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RESUMO

O aumento do consumo de dietas hiperlipidicas vem elevando os indices de
obesidade e os niveis de colesterol e triglicerideos de grande parte da populacéo,
além de estar relacionado ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
como a doenca de Alzheimer. Por outro lado muitas pesquisas tém comprovado a
importancia dos lipideos na estrutura e atividade do cérebro. A epilepsia € uma
patologia relacionada a desordem da atividade cerebral, com alto indice de
refratariedade a medicamentos convencionais, nesses casos, 0 consumo de dietas
hiperlipidica vem sendo utilizado como uma terapia alternativa. A investigacdo de
possiveis interferéncias de dietas hiperlipidicas na ELT pode acrescentar novas
perspectivas na compreensdo do comportamento e tratamento desta condicdo
patolégica. Nesse trabalho foram analisados ratos em status epilepticus induzido
pela pilocarpina submetidos a dieta hiperlipidica. Esses ratos foram analisados
através de parametros eletrograficos utilizando os registros de ECoG e
determinando as energias do seu espectro de poténcia nas frequéncias das ondas
delta, teta, alfa e beta; a complexidade de Lempel-Ziv e a dimenséao fractal do
espaco de fase. O status epilepticus induziu alteragcdes no padrdo encefalografico
mensuradas pela distribuicdo de energia das principais ondas cerebrais utilizando o
espectro de poténcia, a complexidade de Lempel-Ziv e a dimenséo fractal do espaco
de fase. A dieta hiperlipidica, em ratos normais, também alterou os valores da
energia das ondas cerebrais no espectro de poténcia e na complexidade de Lempel-
Ziv; entretanto, a dimensdo fractal do espaco de fase nédo revelou diferencas
significativas devido ao tratamento com a dieta hiperlipidica. Apesar da dieta
hiperlipidica ter reduzido a atividade cerebral antes da administracédo da pilocarpina,
a condicdo nutricional ndo influenciou o padrdo encefalografico durante o status
epilepticus. Em conclusdo, a dieta hiperlipidica causou uma desaceleracdo das
ondas cerebrais e diminuicdo da complexidade da atividade cerebral, efeitos
contrarios aos do status epilepticus. Portanto, os métodos matematicos utilizados
foram eficientes na deteccdo da hiperatividade cerebral causada pelo status

epilepticus e reducéo da atividade cerebral induzida pela dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Epilepsia, dieta hiperlipidica, eletrocorticograma, espectro de

poténcia, complexidade de Lempel-Ziv, e dimenséao fractal do espaco de fase.



ABSTRACT

The increased consumption of hyperlipidic diet has been an increase in obesity rates
and levels of serum cholesterol and triglycerides in a large part of the population, as
well as, has been linked with the development of neurodegenerative diseases, such
as Alzheimer's disease. On the other hand, several studies demonstrated the
importance of lipids in brain structure and activity. Epilepsy is a pathology related to
the brain activity disorder, with high rate of refractoriness to conventional
therapeutics, in these cases hyperlipidic diet has been used such an alternative
treatment. Therefore, the investigation of possible interference from hyperlipidemic
diets in TLE can add new perspectives in understanding the behavior and treatment
of this pathology. In the present study we used mathematical computational methods
to analyze electrographic patterns of rats in status epilepticus induced by pilocarpine
fed with hyperlipidic diet. These rats were analyzed through electrographic
parameters using ECoG records and determining: energies of power spectrum in the
frequency of delta, theta, alpha and beta waves; Lempel-Ziv complexity; and fractal
dimension of phase space. Status epilepticus induced changes in the
encephalographic pattern measured by distribution of main brain waves using power
spectrum, Lempel-Ziv complexity and fractal dimension of phase space. Hyperlipidic
diet in normal rats also changed the values of brain waves energy in power spectrum
and Lempel-Ziv complexity; however, fractal dimension of phase space showed no
significant differences due to hyperlipidic diet treatment. Despite the hyperlipidic diet
reduced brain activity before pilocarpine administration, the nutritional status did not
change the encephalographic pattern during status epilepticus. In conclusion,
hyperlipidic diet induced slower brain waves and decreased the complexity of brain
activity, opposite effects of status epilepticus. Therefore, the mathematical methods
were effective to detect brain hyperactivity caused by status epilepticus and reduced

brain activity induced by hyperlipidic diet.

Keywords: Epilepsy, hyperlipidic diet, electroencephalogram, electrocorticogram,

Lempel-Ziv complexity, Fourier transform and fractal dimension of phase space.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo de um neur6nio e seus principais componentes ........
Figura 2. Tracado eletroencefalografico das principais ritmos cerebrais ...........
Figura 3. Representacdo de um raft lipidico e seus componentes ....................

Figura 4. EEG e a decomposi¢cao de seus principais rtmos ..........cccccceeeeeeeennnns

Figura 5. Mapas da dinamica das equacdes de (a) van der Pol, (b) van der

Pol forcada e (c) Duffing, e suas respectivas transformadas de Fourier ...............
Figura 6. ECoG no dominio do tEMPO .......cccuviiiiiiiiiiiee e e e ee s e
Figura 7. Espectro de poténcia do ECoG (dominio da frequéncia) ........
Figura 8. Processo fractal na dindmica cardiaca. .........ccccoeeeeeeeiieeeeeeeenieeieeee e,
Figura 9. Espaco de fase construido através do programa Origin ....................

Figura 10. DIMEeNSA80 fractal ............uvueiiiiiiiii e

CAPITULO UNICO

Figura 1. Trecho dos ECOG’S.........uuiiiiiiiiiiiiiiie et

Figura 2. Espectro de poténcia de animais normonutridos antes e durante o
STALUS EPIIEPLICUS. .. .u et e e e e e e e e aa e e e e eees

Figura 3. Espaco de fase do ECoG para a onda delta antes e durante o
5] = L0 3= 0 1= o) [ U S

16
21
26
32

33
34
34
38
40
40

64

65

67



LISTA DE TABELA

Tabetal. Enriquecimento por kg para ragao padrao ...........ccccevvvvvvniieninnennn.
Tabela 2. Informacé&o nutricional da gordura suina ...............cevvvvvviiiieiieeeneennn.
CAPITULO UNICO

Tabela 1. Peso inicial e ap6s 30 dias recebendo a dieta hiperlipidica
OU PAArE0 (CONMIOIE) ..eeviiieieiieeei ettt e e e e e e e e
Tabela 2. Niveis séricos de colesterol e triglicerideos apdés 30 dias

recebendo a dieta hiperlipidica ou padrdo (controle)..........cceeeeeeeeeiiieniinnnnn,

Tabela 3. Valores da energia das diferentes ondas cerebrais nos animais
normonutridos antes e durante o status epileptiCus...........cccccccceiiciiiniieenenn.

Tabela 4. Valores de energia das diferentes ondas cerebrais nos animais
normonutridos e tratados com dieta hiperlipidica ...........cccccovvvvviiiiiiiiiieniennn.

Tabela 5. Valores da CLZ nos animais alimentados com a dieta padrao ou
hiperlipidica antes e durante o status epileptiCus ..........ccccceeviiiieeeeiiiniiieeenn.

Tabela 6. Valores da dimenséao fractal das diferentes ondas cerebrais nos
animais alimentados com a dieta padréo ou hiperlipidica antes e durante o
StAtUS EPIEPLICUS. ....cceieiii i e

44

44

61

61

63

64

64

65



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt nna e e e 12
2 REVISAO DA LITERATURA .....oooiiecetieeee e ee e e 14
2.1 O SISTEMA NERVOSO CENTRAL .....covoviviveeiieteee e en e e, 14
2.2 O CORTEX ottt ettt st ee et aeaee e, 15
2.3 OS NEURONIOS ......oiiiiiiiee ettt e 15
2.4 AS SINAPSES .....oouieeieeeeeeeeee ettt e 18
2.5 ATIVIDADE ELETRICA CEREBRAL........cocociiieeeeeeeeeeeeeeeeeeae e, 18
2.6 ELETROENCEFALOGRAMA (EEG) E ELETROCORTICOGRAMA
[(Z{07e1) TP OO RO UTRURURRRUPRS 19
2.7 DIFERENTES RITMOS CEREBRAIS .......cococioioiiieeeeeeeeee e 20
2.8 AEPILEPSIA ...ttt e 21
2.9 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL ......cooevveeeeeeeeeeeeeeeeee e e 22
2.10 MODELO EXPERIMENTAL DA PILOCARPINA .......c.cccovveviveerevee e, 23
2.11 ICTOGENESE: O INiCIO DAS MANIFESTACOES

EPILEPTIFORMES .......ootieeeeitcteee ettt ee e ee et en et aneternen e e, 23
2.12 O COLESTEROL NO CEREBRO ......ccocuioiiieeeeteeieeeeee e e, 24
2.13 A ALIMENTACAO HIPERLIPIDICA E A SAUDE ......ccccooveveieeeveeee e, 28
2.14 DIETAS TERAPEUTICAS RICA EM LIPIDEOS ........coooveveveeeercerenens 28
2.15 A DINAMICA DOS PROCESSOS FISIOLOGICOS .......cccccuverevere e, 29
2.16 ANALISE TEORICO-COMPUTACIONAL DO ECOG.........c.ccocue..e.. 30
2.16.1 ESPECIIO d€ POTENCIA ...ccueiiiiiiiiiiiee e e 30
2.16.1.1 TeoremMa de FOUIIEN ......cccoeeiiiii et e e e e e aean eeaae 30
2.16.1.2 Transformada de FOUNEr ..........cccooieiiiiiiiiiiieee e 32
2.16.2 Complexidade de Lempel-ZIiV ...........ouvevuiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 34
2.16.3 Geometriafractal ..........ccooviiiiiiiiiii e 37
2.16.3.1 Espaco de fase € atrator ............ccoiuiiiiiiiiiiiiieece e e 39
2.16.3.2 Determinacao do espaco de faSe ......ccccevveeeiiiieeiieieiiiiieeieeeeeie e 39

2.16.3.3 Calculo da dimens8o fractal .........cooeeeeeeeeee e 39

10



B OBIETIVOS ..t e e e e 42
3.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt s 42
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......cocteeeeeeeteeteeeete et 42
4 MATERIAL E METODOS .....oouieviiiceeeee ettt en et eaen e 43
4.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL ... e 43
4.1.1 GrupOoS eXPEeriMentalS .......cccciuuriiiiiiiiiie e e e e e s e 43
4.1.2 Dieta hiperlipidiCa .....cuueeiieeiiieieie e e 43
4.1.3 Niveis de colesterol e triglicerideos ..........ccccvvvvriviiiriiiiiiiics e 45
4.1.4 Registro dos animais e status epileptiCus ........cccoeeevieiiiiieeieenninnnnn. 45
4.1.5 Procedimento CITUIQICO ..oouieeiiiiiiiiciiiiieeie e eeaee e ee e 45
4.1.6 Analise dos registros de ECOG........cccceiiiiiiiiiiiiiieeee e 45
4.2 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 46
REFERENCIAS ..ottt e 47

RESUMIO .o e et e e e et e e e e e e ae e e e eennes 56
L INTFOAUGED ..ttt et e e e e e e e e e e e e e e aeeeas 58
2 Material @ MELOUOS ...oooveeei et e e e e e e 59
G =1 U1 | = To Lo 1P 63
A DISCUSSE0O ..uueeiitiiiiieiieietee e e e e e s s e s s st bbbt te ittt e eaeaeeeaeeasaasabsbb b betteeeeaaeaaaeeens 68
5 CONCIUSEO ..o e 71
] (=T =T o Lo = 1P UPTP SR 72
APENDICE

Artigo- Nonlinear analysis of electroencephalographic patterns in
rats fed with standard or hyperlipidic diets in a normal state or during 77
StatuS EPIEPLICUS tiuiieiiiiieiiiiiiiiieiieintintiateesnssntsesssnssnsessnssnsonsons

ANEXO

Comprovante de submissdo de artigo ...........ccveieiiiiieiiieee e, 105

11



12



13

1 INTRODUCAO

O aumento no consumo de dietas hiperlipidicas vem elevando os indices de
obesidade (FEOLI et al., 2003), considerada a “epidemia do século XXI” pela
Organizacdo Mundial de Saude (SVERDLOFF, 2002). Outra consequéncia dessa
dieta € o aumento nos niveis de colesterol e triglicerideos (FEOLI et al., 2003).
Recentemente, o interesse pelo metabolismo dos lipideos e sua relagdo com o
Sistema Nervoso Central (SNC) vem ganhando destaque ap0s a constatacdo de sua
relacdo com doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (REISS e
VOLOSHYNA, 2012). Por outro lado, alguns estudos mostram que a escassez de
lipideos é extremamente prejudicial a saude, pois estes estdo envolvidos na
estrutura e funcdo do SNC. O colesterol, por exemplo, é fundamental no
desenvolvimento e manutencdo da plasticidade neuronal (MAUCH, 2001; GORITZ,
2002), no transporte de vesiculas sinapticas (KLOPFENSTEIN et al.,, 2002) e na
liberagéo de neurotransmissores (MAUCH, 2001).

No SNC, os neurbnios conduzem o impulso nervoso através de potenciais de
acao e sinapses (KANDEL et al., 2000). A sobreposicao de potenciais pds-sinapticos
de populacdes de neurdnios € responsavel pela atividade elétrica cerebral detectavel
pelo Eletrocorticograma (ECoG). Alteracdes nos padroes de ECoG permitem
identificar algumas condi¢cdes patoldgicas, especialmente as epilepsias (DURAND,
2001).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) em humanos apresenta um alto indice de
refratariedade a medicamentos convencionais, cerca de 35% dos casos (ENGEL,
2001), o que evidencia a importancia de estudos relacionados a essa condi¢cdo
patolégica. Algumas dietas ricas em lipideos e pobres em carboidrato vém sendo
utilizadas no tratamento da epilepsia refrataria. Considerando que a epilepsia é
diretamente relacionada a desordens na atividade elétrica cerebral e que os lipideos
estdo intimamente relacionados aos processos neurais; esse trabalho objetivou
utilizar métodos mateméaticos e computacionais para parametrizar os padrbes
eletroencefalograficos em ratos normais e em status epilepticus submetidos a dieta

padréo e hiperlipidicas.

O sistema nervoso é um sistema complexo com comportamento cadtico. Os

fendbmenos cadticos apresentam como principal caracteristica a sensibilidade critica
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as condi¢cdes iniciais, podendo um estimulo inicial resultar em respostas
imprevisiveis (GLEICK, 1987). Na atividade elétrica cerebral, como em qualquer
sistema fisiologico, a capacidade de auto-regulacdo € que define a regra do caos.
Essa auto-regulagdo gera uma auto-similaridade nos padrdes eletroencefalogréaficos
detectados pelo ECoG e revelados por técnicas matematicas. Nesse estudo foram
analisados os ECoG’s diante do status epilepticus e da dieta hiperlipidica para a
melhor compreensdo de como essas condi¢cdes interferem na dinamica da atividade

cerebral e em sua propriedade de auto-similaridade.

Os processos cadticos podem ser analisados e caracterizados por alguns
métodos matematicos e computacionais utilizados nesse trabalho, tais como: a
transformada de Fourier, que nos sistemas caoéticos apresenta bandas largas nos
espectro de poténcia (GANDUR, 2001); a complexidade de Lempel-Ziv, método que
mensura a complexidade da serie temporal (MACHADO, 2003); e a dimenséo fractal
do espaco de fase. Essas técnicas permitem a observacdo e quantificacdo de
alteragcbes muito ténues e muitas vezes Iincapazes de serem observadas
diretamente nos registros eletroencefalograficos (MAYER-KRESS e LAYNE, 1987,
ROBINSON, 2003). Esses métodos matematicos mostrando-se sensiveis poderao

auxiliar no diagnostico da epilepsia e parametrizacao na severidade da crise.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O sistema nervoso é dividido didaticamente em sistema nervoso central
(SNC) e em sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é composto pelo encéfalo e
pela medula espinal, tendo como fun¢ao a interpretacdo das informagdes oriundas
de células transdutoras e a elaboracdo de respostas adequadas, enviando-as aos
orgaos responsaveis pelas acbes. O SNP é formado por nervos e ganglios que
conduzem informacdes entre os orgdos receptores e 0 SNC. O encéfalo é formado
pelo bulbo, ponte, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo (tdlamo e hipotadlamo) e
hemisférios cerebrais (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; KANDEL et al., 2000).

