
estudos a fim de analisar a interferéncia do colesterol consumido na dieta na
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atividade elétrica cerebral de individuos saudaveis e de individuos mais
sensiveis as alteracbes dessa atividade elétrica, como os portadores de

epilepsia.
5. Conclusao

A DHC causou o aumento nos niveis sanguineos de colesterol. O
excesso de colesterol causou o aumento excitabilidade cerebral sem que
fossem identificados danos neuronais. Porém, devido ao aumento na
excitabilidade gerado pela DHC, quando submetidos ao status epilepticus os
animais que receberam essa dieta apresentaram niveis de excitabilidade ainda
mais elevados que os animais normonutridos. Desta forma, péde se observar

que a DHC favoreceu uma maior severidade do status epilepticus.
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CONCLUSAO

A suplementacgao lipidica aumentou a excitabilidade cerebral, tanto a
baseada em uma em uma dieta rica em colesterol, como quando essa
suplementagdo foi realizada com acidos graxo poli-insaturados da familia
Omega-3. O status epilepticus, como esperado, causou O aumento da
excitabilidade cerebral em todos os animais independente da dieta. Porém,
nos animais que receberam a DHC essa excitabilidade foi ainda maior. O
status epilepticus causou morte neuronal principalmente nas regides
hipocampais. Mas nos animais que receberam a suplementagdo com 6mega-3
esses danos foram muito discretos ou inexistentes. Desta forma, embora os
dois tipos de suplementacdo lipidica tenha aumentado a atividade elétrica
basal, o dGmega-3 mostrou efeito neuroprotetor, enquanto a DHC aumentou a

severidade do status epilepticus.
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