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RESUMO

A epilepsia uma das doencas neurologicas crbnicas graves mais comuns,
caracterizada por descargas paroxisticas, excessivas e sincronicas de uma populacao
neuronal que leva a crises espontaneas e recorrentes. A morte subita e inesperada
nas epilepsias (SUDEP) é responsavel por 7,5% a 17% das mortes em epilepsia.
Embora os mecanismos fisiopatoldégicos sejam desconhecidos, uma possivel
explicacdo é que sejam de origem cardiogénica. Alguns trabalhos relacionam
alteracdes cardiacas com as crises, podendo estas serem responsaveis pela SUPED,
e como ainda nao tem trabalhos que tenham investigado o controle do fluxo
coronariano de pacientes ou em modelos experimentais de epilepsia, e como as
doencas coronarianas figuram como uma das principais causas de morte subita na
populacdo mundial, avaliar o fluxo coronariano em modelo experimental de epilepsia
torna-se importante para o entendimento da SUDEP. Assim este trabalho teve como
objetivo avaliar a reatividade coronariana, funcao ventricular e o tecido cardiaco de
ratos submetidos ao método de inducado de epilepsia pelo modelo da pilocarpina. Os
animais foram separados em dois grupos: Controle (n= 8) e Epilepsia (n= 8). Foi
administrado 350 mg/Kg de pilocarpina (i.p.) precedidos por 1mg/Kg de
metilescopolamina (s.c.) em ambos 0s grupos, 0s animais que entraram em estado
de mal epiléptico receberam diazepam 10 mg/Kg (i.p.), apés 3 horas em estado de
mal epiléptico, para blogquea-lo. Depois 0s animais foram acondicionados em uma sala
para monitoramento por video (24 h/dia) até completarem 2 meses de epilepsia,
formando o grupo epilepsia. Os animais que ndo entraram estado de mal epiléptico
apos a inducédo do modelo compuseram o grupo controle, ficando alojados no mesmo
ambiente dos animais do grupo epilepsia durante todo o periodo. ApGs a cronificacéo
da epilepsia (2 meses ap0Os primeira crise) realizou-se a metodologia de coracdo
isolado pelo sistema de Langendorff fluxo constante, e apds um periodo de
estabilizacdo de cerca de 35 minutos perfundiu-se o coragdo com bradicinina (BK)
(1078,1077, 107 e 107°M) em bolus e apés lavagem perfundiu-se com nitroprussiato de
sédio (NPS) (107%, 1075, 107, e 10™*M) também em bolus. O coragdo dos ratos com
epilepsia apresentou uma reducao significativa no relaxamento coronariano mediante
infusdo de BK na concentragao 10™°M. Além disso, observamos que 0s animais com
epilepsia possuem colageno perivascular aumentado, cardiomiécitos maiores, e maior

namero de coronarias, sem alteracdo da expressao de oxido nitrico sintase endoletial
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(eNOS), superoxido dismutase (SOD) e catalase. Assim, nossos resultados mostram
que h& uma reducéo do relaxamento coronariano induzido por bradicinina o que nos
leva crer em prejuizo da funcao endotelial desses animais, uma vez que, embora com
fibrose perivascular ndo houve alteracdo quando o relaxamento foi induzido pelo

nitroprussiato de sodio.

Palavras-Chave: epilepsia, SUPED, sistema cardiovascular, reatividade coronariana,
bradicinina.
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ABSTRACT

Epilepsy is the most common chronic neurological disease in the world, characterized
by paroxysmal, excessive and synchronous discharges of a neuronal population that
leads to spontaneous and recurrent seizures. Sudden unexpected death in epilepsy
(SUDEP) is responsible for 7.5% to 17% of deaths in epilepsy. Although the
pathophysiological mechanisms are unknown, one possible explanation is that they
are of cardiogenic origin. Some studies relate cardiac abnormalities with seizures, and
these may be responsible for Suped, and as yet has no works that have investigated
the control of coronary flow of patients or in experimental models of epilepsy, and as
coronary heart disease listed as one of the main causes of sudden death in the world
population, assess coronary flow in experimental epilepsy model becomes important
for the understanding of SUDEP. So this study aims to evaluate the coronary reactivity,
ventricular function and cardiac tissue of rats submitted to the pilocarpine model of
epilepsy. The animals were separated into two groups: control (n = 8) and epilepsy (n
= 8). It was administered 350 mg/kg of pilocarpine (i.p) preceded by 1mg/kg
methylscopolamine (s.c) in both groups, animals that entered in status epilepticus
received diazepam 10 mg/kg (i.p) after 3 hours to block it. After that, the animals were
placed in a room for video monitoring (24 h/day) until complete two months of epilepsy
(epilepsy group). Rats that received pilocarpine and did not develop status epilepticus
comprised the control group, being housed in the same animal environment that
epilepsy group. At two months of chronic epilepsy rats were sacrificed and the heart
dissected to the Langendorff preparation (constant flow), after a 35 minutes of
stabilization in a Krebs - Ringer solution bradykinin (BK) was administered (1078, 1077,
107 and 107°M) in bolus and after of washout was treated with sodium nitroprusside in
different concentrations (1076, 1073, 10™ and 1073M) also bolus. They were found in
animals with epilepsy a significant reduction in coronary relaxation by BK infusion at a
concentration 10™™M. It was observed that rats with epilepsy have increased
perivascular collagen, larger cardiomyocytes, and more coronary arteries, with no
change of nitric oxide synthase endoletial (eNOS), superoxide dismutase (SOD) and
catalase expression. Thus, our results show reduction of coronary relaxation induced
by bradykinin which leads us to believe in loss of endothelial function of these animals,
since, we did not observe differences in relaxation induced by sodium nitroprusside,