A medula espinal ocupa quase todo o centro da coluna vertebral,
intermedeia a comunicac¢ao entre os demais 6rgaos do corpo e o encéfalo, além de
elaborar respostas simples para certos estimulos. O bulbo, localizado acima da
medula espinal, é responsavel pela regulacdo de funcdes vitais involuntarias como
batimentos cardiacos, movimentos respiratorios e digestdo. A ponte estad acima do
bulbo e transmite informacdes sobre o movimento, do cérebro para o cerebelo,
participando também da manutencéo da postura corporal adequada, no equilibrio do
corpo o no tbnus muscular. O cerebelo esta posicionado por tras da ponte e é
conectado ao tronco cerebral por diversos tratos de fibras nervosas. O cerebelo
coordena os movimentos, orienta a postura corporal e participa da aprendizagem de
habilidades motoras. O mesencéfalo é situado atrds da ponte e controla muitas

funcdes sensoriais e motoras (KANDEL et al., 2000).

Apesar do cérebro corresponder apenas a cerca de 2% do peso corporal,
para seu funcionamento adequado, utiliza cerca de 15% do sangue bombeado pelo
coracdo (McCALL, 2004), 20% de todo o gas oxigénio inalado e € nele que se
encontra cerca de 25% de todo colesterol presente no organismo (DIETSCHY e

TURLEY, 2004).

O cérebro consiste em diencéfalo (tdlamo, hipotalamo) e o telencéfalo,
(nucleos da base e lobos do cortex cerebral). O telencéfalo é a estrutura mais
desenvolvida do encéfalo humano, sua superficie, o cértex, € composta de sulcos e

depressbes que definem os giros cerebrais. Um sulco mais profundo divide quase
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totalmente o cérebro longitudinalmente, originando os hemisférios cerebrais. A
conexao entre os hemisférios é estabelecida principalmente pelo corpo caloso, este
contém mais de 200 milhdes de fibras nervosas mielinizadas (COOK, 1986;
LUDERS et al., 2010).

2.2 O CORTEX

A camada mais externa dos hemisférios cerebrais, cuja espessura varia
entre 1 a 4 mm em mamiferos, é o cortex, que contém cerca de 50 a 80 milhdes de
corpos neuronais. O cortex recebe os impulsos elétricos vindos de todas as vias de
sensibilidade, interpretando e tornando-os consciente; do cértex também saem o0s
impulsos responsaveis pelos movimentos voluntarios, além de estar relacionado
com os fenémenos psiquicos (MACHADO, 2000).

Quanto a sua topografia anatbmica, o cortex € dividido didaticamente em
lobos que sdo delimitados por sulcos e giros. Os lobos estdo envolvidos na maior
parte das funcBes mentais mais complexas como o raciocinio, a linguagem e a

consciéncia.

O lobo frontal, por exemplo, & responsavel pelo planejamento das acdes
futuras e controle dos musculos esqueléticos. Os lobos parietais localizam-se nas
laterais superiores da cabeca e séo responsaveis pelas sensa¢fes provenientes da
pele, além de estarem associados a imagem corporal. Nas laterais inferiores da
cabeca estdo situados os lobos temporais, estes sdo o0 centro da audicdo,
relacionando-se também a aspectos do aprendizado, memoéria e emocédo. Os lobos
occipitais, localizados na parte posterior da cabeca, sdo responsaveis pela viséo e

processamento visual (KANDEL et al., 2000).

2.3 OS NEURONIOS

O sistema nervoso é o centro de integracdo entre as diversas partes do
organismo. Essa capacidade se d4, em grande parte, por sua alta excitabilidade e
capacidade de conduzir e interpretar os impulsos elétricos provenientes de todas as

regides do organismo. Essa capacidade é adquirida gracas aos neurbnios, células
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especializadas que apresentam como propriedades fundamentais a excitabilidade e
a condutibilidade (LENT, 2004).

A excitabilidade é devido a capacidade do neurbnio de responder a
estimulos elétricos e a condutibilidade corresponde a capacidade que essa célula
apresenta, de uma vez recebido o estimulo, propagar a informacdo em forma de
impulsos elétricos, com grande velocidade, por toda sua extensdo (DOWNLING,
1992).

A comunicacao neural se da através de um fluxo de ions, principalmente
sédio e potassio, através da membrana de cada neurbnio. Esses ions sao
carregados eletricamente, o que torna possivel a deteccdo de potenciais elétricos
internos e externos aos neurdnios. Por esse motivo a excitabilidade neuronal esta

intimamente relacionada a quantidade de ions e a quantidade e disponibilidade de

canais de membrana (KANDEL, 2000).

Estruturalmente, o neurbnio é constituido pelo soma, ou corpo celular, os

dendritos, o axonio e o terminal axdnico, como se pode observar na Figura 1:

Dentritos (terminal de recepc¢ao)
YXF Terminal do Axdnio
[ 7 (terminal de transmissao)

S ~—~ {

£

R ./&: R =
| Sentido de propagacgdo .

1 ~ - ’ _

Corpo | Semcar== =

Axoénio Nodo de Ranvier

Bainha de Mielina

Figura 1. Representacdo de um neurdnio e seus principais componentes

No soma encontram-se a maioria das estruturas citoplasméticas, e dele

partem prolongamentos de dois tipos: os dendritos e axdnios (SNELL, 2003). Os
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dendritos sdo estruturas altamente ramificadas, responsaveis pelo recebimento de
estimulos provenientes de outros neurdnios ou de células sensoriais. Todavia, 0
neurbnio pode receber estimulos através de suas demais estruturas com menor
frequéncia. O axdnio geralmente é longo e pode ser ramificado, tendo como principal
func@o transmitir o impulso nervoso. O estimulo para deflagrar um impulso nervoso
chega através de sinapses aos dendritos. No cone axonal ocorre a soma dos varios
potencias pés-sinapticos inibitorios e excitatorios, originando ou ndo um potencial de
acao no axonio (SNELL, 2003).

Quando esta em repouso 0 neurbnio esta polarizado, com carga negativa
intracelular e positiva extracelular devido aos gradientes de Na* e K*. Ao receber um
estimulo supralimiar, o potencial transmembrana se altera chegando a inverter a
polaridade, essa alteracdo do potencial vai rapidamente sendo transmitida ao longo
do axénio (SNELL, 2003).

Algumas neurofibras sdo mielinizadas. A mielina, no SNC, é originada pelos
oligodendrocitos, enquanto que no SNP, os extratos mielinicos tém origem através
das células de Schwann. As células gliais que formam o extrato mielinico se enrolam
concentricamente nos axénios para formar a bainha de mielina, essa entdo é
formada basicamente da membrana plasmatica das células gliais que possui uma
alta concentracao de colesterol (KANDEL et al., 2000; SNELL, 2003).

Ao longo de seu comprimento uma neurofibra mielinizada contém
interrupcdes, denominadas nodulo de Ranvier, que correspondem aos pontos de
separacao das células gliais proximas que formam a bainha de mielina. O impulso
nervoso em neurofibras mielinizadas tem carater saltatério, passando de um né para
outro, conferindo assim maior velocidade na transmissdo do impulso quando

comparadas a neurofibras ndo mielinizadas (LENT, 2001).

A comunicacdo entre neurdnios, ou entre neurdnios e 6rgdo efetor ou

receptor, na qual sdo transmitidos os impulsos nervosos é denominada sinapse.
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2.4 AS SINAPSES

O neurdnio pré-sinaptico se comunica com 0 neurdnio pos-sinaptico através
das sinapses. Entre esses dois neurbnios existe a fenda sinptica, onde ha a
transmissdo de informacdo. Ha dois tipos de sinapse: elétrica e quimica, sendo a

ultima encontrada em maior nimero no corpo humano.

A distancia entre os neurbnios da sinapse elétrica € dez vezes menor que a
distancia entre os neurdnios das sinapses quimicas e suas células comunicam-se
através de juncdes gap, que sédo poros formados por uma proteina denominada
conexina. As conexinas funcionam como dutos para a passagem da corrente i6nica

(SAEZ et al., 2003), dessa forma essa sinapse € mais rapida e bidirecional.

Na sinapse quimica, quando o sinal elétrico do neurénio chega ao terminal
pré-sinptico, ele é transformado em um sinal quimico, através da liberagdo de
neurotransmissores que ficam contidos nas vesiculas sinapticas. Esses
neurotransmissores sdo captados por proteinas receptoras especificas localizadas
no terminal pos-sinaptico, onde o sinal quimico é novamente transformado em sinal
elétrico (LENT, 2001).

Sabe-se que células gliais, mais precisamente astrocitos, teriam um grande
controle sobre o nimero de sinapses. Alguns estudos sugerem que 0s astrécitos
secretariam apolipoproteina E (ApoE), lipoproteinas carreadoras de colesterol, e os
neurdnios teriam abundantes ApoE-receptores. Surpreendentemente, neste estudo,
neurbnios aumentaram o namero de sinapses em presenca de colesterol e retirando
0 colesterol ou impedindo sua sintese anulou-se a capacidade dos astrécitos de

promover a formacao de sinapses (BARRES e SMITH, 2001).

2.5 ATIVIDADE ELETRICA CEREBRAL

O cérebro € um sistema complexo, formado por uma rede de neurénios com
cerca de 100 bilhdes de neurbnios e cada uma dessas células estd conectada a

cerca de 10.000 outros neurdnios através de sinapses (BERNARDI, 1999). Essas
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células trocam a todo tempo informagédo em forma de impulsos elétricos, gerando

uma atividade elétrica cerebral.

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

Os potencias pos-sinapticos sao 0s que mais contribuem para os registros
corticais (LOPES, 1987), pois tem duracdo de varios milissegundos e enquanto
durar esses potenciais, esses podem continuar excitando o neurénio, fazendo com
gue este transmita uma sequéncia de impulsos elétricos de saida (GUYTON,2002).
Enquanto os potenciais de agdo pouco contribuem com o registro da atividade
elétrica cortical, uma vez que séo assincronicos, de curta duracdo e se apresentam
em direcbes ortogonais a superficie do escalpo (BUTTON, 2000; LOPES, 2005;
CAPERELLI, 2007).

A atividade elétrica registrada no EEG corresponde desta forma, a variacédo
dos potenciais pos-sinapticos de neurdnios de uma determinada area, préxima ao
eletrodo de captacdo do sinal eletroencefalografico, somados espacialmente e
temporalmente (COCKERELL e SHORVON, 1997; BUTTON, 2000; LOPES, 2005;
CAPERELLLI, 2007).

2.6 ELETROENCEFALOGRAMA (EEG) E ELETROCORTICOGRAMA (EC0G)

O EEG registra os potenciais de membrana, resultantes das sinapses, em
especial o potencial pos-singptico. Sendo o EEG, desta forma, o resultado do
somatério espacial e temporal da atividade de milhares ou milhdes de neurénios
disparando sincronicamente, capturado em uma determinada regido proxima ao
eletrodo. Através do EEG pode-se avaliar se a atividade elétrica cerebral encontra-
se dentro do padrao de normalidade, ou detectar disfuncdes geradas por tumores ou
focos epiléticos, localizando-os com precisédo (SILVIA e COSTA, 1998).

O EEG ¢é realizado através de um aparelho apropriado, o
eletroencefalégrafo, que registra a atividade elétrica cerebral. Eletrodos séo

dispostos no escalpo do paciente e conectados a um amplificador de corrente
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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
sao digitalizadas, podendo ser analisadas pelo médico ou pesquisador (SANTOS,
2007).

No Eletrocorticograma (ECo0G), a aquisicdo do sinal elétrico € semelhante ao
do EEG, porém enquanto o EEG é um exame néo invasivo, no ECoG os eletrodos
séo dispostos diretamente no cortex cerebral. O ECoG é utilizado quando se deseja
analisar a atividade elétrica diretamente do cértex. Tanto o EEG como o ECoG
registram a voltagem em funcdo do tempo, originando uma série temporal (SANTOS,
2007).

2.7 DIFERENTES RITMOS CEREBRAIS

O registro eletroencefalografico apresenta uma aparente irregularidade.
Entretanto, permite identificar padrdoes de ritmos distintos que ocorrem de acordo
com o funcionamento cerebral. A atividade elétrica se da através de impulsos
elétricos emitidos pelos neurénios. Esses impulsos ocorrem, na maioria das vezes,
em frequéncias especificas (ritmos cerebrais) que variam dependendo do nivel de
consciéncia, regidao cerebral ou estado emocional do individuo. Dessa forma,
dependendo do nivel de consciéncia, o EEG apresenta diferentes ritmos de ondas,
provocando alteragfes no espectro de frequéncia. Existem varios ritmos cerebrais,
porém 0s mais comuns e as situagdes em que prevalecem sao: ritmo 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 tensdo, além de estar relacionada ao
processo de cognicdo (NIEDERMEYER, 2005; GUYTON, 2002). Um registro de
EEG pode conter todas essas frequéncia, contudo tera predominancia de um ritmo.
Na figura 2 é possivel observar o registro eletroencefalografico dos principais ritmos

cerebrais.
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Figura 2. Tracado eletroencefalografico dos principais
ritmos cerebrais

2.8 A EPILEPSIA

A epilepsia é a enfermidade neurolégica mais comum, acometendo cerca de
1% da populacdo mundial, sendo sua maior incidéncia em paises subdesenvolvidos
(DIOP et al., 2003). A epilepsia de maior incidéncia em humanos é a epilepsia do
lobo temporal (ELT), com cerca de 40 a 50% dos casos. Esta merece atencao
especial por apresentar alto indice de refratariedade a tratamentos medicamentosos,
cerca de 35 % (ENGEL, 2001). A epilepsia € caracterizada como uma desordem da
atividade elétrica cerebral espontanea e recorrente. Esta condicdo patoldgica pode
ser desencadeada a qualquer momento da vida, mas as crises sdo mais frequentes
em criangas e idosos (CUKIERT, 2006).

As causas da epilepsia sdo bastante variadas, podendo ocorrer em funcao
da predisposicao genética, chamadas idiopaticas ou primarias; ou por prévias
agressbes que causam lesdes neuronais bem definidas, que provavelmente
provocam uma reorganizacdo dos circuitos cerebrais, tornando-se foco de
descargas elétricas. Essa ultima é chamada de secundaria ou adquirida. Tais
agressOes que culminam em uma lesdo cerebral podem ser de ordem infecciosa,
inflamatoria, metabdlica, neoplasica, téxica, traumatica ou mesmo por um status
epilepticus prolongado (ENGEL, 2006).
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As manifestacBes clinicas da epilepsia podem ser fisicas, como crises
convulsivas ou crises de auséncia; ou psiquica, como déficit neurolégico permanente
e a disfuncdo intelectual (FISHER et al., 2005).

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

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, alteragbes de
consciéncia e automatismos. As crises generalizadas envolvem os dois hemisférios
cerebrais, sem que seja possivel a identificacdo de um foco anatémico ou funcional.
Nestes casos a consciéncia é seriamente comprometida, podendo ser manifestada
de duas formas: crise de auséncia ou tonico-clonica (COCKERELL e SHORVON,
1997).

O diagnéstico de epilepsia € determinado pela manifestacdo clinica da
doenca juntamente com a observacdo da ocorréncia de ondas epileptiformes
anormais em registros eletrograficos, podendo, em alguns poucos casos, pacientes
apresentarem EEG caracteristico da doenca sem nunca terem sofrido manifestacfes
clinicas, ou apresentarem convulsdes (OLIVEIRA e ROSADO, 2004).

