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RESUMO 

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é uma condição neurológica caracterizada pela 
ocorrência de crises recorrentes e espontâneas (CREs). A literatura indica uma 
interação bidirecional entre a ELT e o sistema circadiano, considerando o padrão 
oscilatório das crises epilépticas, a influência do ritmo circadiano na susceptibilidade 
às crises e capacidade das CREs de interferir na oscilação de outros ritmos biológicos, 
incluindo sono-vigília, temperatura corporal e atividade locomotora. Para contribuir 
com um melhor entendimento da relação entre ritmo circadiano e a epilepsia, o 
presente estudo teve como objetivo investigar o efeito de um ritmo circadiano alterado 
no processo epileptogênico. Utilizamos um modelo de ELTM induzida por Li-PILO o 
status epilepticus (SE), para avaliar o efeito de diferentes exposições crônicas ao claro 
constante (CC) na (o): i. susceptibilidade ao SE induzido por PILO e na gravidade das 
crises durante o SE; ii. frequência e gravidade das CREs; iii. distribuição temporal das 
CREs ao longo de 24h; iv. rítmo de 24h da atividade locomotora (ALE). Os animais 
pré-tratados por duas semanas em CC (CC 2s) apresentaram alteração no ritmo da 
ALE, com aumento de período (25.01 ± 0,09h) e menor amplitude relativa – rAMP 
(0.59 ± 0,028) em relação ao grupo controle (23.94 ±  0,03h; 0.87 ± 0,0039, p< 0.0001). 
Os animais pré-tratados por 7 ( CC 7s) semanas apresentaram o ritmo de ALE abolido. 
Os animais em CC 2s  apresentaram redução de 56% (41.64 ± 3.24) do total das 
crises durante o SE em relação aos animais controle (74.48 ± 8.7, p= 0.001); enquanto 
os animais CC 7s apresentaram um aumento de 72% (128.25 ± 21.5, p=0.019) no 
total das crises. Entretanto, o tratamento com CC por duas ou 7 semanas realizado 
em animais epilépticos não alterou a gravidade das CREs nas comparações antes e 
depois do tratamento. Em relação a distribuição temporal das CREs, observamos que 
CC 2s ou CC 7s aboliu o padrão oscilatório de 24h. Por outro lado, em relação ao 
ritmo da ALE, os grupos de animais epilépticos em condições de CC apresentaram 
proporções variadas de animais rítmicos e arrítmicos, sendo maior proporção de 
animais arrítmicos nos ratos expostos ao CC por 7 semanas. Os animais epilépticos 
CC que mantiveram o ritmo da ALE apresentaram um período de ritmicidade maior 
(25.65 ± 0.3h) que o grupo epiléptico CE (24.91 ± 0.43, p<0.0001). Observou-se 
diminuição na rAMP dos grupos CC, sendo menos estáveis e mais fragmentados que 
o grupo controle. Ocorreu redução significativa do rAMP no grupo epiléptico CC 2s 
(0.14 ± 0.031, p<0.0001) e LL7s (0.35 ± 0.06, p=0.01), em relação ao grupo epiléptico 
LD (0.63 ± 0.068) . O claroconstante por um longo prazo provoca rupturas em 
diferentes ritmos biológicos podendo levar a interrupção do padrão oscilatório. Em 
nosso estudo, o ritmo de ALE assim como das CREs são alterados nos animais 
expostos ao CC. Os animais epilépticos CC que mantiveram o ritmo da ALE, 
apresentaram um ritmo bastante enfraquecido e instável. O conjunto dos dados 
sugere que mecanismos de controle do ritmo estão associados à ritmicidade das 
CRES límbicas e a susceptibilidade das crises durante o SE. A caracterização da 
oscilação temporal de moléculas envolvidas em vias pro-convulsivantes ou anti-
convulsivantes associadas a indução do SE poderá contribuir para o entendimento do 
efeito da luz constante na fase aguda do processo epileptogênico. Além do mais, o 
estudo indica que as crises epilépticas espontâneas, per se, alteram o ritmo da ALE e 
que essa alteração é agravada em condição e luz constante, possivelmente devido a 
um efeito combinado da atividade epiléptica e da luz sobre o sistema de controle do 
ritmo. 
 
Palavras-chave: Epilepsia do lobo temporal; Status Epilepticus (SE); Lítio-
Pilocarpina; Ritmo circadiano; claro constante. 



 

 
ABSTRACT 

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a neurological condition characterized by the 
occurrence of recurrent and spontaneous seizures (SRS). The literature indicates a 
bidirectional interaction between ELT and the circadian system, considering the 
oscillatory pattern of epileptic seizures, the influence of circadian rhythm on 
susceptibility to seizures and the ability of SRS to interfere in the oscillation of other 
biological rhythms, including sleep-wake, temperature and locomotor activity. In 
objective to contribute to a better understanding of the relationship between circadian 
rhythm and epilepsy, the present study investigated the effect of a change in circadian 
rhythm in the epileptogenic process. We used an ELTM-induced status epilepticus 
(SE) model to evaluate the effect of different chronic exposures to constant light (LL) 
on (o): i. susceptibility to SE induced by PILO and the severity of crises during SE; ii. 
frequency and severity of SRS; iii. temporal distribution of SRS over 24h; iv. 24h rhythm 
of locomotor activity (SLA). The animals pretreated for two weeks in LL (LL2w) showed 
an alteration in the SLA rhythm, with an increase in the period (25.01 ± 0.09h) and less 
relative amplitude - rAMP (0.59 ± 0.028) than the control group (23.94 ± 0.03h; 0.87 ± 
0.0039, p <0.0001). The animals pretreated for 7 weeks (LL7w) had the SLA rhythm 
abolished. The LL2w animals showed a 56% reduction (41.64 ± 3.24) of the total 
seizures during the SE compared to the control animals (74.48 ± 8.7, p = 0.001); while 
the LL7w animals showed an increase of 72% (128.25 ± 21.5, p = 0.019) in the total of 
the crises. However, the treatment of LL for 2w or 7w performed on epileptic animals 
did not alter the severity of SRS in comparisons before and after treatment. In relation 
to the temporal distribution of SRS, we observed that LL2w for or LL7w abolished the 
24-hour oscillatory pattern. On the other hand, the SLA rhythm, the groups of epileptic 
animals in conditions of LL presented varied proportions of rhythmic and arrhythmic 
animals, with a higher proportion of arrhythmic animals in rats exposed to LL7w. The 
LL epileptic animals that maintained the ALE rhythm has a longer rhythm period (25.65 
± 0.3h) than the LD epileptic group (24.91 ± 0.43, p <0.0001). A decrease in the rAMP 
of the LL groups was observed, being less stable and more fragmented than the control 
group. There was a significant reduction in rAMP in the epileptic group LL2w (0.14 ± 
0.031, p <0.0001) and LL7w (0.35 ± 0.06, p = 0.01), in relation to the epileptic group 
LD (0.63 ± 0.068). Constant light for a long time causes disruptions at different 
biological rhythms and may lead to an interruption of the oscillatory pattern. In our 
study, the rhythm of SLA as well as SRS is altered in animals exposed to LL. The LL 
epileptic animals that maintained the SLA rhythm, showed a very weak and unstable 
rhythm. The data set suggests that rhythm control mechanisms are associated with 
the rhythmicity of limbic seizures and the susceptibility of crises during SE. The 
characterization of the temporal oscillation of molecules involved in pro-convulsive or 
anti-convulsive pathways associated with SE induction may contribute to the 
understanding of the effect of constant light in the acute phase of the epileptogenic 
process. Furthermore, the study indicates that SRS, per se, alter the rhythm of SLA 
and that this alteration is aggravated in constant light and condition, possibly due to a 
combined effect of epileptic activity and light on the control system of the rhythm.  
 
Keywords: Temporal lobe epilepsy; Status Epilepticus (SE); Lithium-Pilocarpine; 

Circadian rhythm; Exposure to constant light. 
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Cry1: Cryptochrome Circadian Regulator 1  
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Clock: Circadian locomotor output cycle kaput 

CCGs: Clock-controlled genes 
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Per1: Period Circadian Regulator 1  

Per2: Period Circadian Regulator 2 
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ELT: Epilepsia do lobo temporal  

ELTM: Epilepsia do lobo temporal mesial  

ELTM-EH: epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose hipocampal 
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1.1 Ritmos Circadiano 

 

Os ritmos biológicos são eventos de carácter cíclico, recorrente e periódico. 

(ARAUJO; MARQUES, 2002). Alguns ritmos são respostas aos ciclos ambientais, 

enquanto outros são gerados endogenamente e podem responder adicionalmente aos 

ciclos ambientais. De maneira geral, os ritmos biológicos permitem aos seres vivos 

uma organização temporal para a manutenção da vida, pois envolvem processos 

essenciais que incluem aspectos comportamentais, fisiológicos e bioquímicos 

(MARQUES; MENNA-BARRETO, 2005; REFINETTI, 2008). No entanto, para ser 

considerado um ritmo biológico é necessário apresentar os seguintes parâmetros: 

período (t), amplitude (A) e fase (φ). O período é o intervalo de tempo que um 

evento/variável se repete. A amplitude é a diferença entre a média dos valores da 

variável e seu valor máximo ou mínimo. A fase de um ritmo refere-se a um momento 

determinado no ciclo (Figura 1) (MINORS; WATERHOUSE, 1981).  De acordo com 

Halberg e col. (1959), os ritmos biológicos podem ser classificados em: a. infradiano, 

que apresentam períodos maiores que 28h; b. ultradianos, que apresentam períodos 

com menos de 20h; e c. circadianos, que possuem períodos com aproximadamente 

24h.  Sendo o ritmo circadiano o mais bem estudado dentro da cronobiologia, esta 

ciência estuda os fenômenos biológicos recorrentes que ocorrem em uma 

periodicidade determinada, podendo ou não ter uma correspondência temporal com 

ciclos ambientais (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2005; REFINETTI, 2008). 

 Os ritmos diários, quando livres de referências ambientais temporais, possuem 

um período próprio, denominados ritmos circadianos (do Latim: circa = “cerca de”; dien 

= “dia”) (CHANDRASHEKARAN, 1998). Em geral, os ritmos circadianos são bem 

ajustados a uma curva sinusoidal com um período aproximado de 24h (JANSEN et 

al., 2007) (Figura 1).  Entretanto, estes ritmos podem sofrer modulações diante de 

fatores ambientais, como o ciclo claro/escuro (LD). Alguns comportamentos como o 

ciclo sono-vigília são ritmados ao longo do dia (ciclo LD), em indivíduos diurnos as 

atividades acontecem preferencialmente nos horários do dia, na presença da luz, e ao 

escurecer tendem-se a dormir, fazendo parte da rotina do indivíduo. Este ritmo 

comportamental é acompanhado pelos níveis circulantes de hormônios, como de 

melatonina e cortisol, assim como pela temperatura corporal interna (LOGAN; 

MCCLUNG, 2019; MARQUES; MENNA-BARRETO, 2005; REFINETTI, 2008). 