despite the perivascular fibrosis of epileptic rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € uma das doencas neurolégicas cronicas graves mais comuns
(LAXER et al.,, 2014; BANERJEE et al., 2009; FORSGREN et al, 2005; SANDER,
2003), e ocorre devido a um disturbio caracterizado por uma predisposicao persistente
do cérebro em gerar crises epilépticas, e pelas consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas, psicologicas e sociais que acompanham esta condi¢cdo (FISHER et al.,
2005). A definicdo de epilepsia requer a ocorréncia de pelo menos duas crises
epilépticas ou de uma crise com forte predisposicdo a desencadear uma segunda
crise, como a presenca de tracados epileptiformes no eletroencefalograma (EEG)
(FISHER et al., 2014). Essas se manifestam de forma espontanea e recorrente
(DICHTER, 1994), e sdo uma ocorréncia de sinais e/ou sintomas devido a atividade
neuronal anormal excessiva e sincronica no cérebro que ocorre durante a epilepsia
(FISHER et al., 2005).

A epilepsia atinge aproximadamente 65 milhdes de individuos em todo o
mundo (LAXER et al.,, 2014; BANERJEE et al., 2009; FORSGREN et al., 2005;
SANDER, 2003). Os fatores etioldgicos mais comuns séo febre, disturbio eletrolitico,
intoxicagéo, doencas degenerativas (PEDLEY; BAZIL; MORRELL, 2000), tumores e
acidente vascular encefalicos, traumatismo cranio-encefalico, e infeccées do sistema
nervoso central (DUNCAN et al., 2006). A alta incidéncia das epilepsias nos paises
em desenvolvimento é decorrente da deficiente assisténcia pré-natal e maternal, alto
indice de prematuridade, desnutricao, traumas durante o parto, convulsées febris da
infancia e infeccdes, particularmente as infec¢cdes decorrentes de parasitismo
(SANDER; SHORVON, 1987; FERNANDES et al., 1999), além de infecgbes
endémicas (neurocisticercose e malaria) que se apresentam como principais fatores
de risco (DUNCAN et al., 2006).

A Comisséo sobre Classificacdo e Terminologia da Liga Internacional Contra
a Epilepsia (ILAE do inglés International League Against Epilepsy) é a responsavel
por atribuir conceitos, terminologias e abordagens para a classificacdo de crises e

formas de epilepsia, afim de trazer a epilepsia para fora das “sombras” da opiniao de
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especialistas e dos argumentos dominantes, para que a classificagdo das epilepsias
reflita totalmente e avance, tanto no que se refere a neurociéncia basica como em
estudos clinicos possibilitando, de maneira mais eficaz, a incorporacdo do
conhecimento produzido a pratica clinica. Assim, a ILAE classificou as crises em:

crises epilépticas generalizadas e crises epilépticas focais (BERG et al., 2010).

Crises epilépticas generalizadas séo caracterizadas como as que se originam
em algum ponto envolvendo rapidamente redes distribuidas bilateralmente (ambos
hemisférios cerebrais). Essas redes bilaterais podem incluir estruturas corticais e
subcorticais, mas ndo necessariamente o cortex inteiro. Embora o inicio de uma crise
generalizada em um individuo mostre sempre 0 mesmo padrdo a localizacdo e
lateralizacdo ndo sdo, necessariamente, idénticas de uma crise a outra, podendo
inclusive ser assimétricas no que se refere ao padrao de recrutamento bilateral (BERG
et al., 2010). As crises generalizadas séo classificadas em crises de auséncia,
mioclonica, atonica, clonica, tonica, e tonico-clonica. Esta sdo definidas como:
auséncia — crise com inicio abrupto e deslocamento de consciéncia alterado; atonica
- perda subita ou diminuicdo do tbnus muscular sem caracteristicas precedentes
miocldnicas ou tonicas aparente; mioclonica — breves contragdes musculares; tonica
—aumento do ténus dos membros tipicamente com duracao de segundos a um minuto;
clénica — envolve espasmos bilaterais ritmicos; tdnico-clénica — consiste de uma fase

tbnica e uma cldnica, tipicamente nesta ordem (BERG et al., 2010)