2.9 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL

A ELT é a forma mais comum de crise parcial complexa no individuo adulto.
As principais estruturas relacionadas a ELT sdo do sistema limbico, em especial o
hipocampo e a amigdala, essas sdo relacionadas a memodria e aprendizagem
respectivamente. Portanto, portadores da ELT podem apresentar tais funcdes

seriamente comprometidas.

Na ELT pode haver morte neuronal seguida de gliose, causando atrofia

hipocampal. Esta alteracdo é denominada esclerose mesial temporal.
Provavelmente, essa esclerose na ELT é a principal responsavel pela elevada
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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 lesao cerebral do lobo temporal em ratos,
induzida pela pilocarpina, torna o animal epilético crénico, reproduzindo alteragcfes
clinicas, eletrogréficas, bioguimicas, farmacolégicas e histolégicas, em condi¢des
semelhantes a de humanos portadores de ELT (LEITE et al., 1990; MELLO et al.,
1993; CAVALHEIRO, 1995; 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)
gue age aumentando a neurotransmissao excitatéria colinérgica (PERSINGER et al.,

1988), provocando crises limbicas ininterruptas (CLIFFORD et al., 1987).

O modelo da pilocarpina apresenta trés fases de acordo com suas
manifestacdes clinicas: a fase aguda, latente e crénica. A fase aguda tem inicio logo
apos a administracdo da pilocarpina e tem duracdo 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 e tem duracdo aproximada
de 4 a 14 dias, nessa fase ha auséncia de manifestacdes fisicas. A Ultima fase é a
cronica, periodo em que o animal comeca a apresentar crises espontaneas e
recorrentes, com frequéncia oscilando de 2 a 3 episédios por semana (PRIEL,
1996).

2.11 ICTOGENESE: O INiCIO DAS MANIFESTACOES EPILEPTIFORMES

Na ictogénese h&d uma elevada despolarizacdo paroxistica sincronica dos
neurbnios, 0 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
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desequilibrio entre os fatores excitatorios e inibitorios cerebrais, como na liberagédo
de GABA (acido gama-amino butirico) e glutamato (BRADFORD, 1995), esse
desequilibrio pode ser analisado em nivel de membrana celular, de neurénios e da

rede neuronal.

Alterac6es no mecanismo de manutencao 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
despolarizacdo neuronal gerando desordem no potencial de membrana. Anomalias
nos canais de sédio podem acarretar numa diminuicdo no limiar de disparo neuronal,
sendo outro exemplo de alteracdo nesse potencial capaz de gerar manifestacdes
epileptiformes (SILVA e CABRAL, 2008).

Alteracdes plasticas no cérebro podem originar a ictogénese, além de poder
auxiliar no processo de epileptogénese. O brotamento colateral de axénios em
neurbnios excitérios é um exemplo desse tipo de plasticidade (SILVIA e CABRAL,
2008).

2.12 O COLESTEROL NO CEREBRO

O cérebro é o 6rgdo com maior concentracao de colesterol no corpo humano
(DIETSCHY e TURLEY, 2001), apresentando de 20-25% do total de colesterol do
corpo, apesar de corresponder apenas a 5% da massa corporal (MICHIKAW, 2006).
O colesterol esta presente na bainha de mielina, nos rafts lipidicos e associado a
lipoproteinas, sendo essencial na estruturacédo, desenvolvimento e fungdo do SNC.
O colesterol exerce influéncia no ambito celular como um dos principais
componentes da bainha de mielina e na formacédo e manutencéo das sinapses. No
ambito molecular, atua como principal componente e responsavel pela formacéo dos
rafts lipidicos na membrana plasmatica e em associacées com lipoproteinas. Desta
forma, mesmo uma pequena alteracdo na estrutura dos esterdis constitutivos no
sistema nervoso pode levar a uma mudanca nas propriedades biofisicas da

membrana celular, com profundos efeitos clinicos (BJORKHEM, 2010).

A bainha de mielina € uma especializacdo da membrana plasmatica

encontrada abundantemente nas células do sistema nervoso recobrindo os axénios
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dos neurbnios, 0 que permite o0 aumento da velocidade de conducdo dos impulsos
nervosos e age como isolante de um condutor elétrico, além de oferecer protecéo e
nutricdo aos neurdnios. A bainha de mielina é constituida de substancias lipidicas,
apresentando cerca de 20% de colesterol. Desta forma, acredita-se que ocorrendo
alteragcfes nos niveis de colesterol, ocorra a diminuicdo dessa bainha ocasionando
alteracGes no sistema nervoso, principalmente no que diz respeito a conducao de
impulsos elétricos. Ja se sabe que algumas doencas neurodegenerativas, como a
esclerose multipla, sdo causadas pela degeneracdo da mielina (SOSPEDRA e
MARTIN, 2005).

A diminuicao dos niveis de colesterol no SNC ainda pode ocasionar reducéao
da densidade sinaptica, alargamento da sinapse, perda de sinapses excitatorias e
inibitérias e de ramificagcdes dendriticas (HERING et al., 2003). Os cientistas do
Centro Max Delbruck de Medicina Molecular de Berlim e do Centro de Neuroquimica
de Estrasburgo na Franca ap0s anos de pesquisa investigando qual o fator
estimulante das sinapses chegaram a concluséo que a formacdo das sinapses €&
guase totalmente dependente do colesterol, sendo este o fator que as estimulam
(PFIEGER, 2003).

De acordo com Frank Pfieger (2003), a indisponibilidade do colesterol no
cérebro impede a formacgéo de sinapses, o que pode limitar o desenvolvimento e as

fungbes deste Orgéo, entre elas a aprendizagem e a memoéria (PFIEGER, 2003).

O colesterol € um dos principais constituintes da membrana celular,
representando cerca de 20% de seu total lipidico. Esse lipideo € particularmente
concentrado nos rafts lipidicos, que sdo microdominios constituidos pela associacao
de colesterol e esfingolipidios localizados na camada externa da bicamada lipidica.
O colesterol confere a membrana maior rigidez, dessa forma, os rafts sao regides
gue apresentam fluidez diferenciada das demais regides membranares, funcionando
como jangadas lipidicas para aporte de algumas proteinas. Essas plataformas sao
essenciais na membrana plasmatica para o trafego e funcao de algumas proteinas e
para os complexos de sinalizacdo celular (DOLGANIUC, 2011). Provavelmente,
esses microdominios fornecem localiza¢@o as proteinas da membrana pra promover
sinalizagdo em cascata localizada (DOLGANIUC, 2011). Se as jangadas s&o

desfeitas as proteinas das cascatas sinalizadoras podem desacoplar-se perdendo
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sua funcdo. Na figura 3 é possivel observar uma representacao de um raft lipidico e

Seus componentes.

Raft lipidico

Glicoesfingolilipideos

Colesterol

Proteina transmembrana

Figura 3. Representacdo de um raft lipidico e seus componentes

Certas proteinas membranares s6 sdo ativas quando associadas aos rafts.
Héa evidéncias que os receptores pds-sinapticos acumulam-se nos rafts lipidicos,
sendo esses rafts abundantemente encontrados nos dendritos de neurdnios
hipocampais em cultura (HERIN et al., 2003). Estudos sugerem que os receptores
GABA e glutamato precisam estar aportados nessas jangadas lipidicas para
tornarem-se ativos e exercerem sua funcdo. O desequilibrio entre a liberacdo de
GABA e glutamato é considerado uma das principais causas do inicio das crises

epilépticas.

O colesterol € vital para a formacdo e manutencdo dos rafts lipidicos e a
deplecéo de colesterol prejudica esses rafts, causando mudanca no seu ambiente
fisico-quimico e na concentracdo de suas proteinas, o que pode resultar em

alteragOes de diversos processos neurais (BRUSES et al., 2001).

O AY-9944 é um bloqueador da sintese de colesterol muito utilizado e bem
estabelecido como modelo experimental da epilepsia de crises de auséncia, na qual
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h& evidéncias do envolvimento dos receptores gabaérgicos em seu desenvolvimento
(WU et al.,, 2007). O AY-9944 age inibindo a redutase 7-D-dehydrocholesterol,
blogueando a conversdo da dehidrocolesterol-7 em colesterol (DVORNIK e HILL,
1968). Sendo o colesterol parte integrante dos rafts lipidicos, em quantidade
insuficiente, este pode ocasionar alteragbes nos rafts e/ou em sua distribuicéo
protéica interna. Dentre essas proteinas, merece destaque 0s receptores
gabaérgicos. Esse processo resultaria na manifestacdo das crises de auséncia

espontaneas e recorrentes.

Toda célula somatica é capaz de sintetizar colesterol e incorpora-lo. O folheto
externo da membrana plasmatica troca colesterol constantemente com o plasma,
grande parte desse movimento é impulsionado pelo gradiente quimico (SHOBAB et
al., 2005; LUTJOHANN, 2006). As células do sistema nervoso central ndo sao
excecdo, sintetizam colesterol e realizam troca dessa molécula entre si e com o
liquor cefalorraquidiano, porém o colesterol presente no sistema nervoso central ndo
consegue transpor diretamente a barreira hematoencefalica. Pelo menos duas vias
de transporte do colesterol através da barreira hematoencefélica sdo citadas na
literatura. A primeira € pelo catabolismo do colesterol no cérebro pela 24 -colesterol-
hidoxilase, a 24S hidroxi-colesterol (LI-HAWKINS et al., 2000). A segunda é na
forma de apolipoproteinas (PITAS et al., 1987).

Algumas pesquisas sugerem que a sinaptogénese € controlada pelos
astrocitos. Essas células secretam apolipoproteinas E (ApoE’s), que podem se ligar
a receptores especificos nos neurbnios. Dessa forma, as ApoEs se ligam e
transportam o colesterol para os neur6nios, contribuindo através desse mecanismo
para a sinaptogénese. Além disso, trabalhos in vitro mostram que a auséncia de
colesterol no meio de cultura contendo neurénios e astrécitos reduzem a formacao
de sinapses. Este efeito também é observado quando a sintese de colesterol é
bloqueada e na auséncia de astrécitos. Nesse mesmo experimento quando o
colesterol foi acrescentado no meio com neurbnios e astrocitos o numero de
sinapses aumentou (BARRES, 2001).

Diante do exposto, ha uma expectativa de que estando o colesterol
intimamente relacionado ao sistema nervoso, esse possa influenciar na atividade

elétrica cerebral e interferir na epilepsia.
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2.13 A ALIMENTACAO HIPERLIPIDICA E A SAUDE

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 alimentacdo rica em gorduras e acucares, que esta cada vez mais
substituindo alimentacdo saudavel. A vida moderna exige agilidade e praticidade, o
gue leva muitas pessoas a consumir alimentos de fast-foods, que para
apresentarem-se mais atrativos sdo enriquecidos com acucares e gorduras,
principalmente saturadas. Esse tipo de alimentacao 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 alimentacdo com excesso
de lipideos € 0 aumento nos niveis seéricos de colesterol e triglicerideos (FEOLI,
2003).

As consequéncias supracitadas ja eram de conhecimento da comunidade
cientifica e da populacdo em geral, porém mais recentemente, 0 excesso de
colesterol na alimentacdo vem sendo relacionado como fator de risco para o
desenvolvimento do Mal de Alzheimer, enfermidade relacionada a degeneracéo do
sistema nervoso (KOUDINOV et al., 2001; REISS e VOLOSHYNA, 2012). Estudos
anteriores atestaram a relacdo da doenca de Alzheimer com a presenca de uma
copia do alelo ApoE e4, mostrando a relacdo dessa doenca com isoformas da ApoE
(BICKEBOLLER, 1997, ROSSELLO et al., 2012). Hoje se sabe que essas moléculas

séo carreadoras de colesterol (BARRES, 2001).

2.14 DIETAS TERAPEUTICAS RICA EM LIPIDEOS

Dietas ricas em lipideos e pobres em carboidrato vém sendo utilizadas como
alternativa no tratamento de epilepsia refrataria a tratamentos medicamentosos
convencionais. Como exemplo dessas dietas pode-se citar a dieta cetogénica
(NORORDLI jr et al., 1997; NORDLI, 2002) e a Dieta Atkins (KOSSOFF et al., 2006;



30

KOSSOFF, 2008). O mecanismo pelo qual as dietas protegem os pacientes das
crises convulsivas ainda € desconhecido, mas a hipétese mais difundida € que a
acao antiepiléptica seja decorrente da producdo 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 cetdnicos. Esses
corpos cetdnicos sdo capazes de transpor a barreira hematoencefalica agindo 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).

A dieta cetogénica é a mais estudada e utilizada no controle da epilepsia
refratéria. Essa dieta apresenta niveis baixos de carboidrato, moderado de proteina
e elevado de lipideos. A proporcdo mais recomendada € de 4 (gordura/proteinas) : 1
(carboidratos). Porém, podem-se utilizar propor¢bées menores como 3:1, 2:1
(INUZUKA-NAKAHARADA, 2008). A recomendacéao € 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 0 sucesso do tratamento com
a dieta cetogénica (RI1ZZUTTI et al., 2007).

Essas dietas terapéuticas aplicadas no tratamento da epilepsia tém como
requisito além da maior inclusdo de lipideos, a diminuicdo drastica de carboidratos.
Enquanto que a dieta utilizada nesse estudo se baseou apenas no acréscimo de
gordura animal, se aproximando mais da dieta de uma pessoa comum; para que
pudessem ser analisadas possiveis consequéncias do aumento cultural no consumo
de dietas hiperlipidicas, em pessoas normais e com epilepsia. A escolha da gordura
animal foi devido a sua grande quantidade de colesterol, diferente das gorduras de

origem vegetal.

2.15 A DINAMICA DOS PROCESSOS FISIOLOGICOS

A relagdo entre estrutura e fungdo nos sistemas fisiolégicos e seus
mecanismos de auto-regulacdo sdo fundamentais para o funcionamento desses
sistemas, dessa forma, sdo extremamente complexos e ocorrem em diversas
escalas de espaco e tempo (GOLDBERGER et al., 1990; BASSINGTHWAIGHT et
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al.,, 1994). Esses sistemas, quando saudaveis, sdo auto-regulatérios, tendo a
capacidade de responder a estimulos externos ou disturbios internos recuperando-
se posteriormente (GOLDBERG et al., 2002).

Novas técnicas advindas da teoria da complexidade vém sendo empregadas
com o objetivo de analisar os mecanismos responsaveis por essa capacidade de
auto-regulacéo dos sistemas fisiologicos, dentre elas estédo as teorias do Caos e dos
Fractais.

A principal propriedade dos fenbmenos caodticos € a sensibilidade critica as
condicOes iniciais, que afirma que pequenas alteracbes iniciais podem gerar
respostas imprevisiveis (GLEICK, 1987). Nos fenbmenos caoéticos, como a atividade
elétrica cerebral, a capacidade de auto-regulacdo € que define a regra que rege o
caos e € essa regra que faz com que a série temporal do EEG, quando transformada
em um espaco de fase, gere um atrator. Nesse atrator, os pontos néo se distribuem
aleatoriamente, mas ficam presos surpreendentemente a orbitas que nunca se
tocam (RUELLE e TAKENS, 1971), apresentando padrdes auto-similares, ou seja,
com propriedade fractais (GANDUR, 2001).

Os processos caoticos podem ser caracterizados por algumas técnicas
baseadas na geometria do atrator, como a dimenséo fractal do espaco de fase;
outras sdo baseadas na analise direta da série temporal, como a transformada de
Fourier. Esta é diferente dos sinais periédicos comuns que apresentam espectro de
poténcia com picos em frequéncias bem definidas, nos sistemas cadticos o espectro

de poténcia apresenta bandas largas (GANDUR, 2001).