 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fen%C3%B3meno_biol%C3%B3gico&action=edit&redlink=1
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Figura 1 - Curva sinusoidal e seus parâmetros de um ritmo circadiano 

hipotético 

 

 

Esse tipo de curva é a ajusta-se a maioria dos ritmos circadianos. Estão representados 

os seguintes parâmetros: t: Período, é o intervalo de tempo que um evento/variável se repete; 

A: amplitude, é a diferença entre a média dos valores da variável e seu valor máximo ou 

mínimo; φ: fase de um ritmo refere-se a um momento determinado no ciclo. Fonte: AUTORA, 

2020. 

 

O ritmo circadiano nos mamíferos está presente em praticamente todas as 

células, e compreende um sistema oscilatório integrado, no qual a informação é 

recebida por um oscilador central e transmitida aos demais osciladores periféricos 

(COOMANS; RAMKISOENSING; MEIJER, 2015; LI; HU; ZHOU, 2012). Os Núcleos 

supraquiasmáticos (NSQs) localizados bilateralmente no hipotálamo anterior, acima 

do quiasma óptico, é considerado um oscilador central ou relógio central endógeno, 

capaz de controlar sistematicamente as atividades metabólicas, fisiológicas e 

comportamentais.  

A localização anatômica dos NSQs permite-os que sejam os primeiros a 

receberem o input (entrada) de luz (sincronizador fótico). A luz é detectada pela retina, 

onde emerge a principal via aferente, as células ganglionares da retina fotossensíveis 

(ipRGC) que expressam melanopsinas, estas traduzem o sinal de luz para os NSQs 

via trato retino-hipotalâmico (TRH) (VIDENOVIC et al., 2014). A partir de então, a 

informação é passada para os sincronizadores periféricos nas células dos tecidos 

alvo, via sistema neuroendócrino e autônomo (Figura 2). Todavia, outros 

sincronizados não fóticos, como alimentação, atividade física, horário social, 

Tempo

t

A
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a
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temperatura e o ciclo sono-vigília, podem modular os ritmos endógenos por outras 

vias aferentes. 

 

Figura 2 - Organização do sistema circadiano em mamíferos 

 

 

O NSQ recebe a informação fótica diretamente da retina via trato retino-hipotalâmico (TRH), 

para garantir a sua sincronização aos ciclos de claro e escuro. O NSQ passa a informação circadiana 

para várias outras regiões cerebrais que contém osciladores circadianos e estão relacionados com 

funções autonômicas, neuroendócrinas e comportamentais. Estes sincronizadores sistêmicos 

sincronizam os relógios moleculares de tecidos periféricos e esses, por sua vez, direcionam a 

expressão de genes circadianos que regulam os ritmos fisiológicos críticos para a saúde (por exemplo, 

ritmos relacionados a cognição, pressão arterial, metabolismo de triglicérides e função renal). Outros 

Zeitgebers ambientais importantes são ciclos de sono e vigília, horários de refeições e horários sociais, 

como trabalho e lazer. Fonte: MARQUES, 2018.  
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A rotação da terra em torno do seu próprio eixo resulta em duas condições 

diárias e opostas, o ciclo claro-escuro (LEGATES; FERNANDEZ; HATTAR, 2014). 

Sob estas condições normais, os organismos experimentam um padrão de 24 horas 

de claro e escuro, e o sistema circadiano da maioria dos animais usa as transições do 

dia para a noite para se alinhar ao tempo ambiental (HASTINGS; MAYWOOD; 

BRANCACCIO, 2018; LEGATES; FERNANDEZ; HATTAR, 2014).  Esta informação é 

transmitida para os demais osciladores biológicos, localizados perifericamente 

(fígado, rim, coração, tecido adiposo). Apesar dos osciladores periféricos 

compartilharem a mesma maquinaria molecular do relógio central (NSQs), terem a 

capacidade gerar e manter o ritmo circadiano, esses sofrem influência de 

sincronizadores endógenos, como hormônios circulantes e temperatura corporal 

interna, por exemplo. Isto acontece diante da diferença no nível de acoplamento 

intracelular. Os neurônios dos NSQs formam uma rede resistente a modulações por 

sinais internos, enquanto que os osciladores periféricos são susceptíveis a mudanças 

endógenas (LIU et al., 2007; PARTCH; GREEN; TAKAHASHI, 2014). Esta rede 

garante que o oscilador central mantenha um tempo interno de aproximadamente 24 

horas acoplado com o ciclo claro/escuro, enquanto os osciladores periféricos estão 

adaptados para refletir o status metabólico do tecido em que eles se localizam 

(DUFFIELD, 2003; STRATMANN; SCHIBLER, 2006). 

 

1.2 Relógio molecular 

 

Por muito tempo se desconheciam os verdadeiros componentes capazes de 

proporcionar a sincronização temporal interna. Inicialmente, acreditava-se que a 

atividade elétrica dos neurônios dos NSQs eram os responsáveis pelo ritmo 

endógeno, no entanto descobriu-se que os disparos elétricos eram mais um ritmo 

biológico gerado (SCHWARTZ; DAVIDSEN; SMITH, 1980; SCHWARTZ; GAINER, 

1977). A partir das análises de base genética foi possível fornecer informações sobre 

os mecanismos responsáveis por conferir a ritmicidade endógena. Os primeiros 

estudos realizados em Drosophilas melanogaster ajudou nos conhecimentos dos 

mecanismos de uma maquinaria molecular envolvida na organização temporal, 

possibilitando que os genes do relógio homólogos fossem clonados em camundongos 
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para avaliar características comportamentais, conforme tabela 1 (DUNLAP, 1990; 

REPPERT; WEAVER, 2002).  

 

 

Fonte: Adaptado de  REPPERT; WEAVER, 2002. 

 

Além dos genes, denominados genes do relógio, observou-se um mecanismo 

de controle cíclico da expressão gênica. Os genes do relógio, presentes nos neurônios 

dos NSQs, tem a capacidade de autorregulação, os quais atuam como fatores de 

transcrição que regulam a expressão gênica uns aos outros (Figura 3) (DUNLAP, 

1990; REPPERT; WEAVER, 2002). Este comportamento foi denominado como alças 

de retroalimentação de transcrição-tradução interligadas que oscilam com uma 

Tabela 1 - Componentes do mecanismo de relógio em 

camundongos 

*Mutação 

Gene Fenótipo comportamental 

Clock¨ Período longo, arrítmicos 

Bmal1 (Mop3) Arrítmicos 

Per1 ou Per1 + Per3 Período curto arrítmicos 

Per2 ou Per2 + Per3 Período curto, arrítmicos 

Per3 Período curto 

Per1 + Per2 Arrítmicos 

Cry1  Período curto 

Cry2 Período longo 

Cry1 + Cry2 Arrítmicos 

CKIϵk§ Período curto 

Rev-Erba Período curto 

*Salvo indicação em contrário, as mutações listadas são mutações de deleção 

induzidas por mutagênese direcionada 

¨Mutação autossômica semidominante induzida por etilnitrosoureia. A mutação 

é uma transversão de nucleotídeos em um sítio doador de splice causando 

salto de éxon e deleção de parte do domínio de transativação; 

§Mutação autossômica semidominante espontânea descrita no hamster sírio. 

A enzima mutante é deficiente em sua capacidade de fosforilar o PER. 
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periodicidade de 24 horas (LI; HU; ZHOU, 2012; MAZZOCCOLI; PAZIENZA; 

VINCIGUERRA, 2012; TAKAHASHI, 2017).  

Sabe-se que existem duas alças principais de retroalimentação, uma 

ativadora (positiva) que é regulada pelas proteínas CLOCK e BMAL1, e a alça 

repressora (negativa) compostas pelas proteínas PER (Period) e CRY 

(Cryptochrome). As proteínas CLOCK e BMAL1, formam um heterodímero 

(CLOCK:BMAL1), que por sua vez podem se ligar a elementos reguladores contendo 

E-box, ativando a transcrição dos genes repressores Per1, Per2, Per3, Cry1 e Cry2, 

bem como outros genes alvos, denominados, em conjunto, de genes controlados 

pelo relógio biológico (Clock-controlled genes - CCGs), pois possuem o mesmo 

elemento E-box em sua região promotora, o que faz com que suas transcrições 

sejam dependentes dos componentes do relógio biológico (KO; TAKAHASHI, 2006). 

Interessantemente, os CCGs codificam as mais diversas substâncias, como 

neuropeptídeos, vasopressina, neurotransmissores, hormônios, fatores de 

transcrição, moléculas de sinalização intracelular, dentre outros. Estas moléculas 

representam um mecanismo molecular de eferência (output; saída) do relógio 

biológico central, fazendo com que a informação seja transmitida para os relógios 

periféricos, resultando na expressão de diversos ritmos endógenos circadianos 

(DUFFIELD, 2003).  
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Figura 3 - Alças de retroalimentação de transcrição-tradução que constituem o 

relógio circadiano dos mamíferos. 

 

 

Fonte: KO; TAKAHASHI, 2006. 

 

 As proteínas repressoras PER e CRY interagem entre si, bem como com as 

caseína-quinase 1δ (CK1δ) e CK1ε, translocam-se para o núcleo da célula onde 

interagem com CLOCK:BMAL1 para reprimir sua própria transcrição.   À medida que 

a repressão progride, a transcrição dos genes Per e Cry diminui e, consequentemente 

seus os níveis de proteína também. A transcrição de Clock e Bmal1  pode recomeçar 

para iniciar um novo ciclo de transcrição-tradução, por um período de 

aproximadamente 24h (Figura 3) (TAKAHASHI, 2017).  

Citoplasma 

Núcleo 

Output (“saída”) do 

Relógio Central/ 

Processos Biológicos 

Rítmicos 
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O heterodímero CLOCK:BMAL1, também, aciona uma outra alça de 

retroalimentação, ativando a transcrição de Rev-erbα, cuja respectiva proteína 

compete com a proteína ROR (Retinoid-related orphan receptors) pela ligação ao 

elemento responsivo ao ROR (ROREs), presente na região promotora de Bmal1. Ao 

se ligar ao promotor, essas proteínas possuem ações antagônicas, onde ROR ativa a 

transcrição de Bmal1 enquanto REV-ERB a inibe. O aumento da concentração de 

BMAL1, portanto, promove a inibição da transcrição do próprio gene por meio do 

aumento dos níveis de REV-ERB (Figura 3) (KO; TAKAHASHI, 2006; PARTCH; 

GREEN; TAKAHASHI, 2014). 