J& as crises epilépticas focais sdo aguelas em que seu inicio ocorre dentro de
redes neuronais limitadas a um hemisfério. Elas podem ser discretamente localizadas
ou mais amplamente distribuidas. Assim como as crises generalizadas as crises focais
podem ser originarias de estruturas corticais e subcorticais. Porém de maneira
diferente das generalizadas as crises focais apresentam um padréo consistente de
uma crise a outra no que se refere ao local de inicio e areas recrutadas. Vale ressaltar
gue um mesmo individuo pode apresentar mais de um foco de inicio de crise, 0 que
leva a crises diferentes dependendo de qual regido dispara a crise. Dessa forma as
crises focais sdo descritas de acordo com o grau de comprometimento. Essas podem
ser descritas como: focal motora ou autonémica quando apresentam componentes
motores e autonémicos observaveis (clonias de um membro, vocaliza¢des, sensacdes
de angustia, orgasmos, ericamento de pelos) sem o comprometimento da consciéncia.

Sdo descritas também como crises focais discognitivas, na qual se tem o
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comprometimento da consciéncia, ou seja, ocorre o0 prejuizo da
consciéncia/percepcgédo ou outras caracteristicas discognitivas. As crises focais podem
ainda evoluir para uma crise generalizada levando ao desencadeamento de
componentes ténicos, clonicos, ténico-clénicos e prejuizo da consciéncia (BERG et
al., 2010).

A localizag&o e progressao dos eventos ictais sdo de primordial importancia
na avaliacdo de pacientes pois permite diagnéstico diferencial de eventos nao
epilépticos de crises epilépticas, ensaios randomizados melhor controlados,
planejamento mais adequado de cirurgias além de outros aspectos relacionados a
esta doenca (BERG et al., 2010).

Levando em consideracdo a causa (etiologia) das crises, elas podem ser
classificadas em genética, “estrutural/metabdlica”, e “causa desconhecida”, sendo os

seguintes conceitos associados:

»  Genética: a epilepsia é resultado direto de um defeito genético conhecido
ou presumido(s) em que as crises sdo o principal sintoma da doenca. A designacao
da natureza fundamental do distarbio como genético ndo exclui a possibilidade de que
fatores do meio ambiente possam contribuir para a expressao da doenca. No presente
momento, ndo ha virtualmente nenhum conhecimento especifico para apoiar as
influéncias ambientais como causas contribuintes a estas formas de epilepsia
(SHORVON, 2011).

»  “Estrutural/metabdlica”: conceitualmente, ha uma condi¢éo distinta ou
estrutural ou metabdlica ou outra doenca associada a um substancial aumento do
risco de desenvolver epilepsia. Lesdes estruturais incluem distlrbios adquiridos como
acidente vascular cerebral, trauma e infeccdo. Eles também podem ser de origem
genética (por exemplo, esclerose tuberosa, malformacées do desenvolvimento
cortical); no entanto, como atualmente compreendido, ha um distirbio separado
interposto entre o defeito genético e a epilepsia (SHORVON, 2011).

»  “Causa desconhecida”. é uma forma neutra para designar que a
natureza da causa subjacente é ainda desconhecida; pode haver um defeito genético
fundamental, ou pode ser a consequéncia de um distlrbio separado ainda né&o
reconhecido (SHORVON, 2011).
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1.2 Epilepsia do Lobo Temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo de epilepsia mais comum em
adultos, caracterizada pela presenca de crises focais e com generalizacdo secundaria,
com inicio nas estruturas limbicas, as quais incluem o hipocampo e o giro denteado
(SUTULA et al., 1998), que acometem cerca de 40% de todos os casos (CENDES,
2005). Esse tipo de epilepsia € uma das formas mais comuns de epilepsia focal, que
estd associada com trauma craniano, malformacgdes cerebrais, infeccdes e crises
febris (WIEBE, 2000). Atualmente a ELT é subdividida em critérios que se baseiam na
origem e semiologia das crises, classificada como mesial ou neocortical (lateral)
(ENGEL, 2001). Dentre essas a epilepsia do lobo temporal mesial € a mais comum
abrangendo cerca de 60% de todos os casos de ELT (ENGEL, 1992; FRENCH et al.,
1993), envolvendo principalmente estruturas limbicas como o cOrtex entorrinal,
neocortex temporal lateral, tAlamo medial, lobo frontal inferior, amigdala e hipocampo
(SPENCER, 2002). E caracterizada por seu perfil clinico conhecido, onde a primeira
crise surge no final da infancia ou no inicio da adolescéncia, além da ocorréncia de
crises focais motora ou autonémica ou discognitiva e crises com generalizacdes
secundarias menos frequentes (CENDES; KOBAYASHI, 2000).