2.16 ANALISE TEORICO-COMPUTACIONAL DO ECoG
2.16.1 Espectro de poténcia
2.16.1.1 Teorema de Fourier
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
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sub-ritmos e representados no dominio da frequéncia. Depois de decomposto o
sinal, pode-se calcular a poténcia média de cada faixa de frequéncia. A utilizacéo
desse teorema torna possivel a decomposicdo de um sinal periodico f(x) nas suas
componentes frequenciais com a somatdria de termos senos e Cc0Ssenos

harmonicamente relacionados na forma da seguinte expresséao (WEISSTEIN, 2004):

1 (0]
fx) = an + E(an cosnx + by, sin nx)

n=1

Os coeficientes ax e by sdo calculados analiticamente através das seguintes
integrais (BUTKOV, 1988):

1 T
an =;+f f(x) cos nx dx
=TT

1 T
bn=—+f f(x) sinnx dx
n =TT

Podemos observar na Figura 4a, 4b, 4c e 4d a decomposi¢cdo do EEG nas
suas principais componentes frequéncias referentes aos ritmos cerebrais delta, teta,

alfa e beta.
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Figura 4e. Ritmo beta 14-32 Hz
Figura 4. Decomposicdo de EEG em seus

principais ritmos.

2.16.1.2 Transformada de Fourier

A transformada de Fourier € uma analise direta da série temporal capaz de

caracterizar e analisar sistemas caoticos. Diferente do espectro de potencia dos
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sistemas periddicos que apresentam picos em frequéncias bem definidas, o espectro
de potencia dos sistemas caoticos apresenta bandas largas (GREGORY e GOLLUB,
1990). Na figura 5 é possivel diferenciar o espectro de poténcia de um sistema
periédico de um sistema caético. Nessa figura pode-se observar 0 mapa da equacgao
de van der Pol (a) indica uma dindmica periddica, enquanto o mapa da equacédo de
van der Pol forcada (b) mostra uma dinamica quase perioddica. Por sua vez, o0 mapa
da equacado de Duffing (c) indica um sistema cadtico, cuja dinamica € definida por

ciclos que nunca se repetem e nunca se tocam.

dx/dt
Amplitude

04— N e S N e e o}

dx/dt
Amplitude

dx/dt

Amplitude

o N P ———

0 I 2 3 6 02 e 006 0re .10

x Frequéncia

Figura 5. Mapas da dinamica das equacdes de (a) van der Pol, (b)
van der Pol forcada e (c) Duffing, e suas respectivas transformadas de
Fourier (GANDUR, 2001).

A TF torna possivel o conhecimento da contribuicdo de cada componente de
frequéncia presente na serie temporal. Formalmente, sendo F(t) uma funcédo de
tempo (t), a funcédo F(f) é a transformada direta de Fourier de F(t) e representa as
amplitudes das vérias frequéncias de ondas que constituem o sinal F(t). Esta
transformada permite passar de uma informacdo no tempo para o dominio da

frequéncia, como se pode observar nas figuras 6 e 7 para o sinal ECoG. Entao, F(f)
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representa o grau de participagcdo das componentes frequenciais da funcdo F(t) no

dominio da frequéncia, conforme se pode observar na equacgao a seguir:

(00]

F(f) =j F(t)e 2T/t gt
— 00
i

N\Ilr ‘_"N
> X AN T
= ﬁk"'"v A M -l,l"“ ' \ f N>'
E W \ ) =
& [ W ' N ™ o©
S c.!‘g' ' ‘l 8
_O ! ! <@
> o R i e

o' -
Tempo s Frequéncia Hz
Figura 6. ECoG no dominio do tempo Figura 7. Espectro de poténcia do

ECoG (dominio da frequéncia)

Ao aplicar a TF em uma série-temporal, temos o espectro de poténcia. A
andlise desse espectro mede a poténcia media de um sinal em funcdo da
frequéncia. Dessa forma, o objetivo dessa andlise é estimar o valor da contribuicdo

de cada ritmo cerebral no sinal ECoG.

2.16.2 Complexidade de Lempel-Ziv

A Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) € uma metodologia utilizada para
analisar dados, através da compressao da sequéncia desses dados, via recorréncia
de padrdes (LEMPEL e ZIV, 1976). Dessa forma, torna possivel a quantificacdo dos
padrbes distintos presentes em uma série.

| O registro da atividade cerebral, obtida no EEG, apresenta caracteristica de
caoticidade e auto-similaridade (KELLAWA e PETERSEN, 1976), o que torna
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possivel o calculo da complexidade C(n) da série temporal utilizando o método de
Lempel-Ziv.

Antes de calcular a CLZ do sinal biolégico é necessario converter a série
temporal em uma sequencia binaria (P). Na qual usualmente se toma a média dos
valores da série temporal como limiar, em seguida cada ponto da série é comparado
com a média, se os valor do ponto for superior ao da média ele passa a ser
representado como 1 e 0os pontos que apresentarem valores inferiores ao da média
passam a ser representados como 0, dessa forma cada ponto recebe a
denominacéo de zero ou um gerando uma sequéncia binaria composta de zeros e
uns (WU e XU, 1991; RADHAKRISHNAN e GANGADHA, 1998; ABOY et al., 2006):

P = S(l)'S(Z)l ey S(n)
Onde

0,se sy < méd.
S T 11, se Sqiy > méd.

O algoritmo de Lempel-Ziv divide a sequéncia original (P) em subsequéncias

de tamanhos menores.
Algoritmo da CLZ (MACHADO, 2003):

1. Obtém-se duas subsequéncias de P, sdo elas S e Q, com o objetivo de verificar

se Q pode ser reconstruida a partir de copias de S.

2. Determina-se uma subsequéncia S reconstruidas a partir de P, que sera fixa até
gue os termos da sequéncia Q ndo possam mais ser simplesmente copiados de S,
nesse momento se insere um novo termo em S. Cada nova subsequéncia S é
limitada por um termo inserido: S=s;, S3,...,S. onde s, € o termo inserido e Q =

Sr+1,Sr+2, Sn
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3. Apos a insercdo de um termo, o passo seguinte é definir Q=s,.; e verificar se o
termo em questdo pode ser copiado do vocabulario (SQ ). Esse vocabulario &
formado pela concatenagcdo de S e Q, e o 1 indica que o Ultimo termo deve ser
removido. Caso o termo Q=s.; pertengca ao v(SQ 1), 0 préximo termo a ser testado
sera Q=s,;S;; assim sucessivamente até que Q ndo possa mais ser construido a
partir de uma copia de S. Nao sendo mais pertencente ao v(SQ 1), nesse momento
se insere um novo termo em S e Q voltara a ser Q=s,4, agora partindo do novo termo

inserido.

Quanto maior for o nimero de termos de Q que possam ser copiados de S,
maior sera a auto-similaridade da série e menos complexa ela sera. E quanto maior
for o nimero de termos inseridos maior sera a complexidade da série.

O numero de digitos inseridos é a complexidade c(n). A CLZ é definida da
seguinte forma (KASPAR e SCHUSTER, 1987; ABQOY et al., 2006):

. c(n)
CLZ = lim -
nevteo (1)

onde,

Quando calculada a CLZ obtém-se um numero que esta entre 0 e 1. Quanto
mais proximo de 1 for o resultado maior a CLZ e mais aleatério sera o
comportamento do sinal, quanto mais proximo o resultado for de 0 menor sera a

CLZ, indicando que a série tem maior auto-similaridade.
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2.16.3 Geometria fractal

A geometria euclidiana, com suas dimensodes inteiras, ndo € adequada para
aferir a dimensdo de objetos auto-similares, como arvores, nuvens, raios ou
atratores caodticos. Com a intensdo de solucionar esse problema, Mandelbrot
desenvolveu a teoria da dimenséo fractal.

As propriedades basicas dos objetos e processos fractais sdo: 1) auto-
similaridade, as partes do objeto ou do processo sdo semelhantes ao objeto ou
processo todo; 2) dependéncia de escala (scaling), a medida da grandeza depende
da escala na qual foi realizada a medida; 3) dimenséao fractal, a dimensédo desses
objetos ou processos € em geral fracionaria; 4) apresentam propriedades
estatisticas anbmalas, ndo apresentando medidas de centralidade e dispersao
constantes (BASSINGTHWAIGHTE, 1994).

Os processos fractais possuem auto-similaridade estatistica em diferentes
escalas temporais da mesma forma que o0s objetos fractais possuem estrutura
semelhante nas varias escalas espaciais. Como exemplos dos processos fractais
pode-se citar: atividade elétrica cerebral, batimentos cardiacos em humanos
(KOBAYASHI e MUSHA, 1982), flutuacdes na respiragao (SZETO et al., 1992) e
cinética de canais i6bnicos (BASSINGTHWAIGHT et al., 1994; NOGUEIRA et al.,
1995). Na figura 8 é possivel observar a auto-similaridade em diferentes escalas de

tempo da série temporal da dinamica cardiaca.
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Figura 8. Processo fractal na dinamica cardiaca,
GOLDBERGER, 2002.

Muitas pesquisas foram realizadas sobre a dindmica fractal em processos
fisiolégicos e atestaram que processos fisiologicos em sistemas saudaveis
apresentem propriedades fractais, que podem ser perdidas, em parte, diante do
envelhecimento e doencas, que reduzem a auto regulacéo do sistema (GOLDBERG
et al., 1996).
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A atividade elétrica cerebral também apresenta dinamica fractal e a analise
dessa dinamica pode ser utilizada como parametro de comparacédo e deteccdo das

respostas dessa atividade cerebral a tratamentos administrados.

2.16.3.1 Espaco de fase e atrator

O atrator é a representacdo da dinamica de um sistema no espaco de fases.
Este pode indicar se os sistemas sé@o caoticos ou peridédicos. Um sistema periddico
apresenta atrator com orbita fechada. Enquanto nos sistemas cagéticos, as oOrbitas do
atrator nunca se repetem; contudo, as Orbitas sdo atraidas para uma regido limitada
do espaco de fase. Por apresentar tal comportamento os atratores dos sistemas
cadticos sdo denominados atratores estranhos (RUELLE e TAKENS, 1971). Os
atratores dos sistemas caéticos apresentam auto-similaridade de escala (ou caréater
fractal) e uma dimenséao fractal associada (GANDUR, 2001).

2.16.3.2 Determinacgéo do espaco de fase

O espaco de fase é a transformacao de um fendbmeno temporal em um objeto
no espaco. Os espacos de fase sdo obtidos tracando-se um grafico da variavel “V”

no instante “t i+;” contra a mesma variavel no instante “t;” anterior.

2.16.3.3 Caéalculo da dimensao fractal

O célculo da dimensao fractal do espaco de fase de cada registro do ECoG

(série temporal) foi determinado pelo método de contagem por caixas.

A dimenséo fractal no método de contagem por caixas € obtida cobrindo-se
0 objeto fractal com N(r) caixas que contenham pelo menos um ponto do objeto
fractal. Repete-se o procedimento com caixas de diferentes tamanhos e traga-se um
gréfico duplo log de N(r) em funcéo de r (lado das caixas). A inclinacdo desse grafico
com o sinal invertido é a dimensao de contagem por caixas que pode ser definida,

formalmente, através da seguinte expressao:
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D =~lim [log N(r+¢)—log N(r)/log(r+s)—log(r)]

A figura 9 esta ilustrando o espaco de fase construido no programa Origin®
8, e salvo como arquivo de extensdo BMP. O fundo da figura é escuro enquanto 0s

pontos sdo representados em branco. Esse procedimento é realizado visando

adequar a figura ao formato exigido pelo programa Benoit®.

y

Figura 9 — Espaco de fase construido

através do programa Origin.
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Figura 10 — Dimensé&o fractal.

A dimenséao fractal (dimensdo de contagem por caixas) de cada amostra foi

determinada usando o programa Benoit®. Uma saida desse programa é mostrada na
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figura 10 onde pode ser observado o grafico duplo-logaritmo do numero de caixas
(ordenada) utilizadas para cobrir o objeto fractal versus o tamanho das caixas
(abcissa) e a funcdo que melhor se ajusta aos pontos experimentais. O expoente da
equacao com o sinal invertido é a dimensao fractal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar métodos matematicos e computacionais para analisar padrdes
eletroencefalograficos em ratos normais e em status epilepticus submetidos a dieta

padréo e hiperlipidica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Analisar a atividade elétrica cortical normal e em status epilepticus em ratos

alimentados com dietas padréo e hiperlipidica;

2- Analisar os padrées eletroencefalograficos nas varias condicdes
experimentais utilizando os métodos matematicos: do espectro de poténcia dos
ritmos cerebrais, da complexidade de Lempel-Ziv e da dimensao fractal do espaco
de fase.
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4 MATERIAL E METODOS

41 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1.1 Grupos experimentais

Foram utilizados 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 humidade (50%) controlada, em
ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentacao ad libitum. Os animais foram
divididos em dois grupos: Grupo 1, animais alimentados com dieta hiperlipidica dos
30 aos 60 dias poOs-natal e submetidos ao status epilepticus durante o registro
(n=12); Grupo 2, animais que receberam dieta padrdo balanceada (Purina Labina)
até o momento do registro e inducéo do status epilepticus (n=11). Ambos os grupos
experimentais tiveram sua atividade cerebral registrada antes e apds a inducéo do

status epilepticus.

4.1.2 Dieta hiperlipidica

A dieta hiperlipidica foi produzida acrescentando-se gordura suina fundida na
proporcdo de 25% gordura animal para 75 % de racdo padrdo (Labina-Purina do
Brasil), a racdo experimental foi conservada refrigerada em recipiente
hermeticamente fechado. A tabela 1 apresenta as informacgdes nutricionais da dieta
padrdo (Labina-Purina) de acordo com o fabricante e a A tabela 2 apresenta as

informagdes nutricionais gordura suina de acordo com o fabricante (Sadia®BRA).



Tabela 1. Enriquecimento por kg para

racao padrao.

Vitamina A ..., 20000 UI
Vitamina D3 .........ccccceeeeiinnen. 6000 Ul
Vitamina E .........ccooeeviinnenne 30 UI
Vitamina K .......cccocoviiiininnennn. 6 mg
Vitamina B12 ...........cccceeeeene 10 mcg
Vitamina B2 ..........ccccccieeenn. 8 mg
Pantotenato de Calcio ........... 24 mg
NIBCINA ..o 95 mg
Tiamina .......ccoovvvveeieeeiiiieeen. 4 mg
ColiNa ..oooeeiiii 2000 mg
Piridoxina .........cccocvvveeiinnnnne. 6 mg
Biotina .....cooovviiiiiiiieeiieee 0,1 mg
Acido FOlICO .....ccceeveuerernee, 0,5 mg
Manganés ...........ccceeeeeennnnnne 50 mg
10dO ..o 2mg
Ferro ..., 65 mg
ZINCO ..oiiiiiiiieieiicieeeeeeeeees 35 mg
Cobre ... 26 mg
Antioxidante ...............ccccvveeee 100 mg

Niveis de garantia

Umidade (max.) .....ccccoeeennnnn. 13,00%
Proteina (Min.) ......cccovcnneeee. 23,00%
Extrato Etério (min.) ............. 2,50%
Matéria fibrosa (max.) .......... 9,00%
Matéria mineral (max.) .......... 8,00%
Calcio (Mmax.) ....ccevvvvvvevrerrnnnnns 1,80%

* Segundo Purina do Brasil.

Tabela 2. Informacao nutricional

correspondente a 10g de gordura suina.

Valor calorico .......c.ccceeeveivinnns 90 Kcal
Carboidratos .........ccccceeveeeeeeennn. Og
Proteinas .......ccoceeeeeeeeieieineeneenn. Og
Gorduras totais ............coceeeneee 10g
Gorduras saturadas .................. 3,99
Gorduras trans .........cccceeeeeennnee. Og
Colesterol .........ccevvvvvvvevviiiinnnnns 7,2mg
Fibra alimentar ..................c....... Og
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4.1.3 Niveis de colesterol e triglicerideos

A mensuracdo dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos foi realizada

com o auxilio do aparelho Accutrend® Plus — Roche.