Quando a expressão cíclica dos genes do relógio está sincronizada ao ciclo 

claro/escuro, diz-se que o oscilador central está acoplado às condições ambientais. 

Para isto, a maquinaria molecular (genes do relógio) sofre um reset diário sincronizado 

pela luz. Em mamíferos, acredita-se que as proteínas do oscilador central que 

exercem o papel de sincronizar as alças de autorregulação às informações ambientais 

sejam PER1 e PER2, isto porque os níveis de seus RNAm aumentam rapidamente 

(em alguns minutos) após um pulso de luz, enquanto os outros componentes não são 

imediatamente alterados (FIELD et al., 2000). Diante da função crucial da luz sob o 

ritmo circadiano, este fator representa um importante sincronizador ambiental na 

manutenção adequada de eventos biológicos, sendo capaz de modular a resposta do 

oscilador central e consequentemente alterar a resposta fisiológica e comportamental 

do indivíduo. 

   

1.3 Luz como modulador do ritmo circadiano  

 

Diante da funcionalidade da luz sobre os ritmos circadianos, protocolos usando 

a luz são frequentemente utilizados em experimentos como uma ferramenta para 

induzir respostas do relógio circadiano. Estas perturbações podem ser realizadas 

através de modelos de animais mantidos em livre-curso (Luz constante ou escuro 

constante) ou utilizando pulsos de luz ou escuridão em diferentes fase do dia, na 

perspectiva de estudar os efeitos de um sistema de controle circadiano em diferentes 

eventos biológicos, assim como em diversas doenças ( REPPERT; WEAVER, 2002; 

CHIESA et al., 2010). 
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1.3.1 Livre-curso (free-running) 

 

Sabe-se que uma das características do ritmo circadiano é a recorrência dos 

ciclos em determinado período, em condições isentas de pistas ambientais, o qual 

podemos definir como estado de “livre-curso” (do inglês, free-running). Durante este 

estado, o relógio biológico tende a manter-se sincronizado ou levemente arrastado em 

um período de aproximadamente 24h, permite que os organismos continuem, pelo 

menos por um tempo, antecipando mudanças cíclicas do ambiente, por exemplo 

(VIDENOVIC et al., 2014). Quando um evento biológico persiste em apresentar um 

ritmo circadiano mesmo em condições de escuro constante, sugere uma dependência 

do oscilador central, um ritmo endógeno.  

 

Figura 4 - Funcionamento do sistema circadiano 

 

A – O ciclo ambiental arrastador, com período de 24 horas, é percebido por um 

receptor (R), que envia o sinal para o oscilador circadiano por meio de vias aferentes (af). O 

oscilador é arrastado para o período do ciclo ambiental. Em consequência, o ritmo por ele 

gerado, e transmitido pelas eferências (ef), é observado em diversas variáveis biológicas, 

também com um período de 24 horas. B – O sistema continua funcionando mesmo na 

ausência de ciclos ambientais, porém o oscilador atua com um período próprio (τ), diferente 

de 24 horas, que se expressa também no ritmo final das variáveis reguladas. Fonte: FLÔRES, 

2012. 
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Em condições de luz constante este nível de acoplamento, entre o ambiente e 

os ritmos biológicos, podem sofrer uma disrupção, em que o relógio biológico passa a 

oscilar diferente ou mesmo ser interrompido em relação ao tempo externo (Figura 4B). 

Sendo possível observador uma dessincronização interna espontânea ou transitória 

ou a interrupção da oscilação circadiana. Este fenômeno equipara-se modelos 

genéticos  para os relógio circadiano, como mutação nos genes Bmal1 e Cry1 + Cry2 

(REPPERT; WEAVER, 2002)  ou a lesões no NSQs (FILIPSKI et al., 2003; CHIESA et 

al., 2010) 

A dessincronização interna transitória, corresponde a uma dessincronização 

entre o tempo endógeno e o tempo externo (DEPRÈS-BRUMMER et al., 1995). Esse 

fenômeno parece ser comum em alguns atividade humanas, como em viagens 

transmeridianas (Jet lag) que produz incompatibilidade entre o tempo circadiano em 

relação ao local de destino, resultando em dessincronização transitório entre o tempo 

interno e externo, no qual o relógio circadiano é forçado gradualmente a 

ressincronização em relação nova programação claro-escuro. Durante os dias 

imediatamente após a chegada, ocorre perturbação do sono, gerando diminuição no 

estado de alerta e aumento da fadiga durante o dia, e até mesmo sintomas 

gastrointestinais (BEDROSIAN; NELSON, 2017). Embora muitos trabalhadores de turno 

apresentam um comportamento adaptativo, para ficarem acordados à noite e 

dormindo durante o dia, eles manifestam redução do estado de alerta e um sono 

deficiente (BEDROSIAN; NELSON, 2017), os trabalhadores de turno também podem 

responder a uma dessincronização interna. Outra questão importante que a população 

humana tem enfrentado é a poluição luminosa durante a noite, este comportamento 

pode promover desalinhamento do sistema de controle circadiano. Este 

comportamento moderno, como uso excessivo de aparelhos eletrônicos na fase 

escura do dia, pode ativar processos de mudanças de fase de maneira inadequada, 

induzindo efeitos agudos, incluindo alterações no sono, estado de alerta, e níveis de 

melatonina. Muitos estudos indicam que mesmo baixos níveis de iluminação na noite 

pode reiniciar a fase circadiana e suprimir a liberação de melatonina, sugerindo que a 

exposição relativamente comum a luz artificial pode de fato afetar a função circadiana 

(GOOLEY et al. 2011; ZEITZER et al. 2000) 
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1.3.2   Curva de resposta de fase  

 

Um estímulo de luz (pulso de luz brilhante) em um determinado momento do 

período pode perturbar o ritmo circadiano. Esta perturbação é denominada: 

deslocamento da fase (adiantamento ou atraso). Para este estudo utiliza-se uma curva 

de resposta de fase-CRF (figura 5), que consiste em uma representação gráfica do 

comportamento de um ritmo em livre curso submetido a estímulos em diferentes 

momentos do dia. Os termos “dia subjetivo” ou “noite subjetiva” são frequentemente 

usados para definir a fase de atividade ou de repouso de um organismo. Quando o 

pulso de luz é aplicado no dia subjetivo o comportamento do animal não é alterado 

(figura 5 A), no entanto se o pulso de luz acontece durante o fim do dia subjetivo (figura 

5 B) ou durante o início da noite subjetiva (figura 5 C) é observado um atraso de fase. 

Entretanto, quando o pulso de luz é aplicado no fim da noite subjetiva (Figura 5 D-E) 

acontece um avanço de fase.  Com estas informações podem ser descritas duas 

curvas de resposta de fase: 1) deslocamento de fase relativamente pequeno, sendo 

mais sensível ao início da escuridão, observado pelo atraso de fase quando o animal 

é exposto a pulso de luz durante o início da fase escura; e 2) em que ocorre maior 

sensibilidade ao pulso de luz, que resulta em um deslocamento de fase mais 

acentuado, caracterizado pelo avanço de fase, antecipando a atividade do animal. 
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Figura 5 - Curva de resposta de fase 

 

No topo, são representados os actgramas de livre curso de um animal noturno, o tempo 

correspondente da estimulação de luz e o resultado subsequente da breve perturbação na 

atividade ritmo. De acordo com o tempo de estimulação da luz, é possível notar: em A (durante 

o dia) nenhum efeito sobre o Estágio; em B e C (respectivamente fim do dia e início do escuro) 

atraso de fase; em D e E (fim da noite), fase avançar. Na parte inferior, a curva de resposta 

de fase obtida informa sobre a direção e amplitude da mudança de fase (de acordo com 

Moore-Ede et al., 1982). Fonte: BENSTAALI et al., 2001. 

 

Assim como é possível observar mudanças na atividade comportamental a 

partir do desacoplamento entre os sinais externos e os relógios internos, acredita-se 

que ocorram alterações nos genes do relógio que correlaciona-se com perturbações 

nos ritmos circadianos, podendo estar associados a muitos distúrbios metabólicos e 

neuropsiquiátricos (TAKAHASHI et al., 2008). Esta correlação é feita principalmente  

porque uma fração substancial dos genes expressos, cerca de 20 a 50% de todo  

genoma, sofrem oscilação circadiana a nível de transcrito (mRNA), sendo uma 

expressão rítmica relevante para cada tecido (KOJIMA; GREEN, 2015; TAKAHASHI, 
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2017; ZHANG et al., 2014). Estes genes, os CCGs, desempenham funções 

importantes na manutenção da homeostase do organismo. 

 

1.4 Luz e doenças neurológicas 

 

 A cronoterapia é definida como um regime de tratamento desenvolvido com 

base nos ritmos circadianos do paciente. Pode estar relacionado à cronofarmacologia 

ou outras manipulações do relógio biológicos ou pisa externas (zeitgebers)  

(KALADCHIBACHI; FERNANDEZ, 2018; GITAÍ et al., 2019).  A luz como potencial 

modulador do ritmo circadiano tem adquirido cada vez mais interesse nos estudos 

científicos, pois seu uso permite sincronizar os relógios biológicos em diferentes tipos 

de doença. 

A luz artificial branca ou luz brilhante é a ferramenta utilizada na terapia de luz 

ou também chamada de fototerapia. Está metodologia vem sendo empregada em 

diferentes condições neurológicas como, Esclerose Múltipla (MATEEN et al., 2017), 

Doença de Parkinson (VIDENOVIC et al., 2017; WILLIS; MOORE; ARMSTRONG, 

2012), Doença de Alzheimer (SEKIGUCHI; IRITANI; FUJITA, 2017) e epilepsia 

(BAXENDALE; O’SULLIVAN; HEANEY, 2012). A partir destes estudos, observa-se o 

uso de diferentes protocolos que incluem intensidade de luz entre 4.000 a 10.000 lux, 

tempo de exposição diária que varia de 30 minutos a 2 horas por dia, podendo ser 

utilizada na fase clara, escura ou em ambas as fases do dia. Apesar destas diferenças 

metodológicas aplicadas nos diferentes estudos, pode-se destacar que a fototerapia 

é um tratamento promissor, pois apresentam características importantes, como a 

facilidade na aquisição do dispositivo luminoso, o baixo custo, é um tratamento não 

invasivo e com poucos efeitos colaterais, o que se destaca em relação aos 

tratamentos farmacológicos e cirúrgicos, por exemplo. 