Cerca de 75% dos pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial sédo
considerados como tendo epilepsia resistente a farmacos (SCHMIDT; LOSCHER,
2005). Logo, a importancia clinica da ELT deve-se tanto a sua alta prevaléncia quanto
a elevada proporcao de pacientes que ndo respondem aos diferentes esquemas
terapéuticos, e por apresentar bom prognéstico com o tratamento cirtrgico, com 80%
a 90% de probabilidade de controle de crises (PAGLIOLI-NETO; CENDES, 2000).

O tratamento padrdo para pacientes com ELT intratavel é a cirurgia, e a
operacdo mais comum realizada para adultos com esclerose hipocampal é a
ressecgao do lobo temporal anterior com a remogéao da amigdala, hipocampo e giro
para-hipocampal (THOM et al., 2010).

As caracteristicas histopatolégicas comuns nos cérebros de pacientes
afetados por ELT sdo a esclerose de endfolium, ou seja, a perda de neurdnios, no hilo
do giro dentado, esclerose do Corno de Amom (CA), ou seja, grave perda de
neurdnios piramidais (as principais células hipocampais) (Figura 1), e gliose em CA1,

no prosubiculum e, de forma menos consistente, em CA3b (MATHERN; BABB;
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ARMSTRONG,

A

Figura 1. Representacéo esclerose de endfolium e do Corno de Amom. Sloviter et al. Epilepsia. 2007

Geralmente na ELT um hipocampo é mais danificado do que o outro; assim,
os danos do hipocampo associado com ELT é frequentemente bilateral, mas
assimétricos (JEONG et al., 2005). Menos frequentemente, pode haver lesbes do
cortex entorrinal e amigdala em pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial
(YOON et al., 2003).

1.3 Modelo da pilocarpina

A utilizacdo do tecido humano, para o esclarecimento dos mecanismos
basicos que envolvem a epileptogénese é dificil. Dentre os varios problemas
identificados existem questdes éticas, reprodutibilidade, efeitos da propria medicacéo
e aplicacBes de intervencdes experimentais necessarias para a dissecacao dos varios
processos celulares e sinapticos que contribuem para a atividade epiléptica. Os
modelos experimentais de epilepsia denominados agudos, ocorre quando estes sao
utilizados de maneira em que o animal submetido ao modelo em questéo apresenta
crises convulsivas apenas durante a vigéncia do agente indutor, como por exemplo os
modelos farmacos convulsivantes (penicilina, estricnina, oubaina, estrégenos
conjugados, acido quinolonico) e estimulacdo elétrica focal. Os modelos cronicos de
epilepsia sao caracterizados por crises recorrentes em intervalos de tempo, ndo sendo
necessario a aplicacdo do estimulo indutor da epileptogénese para que a crise seja
desencadeada, como por exemplo os modelos da pilocarpina e do acido cainico
(AVANZINI et al., 1997).
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Uma vez que as epilepsias humanas apresentam crises recorrentes e na
maioria das vezes ocorrem de forma espontanea, alguns modelos cronicos de
epilepsia se revestem de maior importancia por mimetizarem mais adequadamente a
condicdo humana, servindo, portanto, para maior caracterizacao fisiopatoldgica e para
avaliacdo de drogas antiepilépticas (LEITE; BORTOLOTTO; CAVALHEIRO, 1990;
BLUMCKE et al., 1999). Dentre esses modelos, o da pilocarpina (PILO) tem sido
amplamente usado em funcdo da facilidade técnica e, principalmente, pela
semelhanca fisiopatolégica com a epilepsia do lobo temporal em seres humanos
(CAVALHEIRO, 1995).

A pilocarpina é oriunda das plantas sul-americanas Pilocarpus jaborandi, e
Pilocarpus microphyllus, a PILO induz um estado comportamental crénico que se
assemelha a epilepsia do lobo temporal humana, e que parece depender da facilitacdo
de descargas em salva em neurdnios hipocampais por meio do blogueio de correntes
ibnicas de potassio, que € dependente da ativacdo colinérgica muscarinica
(SANABRIA; CAVALHEIRO, 2000).