4.1.4 Registro dos animais e status epilepticus

Aos 60 dias de idade os animais foram anestesiados e submetidos ao ECoG.
Os animais foram registrados durante um periodo de 1 hora. Apés os primeiro 30
minutos (controle) de registro foi administrada Pilocarpina (Sigma-Aldrich) 350mg/kg
(Priel et al., 1996) intraperitonialmente e o registro teve continuidade por mais 30

minutos.

4.1.5 Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com xilazina 10mg/kg e quetamina 75mg/kg
intraperitonialmente. A temperatura retal foi controlada em torno de 37,5° +/- 1°C
com aquecedor elétrico posicionado sob o animal. Com a cabeca fixada a base de
um estereotaxico, a pele sofreu uma incisao e parte do periosteo foi removido, em
seguida, um orificio circular com aproximadamente 3 ou 4mm de diametro foi
trepanado sobre o hemisfério esquerdo no regido parietal, expondo parte do cortex.
Neste orificio foi posicionado um eletrodo do tipo Ag-AgCl e outro eletrodo de
mesmo tipo foi posicionado no osso nasal (referéncia) para o registro do ECoG. O
aparelho utilizado na realizacdo do ECoG foi o EMG 410, EMG sistem do Brasil —
BRA, conectado a um computador IBM compativel. Ao fim do registro eletrografico

0s animais foram eutanasiados com aprofundamento anestésico.

4.1.6 Analise dos registros de ECoG

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de 2 min. Esses
segmentos foram importados para o programa Matlab 7.8 (Mathworks, Natick, MA,

USA) para analise da Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e do espectro de poténcia
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dos ritmos cerebrais do ECoG. Para o céalculo da dimensédo fractal, os espacos de
fase dos diferentes ritmos foram gerados no programa Origin 8 (OrginLab,
Northampton, MA, USA) apds gerados, esses tiveram sua dimensdo fractal
guantificada no programa Benoit 1.3 (Trusoft, St. Petersburg, FL, USA) através do

método de contagem de caixas.

4.2 Andlise Estatistica

O delineamento estatistico foi realizado utilizando testes ndo-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 mediana e a diferenca entre o terceiro e o
primeiro quartil (intervalo quartilico), como desvio. O nivel de significancia adotado
foi de 0,05.
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Resumo

Objetivo: Nas ultimas décadas, o consumo de dietas ricas em lipideos tem crescido
vertiginosamente. Estudos tém relacionado este consumo ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer. Por outro lado, as
dietas hiperlipidicas tém sido utilizadas como terapia alternativa para epilepsia
refrataria. Diante do exposto, o presente estudo propde a utilizacdo de métodos de
andlise néo linear como ferramenta para avaliar e parametrizar possiveis alteracdes
no eletrocorticogramas (ECoG) geradas pelo status epilepticus e pela dieta
hiperlipidica.

Métodos: Foram realizados ECoG’s em ratos wistar alimentados com dieta normal e
hiperlipidicas. Cada ECoG foi registrado por 30 min (controle), apés este periodo, o
status epilepticus foi induzido pela administragdo de pilocarpina e 0 registro
prosseguiu por mais 30 min. Os ECoG'’s foram analisados pelos seguintes métodos:
espectro de poténcia, Complexidade Lempel-Ziv (CLZ) e dimenséo fractal do espaco
de fase.

Principais resultados: 1. Os métodos matematicos utilizados foram sensiveis para
detectar alteracbes no  comportamento nao linear dos padroes
eletroencefalograficos, causadas pela dieta hiperlipidica e pelo status epilepticus. 2.
O status epilepticus causou na atividade elétrica cerebral: a aceleracdo dos ritmos
cerebrais, devido a diminuicdo na poténcia do ritmo delta (mais lento) e aumentou de
teta, alfa e beta (ritmos mais rapido); maior complexidade, revelada pela CLZ, e a
reducdo da fractalidade. 3. A dieta hiperlipidica apresentou efeito oposto ao status
epilepticus, causando uma desaceleracdo dos ritmos cerebrais, devido a diminuicao
dos ritmos teta, alfa e beta, e a reducdo da complexidade da atividade elétrica
cerebral.

Significancia: 1. Os métodos matematicos utilizados neste estudo podem ser uma
ferramenta viavel para auxiliar o diagnoéstico de epilepsia. 2. Os métodos de analise
nao linear mostraram a hiperatividade elétrica cerebral durante o status epilepticus e
a perda parcial de comportamento caético, o0 que estd em conformidade com a
reducdo da capacidade da auto-regulagéo do organismo em condi¢cfes patoldgicas.
3. A dieta hiperlipidica causou uma atenuacdo da atividade elétrica cerebral,
sugerindo que individuos saudaveis, que habitualmente se alimentam de uma dieta

rica em gordura, especialmente saturada, podem sofrer disfungcdes em atividades
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gue exijam niveis mais elevados de consciéncia, como declinio cognitivo ou déficit
de atencdo. Em contrapartida, o efeito antagonista entre a dieta hiperlipidica e o

status epilepticus sugere que esta dieta pode oferecer protecdo contra epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia, dieta hiperlipidica, eletrocorticograma, Complexidade

Lempel-Ziv, espectro de poténcia, a dimensao fractal do espaco de fase.
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1 Introducéo

O aumento no consumo de dietas hiperlipidicas vem elevando os indices de
obesidade e os niveis séricos de colesterol e triglicerideos (FEOLI et al., 2003). O
interesse pelo metabolismo dos lipideos e sua relacdo com o sistema nervoso
central (SNC) vem ganhando destaque; alguns autores relatam uma correlacdo
entre os lipideos, principalmente o colesterol, e as doencas neurodegenerativas,
como o Alzheimer (KOUDINOV, 2001; REISS e VOLOSHYNA, 2012). Em
contrapartida, o colesterol é essencial para o desenvolvimento e funcdo do SNC,
sendo fundamental para a plasticidade neuronal, liberagcdo de neurotransmissores
(MAUCH et al., 2001) e transporte de vesiculas sinapticas (KLOPFENSTEIN et al.,
2002).

7

O cérebro é um sistema complexo cuja funcdo depende de uma rede
neuronal. A sobreposicao dos potenciais de acdo em uma populacédo de neurdnios é
responsavel pela atividade elétrica cerebral detectavel pelo eletroencefalograma
(EEG) ou eletrocorticograma (ECoG). O registro eletroencefalografico é
aparentemente aleatério, entretanto, permite identificar ritmos distintos, ondas
cerebrais, que variam de acordo com o0 estado emocional e de consciéncia do
individuo. Os ritmos cerebrais mais comuns e as situacdes em que prevalecem sao:
ritmo 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 tenséo, além de estar
relacionada ao processo de cognicdo (NIEDERMEYER, 2005).

Apesar de ser aparentemente aleatério o ECoG apresenta propriedades
cadticas. Os fenbmenos caodticos apresentam como principal caracteristica a
sensibilidade critica as condic¢des iniciais, ou seja, um estimulo inicial pode resultar
em respostas imprevisiveis (GLEICK, 1987). Na atividade elétrica cerebral, como em
gualquer sistema fisiologico, a capacidade de auto-regulacao € que define a regra do
caos.

Desordens na atividade elétrica cerebral podem indicar condicdes
patolégicas, como a epilepsia; na qual ocorrem disparos anormais em uma
populacdo de neurdnios, gerados pelo desequilibrio entre seus mecanismos de
excitagdo e inibicdo (DURAND e BIKSON, 2001). A Epilepsia acomete cerca de 1%
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da populagdo mundial e aproximadamente um terco dos pacientes apresentam
epilepsia refrataria a tratamenos com drogas convencionais (KWAN e BRODIE,
2000). Nesses casos tém sido aplicado tratamentos a base de dietas ricas em
lipideos, como a dieta cetogénica (NORDLI, 2002) e a dieta de Atkins (KOSSOFF et
al., 2008). Com o objetivo de investigar a influéncia de dietas hiperlipidicas nos
padrbes encefalograficos em ratos normais e em status epilepticus, o presente
trabalho propde a utilizacdo de métodos matematicos para estudar os padroes
eletroencefalogréaficos gerados pelo status epilepticus e pela dieta hiperlipidica.

Os métodos matematicos utilizados neste estudo para analisar os ECoG’s
podem caracterizar os processos caoéticos, sdo eles: a transformada de Fourier, que
nos sistemas caoticos apresenta bandas largas nos espectro de poténcia (GANDUR,
2001); a complexidade de Lempel-Ziv, método que mensura a complexidade de uma
série temporal e a dimenséo fractal do espaco de fase. Essas técnicas permitem a
observacdo e quantificacdo de alteracdes muito ténues e incapazes de serem
observadas diretamente nos registros eletroencefalograficos (MAYER-KRESS e
LAYNE, 1987; ROBINSON, 2003).

2 Métodos
Desenho experimental

Foram utilizados 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 humidade (50%) controlada, em
ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentacéo ad libitum.

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo 1, animais que receberam
dieta padréo balanceada (Labina, 23% de proteina) até o momento do registro e
inducdo do status epilepticus (n=11). Grupo 2, animais alimentados com dieta
hiperlipidica dos 30 aos 60 dias pds-natal e submetidos ao status epilepticus durante
0 registro (n=12). Ambos 0s grupos experimentais tiveram sua atividade cerebral
registrada antes (controle) e durante o status epilepticus. A dieta hiperlipidica foi

produzida na proporcéao de 25% de gordura suina para 75% de racéo padréo.
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Status epilepticus e 0 ECoG

Aos 60 dias de vida os animais foram anestesiados (xilazina 10mg/kg e
guetamina 75mg/kg) e trepanados no hemisfério esquerdo do osso parietal.
Posteriormente, um eletrodo do tipo Ag - AgCI foi posicionados no cortex cerebral e
outro eletrodo de mesmo tipo foi posicionado no osso nasal (referéncia) para a
realizacdo do ECoG.

O ECoG foi realizado durante 30 minutos (controle) e posteriormente foi
induzido o status epilepticus, registrando-se mais 30 minutos da atividade cerebral.
O status epilepticus foi induzido através da administragdo intraperitoneal de
350mg/kg de Cloridrato de Pilocarpina (PRIEL et al., 1996).

Analise do ECoG

Os registros de ECoG foram segmentados em janelas de 2 minutos com o
minimo de ruido. O calculo da complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e o espectro de
poténcia dos ritmos cerebrais foram realizados através de algoritmos implementados
no programa Matlab 7.8 (Mathworks, Natick, MA, USA). Os espacos de fase dos
ritmos foram gerados no programa Origin 8 (OrginLab, Northampton, MA, USA) e a
dimenséao fractal foi calculada no programa Benoit 1.3 (Trusoft, St. Petersburg, FL,

USA) atraves do método de contagem de caixas.

Transformada de Fourier e espectro de poténcia do ECoG

A Transformada de Fourier (TF) torna possivel o conhecimento da
contribuicdo de cada componente de frequéncia presente numa serie temporal. A TF
€ calculada a partir da decomposicdo do sinal complexo oscilatério em suas
frequéncias componentes. A funcdo F(f) é a transformada de Fourier da funcéo
temporal F(t), que representa as amplitudes das varias frequéncias de ondas (ritmos)
gue constituem o sinal F (t); passando uma informacgéo no tempo para o dominio da

frequéncia. Entdo, F(f) representa o grau de participacdo das componentes
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frequenciais da funcéo F(t), conforme se pode observar na equagdo a seguir
(WEISSTEIN, 2004):

e}

F(f) = f F(6)e-27/ gt

—00

Ao aplicar a TF em uma série-temporal se obtém o espectro de poténcia. A
poténcia média de cada ritmo cerebral permite estimar o valor da contribuicdo de

cada um desses ritmos no sinal ECoG.

Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ)

A CLZ é uma metodologia utilizada para analisar dados através da
compressdo da sua sequéncia via recorréncia de padrdes (LEMPEL e ZIV, 1976);
possibilitando a quantificacdo dos padrdes distintos de uma série. O registro da
atividade cerebral obtida no ECoG apresenta caracteristica de caoticidade e auto-
similaridade (KELLAWAY e PETERSEN, 1976), tornando possivel o célculo da
complexidade da série temporal utilizando o método de Lempel-Ziv.

Antes de calcular a CLZ é necessario transformar a série temporal em uma
sequéncia binaria. Nos sistemas biolégicos a sequéncia binaria mais adequada é
composta por 0 e 1. A sequéncia binaria é gerada a partir da comparacao de cada
ponto da série temporal com a média (m) de todos os pontos da série. Se o valor do
ponto for superior ao da média ele passa a ser representado por 1, se esse valor for
inferior ao da média ele passa a ser representado por 0. Dessa forma se obtém uma
sequencia (P) composta por 1's e 0's (WU e XU, 1991; ABOY et al., 2006):

P=sa8@) - 5m
Onde

0,se sy < méd.
M T 11, se Sqiy > méd.
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O algoritmo de Lempel-Ziv é implementado da seguinte maneira (ABOY et al.,
2006):

1. A sequéncia original (P) é dividida em subsequéncias de tamanhos
menores, sao elas S e Q, obtidas com o objetivo de verificar se Q pode ser
reconstruida a partir de cépias de S.

2. Determina-se uma subsequéncia S reconstruida a partir de P, que sera fixa
até que os termos da sequéncia Q ndo possam mais ser simplesmente copiados de

S. Neste momento se insere um novo termo em S, cada nova subsequéncia S é

limitada por um termo inserido: S=s;, Sj,...,Sr., onde s, € 0 termo inserido e Q
Sr+1,Sr+2,----Sn.

3. Apos a insercdo de um termo, o proximo passo é definir Q=s,;; e verificar
se 0 esse termo pode ser copiado do vocabulario (SQ ). Este vocabulario é
formado pela concatenagdo de S e Q, o 1 indica que o Ultimo termo deve ser
removido. Caso o termo Q=s;.; pertenga ao v(SQ 1), 0 proximo termo a ser testado
sera Q=s,1S» € assim sucessivamente até que Q ndo possa mais ser construido a
partir de uma copia de S. Portanto, Q nao pertence mais ao v(SQ1r), nesse momento
se insere um novo termo em S e Q voltara a ser Q=sy;, partindo do novo termo
inserido.

Quanto maior for o nimero de termos de Q que podem ser copiados de S,
maior sera a auto-similaridade da série e menor a sua complexidade. Aléem disto,
guanto maior for o nUmero de termos inseridos maior sera a complexidade da série.
O numero de digitos inseridos é a complexidade c(n). A CLZ é definida pela seguinte
formula (ABOY et al., 2006):

O caélculo da CLZ resulta em um valor entre 0 e 1. Quanto mais préximo de 1
for o resultado, maior a complexidade e o comportamento do sinal sera mais
aleatorio; quanto mais proximo de O for o resultado menor sera a complexidade,

indicando que a série tem maior auto-similaridade (ABQOY et al., 2006).
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Espaco de fase e dimensao fractal

O espaco de fase foi obtido através de um gréafico cartesiano no qual a
variavel Y é o valor da voltagem “V” no instante “t i.,” e a varidvel X é o valor do sinal
V no instante “tj” anterior.

O célculo da dimensao fractal foi realizado pelo método de contagem por
caixas, obtido através da sobreposicdo do objeto fractal com N(r) caixas que
contenham pelo menos um ponto do objeto. O procedimento foi repetido com caixas
de diferentes tamanhos. Posteriormente, tracou-se um grafico duplo log de N(r) em
funcdo de r (lado das caixas); a inclinacdo desse grafico com o sinal invertido é a
dimensdo de contagem por caixas, que pode ser definida formalmente através da

seguinte expressao:

0=~lim/log N(r+£)—log N(r)/log(r+£)—log(r)]

Andlise Estatistica

O delineamento estatistico foi realizado utilizando testes nao-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 mediana e a diferenca entre o terceiro e o
primeiro quartil (intervalo quartilico), como desvio. O nivel de significancia adotado
foi de 0,05.