Ao estudar a fototerapia como tratamento para a fadiga associada a Esclerose 

Múltipla, Mateen e cols (2017) observaram melhoras apresentadas pelos pacientes 

após a utilização de luz na intensidade de 10.000 lux, por um tempo de exposição de 

1 hora, 2 vezes por dia, utilizando a luz tanto na fase clara como na fase escura do 

período. Na doença de Parkinson foi possível observar melhoras nos sintomas 

motores e não motores do uso da terapia com luz associada a terapia de reposição 

de dopamina (WILLIS; MOORE; ARMSTRONG, 2012). O estudo de Videnovic e col 

(2017) avaliou o efeito da fototerapia sob o sono e a atenção na doença de Parkinson, 
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constatou-se  que  a administração da luz 2 vezes ao dia por 2 semanas, apresenta 

melhorias na qualidade do sono e no aumento da atividade física, está avaliada por 

actigrafia. Ao avaliar as crises epilépticas após a fototerapia observa-se redução das 

crises, independente se a intensidade de luz é alta (10.000 lux) ou baixa (2.000 lux) 

pois o efeito é semelhante. Os autores observaram que os melhores benefícios da 

terapia com a luz são encontrados nas epilepsias associadas a formação hipocampal, 

como no caso da epilepsia do lobo temporal mesial (BAXENDALE; O’SULLIVAN; 

HEANEY, 2012).  

 

 Os mecanismos neurobiológicos ainda são pouco compreendidos no que 

tange aos benefícios do uso da terapia com luz nas diferentes doenças neurológicas. 

Mas a principal hipótese que sustenta o tratamento das doenças neurológicas com a 

luz é a possibilidade de redefinir o ritmo circadiano de alguns eventos biológicos, como 

a secreção de melatonina (WILLIS; MOORE; ARMSTRONG, 2012), o ciclo sono-

vigília (VIDENOVIC et al., 2017) e padrões adquiridos que apresentam oscilação 

temporal como as crises epilépticas em modelos experimentais (ROBERTS; KEITH, 

1994; STEWART; LEUNG, 2003; STEWART; LEUNG; PERSINGER, 2001b; WEISS 

et al., 1993) e estudos com humanos (CHO, 2012; DURAZZO et al., 2008; MIRZOEV 

et al., 2012). 

A comunidade cientifica discute sobre as alterações nas informações 

circadianas geradas e transmitidas pelo relógio central aos osciladores periféricos 

(output), em resposta as mudanças do ambientais, incluindo poluição luminosa, 

condições de livre-curso, ou mesmo sob fototerapia, um vez que, estas informações 

alteradas quando transmitidas modulam toda a organização temporal interna. A 

melatonina e o cortisol são alguns dos sincronizadores endógenos capazes de levar 

as informações geradas pelos NSQs (oscilador central) para os órgãos periféricos 

(figura 6 A). Em condições de LL a melatonina é suprimida durante a fase escura (noite 

subjetiva) e a variabilidade diária do cortisol é perdida. (figura 6 B) (RUMANOVA; 

OKULIAROVA; ZEMAN, 202). Interessantemente, o cortisol e a melatonina 

apresentam importante papel na epilepsia, alguns estudos sugerem que a melatonina 

atenua a excitabilidade cerebral, exercendo atividade anticonvulsivante, tanto em 

modelos experimentais (LIMA et al., 2011; COSTA-LOTUFO et al., 2002; BOROWICZ 

et al., 1999), quanto em estudos com humanos (GOLDBERG-STERN et al., 2012; 

ELKHAYAT et al., 2009), além disso, o padrão oscilatório da melatonina em pacientes 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Costa-Lotufo+LV&cauthor_id=11976067
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epilépticos adultos apresenta avanço de fase com uma “explosão” na fase escura, 

além disso observou-se aumento nas concentrações gerais da melatonina (MOLINA-

CARBALLO et al,.1994).  Já o cortisol, exibe flutuações circadianas diante de períodos 

de estresse,  influenciando na ocorrência das crises epilépticos (VAN CAMPENET al., 

2015). Estes achados indicam uma importante relação entre os ritmos circadianos e 

as doenças neurológicas, especialmente no contexto da epilepsia.  

Figura 6 - Os efeitos das diferentes condições de iluminação na 

organização temporal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) A claro-escuro (CE) ciclo fornece uma pista ambiental que aciona relógios 

individuais no núcleo supraquiasmático (NSQ), que estão em sincronia entre si. Devido ao 

relógio central, as saídas (outputs) humorais são os osciladores rítmicos e periféricos também 

são incluídos no ciclo CE. (B). Em claro constante (CC), que é um forte cronodisruptor, ocorre 

o desacoplamento de relógios individuais no NSQs, resultando em ritmos interrompidos de 

A B 

Ciclo claro-escuro 

NSQ 

Outras estruturas cerebrais 

Saída hormonal 

Melatonina corticosterona 

Periférica 

(Alinhado) 

Tecido adiposo Fígado 

Claro constante 

NSQ 

Outras estruturas cerebrais 

Saída hormonal 

Melatonina 

Supressão da 

concentração 

noturna 

Corticosterona 

Perda da 

variabilidade 

diária 

Periférica 

(desalinhado) 

Tecido adiposo Fígado 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1525505015002504?casa_token=CX4W3GktIe8AAAAA:FK5EG-mVFhvrD-oDtxlM13vi_9GkRFuPw8sx7ipZ-tbViz9o62_vE9TKsLtzfKxp1tHYhqEyH5zI#!
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saídas humorais (vermelho) e desalinhamento entre relógios periféricos. Fonte: Adaptado de 

RUMANOVA; OKULIAROVA; ZEMAN, 2020. 

 

1.5 Epilepsia e Ritmo Circadiano 

A epilepsia é uma condição do sistema nervoso central caracterizada pela 

predisposição duradoura em gerar crises epilépticas, decorrente da atividade neuronal 

excessiva ou síncrona anormal no cérebro (FISHER et al., 2014; NONINO-BORGES 

et al., 2004). De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) cerca de 50 

milhões de pessoas no mundo têm epilepsia, sendo considerada um problema de 

saúde pública, por tratar-se de um dos problemas neurológicos mais comum no 

mundo (DEVINSKY et al., 2018; OPAS/OMS, 2018). 

Em muitos casos, a etiologia da epilepsia é desconhecida, em outros, as crises 

podem ser o resultado de quaisquer insultos que perturbem a função cerebral normal 

(SCHEFFER et al., 2017).  No entanto, o diagnóstico clínico é realizado de acordo um 

conjunto de evidências clínicas e epidemiológicas, sendo o tipo crise epiléptica o 

parâmetro mais utilizado na clínica médica. As crises epilépticas podem ser 

classificadas em: a. crise focal, caracterizada pelo início da atividade neuronal 

anormal em uma ou mais regiões específicas do cérebro; b. crises generalizadas, em 

que a atividade neuronal anormal começa em ampla distribuição e em ambos os 

hemisférios cerebrais; e, c: crises de início desconhecido, para estas crises, os dados 

clínicos e laboratoriais disponíveis não são capazes de identificar se o início é focal 

ou generalizado. De acordo com o tipo de crise epiléptica, somados aos exames de 

imagens, pode-se pressupor inicialmente qual epilepsia o paciente apresenta. A 

epilepsia pode ser classificada de acordo com o tipo de crises em:  Epilepsias Focais, 

Epilepsias Generalizadas, Epilepsia com Crises Focais, Generalizadas Combinadas 

e as Epilepsias Desconhecidas (DEVINSKY et al., 2018). 

Dentre as epilepsias, destaca-se a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) que é o 

tipo mais frequente de epilepsia focal em humanos (ENGEL, 2001). De acordo com a 

Liga Internacional Contra a Epilepsia (International League Against Epilepsy-ILAE), a 

origem das descargas epilépticas e semiologia das crises, podem ser subdivididas em 

mesial (ELTM) e lateral (ou neocortical) (ANDRADE-VALENÇA et al., 2006). 

Aproximadamente, 60% dos casos correspondem à epilepsia do lobo temporal mesial 
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(FRENCH et al., 1993), sendo a forma associada à esclerose hipocampal (ELTM-EH) 

a mais comum, onde cerca de 50-70% dos pacientes são fármacos-resistentes 

(ANDRADE-VALENÇA et al., 2006; ENGEL, 2001). Quando o tratamento 

farmacológico não é bem-sucedido, os indivíduos com ELTM-EH podem ser 

submetidos à ressecção cirúrgica, pois tem sido relacionada tanto a causa quanto 

resultado de crises não controladas, sendo uma opção terapêutica. Em torno de 60-

80% dos casos, as crises cessam após lobectomia temporal (OLBRICH et al., 2002). 

Entretanto, 20% dos pacientes continuam apresentando crises (ENGEL, 2001; 

KOSSOFF et al., 2009). Assim, torna-se necessária a exploração de tratamentos 

alternativos. 

Na ELT, os indivíduos passam por um processo pelo qual o cérebro antes 

normal torna-se um cérebro epiléptico, para este evento dá-se o nome de 

epileptogênese, que se inicia a partir de um insulto precipitante, como traumatismo 

craniano, uma convulsão febril durante a infância, ou o Status Epilepticus (SE). Em 

seguida, o cérebro progride para a fase de latência, onde ainda não há manifestações 

comportamentais de crises, caracterizada por mudanças estruturais que estão 

associadas a uma reorganização celular progressiva em todo cérebro,  que inclui 

perda neuronal, neurogênese, astrogliose, rearranjo neuronal, alterações na 

expressão gênica e neuroinflamação, principalmente no hipocampo (GITAÍ et al., 

2011; SHARMA et al., 2007). A epileptogênese pode evoluir para fase crônica 

(epilepsia), um período característico da ELTM pela ocorrência de CREs (MATHERN 

et al., 1996)  

Tanto as mudanças estruturais que ocorrem mediante um insulto precipitante, 

quanto a atividade neuronal anormal ocorrem com destaque na formação hipocampal 

(foco epileptogênico), uma região do cérebro que apresenta atividades oscilatórias ao 

longo de 24h (BOUCHARD-CANNON et al., 2013; CHAUDHURY; WANG; COLWELL, 

2005; IKENO; WEIL; NELSON, 2013; RAWASHDEH et al., 2014). De fato, além da 

formação da memória e do processo de aprendizagem que são funções inerente ao 

hipocampo (RUBY et al., 2008; TAKAHASHI, SAWA e OKADA, 2013; RAWASHDEH 

et al., 2014), atividades biológicas como neurogênese (TAMAI; SANADA; FUKADA, 

2008), controle na densidade dendríticas (IKENO; WEIL; NELSON, 2013), assim 

como  potenciação de longa duração (CHAUDHURY; WANG; COLWELL, 2005; 
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O’CALLAGHAN et al., 2012) apresentam oscilação ao longo do dia no hipocampo. 

Pressupondo assim, que o hipocampo apresenta um papel fundamental na ritmicidade 

de eventos biológicos importantes na fisiopatologia da epilepsia, sendo considerado a 

região de interação entre as crises e o ritmo circadiano (CHAUDHURY; WANG; 

COLWELL, 2005).  