O modelo experimental da epilepsia do lobo temporal através da injecéo
sistémica de pilocarpina, que é um agonista colinérgico muscarinico, foi primeiramente
descrito por Turski et al (1983). O seguimento temporal do modelo da pilocarpina
permitiu dividi-lo em trés fases: periodo agudo, no qual os animais apresentam as
crises limbicas evoluindo para estado de mal epiléptico; periodo silencioso, com
duracdo em torno de 4 a 44 dias (média de 14,8 dias e mediana de 10 dias),
caracterizado pela auséncia de sinais comportamentais e eletrogréaficos de atividade
epiléptica; e periodo crénico, que se inicia com a primeira crise espontanea que
recorre durante toda a vida do animal. Essas crises espontaneas se iniciam com
automatismos faciais, clonias dos membros anteriores, elevacéo do corpo com apoio
nas patas posteriores e perda do equilibrio seguida por crise clénica generalizada,
com duracao aproximada de 40 a 60 segundos (CAVALHEIRO et al., 1991). Do ponto
de vista estrutural, o hipocampo é a regido cerebral mais sensivel aos efeitos
neuropatolégicos desencadeados pela acdo epileptiforme resultante da ativacao

colinérgica (CAVALHEIRO, 1995; MELLO et al., 1993).

A capacidade da pilocarpina de induzir o estado de mal epiléptico, que é uma
condicao caracterizada por uma crise epiléptica que esta suficientemente prolongada

ou repetida em intervalos suficientemente curtos, de modo a produzir um estado
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epiléptico invariavel e duradouro (GASTAUT, 1973; ROGER; LOB; TASSINARI,
1974), depende da ativagdo do receptor muscarinico subtipo M1 (HAMILTON et al.,
1997). Outros colinomiméticos, tais como carbacol e oxotremorina, também sao
capazes de induzir crises e danos cerebrais induzidos por crises quando injetados
sistemicamente ou diretamente no cérebro (OLNEY; GUBAREFF; LABRUYERE,
1983; TURSKI et al., 1983b). Além disso, a ocorréncia do estado de mal epiléptico
induzido pela pilocarpina pode ser bloqueado pela administracdo sistémica de um

antagonista muscarinico, como a atropina (CLIFFORD et.al.,1987).

Experimentos de cultura de neurénios do hipocampo demonstraram que a
pilocarpina, agindo atraveés de receptores muscarinicos, provoca um desequilibrio
entre as transmissdes excitatorias e inibitorias, resultando na geracdo do estado de
mal epiléptico (PRIEL; ALBUQUERQUE, 2002). Além disso, estudos in vivo revelaram
que a pilocarpina induz uma elevacédo dos niveis de glutamato no hipocampo e na
sequéncia ocorre o aparecimento de crises (SMOLDERS et al., 1997). Evidéncias
substanciais oferecem suporte para a sugestdo de que, ap0s o inicio por receptores
M1, as crises sao mantidas pela ativacao do receptor NMDA (N-metil D-Aspartato)
(NAGAO; ALONSO; AVOLI, 1996; SMOLDERS et al., 1997). A reorganizagéo da rede
neuronal nos animais tratados com pilocarpina ocorre provavelmente como
consequéncia da perda neuronal e do brotamento induzido pelo estado de mal
epiléptico (LEHMANN et al., 2001). Esse brotamento € uma das possiveis causas de
excitabilidade na ELT (KOYAMA; IKEGAYA, 2004). As células emitem colaterais
estabelecendo novas conexdes sinapticas aberrantes gerando um rearranjo sinaptico
dos pacientes com ELT. Esta condic¢éo foi inicialmente descrita no giro denteado tanto
em humanos quanto em animais epilépticos. Além disso, as fibras musgosas do giro
denteado emitem colaterais para seu préprio campo dendridico, resultando em um
circuito excitatorio recorrente (AVOLI et al., 2002). Esta caracteristica ndo se restringe
ao giro denteado, mas também para CA1l e outra e outras areas extra hipocampais

contribuindo para a cronicidade das crises

1.4 Morte subita e inesperada nas epilepsias (SUDEP)
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Estudos mostram que as crises sdo controladas com sucesso com drogas
antiepilépticas atualmente em cerca de dois ter¢cos dos pacientes com epilepsia, o que
resulta em um terco com epilepsia refrataria (LAXER et al., 2014; BANERJEE et al.,
2009; FORSGREN et al, 2005; SANDER, 2003; KWAN; SANDER, 2004). Para estes
pacientes com crises ndo controladas, a epilepsia deve ser considerada como uma
condicdo maligna, uma vez que pacientes com epilepsia possuem uma taxa de
mortalidade de 2 a 3 vezes maior do que a populacdo em geral (GAITATZIS;
SANDER, 2004). De fato, a morte subita e inesperada nas epilepsias (SUDEP, do
inglés sudden unexpected death in epilepsy) € a causa mais frequente de morte
relacionada a esta doenca. Por definicdo, SUDEP é uma morte subita, inesperada,
testemunhada ou nado testemunhada, ndo-traumatica e sem afogamento em
individuos com epilepsia, com ou sem evidéncia de crises (exceto estado de mal
epiléptico), nas quais 0 exame post-mortem ndo revela causa toxicolégica ou
anatdmica para a morte (GAITATZIS; SANDER, 2004; NASHEF; RYVLIN, 2009; NEI,
HAYS, 2010; HESDORFFER et al. 2011).