3 Resultados

O ganho de peso e os niveis séricos de triglicerideos e colesterol ndo se
alteraram significativamente nos animais alimentados com a dieta hiperlipidica em

relacdo a dieta padréo (tabelas 1).
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Tabela 1. Ganho de peso (g) e niveis séricos de colesterol e
triglicerideos (mg/dl) em ratos alimentados com dieta padrédo
hiperlipidica durante 30 dias.

Dieta Ganho de peso Colesterol Triglicerideos

Padréo 124,00 + 62,00 152,00 + 7,0 130,00 + 38.00
Hiperlipidica 126,00 + 76,00 153,00 + 7,0 153,00 + 68.50

A figura 1 mostra trechos dos registros eletroencefalogréficos. A figura 1A
mostra o trecho de um ECoG antes do status epilepticus, ou seja, em condi¢des
normais. As figuras 1B e 1C representam trechos dos registros de animais durante o
status epilepticus. Na figura 1B o0s padrdes epileptiformes sado facilmente
reconhecidos, enquanto na figura 1C os padrdes epileptiformes ndo séo facilmente
perceptiveis a analise visual. Porém, os métodos matematicos utilizados nesse
estudo foram capazes de detectar o status epilepticus tanto no ECoG representado
na figura 1B como na 1C. Da mesma forma, alteracbes nos padrdes
eletroencefalograficos provocados pela dieta hiperlipidica ndo foram perceptiveis a
andlise visual, mas foram detectadas pelos métodos mateméaticos aplicados a sua

analise.
100 puv
0.1seg A
100 pv
B
0.1seg
100 pv
0,1seg C

Figura 1. Registro do ECoG de rato controle antes do status
epilepticus (1A) e durante o status epilepticus (1B e 1C). Notar na
figura 1C que os padroes epileptiformes nao sao facilmente
perceptiveis a andlise visual, entretanto, os métodos matematicos
detectaram alteracdes significativas neste registro.
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Os espectros de poténcia dos ECoG’s nos animais normais apresentaram
maior poténcia nos ritmos mais lentos em relacdo ao status epilepticus (Figura 2). A
figura 2 também demonstra que durante o status epilepticus ocorre uma drastica

diminuicdo na poténcia dos ritmos mais lentos e aumento na poténcia dos ritmos

mais rapidos.
— e Normais
"N
T
o > == Status epilepticus
T': 1
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@]
o

Frequéncia (Hz)

Figura 2. Espectro de poténcia de animais
normonutridos antes e durante o0 status

epilepticus.

Os valores das poténcias dos diferentes ritmos cerebrais antes e durante o
status epilepticus obtidas através do espectro de poténcia podem ser observados na
tabela 2. Notar que o status epilepticus € caracterizado por uma hiperexcitacéo
cerebral, resultando na diminuigdo drastica do ritmo delta e aumento dos ritmos teta,
alfa e beta. Estes resultados também comprovam a eficacia do espectro de poténcia
na deteccao de alteracdes na atividade elétrica cerebral.

O espectro de poténcia também demonstrou que a dieta hiperlipidica pode
alterar a atividade elétrica cerebral (Tabela 2); diminuindo as poténcias dos ritmos
teta, alfa e beta. O consumo da dieta rica em lipideos apresentou efeito contrario ao
status epilepticus, causando a lentificacdo dos ritmos cerebrais. Os resultados
indicam que dietas ricas em gorduras podem causar uma diminuicdo da atividade

elétrica cerebral.
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. .- 2, -1 . : .
Tabela 2. Valores da poténcia média (em pv .Hz ) das diferentes ritmos cerebrais

nos animais alimentados com dieta padrao e hiperlipidica antes e durante o status

epilepticus.
Dieta Padrao Dieta hiperlipidica
Controle Status epilepticus Controle Status epilepticus
Delta 26,55 * 4,62° 9,60+ 3,82° 30,95+ 5,30° 10,33 + 6,08°
Teta 3,48 + 1,462 4,32 +1,22° 2,47 +0,54° 3,82 +1,36°
Alfa 1,35+ 0,82° 3,25 + 1,24° 1,15 + 0,64° 2,38 +1,36°
Beta 0,49 + 0,362 1,57 + 0,60° 0,19 + 0,24° 0,43 +0,08°

Valores da mediana + intervalo quartilico com letra diferente sobrescrita possuem

diferenca estatisticamente significante entre si.

O status epilepticus também aumentou a complexidade de Lempel- Ziv (CLZ)
e, portanto, diminuiu a auto-similaridade da atividade elétrica cortical (Tabela 3). Em
contrapartida, a dieta hiperlipidica diminuiu a CLZ da atividade elétrica cerebral,
demonstrando seu efeito oposto ao status epilepticus (Tabela 3) e indicando uma

diminuicdo da atividade cerebral.

Tabela 3. Valores da CLZ nos animais alimentados com a dieta

padréo ou hiperlipidica antes e durante o status epilepticus.

Dieta/Condicao Normal Status epilepticus
Controle 0,23+ 0,08? 0,49 +0,10°
Dieta hiperlipidica 0,17+ 0,06° 0,43+ 0,08°

Valores da mediana =* intervalo quartilico com letra diferente
sobrescrita possuem diferenca estatisticamente significante
entre si.

A figura 3 demonstra o espaco de fase do ECoG antes e apos a
administracdo da pilocarpina. Nesta figura € possivel observar no espaco de fase a
contracao do atrator do ritmo delta. Ndo foram observadas alteragdes significativas

nos espacos de fases para as demais ritmos cerebrais.
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a. Normal b. Status epilepticus

Figura 3. Espaco de fase do ECoG para o ritmo delta antes e durante o status

epilepticus.

A dieta hiperlipidica ndo alterou a dimenséo fractal da atividade elétrica
cerebral dos animais; entretanto, o status epilepticus causou a diminuicdo da
dimenséao fractal no ritmo delta (Tabela 4). Esta reducdo na dimensao fractal durante
0 status epilepticus indica perda de fractalidade, -caracteristica de um
comportamento patolégico como o status epilepticus. A dimenséo fractal dos ritmos

cerebrais teta, alfa e beta ndo foram alteradas pelos tratamentos experimentais.

Tabela 4. Valores da dimensao fractal das diferentes ritmos cerebrais nos

animais alimentados com a dieta padrdo ou hiperlipidica antes e durante o status

epilepticus.
Dieta padrao Dieta hiperlipidica
Normal Status epilepticus Normal Status epilepticus
Delta 1,67 £0,12° 1,49 +0,10° 1,71 + 0,067 1,47 +0,08"
Teta 1,61+0,12° 1,55 + 0,10° 1,62 +0,08° 1,53 +0,08°
Alfa 1,64 + 0,06" 1,63 + 0,02¢ 1,62 + 0,08 1,61 + 0,04¢
Beta 1,64 + 0,04° 1,68 + 0,02° 1,64 + 0,08° 1,66 + 0,04°

Valores da mediana = intervalo quartilico com letra diferente sobrescrita para a

mesma linha possuem diferenca estatisticamente significante entre si.
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4 Discusséo
Analise ponderal e dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos

O ganho de peso relacionado a dietas hiperlipidicas é controverso. No
presente estudo, a dieta hiperlipidica nédo alterou o ganho de peso dos animais,
corroborando os resultados citados por Franco et al. (2009) e Mello et al. (2007). Os
niveis séricos de colesterol e triglicerideos também néo diferiram significativamente
entre os dois grupos nutricionais. Porém, esses resultados foram obtidos em curto
periodo (30 dias), em longo prazo pode haver diferenca nesses resultados. A
manutencdo dos niveis de colesterol e triglicerideos nos animais alimentados com a
dieta hiperlipidica também pode estar relacionada com a adaptacdo e ou eliminacéo
do organismo do animal ao excesso de lipidios. Os niveis séricos de colesterol e
triglicerideos foram aferidos no momento da preparacdo do ECoG; portanto, no
momento do registro 0os dois grupos apresentavam niveis séricos semelhantes de

lipideos, nédo interferindo na absor¢cao das drogas administradas.

Sensibilidade dos métodos matematicos aplicados na analise do ECoG

Os métodos matematicos e computacionais aplicados nesse estudo foram
sensiveis a alteracbes nos padrdes eletroencefalograficos, mesmo quando essas
alteracGes nao foram perceptiveis a analise visual. Os métodos de analise nao linear
podem revelar informacdes incapazes de serem observadas apenas com a inspecao
visual do ECoG (LEHNERTZ, 2008).

Dessa forma, métodos de analise matematico computacionais baseados na
dindmica nao-linear podem apresentar vantagem no auxilio do diagnostico da
epilepsia. Algumas das vantagens da aplicacdo de métodos quantitativos séo: a
diminuicdo da subjetividade e do custo financeiro, bem como o0 aumento na agilidade
e precisdo do diagndéstico (AGARWAL e GOTMAN, 2002).

Analise do ECoG durante o status epilepticus

O espectro de poténcia do ECoG, em animais normais, mostra que o ritmo
delta possui maior poténcia, pois 0os animais analisados estavam anestesiados, ou
seja, em sono induzido. Em organismos saudaveis, na faixa de frequéncia cerebral

mais comum (0,5 a 30 Hz), quanto menor for a velocidade do ritmo, menor sera a
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atividade cerebral (GUYTON, 2002), portanto, € esperado que em narcose 0 ritmo
delta seja realmente prevalente. No entanto, durante o status epilepticus, induzido
pela pilocarpina, observa-se uma drastica diminuicdo na poténcia do ritmo delta e
aumento nas poténcias dos ritmos teta, alfa e beta; indicando o aumento abrupto na
velocidade dos ritmos cerebrais causada por uma hiperexcitacdo cerebral
patoldgica. A pilocarpina ativa as vias colinérgicas muscarinicas e glutamatérgicas,
resultando na liberacdo exagerada de glutamato e hiperexcitacéo cerebral (TURSKI,
1989; CAVALHEIRO, 1995; CAVALHEIRO, 1996). Esta hiperexcitacdo altera
sensivelmente o padrdo de ondas cerebrais e foram detectadas no ECoG através
dos métodos matematicos computacionais aplicados no presente estudo.

A diminuicdo da dimensé&o fractal durante o status epilepticus significa que a
atividade cerebral perdeu auto-similaridade, apresentando-se mais aleatéria e
perdendo parcialmente a capacidade de auto-regulacdo do organismo
(GOLDBERGER, 1996). A diminuicao da fractalidade durante o status epilepticus foi
decorrente da reducdo do atrator do ritmo delta, pois ndo houve alteracdo
significativa dos atratores das demais faixas de onda. O método de contagem por
caixas, que revelou a diminuicdo da fractalidade durante o status epilepticus, foi
sensivel a deteccdo da condicdo patologica; estes resultados estdo em acordo com
a teoria da perda da fractalidade nas enfermidades. Os sinais fisiolégicos dos
organismos saudaveis obedecem a processos fractais e essa fractalidade tende a
ser perdida no envelhecimento ou condi¢édo patologica (GOLDBERGER, 1996).

A diminuicdo da auto-similaridade da atividade cerebral no status epilepticus
também foi confirmada pelo aumento da CLZ, demonstrando o aumento da atividade
cerebral. O aumento da CLZ significa uma maior diversidade dos padrdes
eletrograficos cerebrais, ou seja, diminuicdo da auto-similaridade da série temporal
tornando-a mais aleatéria (KASPAR e SCHUSTER, 1887). Esse resultado parece
ser decorrente do aumento dos ritmos teta, alfa e beta; estas sdo mais rapidos que a
ritmo delta, a qual diminui durante o status epilepticus. Abasolo (2007) também
mostrou que nas crises epilépticas ha um aumento da CLZ, evidenciando que o
método da complexidade de Lempel-Ziv tem sensibilidade para revelar mudancas

do perfil ECoG durante a crise.
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Analise do ECoG de animais alimentados com dieta hiperlipidica

A dieta hiperlipidica foi capaz de diminuir significativamente os ritmos teta,
alfa e beta, causando uma lentificacdo da atividade cerebral. O ritmo delta n&o
apresentou diferenca significativa, indicando que os dois grupos nutricionais
mantiveram o mesmo nivel de sono profundo induzido pela anestesia. Esses
resultados sugerem que individuos que se alimentam habitualmente de dietas ricas
em lipideos podem apresentar atividade cerebral mais lenta e, consequente,
diminuicdo da capacidade de excitacao e atividade cerebral. Essa diminuicdo pode
causar um declinio da funcdo cognitiva ou dificuldade de concentracdo em
determinadas tarefas que exijam atencao, pois 0s ritmos mais rapidos caracteristicos
destas funcdes foram atenuadas (GUYTON, 2002). Estudos relataram que dietas
ricas em gordura, principalmente saturada, causam declinio cognitivo e
comprometimento da memoria (KALMIJN et al., 2004; WINOCUR e GREENWOOD,
2005; DARWISH et al., 2010).

De acordo com Kessler et al. (2011), a dieta cetogénica causou uma
desaceleracdo do registro eletroencefalografico, resultado semelhante ao obtido no
presente estudo. Vale ressaltar que a dieta cetogénica tem como requisito o
aumento da quantidade de lipideos e a diminuicdo drastica de carboidratos. A dieta
utilizada no presente estudo se baseou apenas no acréscimo de gordura animal sem
restricdo ao consumo de carboidrato, se aproximando mais a dieta comum e sendo
mais conveniente para a alimentacdo humana.

O método da CLZ demonstrou que a dieta hiperlipidica causou uma
diminuicdo da complexidade da atividade cerebral, corroborando com o espectro de
poténcia para indicar uma atenuacéo da atividade cerebral. A diminuicdo da CLZ
indica que o ECoG reduziu a variagcdo de padrdes eletroencefalograficos. Esse
resultado parece ser decorrente da diminuicdo dos ritmos teta, alfa e beta, ritmos

mais rapidos que o delta.

Consideracoes finais

Os métodos matematicos computacionais derivados da transformada de

Fourier, complexidade de Lempel-Ziv e dimensao fractal foram sensiveis a deteccéao
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de alteracBes nos padrdes eletroencefalograficos nos animais em status epilepticus.
Portanto, estes métodos matematicos podem ser viaveis para o desenvolvimento de
novas técnicas de diagnostico em doencas que causem alteracdes nos padrdes
eletroencefalogréaficos, como a epilepsia. Esses métodos mateméticos sdo capazes
de detectar alteracbes ténues no ECoG, muitas vezes imperceptiveis ao olho
humano. Mesmo quando as alteracGes séo claramente perceptiveis, esses métodos
podem complementar a analise subjetiva dos médicos, automatizando a deteccéo e
guantificando as alteracdes causadas pela epilepsia.

Os portadores de epilepsia sé desenvolvem crise quando a excitacdo
neuronal ultrapassa o seu limiar critico (GUYTON, 2002). Os resultados do presente
estudo demonstraram que a dieta hiperlipidica pode diminuir a excitabilidade do
sistema nervoso, 0 que pode dificultar a ultrapassagem deste limiar. Desta forma,
dietas ricas em lipideos podem apresentar efeito protetor diante das crises
epilépticas. No entanto, novas pesquisas Sao necessarias para elucidar os
mecanismos envolvidos no efeito protetor da dieta hiperlipidica em individuos

epilépticos, especialmente em pacientes com epilepsia refrataria.

5 Concluséao

Os métodos matematicos computacionais utilizados no presente estudo para
a andlise dos ECoG’s foram sensiveis na deteccdo de mudangas nos padrbes
eletroencefalograficos causados pelo status epilepticus; revelando o aumento da
velocidade dos ritmos cerebrais, a diminuicdo da fractalidade e o aumento da
complexidade da atividade cerebral. A dieta hiperlipidica causou uma desaceleragéo
dos ritmos cerebrais e diminuicdo da complexidade da atividade cerebral, efeitos

contrarios aos do status epilepticus.