As evidências sugerem interação entre a ELT com o sistema circadiano, devido 

ao padrão oscilatório das crises epilépticas (ARIDA et al., 1999; BERTRAM; 

CORNETT, 1994; CAVALHEIRO et al., 1991; MATZEN; BUCHHEIM; HOLTKAMP, 

2012; MIRZOEV et al., 2012; QUIGG et al., 2000; TCHEKALAROVA et al., 2010, 2011; 

VAN NIEUWENHUYSE et al., 2015) e a influência do ritmo circadiano na 

susceptibilidade as crises (ROBERTS; KEITH, 1994; STEWART; LEUNG, 2005; 

STEWART; LEUNG; PERSINGER, 2001b; WEISS et al., 1993; YEHUDA; 

MOSTOFSKY, 1993). Além do mais, as CREs podem interferir na oscilação de outros 

ritmos biológicos, como na atividade-repouso (MATOS et al., 2018; STEWART; 

LEUNG, 2003), temperatura corporal (QUIGG et al., 1999), níveis circulantes de 

hormônios (VAN CAMPEN et al., 2015; YALÝN et al., 2006). A partir de estudos com 

ELT, tanto em animais como em humanos, é possível observar que as crises ocorrem 

preferencialmente durante o estado de vigília. Alguns estudos observaram o pico das 

CREs em um único momento do dia (unimoldal) ou em dois momentos (bimodal) ao 

longo de 24h (KALEYIAS et al., 2011; MIRZOEV et al., 2012; NZWALO et al., 2016). 

Em modelo experimental de ELT, a gravidade das crises é influenciada pela fase do 

dia em que a indução do Status Epilepticus (SE) ou de crises agudas são realizadas 

(ROBERTS; KEITH, 1994; STEWART; LEUNG, 2005; STEWART; LEUNG; 

PERSINGER, 2001a; WEISS et al., 1993; YEHUDA; MOSTOFSKY, 1993).  

Apesar das evidências sobre a interação entre epilepsia e o ritmo circadiano, 

pouco é sabido sobre os mecanismos associados a esta interação bidirecional. Este 

estudo busca contribuir no entendimento das lacunas existentes na literatura. Além 

disso, estudos desta natureza podem ajudar na compreensão do controle das crises 

epilépticas por um sistema circadiano, promover o conhecimento da própria 

fisiopatologia da epilepsia, uma condição neurológica pouco compreendida, mas 

também para o desenvolvimento de novos estratégias terapêuticas. 
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1.6 Objetivos 

   1.6.1 Objetivo Geral 

Investigar o efeito do ritmo circadiano alterado no processo epileptogênico.  

   1.6.2 Objetivos Específicos 

  - Avaliar o ritmo de atividade locomotora espontânea (ALE) em animais 

mantidos em ciclo claro-escuro (CC) e em condições de claro constante (CC); 

 - Avaliar o efeito da CC nas crises agudas durante o Status Epilepticus (SE); 

 - Avaliar a evolução temporal das crises recorrentes e espontâneas (CREs); 

 - Avaliar o efeito da CC nas CREs; 

- Avaliar o padrão temporal das CREs de animais mantidos em condições CE 

e CE 

- Avaliar o ritmo de ALE em animais epilépticos submetidos em condições de 

CE e CC 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
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   2.1 Animais 

 

Neste estudo foram utilizados 92 ratos machos Wistar, oriundo Biotério Central 

da Universidade Federal de Alagoas (BIOCEN/UFAL).  Os animais utilizados tinham 

entre 90 e 100 dias, pesando 300-350g, foram mantidos no biotério setorial do 

Laboratório de Biologia Celular e Molecular (LBCM). Inicialmente os animais foram 

mantidos em grupos de quatro animais por gaiola, a uma temperatura controlada de 

22°C, comida e água ad libitum. A princípio todos os animais foram submetidos a 

ciclos de 12h/12h claro-escuro (as luzes eram acesas às 6h e desligadas às 18h). 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Alagoas, sob o número de protocolo 20/2018 (Anexo 01), 

vinculado ao Conselho Nacional de Saúde do Ministério da Saúde (CNS/MS/Brasil), 

baseado em normas internacionais (Declaração Universal dos Direitos do Animal, 

UNESCO, 15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de 08/05/1979). 

 

2.1.1 Delineamento experimental 
 

Inicialmente todos os animais foram ambientados no biotério setorial do LBCM, 

por 14 dias em ciclos normais de 12h de claro e 12h de escuro, as luzes eram acesas 

as 6h (ZT 12) e apagadas às 18h (ZT 24). Após o período de ambientação os animais 

foram alocados em gaiolas individuais e distribuídos em grupos experimentais  

 

2.1.1.1 Experimento 1 

 

Após o tempo de ambientação os animais foram (n=65) alocados em gaiolas 

individuais e distribuídos em grupos experimentais. Grupo Claro-Escuro (CE, n=22): 

animais mantidos em ciclo CE, submetidos ao registro de atividade locomotora (ALE) 

por 14 dias (2 semanas). Grupo claro constante 2 semanas (CC 2s): animais mantidos 

em luz constante por 2 semanas. Concomitante a submissão dos animais a CC os 

animais foram mantidos no sistema ALE por 14 dias. Grupo claro constante 7 semanas 

(CC 7s): Animais mantidos a CC por 7 semanas. Durante os 14 últimos dias os animais 

foram submetidos ao registro de ALE. Após o registro do ritmo de atividade repouso 

todos os animais foram submetidos ao SE, sendo as crises avaliadas durante o SE. 
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Figura 7 - Experimento 1 grupos controles e agudos 

 

Inicialmente todos os animais (n=65) foram ambientados, por duas semanas em ciclos normais 

de 12h de claro e 12h de escuro, as luzes eram acesas as 6h e apagadas às 18h. Após o período de 

ambientação os animais foram alocados em gaiolas individuais e distribuídos em grupos experimentais. 

Grupo Claro-Escuro (CE): animais mantidos em ciclo CE, submetidos ao registro de atividade 

locomotora (ALE) por 14 dias (2 semanas). Grupo claro constante 2 semanas (CC 2s): animais 

mantidos em claro constante por 2 semanas. Concomitante a submissão dos animais a CC os animais 

foram mantidos no sistema ALE por 14 dias. Grupo luz constante 7 semanas (CC 7s): Animais mantidos 

a CC por 7 semanas. Durante os 14 últimos dias os animais foram submetidos ao registro de ALE.  As 

induções do Status epilepticus (SE) de todos os animais foram realizadas as 8-9h da manhã. Fonte: 

Autora, 2020. 

 

 

Figura 8- Experimento 2 grupos epilépticos 
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Todos os animais (n=35) foram ambientados, por duas semanas em ciclos normais de 12h de 

claro e 12h de escuro, as luzes eram acesas as 6h e apagadas às 18h. Após o período de ambientação 

os animais foram alocados em gaiolas individuais e videosmonitordos. Após o estabelecimento das 

CREs, um mês após o SE, os animais (n=21) foram videomonitorados nos seguintes períodos: 5 

semanas após o SE (9 dias), 7 semanas após o SE (14 dias) e 9 semanas após o SE (10 dias). O 

registro de ALE foi realizado entre a 7° e 9º semanas após o SE (n=21, por 10 dias). Logo após o 

término das análises das CREs durante o ciclo CE, todos os animais foram mantidos em claro constante 

(n=21).  Logo que se iniciou o tratamento com CC os animais foram videomonitorados por 14 dias (n=8) 

e foram submetidos ao registro da ALE (n=13). Sete semanas após o início da CC, as CREs dos ratos 

foram monitoradas (n=13) e foi realizada a avaliação da ALE (n=13). Fonte: Autora, 2020. 

 

2.1.1.1 Experimento 2 

 

Após o tempo de ambientação todos os animais foram submetidos ao SE 

(n=35). Duas semanas após o SE um grupo de animais foram videomonitorados 

(n=14) para avaliação da gravidade e da ritmicida CREs. Após o estabelecimento das 

CREs, um mês após o SE, os animais (n=21) foram videomonitorados nos seguintes 

períodos: 5 semanas após o SE (9 dias), 7 semanas após o SE (14 dias) e 9 semanas 

após o SE (10 dias). O registro de ALE foi realizado entre a 7° e 9º semanas após o 

SE (n=21, por 10 dias). Logo após o término das análises das CREs durante o ciclo 

CE, todos os animais foram mantidos em claro constante (n=21).  Logo que se iniciou 

o tratamento com CC os animais foram videomonitorados por 14 dias (n=8) e foram 

submetidos ao registro da ALE (n=13). Sete semanas após o início da CC, as CREs 

dos ratos foram monitoradas (n=13) e foi realizada a avaliação da ALE (n=13). O 

videomonitoramento das CRES e o registro da ALE foram realizados durante 24h por 

dia.    

2.2 Indução do Status epilepticus (SE). 

 

Todos os animais dos grupos epilépticos (Epi – CE e Epi - CC) e agudos (CE – 

SE, CC 2s - SE e CC 7s - SE) foram submetidos a indução do SE, pelo método Lítio-

Pilocarpina (Li-PILO). Inicialmente, administrou-se a injeção i.p. de Cloreto de Lítio 

(127 mg/kg), 18-24 hora antes da administração i.p. de PILO de 30mg/kg. Para limitar 

os efeitos periféricos da administração de PILO, foram injetados, 30 minutos antes da 

injeção da PILO, o butilbrometo de escopolamina (1mg/kg, i.p). Todas as induções 

foram realizadas na fase clara do dia (8-9h da manhã - ZT14 e ZT15). 
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Logo após a administração de PILO, os animais foram videomonitorados, com 

o auxílio de uma filmadora digital (DCR-SR68, Sony Brasil LTDA), durante 90 minutos, 

período de duração do SE. Para a caracterização do início do SE, o critério utilizado 

foram a ocorrência de crises contínuas que se sustentassem durante o tempo mínimo 

de cinco minutos após a injeção de PILO (LOWENSTEIN e ALLDREDGE, 1998 e 

SHORVON, 1994). Após uma hora de SE foi realizada a reposição hidroeletrolítica 

através da injeção intraperitoneal de soro fisiológico a 0,9% (1ml para cada animal). 

Para a reversão do SE, os animais foram tratados com diazepam (5 mg/kg) via 

intraperitoneal após período de 90 minutos, a dose de diazepam foi repetida a cada 

30min até que o SE fosse revertido completamente. 

 

2.3 Avaliação das crises do Status Epilepticus  

 

O SE foi gravado para a avaliação e classificação das crises. Os 90 min de SE 

foram divididos em 18 janelas de 5 minutos cada e as crises epilépticas dos animais 

em cada janela foram classificadas de acordo com a escala de crises límbicas 

estabelecida por Racine (1972) e representada na Tabela 2. 