Estudos epidemioldgicos indicam que a SUDEP é responsavel por 7,5% a
17% de todas as mortes na epilepsia e tem uma incidéncia entre adultos entre 1:500
e 1:1000 paciente/ano (SCHUELE et al. 2007). Os principais fatores de risco para
SUDEP incluem o nimero de crises ténico-clénicas generalizadas, crises noturnas,
inicio precoce da epilepsia, a longa duracdo da epilepsia, deméncia, auséncia de
doenca cerebrovascular, asma, sexo masculino, etiologia sintomatica da epilepsia e
abuso de alcool (HESDORFFER et al. 2011; HESDORFFER; TOMSON, 2003). A
causa ou causas da SUDEP ainda sédo desconhecidas, entretanto, € muito provavel
que arritmias cardiacas durante, ap0s e entre as crises convulsivas, distarbios
eletroliticos, uso de drogas arritmogénicas ou transmisséo da atividade epiléptica para
0 coragao via sistema nervoso autbnomo potencialmente podem estar envolvidos
neste processo (STOLLBERGER; FINSTERER, 2004; RYVLIN et al., 2006). De
acordo com Leutmezer et al. (2003), as crises convulsivas estdo associadas com
varias mudancas nas func¢des autonémicas, as quais podem levar a manifestacfes
cardiovasculares, respiratérias, gastrinstestinais, cutaneas, urinarias ou sexuais
durante ou logo apos o episddio convulsivo. Nesse sentido, um dos principais

mecanismos propostos estd relacionado a prejuizos autonémicos, promovendo
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alteracOes cardiacas e/ou respiratérias durante e entre as crises (SURGES et al. 2010;
COLUGNATI et al. 2005; PANSANI et al. 2010).

1.5 Alteracdes cardiovasculares na epilepsia

O interesse em disturbios cardiacos e seu papel etiolégico no contexto da
morte sUbita tem crescido bastante (NEI, 2009; SURGES et al., 2010). Estudos
clinicos e experimentais mostram no coracdo e em tracados eletrocardiograficos de
individuos com epilepsia sinais tipicos de isquemia miocardica e disturbios
eletroliticos, que séo fatores que classicamente predispdem o coracdo a arritmias
além de alteragcbes de modulacdo autondmica tanto interictais quanto ictais que
favorecem para o mesmo fim (Surges et al., 2009; STOLLBERGER; FINSTERER,
2004; SURGES et al. 2010; NEI et al., 2004). Os efeitos cardiacos da epilepsia sao
comuns e vao desde mudancas sutis na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)
para parada sinusal ictal, e do encurtamento e alargamento do intervalo QT para
fibrilacdo atrial (DEVINSKY, 2004; TOMSON; NASHEF; RYVLIN, 2008). Diversas
trabalhos sugerem que as mudancas na variabilidade da frequéncia cardiaca na
epilepsia resulta das alteracBes autonbémicas interictais, bem como das proéprias
descargas autondmicas que ocorrem durante as crises (SEVCENCU; STRUIJK,
2010).

Estudos de variabilidade da frequéncia cardiaca mostram que pacientes com
epilepsia do lobo temporal podem ter respostas autonémicas anormais no periodo
interictal (TOMSON et al., 1998; RONKAINEN et al., 2005), uma vez que a VFC reflete
o equilibrio entre os sistemas nervoso simpatico e parassimpatico, apresentando
reducdo do tdnus vagal cardiaco. Stein e Kleiger (1999) relataram que a diminuicao
da VFC est4 associada a maior mortalidade e aumento da incidéncia de morte subita
cardiaca, seja esta alteragdo associada ou ndo com doenca cardiaca preexistente, o
que pode contribuir para a morte subita ocorre frequentemente durante o sono

(DRUSCHKY et al., 2001) em pessoas com epilepsia, ja que a variabilidade da
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frequéncia cardiaca destes pacientes aparece particularmente reduzida durante a
noite (TOMSON et al., 1998; RONKAINEN et al., 2005).De forma interessante a
taquicardia ictal, ou seja, taquicardia durante as crises, € considerada uma das
alteracbes cardiacas mais frequentes (SEVCENCU; STRUIJK, 2010; DEVINSKY,
2004), podendo, inclusive, preceder o inicio de mudangas ictais no
eletroencefalograma em até 87% das crises (NEI et al., 2004; SEVCENCU; STRUIJK,
2010; LEUTMEZER et al., 2003; NOVAK et al., 1999; BLUMHARDT; SMITH; OWEN,
1986; VELAGAPUDI et al., 2012) ou ndo ser um fato precedente e surgir apenas apos
0 inicio das crises epilépticas (SEVCENCU; STRUIJK, 2010; GARCIA et al., 2001).