73

Referéncias

Abasolo D, James CJ, Hornero R (2007) Non-linear analysis of intracranial
electroencephalogram recordings with approximate entropy and Lempel-Ziv
complexity for epileptic seizure detection. Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc. p.1953-
6.

Aboy M, Hornero R, Abasolo D, Alvarez D, (2006) Interpretation of the Lempel-Ziv
Complexity Measure in the Context of Biomedical Signal Analysis. IEEE Transactions
on Biomedical Engineering. 53:2282-2288.

Agarwal R, Gotman J (2002). Digital tools in polysomnography, J Clin Neurophysiol.
19 (2): 136-143

Cavalhei.ro EA (1995) The pilocarpine model of epilepsy. Italian Journal of
Neurological Sciences. 16 (1-2): 33-37.

Cavalheiro EA, Santos NF, Priel MR (1996) The Pilocarpine Model of epilepsy in
Mice. Epilepsia, 37: 1015-1019.

Darwish DS, Wang D, Konat GW, Schreurs BG (2010) Dietary cholesterol impairs
memory and memory increases brain cholesterol and sulfatide levels. Behavioral
neuroscience, 124 (1):115-23.

Durand DM, Bikson M, (2001) Supression and control of Epileptiform Activy by
Electrical Stimulation: A Review. Proceedings of the IEEE, 89:1065-1082.

Engel Jr J (2001) A proposed diagnostic scheme for people with epileptic seizures

and with epilepsy. Epilepsia, 42:796-903.

Franco LDP, Campos JADB, Demonte A (2009) Teor lipidico da dieta, lipidios

séricos e peso corporal em ratos exercitados. Revista de Nutricdo. 22(3): 359.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22James%20CJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hornero%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18002366
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&twu=1&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed%3Fterm%3D%2522Darwish%2520DS%2522%255BAuthor%255D&usg=ALkJrhgZvonmMriUmprZ5d_4sYeeyCkG0g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&twu=1&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed%3Fterm%3D%2522Wang%2520D%2522%255BAuthor%255D&usg=ALkJrhhNylL9t-p2dwwHPR0Xvrb-QFL4cA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&twu=1&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed%3Fterm%3D%2522Konat%2520GW%2522%255BAuthor%255D&usg=ALkJrhgLT1FE2cV8exRo7C1AhBAUIUpOQQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com.br&twu=1&u=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed%3Fterm%3D%2522Schreurs%2520BG%2522%255BAuthor%255D&usg=ALkJrhiGSgVrTQEsCDUUhkEpSAlHrdmxDg

74

Feoli AM, Roehrig C, Rotta LN, Kruger AH, Souza KB, Kessler AM, et al. (2003)
Serum and lliver lipids in rats and chicks fed with diets containing different oils.
Nutrition, 9 (19): 789-93.

Gandur MC (2001) Comportamento Dindmico Complexo em Despelamento de Fitas

Adesivas. Universidade Estadual de Campinas.

Gleick J (1987) Chaos: Making a new science, New York: Viking.

Goldberger AL (1996) Non-linear dynamics for clinicians: Chaos theory, fractals, and
complexity at the bedside. Lancet, 34:1312-1314.

Guyton AC (2002) Tratado de Fisiologia Médica. 102 ed. Guanabara Koogan, Rio de

Janeiro.

Kwan P, Brodie MJ (2000) Early identification of refractory epilepsy. N Engl J
Med. 342:314-319.

Kalmijn S, van Boxtel PJ, Ockem M , Verschuren WMM, Kromhout D, LAUNER LJ.
(2004) Dietary intake of fatty acids and fish in relation to cognitive performance at
middle age. Neurology. 62(2): 275-80.

Kaspar F, Schuster HG (1987) Easily calculable measure for the complexity of

spatiotemporal patterns. Physical Review, 36:842—-848.

Kellaway P, Petersén | (1976) Quantitative analytic studies in epilepsy. Raven Press.
New York.

Kessler SK, Gallagher PR, Shellhaas RA, Clancy RR, Bergqvist AG (2011) Early
EEG improvement after ketogenic diet initiation. Epilepsy Research, 94:94-101.

Klaus L. (2008) Epilepsy and Nonlinear Dynamics. Journal of Biological Physics.
34(3-4): 253-266.


http://www.springer.com/physics/biophysics+%26+biological+physics/journal/10867

75

Klopfenstein DR, Tomishige M, Stuurman N, Vale RD (2002) Role of
phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate organization in membrane transport by the
Unc104 kinesin motor. Cell. 109: 347-358.

Koudinov AR, Berezov TT, Koudinova NV (2001) Thelevels of soluble amyloid beta
in different HDL subfractions distinguish Alzheimer's and normal aging CSF:

implication for brain cholesterol pathology? Neuroscience Letters. 314:115-18.

Kossoff EH, Rowley H, Sinha SR, Vining EPG. (2008) A prospective study of the
modified Atkins diet for intractable epilepsy in adults. Epilepsia 49:316-319.

Lempel A, Ziv J (1976) On the complexity of finite sequences. IEEE Transactions on

Lehnertz K (2008) Epilepsy and nonlinear dynamics. J Biol Phys. 22(1): 75-81.

Mauch DH, Nagler K, Schumacher S, Garitz C, Miller EC, Otto A, Pfrieger FW
(2001) CNS synaptogenesis promoted by glia-derived cholesterol. Science. 294
1354-1357.

Mayer-Kress G, Layne SP (1987) Dimensionality of the human

electroencephalogram. Annals of the New York Academy of Sciences. 504: 62-87.

Melo SS, Nunes NSI, Baumgarten C, Tressoldi C, Faccin G, Zanuzo K, Michels MK,
Cunha N, Specht S, Silva MW (2007). Efeito da erva-mate (ilex paraguariensis a. St.
Hil.) Sobre o perfil metabdlico em ratos alimentados com dietas hiperlipidicas.
Alimentos e nutricdo. 18(4): 439-447.

Niedermeyer E (2005) The normal EEG of the waking adult, in
Electroencephalography : basic principles, clinical applications, and related fields.
Philadelphia, USA: Lippincott Williams & Wilkins,167-192.

Nordli D. (2002)The ketogenic diet: uses and abuses. Neurology. 58.(suppl7): 21-24.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1749-6632/issues

76

Nordli JR D R, de V (1997)The ketogenic diet revisited: back to the future. Epilepsia,
38:7439.

Priel MR, Santos NF, Cavalheiro EA (1996) Developmental aspects of the
pilocarpine model of epilepsy. epilepsy research, 26: 115-121

Radhakrishnan N, Gangadhar B (1998) Estimating regularity in epileptic seizure time-
series data. IEEE Engineering in Medicine and Biology Magazine. 17(3): 89-94.

Reiss AB, Voloshyna | (2012) Regulation of cerebral cholesterol metabolism

in Alzheimer disease. Journal of Investigative Medicine. 60(3): 576-82.

Robinson PA (2003) Interpretation of scaling properties of electroencephalographic
fluctuations via spectral analysis and underlying physiology. Physical Review E,
67(3): 032902.

Turski L, Ikonomidou C, Turski WA, Bortolloto ZA, Cavalheiro EA. (1989) Review:
cholinergic mechanisms and epileptogenesis. The seizures induced by pilocarpine: a

novel experimental model of intractable epilepsy. Synapse 3(2): 154-171.

Weisstein EW (2004) Fourier Transform. MathWorld, A Wolfram Web Resource.

Winocur G, Greenwood CE (2005) Studies of the effects of high fat diets on cognitive
function in a rat model. Neurobiology of Aging 26(1): 46-49.

Wu X, Xu J (1991) Complexity and brain function. Acta Biophysica Sinica. 7:103—
106.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reiss%20AB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Voloshyna%20I%22%5BAuthor%5D
http://translate.google.com.br/translate?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://journals.lww.com/jinvestigativemed/pages/default.aspx

ANEXO

77



78

Artigo submetido a revista Epilepsia

Nonlinear analysis of electroencephalographic patterns in rats fed with standard or

hyperlipidic diets in a normal state or during status epilepticus

Daniella Pessoa*, Raquel Cruz?, Birajara Machado®, Bruno Tenorio® and Romildo Nogueira'”

1 Department of Animal Morphology and Physiology, Federal Rural University of
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil

2 Departament of Physiology / Academic Center of Vitoria, Federal University of
Pernambuco, Vitoria de Santo Antéo, Pernambuco, Brazil

3 Albert Einstein Israelite Institute of Education and Research, Brain Institute. S&o Paulo, S&o
Paulo, Brazil

* Corresponding Author: R. A. Nogueira: Department of Animal Morphology and
Physiology, Federal Rural University of Pernambuco, Dois Irméos, 52171-900, Recife — PE,

Brazil, Email: ran.pe@terra.com.br



79

Purpose: In recent decades, the consumption of high-fat diets has grown markedly. Studies
have linked this consumption with the development of neurodegenerative diseases, such as
Alzheimer's disease. On the other hand, hyperlipidic diets have been used as an alternative
therapy for refractory epilepsy. In light of the foregoing, the present study proposes to use
nonlinear analysis as a tool to evaluate and parameterize possible changes in

electrocorticograms (ECoG) generated by status epilepticus and hyperlipidic diet.

Methods: ECoG were recorded in wistar rats fed with standard and hyperlipidic diets. Each
recording was obtained during a 30 min period (control), after this time, the status epilepticus
was induced by pilocarpine and recording was continued for another 30 min. The ECoG were
analyzed by the following methods: power spectrum, Lempel-Ziv Complexity (CLZ) and

fractal dimension of the phase space set.

Key findings: 1. The mathematical methods proposed were sensitive enough to detect
changes in the nonlinear behavior of electroencephalographic patterns, caused by a
hyperlipidic diet or by status epilepticus; 2. The effects of Status epilepticus on the brain’s
electrical activity were: the acceleration of brain rhythms, due to a decrease in the power of
the delta rhythm (slower) and increased theta, alpha and beta rhythms (faster); increased
complexity, revealed by CLZ, and the reduction of the fractality. 3. Hyperlipidic diets
presented the opposite effect to status epilepticus, causing a deceleration of brain rhythms,

due to decreased theta, alpha and beta rhythms and the decreased complexity of brain activity.

Significance: 1. The mathematical methods used in this study may be a viable tool in helping
the diagnosis of epilepsy. 2. The nonlinear methods showed the brains electrical hyperactivity
during status epilepticus and a partial loss of chaotic behavior, which is in accordance with
the reduction of the self-regulation of the organism in pathological conditions. 3. The

hyperlipidic diet caused an attenuation of the brains electrical activity, suggesting that healthy
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individuals, which habitually feed on a high-fat diet, especially saturated, might suffer from
dysfunctions in activities that require higher levels of consciousness, such as cognitive decline
and attention deficit. On the other hand, the antagonistic effect between the hyperlipidic diet

and status epilepticus suggests this diet could offer protection against seizures.

Keywords: Epilepsy, high-fat diet, electrocorticogram, Lempel-Ziv Complexity, power

spectrum, phase space fractal dimension.
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1 Introduction

The increased consumption of high-fat diets has been an increase in obesity rates and
levels of serum cholesterol and triglycerides (Feoli et al., 2003). The interest in lipid
metabolism and their relationship with the central nervous system (CNS) has been
highlighted; studies have reported a correlation between lipids, particularly cholesterol, and
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease (Koudinov, 2001; Reiss &
Voloshyna, 2012). On the other hand, lipids are fundamental for CNS development and
function, being essential for neuronal plasticity, neurotransmitter release (Mauch et al., 2001)
and the transport of synaptic vesicles (Klopfenstein et al., 2002).

The brain is a complex system in which their function depends on a neuronal network.
Postsynaptic and action potentials in a population of neurons are responsible for electrical
brain activity detected by electroencephalogram (EEG) or electrocorticogram (ECoG). The
EEG recording appears to be random, however, it is possible to identify
distinct rhythms, brain waves, which vary according to the emotional and consciousness state.
Brain rhythms and the most common prevalent situations are: delta (0,5 - 4 Hz) in deep sleep;
theta (4 - 8 Hz) during sleepiness or altered emotional states; alpha (8 - 14 Hz), relaxed yet
aware; and beta (14 - 30 Hz) during physical or specific mental activity and stress state, as
well as related to cognition (Niedermeyer, 2005).

Although seemingly random, ECoG shows chaotic properties. Chaotic phenomena
exhibit as its main characteristic the critical sensitivity to initial conditions, ie, a small initial
stimulus can lead to unpredictable responses (Gleick, 1987). The brain electrical activity, like
other physiological systems, presents the capacity for self-regulation by chaotic rules.

Disorders of brain electrical activity can indicate pathological conditions such as
epilepsy, in which occur abnormal firings in a neuron population induced by the imbalance

between excitation and inhibition mechanisms (Durand & Bikson, 2001). Epilepsy has a
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prevalence of approximately 1% of the world’s population and about one-third of patients
with epilepsy are refractory to conventional drug treatments (Kwan & Brodie, 2000). In these
cases a treatment has been used based on diets rich in lipids, such as a ketogenic diet (Nordli,
2002) and atkins diet (Kossoff et al., 2008). In order to investigate the effects of hyperlipidic
diets on ECoG in normal rats and during status epilepticus; the present study proposes the use
of mathematical and computational methods able to perform a nonlinear analysis to detect
alterations in electroencephalographic patterns induced by status epilepticus and hyperlipidic
diet.

The mathematical methods used in the present study to characterize chaotic processes
were: Fourier transform, which in chaotic systems shows broad bands in the power spectrum
(Gandur, 2001); Lempel-Ziv Complexity, this method measures the complexity of a time
series; and fractal dimension of ECoG phase space, which is able to analyze temporal self-
similar processes, such as electroencephalographic patterns. These mathematical methods
allow the detection and quantification of very small changes, unable to be directly observed in

electroencephalographic recordings (Mayer-Kress & Layne, 1987; Robinson, 2003).

2 Methods

Experimental design

Wistar rats male (Rattus norvegicus, var. Albinos) from the biotery of the Animal
Morphology and Physiology Department - Federal Rural University of Pernambuco, were
kept in an environment with a controlled temperature (23 + 2 °C), humidity (50%) and a 12 h
light—dark cycle. Animals received food and water ad libitum.

Animals were divided into two groups: Group 1, animals fed with a standard balanced

diet (Labina, 23% protein) until the ECoG recording and induction of status epilepticus (n =


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1528-1167.2010.02536.x/full#b15
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11); Group 2, animals fed with hyperlipidic diet from 30 to 60 postnatal days and submitted to
status epilepticus during the ECoG recording (n = 12). Both experimental groups had their
brain activity recorded before (control) and during status epilepticus. The hyperlipidic diet

was composed of 25% swine fat and 75% standard ration.

Status epilepticus and ECoG

At 60 days old, the animals were anesthetized (ketamine 10mg/kg and xylazine
75m’g/kg) and an orifice was trepanned in the left hemisphere of the parietal bone.
Subsequently, an electrode Ag-AgCl type was placed on the cerebral cortex and an identical
electrode was put on the nasal bone (reference) to perform the ECoG.

The ECoG was recorded for 30 minutes (control) and then the status epilepticus was
induced, brain activity was recorded for a further 30 minutes. The status epilepticus was
induced by intraperitoneal administration of pilocarpine hydrochloride 350mg/kg (Priel et al.,

1996).

ECoG Analysis

ECoG records were segmented into windows of two minutes with minimal noise.
Calculation of the Lempel-Ziv Complexity (LZC) and the power spectrum of brain rhythms
were performed using algorithms implemented in Matlab 7.8 (Mathworks, Natick, MA,
USA). The phase space of different brain rhythms were generated in Origin 8 (OrginLab,
Northampton, MA, USA) and the fractal dimension was calculated in Benoit 1.3 (Trusoft, St.

Petersburg, FL, USA) by the box-counting method.