 

Tabela 2- Escala comportamental de crises límbicas de 

Racine 

0 - Imobilidade  

1 – Automatismos faciais 

 2- Mioclonias de cabeça  

3- Clonias uni ou bilaterais de patas anteriores  

4- Clonias de patas anteriores com elevação sobre as patas 

posteriores  

5- Elevação das patas anteriores e queda atônica com crises 

clônicas generalizadas  

Fonte: RACINE,1972. 
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 Para a análise das crises convulsivas, as seguintes variáveis foram avaliadas: 

latência para o SE [tempo (seg.) transcorrido entre a injeção de pilocarpina e a crise 

convulsiva epiléptica continuada, característica do SE] e a frequência relativa das 

crises nível 2, 3, 4 e 5 durante o SE. A crise de nível 2 denominamos como crises 

focais, quanto as crises nível 3, 4 e 5 foram definidas como crises generalizadas. 

 

2.4 Avaliação das Crises Recorrentes e Espontâneas (CREs) 

 

Para avaliar o perfil temporal das CREs foram utilizadas as crises durante a 

fase crônica observadas e classificadas utilizando a escala de Racine (tabela 1). A 

latência representa o tempo entre o fim do SE e o início para a primeira CREs. Em 

estudo realizado por Pitsch e col (2017) observou-se que as crises ocorridas logo após 

SE representam um resquício da Pilocarpina utilizada para indução do SE, não 

representado, dessa forma, uma CRE. Sendo assim, determinou-se, para este estudo, 

que o tempo de latência seria contado a partir do 7º dia pós SE.  De cada crise 

observada, levou-se em consideração o maior nível atingido pelo animal durante a 

crise em questão. A severidade das CREs foi considerada as crises de nível 3, 4 e 5.  

 

2.5 Registro de Atividade Locomotora Espontânea (ALE) 

  

Os animais foram ambientados individualmente em caixas medindo 37 x 24,2 

x 24 cm durante 10-14 dias. Cada caixa ficou isolada das demais e possuía um sensor 

infravermelho localizado cerca de 15cm acima da tampa. Os sensores detectaram 

todas as movimentações dos animais dentro das caixas e o registro foi enviado ao 

computador a cada 5 minutos pelo sistema SAP (Dr. Marconi Camara Rodrigues, 

Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, Brasil, 2011).  

2.6 Análise da ritmicidade circadiana das Crises Recorrentes e Espontâneas 

(CREs) e da atividade locomotora espontânea (ALE) 

 O MetaCycle, pacote R que incorpora ARSER, JTK_CYCLE e Lomb-Scargle 

para avaliar a periodicidade em dados de séries temporais, foi realizado para análise 

do perfil temporal das CREs e atividade locomotora espontânea ao longo de 24 horas. 

O resultado do MetaCycle continha o valor p, o período e a amplitude relativa (rAMP). 
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Foi considerado rítmico quando p <0,05. Para análise temporal das CREs, foi 

necessário agrupar o número total de crises de todos os animais, e colapsar dos dados 

em 2 ciclos (Meta 2d). 

Para elaboração do Actograma da ALE foi utilizado o software ImageJ. Para a 

construção dos gráficos das CREs ao longo do dia foram utilizados os softwares 

CircWave (curva) e o GraphPad Prism (Histograma).  

 

2.7 Análises estatísticas 

 

Para avaliação das crises durante o SE e das CREs (Latência, total de 

crises/CREs e severidade das crises, assim como para as variáveis do ritmo, foi 

utilizado o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA).  Todos os 

dados que assumissem distribuição normal a partir da avaliação do teste de 

normalidade de Kolmogorov-Smirnov, em seguida realizava-se o teste de variância 

simples (ANOVA), seguida por teste Bonferroni ou Dunnett quando realizadas 

comparações múltiplas. Quando um único parâmetro foi comparado entre dois grupos 

diferentes, o teste t Student foi empregado.  Sendo as amostras não paramétricas, 

realizava o teste Kruskal-Wallis para múltiplas comparações. Quando se tratava de 

apenas dois grupos optou-se em utilizar o teste t Mann-Whithy. Os dados estão 

representados como a média ± erro padrão (± EPM) de pelo menos quatro 

experimentos independentes. p <0,05, p <0,01 e p<0,001 foram considerados 

significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 RESULTADOS 
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    3.1 Efeito da luz constante sobre o ritmo da ALE e das crises agudas durante o 

Status Epilepticus (SE) 

 

Todos os animais submetidos ao ciclo CE mantiveram a ritmicidade circadiana 

da ALE, com período 23.94 ± 0.03h e rAMP de 0.87 ± 0.03 (figura 9A -C). Enquanto, 

os animais expostos a CC por duas semanas apresentaram aumento significativo no 

período (25.01 ± 0.09h, p< 0.0001) e menor rAMP (0.59 ± 0.028, p=0.007) em relação 

ao grupo controle. O ritmo de ALE foi abolido em todos os animais expostos a LL por 

7 semanas, impedindo que as medidas do ritmo fossem estabelecidas. É possível 

observar nos actogramas representativos (figura 9A) que os animais expostos a LL 

apresentam maior fragmentação do ritmo de ALE em relação ao grupo controle, sendo 

ainda mais instável e fragmentado o animal LL 7 semanas. 

Para a caracterização do início do SE, o critério utilizado foi a ocorrência de 

pelo menos uma crise de nível ≥3 da escala de Racine, além da presença de crises 

contínuas que se sustentassem durante o tempo mínimo de cinco minutos após a 

injeção de Pilocarpina. Conforme observa-se na figura 9D, o tempo de latência foi 

maior, de forma significativa, nos animais LL 2s - SE (2341± 218.9 seg), quando 

comparado aos grupos LD - SE (1743 ± 141.8 seg, p=0,034) e o LL 7s- SE (1473 ± 

130,6 seg, p=0,019). Estes resultados mostram que os animais mantidos em claro 

constante por menor tempo, 2 semanas, tiveram um tempo de latência mais 

prolongado. E quando o tempo de exposição a luz constante é maior, como no caso 

do grupo LL 7s - SE, o tempo de latência se equipara aos animais mantidos em 

condições normais de claro/escuro, revelando não ter efeito significativo.
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Figura 9 - Efeitos da exposição contínua à luz na atividade locomotora e variáveis convulsivas durante o SE. 

 

(A) Três atograma representativo de dupla plotagem da atividade locomotora para controle e dois ratos sob o ciclo CC; (B) Os grupos controle e CC 

por 2s mantiveram o ritmo circadiano do ciclo repouso-atividade, porém houve aumento do período circadiano do grupo exposto ao CC por 2 semanas. Após 

7 semanas em CC, o ritmo de 24 horas é perdido e as medições do ritmo circadiano não podem ser estabelecidas; (C) Amplitude relativa (rAMP), o grupo CC 

2s apresenta ritmo mais fragmentado, representado pelo menor rAMP; (E) Latência para o início do status epilepticus após exposição ao claro constante  
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Continuação: Animais mantidos no claro constante por 2 semanas têm maior tempo de latência para o 

início do SE, em comparação aos grupos controle e CC de 7 semanas; (E) O número total de 

apreensões durante o SE. CC 2s diminuiu a incidência de convulsão durante SE em comparação com 

os grupos de controle e CC 7 semanas; (F, G) o número de crises focais (estágio 2) e crises 

generalizadas (estágio 3,4 e 5), os animais expostos a CC por 2 semanas têm menos crises 

generalizadas em comparação aos grupos controle e CC 7 semanas, dando proteção durante SE. Os 

dados são expressos como média ± SE ou média com intervalo de confiança de 95%. O teste estatístico 

para análise circadiana foi feito por MetaCycle. As comparações entre as condições foram feitas pelo 

teste não paramétrico de Mann-Whitney de medidas repetidas ou teste t paramétrico, * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. Fonte: Autora, 2020. 

 

 

Para as análises de gravidade de crise, os 90 minutos de SE foi dividido em 18 

janelas de 5 minutos, cada. O padrão dos níveis de gravidade de crises para cada 

grupo experimental durante o SE foi observado e classificado de acordo com a 

escala de Racine. Na figura 9 E, pode-se observar que os animais mantidos em claro 

constante por duas semanas tiveram uma redução significativa de 56% (41,64 ± 

3,24) no número total de crises comparadas ao grupo CE – SE (74, 47 ± 8,7, p= 

0,001). Interessantemente, os animais expostos por 7 semanas a LL, apresentaram 

um aumento de 72% (128,3 ± 21,5) no total de crises em relação ao grupo CE -SE 

(p= 0,0002).  

Para melhor avaliar o efeito do claro constante na severidade das crises durante 

o SE, optou-se em analisar as crises focais (nível 2) separadas das crises 

generalizadas (nível 3, 4 e 5). Na figura 9F-G, pode-se observar que os animais do 

grupo CC 7s - SE apresentam maior número crises do tipo focal em comparação ao 

grupo CE – SE (p<0.0001) e CC 2s- SE (p<0.0001). Não houve diferença significativa 

entre os grupos CE – SE e o grupo CC 2s - SE. A incidência das crises do 

generalizadas foi menor no grupo CC 2s – SE em relação aos grupos CE -SE 

(p=0.001) e CC 7s – SE (p=0.04). O conjunto de dados sugere que a exposição ao 

claro constante por 2 semanas protege os animais contra as crises mais graves 

durante o SE, no entanto este achado é perdido quando os animais permanecem por 

um tempo mais prolongado em livre curso (7 semanas no CC). 
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3.2 A evolução temporal das crises espontâneas e recorrentes (CREs) e os efeitos da 

exposição da luz constante na CREs 

 

O critério utilizado para definir as CREs foi a ocorrência de pelo menos duas 

crises de nível 3, com base na classificação de Racine (1972). As CREs foram 

registradas 24h por dia ao longo do estudo. Na figura 10A, é observado um aumento 

dependente do tempo na atividade convulsiva 7 dias após a indução do SE, em 

animais mantidos no ciclo claro-escuro (Epi - CE). O tratamento de CC por duas ou 

7 semanas realizado em animais epilépticos não alterou a gravidade das CREs nas 

comparações antes e depois do tratamento (Figura 10B-C). 

 

Figura 10 - Evolução temporal das crises espontâneas e recorrentes (CREs) e 

efeito da luz constante na CREs. 

 

(A) Aumento dependente do tempo na atividade convulsiva 2 semanas após a indução de SE 

por Li-Pilo, em animais mantidos em um ciclo claro-escuro (LD). Foi observado um aumento progressivo 

da CREs ao longo do tempo. As barras representam a média ± SEM; (B, C) Não houve diferença 

significativa entre os animais expostos a diferentes períodos de tempo a LL em relação ao grupo LD - 
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Epi. Os dados são expressos como média ± SEM. As comparações entre as condições foram feitas 

pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney de medidas repetidas ou teste t paramétrico, * p <0,05, ** 

p <0,01 e *** p <0,001. Fonte: Autora, 2020. 