Blumhardt et al. (1989) relataram que 92% dos 26 pacientes com crises do
lobo temporal com registros de EEG-ECG (eletroencefalocardiograma), por
monitorizacdo ambulatorial, apresentaram aumento na frequéncia cardiaca. Keilson
et al. (1989) relataram que 93% de 106 crises lateralizadas e generalizadas (em 45
pacientes submetidos a 24 horas de monitorizagdo ambulatorial do EEG- ECG), com
uma duracado de pelo menos 30 segundos, foram associados com taquicardia ictal
superior a 100 batimentos por minuto. Estes ainda mostraram que a taquicardia nédo

estava relacionada com o hemisfério de inicio da crise.

Colugnati et al.(2005) avaliaram a frequéncia cardiaca em ratos com epilepsia
in vivo e ex vivo na preparacdo de coracédo isolado (preparacédo de Langendorff). A
frequéncia cardiaca basal em animais com epilepsia crénica (346 + 7 bpm) foi maior
do que nos ratos controle (307 £ 9 bpm) somente na condic¢ao in vivo, sugerindo que
a modulacdo autonémica do coracao € alterada em animais com epilepsia, explicando

a manutencao de um aumento na frequéncia cardiaca basal nestes animais.

Em contrapartida, assistolia e bradicardia relacionadas com as crises sao
muito menos comuns, porém mais relacionadas a SUDEP. Numa andlise
retrospectiva, apenas 5 de 1244 pacientes submetidos ao monitoramento de EEG por
video tiveram assistolia ictal (ROCAMORA et al., 2003). Schuele et al. (2007) também
observaram que assistolia ictal € rara, observada em apenas 0,27% dos 6825

pacientes que foram submetidos ao monitoramento de EEG por video.

Além de alteracdes da frequéncia cardiaca as crises também podem causar
anomalias de conducao. Keilson et al. 1987 observaram que entre os 17 pacientes

nos quais foram registradas 56 crises eletrograficas de mais de 10 segundos, ndo h&a
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anormalidades ectopicas ou de conducao no ventriculo. No entanto, 0s pacientes com
epilepsia refrataria parecem ter um risco maior de anormalidades no ritmo e conducao
cardiacos relacionados com as crises. Em outro estudo, trinta e nove por cento dos
43 pacientes com epilepsia focal refrataria tiveram anormalidades no ritmo e/ou
repolarizagdo cardiacas durante ou imediatamente ap0s crises observadas no registro
de EEG por video. Estas anomalias incluem fibrilacdo atrial, taquicardia
supraventricular, bloqueio de ramo, extra-sistoles atriais, extra-sistoles ventriculares,
elevacdo do segmento ST, e assistolia (NEI; HO; SPERLING, 2000). Anormalidades
potencialmente graves, incluindo o ritmo de escape juncional, fibrilagdo atrial,
elevacao do segmento ST, e assistolia, foram vistos em 14% dos individuos, por Nei
(2009). Tigaran et al. (2003) relataram que 40% dos pacientes com epilepsia focal
refrataria apresentaram infra desnivelamento do segmento ST relacionada com a
crise, sugerindo que a isquemia cardiaca pode ocorrer durante as crises. Este
indicativo de isquemia miocéardica associada a taquicardia ictal € consistente com
relatos sobre inversao de onda T durante a taquicardia ictal (NEI et al., 2000; OPHERK
et al., 2002).

Do ponto de vista morfolégico, alteracdes cardiovasculares tém sido
demonstradas em pacientes com epilepsia que morreram subitamente. Os trabalhos
nessa linha de investigagéo tiveram inicio na década de 70 e se estendem até os dias
atuais. Quando necropsiado, o tecido cardiaco de pacientes com epilepsia apresenta
alteracdes micro e macroscoépicas que podem contribuir para a SUDEP, tais como:
dilatacao e hipertrofia cardiaca, fibrose nas paredes de pequenas artérias coronarias,
atrofia dos cardiomiécitos, degeneracao miofribilar, infiltracdo leucocitaria que sugere
miocardite focal e alteracbes morfolégicas do sistema de conducdo cardiaco
(KLOSTER; ENGELSKJON, 1999; FALCONER; RAJS, 1976; ANTONIUK et al., 2001;
NATELSON et al.,, 1998; OPESKIN; THOMAS; BERKPVIC, 2000). Especula-se
também que as alteracdes em eletrdlitos e pH do sangue, juntamente com a liberagéo

de catecolaminas pode facilitar arritmias (SURGES et al., 2009).