Fourier transform and power spectrum of ECoG
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Fourier transform (FT) determines the contribution of each frequency component in a
time series. FT is calculated from the decomposition of a complex oscillating signal in their
frequency components. The function F(f) is the Fourier transform of the function F(t), which
represent the amplitudes of different rhythm frequencies that constitute the signal F(t);
transforming time-domain data to frequency-domain data. Therefore, F(f) represents the
contribution of frequency components of F(t), as can be seen in the following equation

(Weisstein, 2004):

e}

F(f) = f F(£)e-27/ gt

—00

FT applied in time series originates the power spectrum. The mean power of each
brain rhythm allows the estimation of the contribution of each brain rhythm in the ECoG

signal.

Lempel-Ziv Complexity (LZC)

LZC is a method used to analyze data through the compression of their sequence via
the recurrence of patterns (Lempel & Ziv, 1976); providing the quantification of different
patterns in a series. Brain activity recorded through ECoG displays chaotic and self-similarity
characteristics (Kellaway & Petersen, 1976), allowing the calculation of the complexity of a
time series using the Lempel-Ziv method.

Before calculating the LZC it is necessary to transform the time series into a binary
sequence. The binary sequence most appropriate in biological systems is composed of 0 and
1. This binary sequence is generated from the comparison of each point in the time series with
the mean (m) of all points. If the point value is greater than mean, it is represented by 1; if this
value is smaller than mean, it is represented by 0. In this manner a sequence (P) is obtained

composed of 1's and 0's (Wu & Xu, 1991; Aboy et al., 2006):
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P = S(l),S(Z), ...,S(n)
Where,

0,if s < mean
S T\, if Sy > mean

Lempel-Ziv algorithm is implemented as follows (Aboy et al., 2006):

1. The original sequence (P) is divided into subsequences of smaller sizes S and Q,
obtained in order to verify if Q can be reconstructed from copies of S.

2. Subsequence S is reconstructed from P, which is fixed until the terms of sequence Q
can no longer be simply copied from S. At this time a new term is inserted into S, each new
subsequence S is limited by an inserted term: S = sy, Sy, ..., S., Where s; is the inserted term
and Q = Sr+1, Sr+2, - Sn.

3. After the insertion of a term, the next step is to define Q = s,.; and verify if this term
can be copied from vocabulary (SQ ). This vocabulary is formed by concatenation of Q and
S, m indicates that the last term should be removed. If the term Q = 4 41 belongs to vocabulary
(SQ ), the next term to be tested will be Q = s+1S+2 and so on until Q can no longer be built
from a copy of S. Therefore, Q no longer belongs to vocabulary (SQm), at this time a new
term is inserted in S and Q will return to be Q=s; .1, starting from a new inserted term.

The greater the number of Q terms which can be copied from S, the greater is the
series self-similarity and the smaller their complexity. Moreover, the greater the number of
inserted terms the greater the complexity of the series will be.

The number of terms inserted is the complexity c(n). LZC is defined by the following

equation (Aboy et al., 2006):
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cm)

CLZ = 1

log,n

LZC calculation results in a value between 0 and 1. The closer the result is to 1, the
greater the complexity will be and the signal behavior will be more random; the closer the
result is to 0 the smaller the complexity will be, indicating a greater self-similarity in the

series (Aboy et al., 2006).

Phase space and fractal dimension

Phase space is obtained by a Cartesian graph in which the variable Y is the value of
ECoG voltage (V) at the instant "t ; +;" and X is the signal value V at time "t;" anterior.

The ECoG phase space fractal dimension was calculated by the method of box
counting, obtained through the overlapping of the fractal object with N(r) boxes containing at
least one point of the object. The procedure was successively repeated with boxes of different
sizes. Subsequently, a graph double log N(r) as a function of r (box side) was plotted; the
inclination of this graph with an inverted signal is the fractal dimension of phase space, which

can be formally defined by the following equation:

D ~~lim [log N(r+&)—log N(r)/log(r+¢)-log(r)]

Statistical Analysis

Statistical design was performed using non-parametric tests. Wilcoxon test was
used for dependent data (paired) and Mann-Whitney test was used for independent
data (unpaired). Results were expressed as median and the difference between the third and

first quartile (quartile range), as deviation. The significance level adopted was 0.05.



87

3 Results

Weight gain, serum triglycerides and cholesterol levels did not change significantly in
animals fed with hyperlipidic diet compared to the standard diet (table 1).
Table 1

Figure 1 shows sections of electroencephalographic recordings. Figure 1A show a
section of ECoG before status epilepticus, ie, in normal conditions. Figures 1B
and 1C represent sections of ECoG records of animals during the status epilepticus.
Epileptiform patterns are easily identified in figure 1B, while in figure 1C epileptiform
patterns are not easily identifiable by visual analysis. However, the mathematical methods
used in this study were able to detect the status epilepticus in both figure 1B and figure 1C.
Likewise, the changes in ECoG patterns caused by hyperlipidic diet were not identifiable by
visual analysis, but these changes were detected by the mathematical methods applied to their
analysis.
Figure 1

ECoGs power spectrum in normal animals showed higher power mean values in
slower brain rhythms when compared with status epilepticus (Figure 2). Figure 2 also shows
that during status epilepticus there occurs a drastic reduction in power mean values of slower
rhythms and an increase in power of faster rhythms.
Figure 2

Mean power values of different brain rhythms before and during status epilepticus
obtained from power spectrum can be observed in table 2. Note that status epilepticus is
characterized by a brain hyperexcitation, resulting in a drastic decrease of delta rhythms and
increase of theta, alpha and beta rhythms. These results also confirmed the efficacy of power

spectrum to detect changes in brain electrical activity.
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Power spectrum also showed that hyperlipidic diet can alter brain electrical
activity (Table 2); reducing the mean power of theta, alpha and beta rhythms. Consumption
of hyperlipidic diets had an opposite effect of status epilepticus, slowing brain rhythms.
These results indicate that high-fat diets may cause a decrease in brain electrical activity.
Table 2

LZC values also increased during status epilepticus, indicating an increase in
complexity and a reduction in the self-similarity of brain electrical activity (Table 4). In
contrast, hyperlipidic diet decreased the LZC values of brain electrical activity, demonstrating
again their opposite effect to status epilepticus (Table 3) and indicating a decrease in brain
activity.

Table 3

Figure 3 shows the ECoG phase space set before and during status epilepticus. In this
figure it is possible to observe in phase space a contraction of the rhythm delta attractor
(Figure 3). Phase space sets for the other brain rhythms did not alter significantly.

Figure 3

The Hyperlipidic diet did not alter the fractal dimension of phase space set of brain
electrical activity; however, status epilepticus decreased the fractal dimension of phase space
set in the rhythm delta (Table 4). This reduction in fractal dimension during status epilepticus
indicates a reduction in the fractality; this decrease is a characteristic of pathological behavior,
such as status epilepticus. Fractal dimension of brain rhythms theta, alpha and beta were not
altered by experimental treatments.

Table 4



89

4 Discussion
Analysis of weight, serum cholesterol and triglycerides

Weight gain related to hyperlipidic diets is controversial. In our study the diet did not
alter the weight gain as shown before by Franco et al. (2009) and Mello et al. (2007). Serum
levels of cholesterol and triglycerides also did not differ significantly between the nutritional
groups. However, these results were obtained over a short time period (30 days); a longer
period of time may show differences in these results. The maintenance of serum cholesterol
and triglycerides levels in animals fed with a hyperlipidic diet may be related to adaptation or
the elimination of excess lipids from animal organism, or both. Levels of serum cholesterol
and triglycerides were measured immediately before the ECoG ; therefore, during the ECoG
recording the two groups had similar levels of serum lipids, not interfering in the absorption

of the administered drugs.

Sensitivity of the mathematical methods used in the analysis of the ECoG

Mathematical and computational methods applied in this study were sensitive to
changes in ECoG patterns, even when these changes were not seen by visual inspection.
According to Lehnertz (2008), methods of nonlinear analysis can reveal information about the
ECoG not observable by visual inspection alone.

Thus, mathematical and computational methods based on nonlinear dynamics can
offer advantages to the diagnosis of epilepsy, such as: reduction of subjectivity and financial

cost, as well as the increase of speed and accuracy of diagnosis (Agarwal & Gotman, 2002).

Analysis of ECoG during status epilepticus
The power spectrum of ECoG in normal animals showed that delta rhythm have

higher mean power because animals were analyzed anesthetized, ie, during induced sleep. In
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healthy organisms, in the frequency range most common in the brain (0.5 to 30 Hz) the
frequency increases as the brain activity increases (Guyton, 2002); therefore, the prevalence
of the delta rhythm is expected in narcosis. However, during status epilepticus induced by
pilocarpine a drastic reduction was observed in the mean power of the delta rhythm and an
increase in the mean power of theta, alpha and beta; indicating an abrupt increase in brain
frequency caused by abnormal cerebral hyperexcitation. Pilocarpine activates muscarinic and
glutamatergic cholinergic pathways, resulting in the excessive release of glutamate and
cerebral hiperexcitation (Turski et al., 1989; Cavalheiro, 1995; Cavalheiro, 1996). This
hyperexcitation changes the brain rhythm patterns detected in ECoG, which can be revealed
through the computational mathematical methods used in this study.

Fractal dimension decreasing, during status epilepticus, means that brain activity lost
self-similarity, presenting a more random behavior and partially losing the organisms ability
to self-regulate. The fractality decrease during status epilepticus occurred due to the reduction
of the delta rhythm attractor, because there were no significant alterations in the attractors in
other rhythms. The box - counting method which showed a decreased fractality during status
epilepticus was sensitive to detect the abnormal brain electrical activity. These results agree
with the theory of fractality loss in diseases, once physiological signals in healthy organisms
follow fractal processes, this fractality tends to be lost on aging or pathological conditions
(Goldberger, 1996).

The decrease of self-similarity in brain activity during status epilepticus was also
confirmed by the increase of LZC, indicating increased brain activity. The increased LZC
means a greater diversity of brain electrographic patterns, ie, reducing the time series self-
similarity and becoming more random (Kaspar & Schuster, 1987). This result seems to be due
to the increase of theta, alpha and beta rhythms; these are faster than delta, which decreases

during status epilepticus. Abasolo (2007) also showed that during seizures there occurs an
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LZC increase, evidencing the sensitivity of LZC method to reveal changes in ECoG during

seizures.

Analysis of the ECoG of animals fed hyperlipidic diet

The hyperlipidic diet was able to decrease theta, alpha and beta rhythms, slowing brain
activity. Delta rhythm did not alter significantly, indicating that both nutritional groups
maintained the same level of deep sleep induced by anesthesia. These results suggest that
individuals fed with high-fat diets have a slower brain activity and, consequently, a decrease
of the excitatory response. This decrease can cause a decline of the cognitive function or
difficulty of concentration on certain tasks which require attention or both; since the faster
rhythm characteristics of these functions were attenuated (Guyton, 2002; Niedermeyer, 2005).
Studies already reported that high-fat diets, especially saturated, cause cognitive decline and
memory impairment (Kalmijn et al., 2004; Winocur & Greenwood, 2005; Darwish et al.,
2010).

According to Kessler et al. (2011), ketogenic diet consumption caused a slowdown in
brain activity, corroborating the results obtained in the present study. It is noteworthy that a
ketogenic diet has as a requisite an increase in the quantity of lipids and a drastic reduction of
carbohydrates. The diet used in this study was based only on the addition of animal fat,
without restrictions on carbohydrate consumption; staying closer to a regular human diet and
being more convenient for human consumption.

The LZC method demonstrated that a hyperlipidic diet caused a decrease in the
complexity of brain activity, which agrees with the power spectrum method, showing an
attenuation of brain activity. A decreasing LZC indicates lower variability ECoG patterns.
This result seems to be due to a decrease in theta, alpha and beta, rhythms that are faster than

the delta.
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Final considerations

The mathematical computational methods derived from Fourier transform, Lempel-
Ziv complexity and the fractal dimension of ECoG phase space were sensitive to detect
alterations in electroencephalografic patterns in animals during status epilepticus. Therefore,
these mathematical methods may be viable for development of new diagnostic techniques of
diseases that cause alterations in EEG patterns, such as epilepsy. These methods are able to
detect very tenuous alterations in ECoG often imperceptible to the human eye. Even when
alterations caused by epilepsy are clearly visible, these methods can quantify these changes
and automate their detection, complementing the subjective clinical analysis.

Patients with epilepsy only develop seizures when neuronal excitation exceeds their
critical threshold (Guyton, 2002). The present study demonstrated that a hyperlipidic diet can
reduce the excitability of the nervous system, hampering the overshoot of the seizure
threshold. Thus, hyperlipidic diets may have a protective effect on seizures. However, further
research is needed to elucidate the mechanisms involved in the protective effect of a

hyperlipidic diet in individuals with epilepsy, especially in refractory epilepsy.

5 Conclusions

The mathematical and computational methods used in the present study to analyze the
ECoG were sensitive enough to detect alterations caused by status epilepticus; revealing the
increase in frequency of brain rhythms, reduction of the fractality and increase of the brain
activity complexity. These methods were also effective at showing that a hyperlipidic diet
caused a slowing of brain rhythms and decreased the complexity of brain activity, the

opposite to the effects of status epilepticus.
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Table 1. Weight gain (g) and serum cholesterol and triglycerides levels
(mg/dl) in rats fed with a hyperlipidic or a standard diet for 30 days.

Diet Weight gain Cholesterol Triglycerides

Standard 124.00 £62.00  152.00 + 7.0 130.00 + 38.00
Hyperlipidic ~ 126.00 + 76.00 153.00£7.0  153.00 + 68.50
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Table 2. Mean power values (uv2.Hz™) of different brain rhythms in animals fed with a
standard or hyperlipidic diet before and during status epilepticus.

Standard diet Hyperlipidic diet
Control Status epilepticus Control Status epilepticus
Delta 26.55 + 4.62° 9.60 + 3.82° 30.95 + 5.30° 10.33 + 6.08°
Theta 3.48 + 1.46° 432+1.22° 2.47 +0.54° 3.82 +1.36"
Alpha 1.35 +0.82° 3.25 + 1.24° 1.15 + 0.64° 2.38 + 1.36"
Beta 0.49 + 0.36° 1.57 +0.60° 0.19+ 0.24° 0.43 +0.08°

Median * quartile range. Different letters in the same line represent a statistically
significant difference.



Table 3. LZC values in animals fed with a standard or a hyperlipidic

diet before and during status epilepticus.

Diet \ Condition Control Status epilepticus
Standard 0.23+0.08° 0.49+0.10°
Hyperlipidic 0.17 +0.06° 0.43+0.08"

Median + quartile range. Different letters represent a statistically

significant difference.
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Table 4. Fractal dimension of phase space of different brain rhythms in animals fed with a

standard or a hyperlipidic diet before and during status epilepticus.

Standard diet

Hyperlipidic diet

Control Status epilepticus Control Status epilepticus
Delta 1.67 £0.12° 1.49 +0.10° 1.71 £ 0.06 1.47 £0.08°
Theta 1.61+0.12° 1.55 +0.10° 1.62 +0.08° 1.53 £ 0.08°
Alpha 1.64 + 0.06" 1.63 +0.02° 1.62 +0.08" 1.61 +0.04°
Beta 1.64 +0.04° 1.68 +0.02° 1.64 +0.08° 1.66 + 0.04°

Median + quartile range. Different letters in same line represent a statistically significant

difference.
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Figure 1. ECoG recording of the control rat before (1A) and during status epilepticus
(1B and 1C). Note the epileptiform patterns in figure 1B. In figure 1C the epileptiform
patterns are not easily perceptible by visual inspection; however, mathematical methods

detected significant alterations in this recording.
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Figure 2. Power spectrum of a rat fed with a standard diet before and

during status epilepticus.

103



104

a. Normal b. Status epilepticus

Figure 3. ECoG phase space for a delta rhythm before and during status epilepticus.