 

 

 

3.3 Estudo da periodicidade das Crises recorrentes e espontâneas (CREs) 

 

Conforme ilustrado na figura 11A-C, foi constatado oscilação circadiana no 

perfil temporal das CREs dos grupos de animais submetidos ao ciclo CE, 

independentemente do tempo de análise. A incidência de convulsões foi predominante 

durante a fase de clara do dia, quando os animais estavam menos ativos, o que foi 

evidente nos grupos Epi- CE 2 semanas pós-SE (Figura 11A), Epi- CE 7 semanas 

pós-SE (Figura 11B), e no conjunto de dados a partir da 5 semana pós-SE (Figura 

11C). Notavelmente, a frequência da atividade de CREs atingiu o pico entre o ZT20 e 

ZT 24, que correspondem aos 14h e 18h, respectivamente, em todos os grupos de 

Epi – CE (Figura 11 A-C). Em contraste, as CREs apresentadas pelos animais 

submetidos ao CC, independente do tempo, não apresentam periodicidade de 24 

horas.  
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Figura 11 - Periodicidade de 24 horas das crises espontâneas e recorrentes 

(CREs) no ciclo claro-escuro (CE) e em claro constante (LL). 

 

 (A-C) As CREs dos animais mantidos em ciclo CE; (A) CREs a partir de 2 semanas após o SE; 

(B) CREs  7 semanas após SE; (C) CREs 5 semanas após SE, por 30 dias consecutivos. (E-G) CREs 

dos animais mantidos em CC; (E) CREs durante 2 semanas em CC; (F) CREs a partir de 7 semanas 

em CC; (G) CREs durante 7 semanas em CC, por 30 dias consecutivos. Para os grupos CC, o ritmo 

de 24 horas do CREs é perdido. Observe que a ocorrência das CREs nos grupos CE atinge o pico 
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durante o dia e diminui à noite. O teste estatístico para análise circadiana foi feito por MetaCycle no 

pacote R a função Meta2d. O grupo foi considerado rítmico quando p <0,05. Fonte: Autora, 2020.  

 

 

3.4 Estudo do ritmo circadiano da Atividade Locomotora Espontânea (ALE)  

 

Todos os animais epilépticos submetidos ao ciclo CE (Epi -CE) mantiveram a 

ritmicidade circadiana da ALE, com período semelhante ao grupo controle (CE) (23.94 

± 0.03h) (Figura 12 A-C). Interessantemente, a porcentagem de animais rítmicos e 

arrítmicos submetidos a CC variou conforme a condição estudada (normais e 

epilépticos) e o tempo de exposição ao CC (Figura 12 B). No grupo LL 7s 100% dos 

animais perdem o ritmo circadiano para ALE, no grupo Epi - CC 2s 15.4% e no grupo 

Epi - CC 7s 30.7 % perdem o ritmo de 24 horas (Figura 12 B).  Curiosamente, somente 

uma parcela dos animais do grupo Epi-LL 2s (15.4%) evolui para a arritimicidade, no 

entanto, todos os animais normais expostos por duas semanas a CC (CC 2s) 

mantiveram o ritmo circadiano da ALE.   

Para o estabelecimento das medidas do ritmo circadiano, como período e 

rAMP, somente foram utilizados os dados de animais rítmicos. Na figura 1C, é possível 

observar que os grupos de animais submetidos ao CC apresentaram alterações no 

período ritmo para ALE. Apesar de não ser observado no grupo CC 2s animais 

arrítmicos, estes manifestam aumento de período (LL 2s: 25.01 ± 0.09h) em relação 

ao grupo controle-CE (23.94 ± 0.03h, p=0.0071). Ao passo que, duas semanas a CC 

em animais normais ocorre aumento no período (25.01 ± 0.09h), os animais Epi – 2s 

(23.55 ± 0.21h) apresenta redução significativa no período em relação aos grupos Epi 

– CE (24.91 ± 0.43h, p=0.022), CC 2s (25.01 ± 0.09h, p=0.0003), Epi – 7s (25.65 ± 

0.3h, p<0.0001), sendo semelhante ao grupo CE
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Figura 12 - Efeitos da exposição à luz constante na atividade locomotora. 
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(A) Actograma representativo de plotagem dupla da atividade locomotora em animais normais 

e epilépticos mantidos no ciclo claro-escuro (CE) ou em claro constante (CC); (B) Porcentagem de 

animais rítmicos e arrítmicos ao longo do tempo em CC. Os grupos Controle, CE-Epi CC por 2 semanas 

mantêm o ritmo circadiano do ciclo de atividade em repouso No entanto os grupos mantidos CC por 7 

semanas 100%, Epi - CC 2 semanas 15.4%, Epi - CC 7 semanas 30.77 % perderam o ritmo de 24 

horas; Só foi possível estabelecer as medidas do ritmo circadiano dos animais que permaneceram 

rítmicos. Observe que, todos os animais do grupo CC 7 semanas são arrítmicos; (C) O período foi 

menor que 24h nos ratos Epi - CC 2 semanas em comparação com os ratos CC 2 semanas, CE-epi, 

Epi - CC 7 semanas e CC 14 semanas. Porém, o grupo de animais que permaneceram expostos ao 

CC por mais tempo (Epi - CC 7 semanas) teveram um aumento no período em relação ao grupo 

controle.; (D) Amplitude relativa (rAMP), observe que os animais do grupo Epi – CC por 2 semanas que 

permaneceram rítmicos, apresentando um ritmo menos robusto, mais fragmentado, representado pelo 

rAMP inferior; Os dados são expressos como média ± EP. O teste estatístico para análise circadiana 

foi feito por MetaCycle no pacote R a função Meta2d. O grupo foi considerado rítmico quando p <0,05. 

Em seguida, as comparações entre as condições foram feitas usando a ANOVA, seguida pelo teste 

post hoc de Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001, * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. Fonte: Autora, 2020 

 

A rAMP descreve a robustez do ritmo, quanto maior o valor mais estável e 

robusto é o ritmo analisado. Na figura 12 D, observa-se diminuição na rAMP dos 

grupos expostos ao CC, sendo menos estáveis e mais fragmentos que o grupo control, 

conforme ilustrado nos actogramas representativos, na figura 4A. É interessante 

observar a redução significativa do rAMP no grupo Epi – CC 2 weeks (0.14 ± 0.031), 

em relação aos demais grupos experimentais. Na figura 13 é possível observar que 

apesar do aumento no número total e na maior gravidade das CREs entre os animais 

rítmicos e arritimicos do grupo de animais mantidos por 7 semenas em CC, não houve 

diferença estatística. O conjunto de dados, relativo ao ritmo de ALE, retrata a 

disrupção no ritmo circadiano em animai expostos a CC 

Ao avaliar as CREs dos animais epilépticos que manterem o ritmo circadiano, 

observou-se a ocorrência de crises generalizadas tônico-clônicas (CGTC), sendo 

20.8% e 1,5% das CGTC no grupo duas e 7 semanas em CC, respectivamente. 
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Figura 13. Avaliação das CREs em animais ritmicos e arritmicos. 

 

 

Não houve diferença significativa entre os animais Epi – LD, ritmicos e,arritmicos expostos 7 

semanas em LL. Os dados são expressos como média ± SEM. As comparações entre as condições 

foram feitas pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney de medidas repetidas ou teste t paramétrico, 

* p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. Fonte: Autora, 2020. 
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4.1 Efeito da exposição à Luz constante sobre a ALE e as crises agudas durante o 

SE. 

Considerando o impacto da luz nos ritmos biológicos, o presente estudo avaliou 

o padrão temporal do ALE em animais expostos ao claro constante (CC) por duas ou 

7 semanas. Foi observado que os animais expostos por um longo prazo ao CC (7 

semanas) o ritmo da ALE foi abolido. Diferentemente, os animais mantidos por um 

prazo mais curto (2 semanas), o ritmo da ALE sofreu aumento no período e maior 

fragmentação, mas o ritmo se manteve (Figura 9 A - C). Estes achados corroboram 

com a literatura, mostrando  que em condições de livre-curso induzido pela exposição 

a CC pode provocar rupturas ou interrupção do padrão oscilatório em diferentes ritmos 

biológicos, incluindo, pressão sanguínea (BRIAUD; ZHANG; SANNAJUST, 2004), 

níveis circulantes de hormônios (WIDEMAN; MURPHY, 2009; FISCHMAN et al., 

1988), expressão gênica, (SUDO et al., 2003), oscilação na concentração de Ca 2+ em 

neurônios do NSQs (COLWELL, 2020) e atividade locomotora (BRIAUD; ZHANG; 

SANNAJUST, 2004; BÜTTNER; WOLLNIK, 1984; CHIESA et al., 2010; HUGHES et 

al., 2015). A luz é o principal fator ambiental capaz de sincronizar os ritmos 

endógenos, esta função deve-se provavelmente à sua capacidade de redefinir o 

sistema circadiano, mesmo em exposições rápidas (KALADCHIBACHI; FERNANDEZ, 

2018).  A maquinaria do oscilador central sofre um reset diário sincronizado pela luz, 

acredita-se que as proteínas do oscilador central que exercem o papel de sincronizar 

as alças de autorregulação às informações ambientais sejam PER1 e PER2, isto 

porque os níveis de seus RNAm aumentam rapidamente após um pulso de luz, 

enquanto os outros componentes não são imediatamente alterados (FIELD et al., 

2000).  

Em condições de CC, pode ocorrer três importantes desalinhamentos 

(dessincronização) entre o relógio central e os osciladores periféricos, conforme 

demonstrado na figura 14. A primeira possibilidade é a ocorrência de arritmicidade, 

em que cada célula dos NSQs expressa seu próprio padrão rítmico, com diferentes 

períodos e fases, o que resulta em uma saída arrítmica (output) (figura 14 A), conforme 

foi observado na ALE dos animais mantidos por 7 semanas em CC. A segunda 

possibilidade é a exibição de um ritmo "divididos", com dois componentes 

independentes, apresentando diferentes períodos circadianos. Esses componentes 

representam a atividade de cada NSQ que tende a está em fases opostas entre si 

(Figura 14 B), sugerindo que este evento pode estar acontecendo com os animais do 
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grupo duas semanas em CC. E ainda pode ocorrer, uma dissociação espontânea em 

dois componentes do ritmo, um período ambiental e outro relacionado ao relógio 

endógeno. Isso reflete a atividade das áreas dorsomedial ou ventrolateral do NSQs 

(Figura 14 C) (revisador por CHIESA et al., 2015).  

 

Figura 14 - Modelos comportamentais de dessincronização: efeitos no 

SCN. 

(a) Claro constante (CC) arritmicidade comportamental induzida no camundongo. Células 

NSQs individuais (representadas em cores diferentes no desenho do painel central e na representação 

de sua atividade no painel inferior) expressam seu próprio padrão rítmico, com diferentes períodos e 

fases, o que resulta em uma saída arrítmica como a atividade locomotora. (b) Em esquemas CC 

crônicos, hamster pode exibir ritmos de atividade locomotora "divididos", com dois componentes 

independentes de diferentes períodos circadianos. Esses componentes representam a atividade de 

cada NSQ que tende a ser ativo em fase oposta entre si (painéis do meio e inferior). (c) Ratos sob um 

ciclo T = 22 pode desenvolver uma dissociação espontânea em dois componentes da atividade 

locomotora, um seguindo o ciclo T e outro relacionado ao relógio endógeno. Isso reflete a atividade das 

áreas dorsomedial (representada em verde) ou ventrolateral (azul) do NSQ (meio e painéis inferiores). 

Fonte: Revisado por CHIESA et al., 2015. 

 

Interessantemente, o presente estudo demostrou que a exposição CC por duas 

semanas atenua a atividade convulsiva aguda, durante o SE induzida por Li-PILO. 

Enquanto, que a exposição ao CC por 7 semanas agrava o SE. Embora, existem 
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poucos estudos investigando o papel da entrada de luz na ocorrência das crises, 

algumas evidências sugerem que a hora do dia afeta a susceptibilidade as crises 

induzidas em modelos experimentais (ROBERTS; KEITH, 1994; STEWART; LEUNG, 

2005; STEWART; LEUNG; PERSINGER, 2001; WEISS et al., 1993; YEHUDA; 

MOSTOFSKY, 1993), como por exemplo, na indução do SE por PILO, durante a fase 

escura do dia ocorreu menor tempo de latência para a primeira crise e maior gravidade 

do SE (STEWART; LEUNG, 2005; STEWART; LEUNG; PERSINGER, 2001).  

 

Embora, a causalidade do efeito do CC sobre as crises durante o SE não pôde 

ser determinadas neste estudo, o mecanismo envolvido nessa relação pode ser 

provalmente a oscilação temporal de moléculas envolvidas em vias inibitório e 

excitatória que também podem ter sofrido alterações, devido a condição de livre curso  

no momento em que a indução foi realizada. De fato, em condições de CC como 

melatonina e o cortisol, importantes hormônios envolvidos na saída (output) da 

informação do ritmo, exibem alteração em seus padrões temporais. A melatonina é 

suprimida durante a fase escura (noite subjetiva) e a variabilidade diária do cortisol é 

perdida (RUMANOVA; OKULIAROVA; ZEMAN, 2002). As condições de livre curso em 

CC podem ter alterado os níveis temporais destes hormônios, assim como de outras 

moléculas no momento da indução do SE, de tal forma que podem ter contribuído para 

a proteção dos animais CC – 2s e agravado o SE nos animais CC – 7s. Portanto, a 

realização de estudos com objetivo de caracterizar a oscilação temporal de moléculas 

envolvidas em vias pro-convulsivante ou anti-convulsivantes poderá contribuir para o 

entendimento do efeito da luz constante na fase aguda do processo epileptogênico. 

 

  4.2 Evolução temporal das CREs em condições CE  

 

 Nossos resultados indicam progressão das CREs ao longo do tempo, em 

animais mantidos no ciclo claro-escuro (Figura 10 A). Este resultado  confirma a 

presença de aumento dependente do tempo na frequência das crises, consistente 

com outros estudos experimentais e em humanos (FRENCH et al., 1993; HELLIER 

et al., 1998; JARRETT et al., 2008; SPENCER; SPENCER, 1994; WILLIAMS et al., 

2009) 
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4.3 Oscilação temporal das CREs 

 

Embora a ocorrência das CREs seja um evento adquirido, elas parecem ser 

influenciadas por um sistema de controle circadiano, conforme demonstrado por 

Quigg e col (2000) em que a periodicidade circadiana das CREs persistem em uma 

condição de escuro constante, sugerindo uma dependência do oscilador central 

(NSQs). Nossos dados, demonstram que os grupos de animais mantidos em ciclo CE 

apresentam oscilação temporal das CREs em 24h, com alta frequências das CREs na 

fase clara do dia. Enquanto, o ritmo das CREs é abolido em condições de livre curso 

em CC. Estes dados somados as evidências cientificas sugerem interação entre a 

ELT com o sistema circadiano, devido ao padrão oscilatório das crises epilépticas, 

(ARIDA et al., 1999; BERTRAM; CORNETT, 1994; CAVALHEIRO et al., 1991; 

MATZEN; BUCHHEIM; HOLTKAMP, 2012; MIRZOEV et al., 2012; QUIGG et al., 2000; 

TCHEKALAROVA et al., 2010, 2011; VAN NIEUWENHUYSE et al., 2015) sendo 

potencialmente prejudicado quando ocorre a exposição CC. 

À medida que o padrão temporal das CREs progride provável ocorre aumento 

da atividade elétrica no hipocampo, modificando o padrão de oscilação dos genes do 

relógio, desacoplando os osciladores centrais e periféricos. O hipocampo  representa 

o foco epileptogênico na ELT, sendo também uma região que apresenta atividades 

oscilatórias ao longo de 24h (BOUCHARD-CANNON et al., 2013; CHAUDHURY; 

WANG; COLWELL, 2005; IKENO; WEIL; NELSON, 2013; RAWASHDEH et al., 2014). 

De fato, além da formação da memória e do processo de aprendizagem que são 

funções inerente ao hipocampo (RUBY et al., 2008; TAKAHASHI, SAWA e OKADA, 

2013; RAWASHDEH et al., 2014), atividades biológicas como neurogênese (TAMAI; 

SANADA; FUKADA, 2008), controle na densidade dendríticas (IKENO; WEIL; 

NELSON, 2013), assim como  potenciação de longa duração (CHAUDHURY; WANG; 

COLWELL, 2005; O’CALLAGHAN et al., 2012) apresentam oscilação ao longo do dia 

no hipocampo. Pressupondo assim, que o hipocampo apresenta um papel 

fundamental na ritmicidade de eventos biológicos importantes na fisiopatologia da 

epilepsia, sendo considerado a região de interação entre as crises e o ritmo circadiano 

(CHAUDHURY; WANG; COLWELL, 2005). 

 

 

 



53 
 

   4.4 Efeito do tratamento CC sobre as CREs e na ALE 

 

O tratamento de CC por duas ou 7 semanas realizado em animais epilépticos 

não alterou a gravidade das CREs nas comparações antes e depois do tratamento 

(Figura 10 B-C), diferentemente do que foi observado nas crises agudas em que 

houve menor gravidade no SE em animais tratados por duas CC. No entanto, os 

animais expostos a CC apresentam crises generalizadas tônico-clônicas, o que pode 

estar relacionada ao envolvimento de outras áreas cerebrais. Durante o SE, aspectos 

fisiopatológicos são desencadeados a fim de induzir alterações estruturais no 

cérebro, que incluem perda de neurônios, neurogênese aberrante, gliose, dano 

axonal, plasticidade dendrítica, expressão gênica alterada, e inflamação, em 

conjunto denomina-se processo epileptogênico. (CURIA et al., 2014; ENGEL; 

HENSHALL, 2009; MELDRUM, 1991; PITKÄNEN; LUKASIUK, 2009; VEZZANI et al., 

2011). Algumas dessas alterações persistem durante a progressão da ELT, incluindo 

o desenvolvimento de CREs, perda de células e comorbidades neurológicas 

(DEVINSKY et al., 2018; RAVIZZA et al., 2017). Acredita-se que esses eventos 

biológicos sejam modulados por um sistema circadiano (HOOD; AMIR, 2017; IKENO; 

WEIL; NELSON, 2013, 2014), podendo sofrer alteração quando expostos a 

condições de livre curso como no CC. 

 Nosso estudo indica que as crises epilépticas espontâneas, per se, alteram o 

ritmo da ALE (Figura 12) e que esta alteração é agravada em condição de claro 

constante, possivelmente devido a um efeito combinado da atividade epiléptica e da 

luz sobre o sistema de controle do ritmo. De fato, as evidências científicas sugerem 

que as CREs e CC de forma isolada interferem na oscilação temporal de diversos 

eventos biológicos, as CREs podem influenciar a atividade-repouso (MATOS et al., 

2018; STEWART; LEUNG, 2003), temperatura corporal (QUIGG et al., 1999), níveis 

circulantes de hormônios (VAN CAMPEN et al., 2015; YALÝN et al., 2006). Assim 

como,  a CC pode interferir na ritmicidade da pressão sanguínea (BRIAUD; ZHANG; 

SANNAJUST, 2004), níveis circulantes de hormônios (WIDEMAN; MURPHY, 2009; 

FISCHMAN et al., 1988), expressão gênica, (SUDO et al., 2003), oscilação na 

concentração de Ca 2+ em neurônios do NSQs (COLWELL, 2020) e atividade 

locomotora (BRIAUD; ZHANG; SANNAJUST, 2004; BÜTTNER; WOLLNIK, 1984; 

CHIESA et al., 2010; HUGHES et al., 2015). Além do mais, foi observado que alguns 

animais mantidos em CC mantiveram o ritmo circadiano para ALE enquanto outros 
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perderam a oscilação temporal (arrítmicos), este achado também foi encontrado em 

outros estudos em livre-curso em CC (Hughes et al., 2015), sugerindo uma 

variabilidade individual, que torna esses animais mais resistentes a perda do ritmo, 

apesar do ritmo apresentar-se menos robustos que os animais em CE. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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Este estudo sugere a interação entre ritmo circadiano e o processo 

epileptogênico. Foi demonstrado que o condicionamento dos animais em claro 

constante por duas semanas altera o ritmo de ALE. No entanto, provoca aumento do 

tempo de latência para o início do SE e diminuição da severidade das crises agudas. 

Por outro lado, a exposição ao CC por um longo prazo (7semanas) abole o ritmo de 

ALE e das CREs, além de agravar as crises agudas durante o SE.  O conjunto dos 

dados sugere que mecanismos de controle do ritmo estão associados à ritmicidade 

das CRES límbicas e a susceptibilidade das crises durante o SE. Além do mais, o 

estudo indica que as crises epilépticas espontâneas, per si, alteram o ritmo da ALE 

e que essa alteração é agravada em condição de claro constante, possivelmente 

devido a um efeito combinado da atividade epiléptica e da luz sobre o sistema de 

controle do ritmo. No entanto, mais estudos que investiguem a interação do ritmo 

circadiano e a epilepsia são necessários para ajudar na compreensão do controle 

das crises epilépticas por um sistema circadiano, promover o conhecimento da 

própria fisiopatologia da epilepsia, além de contribuir para o desenvolvimento de 

novos estratégias terapêuticas. 
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7.1 Protocolos do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Alagoas (nº 62-2014 e 17-2017) 
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