J& foi relatado que os pesos dos coragfes estdo aumentados na SUDEP
(LEESTMA, 1990) e sugeriu-se que uma sutil patologia cardiaca pode contribuir para
a SUDEP. Assim a SUDEP pode estar associada com cardiopatias sutis alteracdes
anatdmicas no sistema de conducao, areas focais de fibrose do miocardio ou doenca

arterial coronariana semelhante a sutis achados patologicos encontrados em jovens
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vitimas de morte subita cardiaca sem epilepsia (HAEREM, 1978; LEESTMA et al.,
1989). Um estudo mostrou que os coracdes de algumas vitimas de SUDEP
apresentavam fibrose perivascular e intersticial, que foram considerados pelos autores
um resultado do dano cardiaco anterior devido a convulsdes e podem ser
responsaveis pela SUDEP (NATELSON et al., 1998). A presenca do ateroma da
artéria coronaria tem sido relatado, em algumas SUDEPs (LEESTMA et al., 1989) mas
a importancia disto é incerta (BROWN, 1992).

1.6 Morte Subita Cardiaca (MSC) e Doenca Arterial Coronariana (DAC)

A morte subita cardiaca é definida como morte devido a qualquer doenca
cardiaca, que ocorre fora do hospital, num departamento de emergéncia, ou quando
o individuo é declarado morto a chegada ao hospital. A morte tera que ter ocorrido
dentro de uma hora apdés o inicio dos sintomas (JEFFREY et al., 2008). Este tipo de
morte é responsavel por mais de 50% de mortes por doenca cardiovascular (REA,;
PAGE, 2010). Uma das suas principais causas € a doenca coronaria que é
responsavel por mais de 80% destas mortes (ARZAMENDI et al., 2011).

Os diferentes mecanismos de MSC podem ser agrupados em dois grandes
grupos. Um “mecanico” e outro “elétrico”. O “mecanico” ocorre quando a funcao de
bomba do coracdo é afetada por um bloqueio agudo da circulacdo sanguinea. Por
outro lado, e na grande maioria dos casos (90%), a causa da MSC é de origem
arritmica (elétrica) (THIENE et al., 2010).

As principais causas responsaveis pela morte subita sdo as causas
cardiovasculares, destacando-se de longe a doenca coronaria sendo a principal causa
deste tipo de acontecimento em individuos com mais de 35 anos de idade, sendo mais
comum em homens, uma vez que as mulheres estdo protegidas durante a idade fértil
devido aos estrogénios (WINKEL et al., 2011). Estas mortes podem dever-se a
isquemia aguda ou a cicatrizes propiciadoras de circuitos de reentrada e arritmias
ventriculares fatais. Ha também fatores genéticos que alteram a resposta de certos
individuos a certas agressfes e que 0s tornam mais sensiveis a doenca arterial
coronaria (NAIK; YADAYV, 2010).
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As artérias coronarias também podem apresentar origens anémalas o que
pode condicionar diminui¢cdo do fluxo coronério e isquemia aguda do miocardio. Esta
€ também uma causa de MS em adolescentes e jovens adultos (<35 anos) (VIRMANI;
BURKE; FARB, 2001).

1.7 Espécies reativas de oxigénio (ERO) e estresse oxidativo na DAC

Sob condicdes fisioldgicas normais, a maioria das ERO é produzida na cadeia
respiratoria mitocondrial, onde de 2% a 5% dos elétrons sdo desviados para a
producdo de radicais livres (RL). Adicionalmente, as ERO podem ser geradas em
outros eventos bioquimicos na célula, como, por exemplo, em processos
inflamatorios, no catabolismo de &cidos graxos, na degradacdo da xantina a acido
drico e auto-oxidacgao de catecolaminas. Embora esses processos sejam normais para
avida das células, a producéo excessiva de ERO pode provocar danos a biomoléculas
(como acidos nucleicos, proteinas e lipidios) os quais, em grande extensédo, podem
levar a morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A producado de RL nem sempre é prejudicial ao organismo, pelo contrario, €
necessaria em varios processos bioldgicos, como sinalizacdo celular, contracédo
muscular e sistema imune. O grande problema é que, quando os niveis totais gerados
de RL forem maiores que a capacidade de defesa, podem ocorrer danos celulares
significativos (MATSUO; KANEKO, 2001).

O aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese de
doencas cardiovasculares. Estudos clinicos experimentais tém sugerido que essas
doencas estéo associadas ao aumento da formacao de radicais livres e a reducao das
defesas antioxidantes (SINGH; JIALAL, 2006).

Atualmente, o mais importante mecanismo pelo qual se acredita que o
estresse oxidativo altera a fungdo endotelial € a inativagdo do NO pelos anions
superéxidos e lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLs-ox). Esses RL
desativam 0s receptores endoteliais para acetilcolina, serotonina, trombina,
bradicinina e outros mediadores, diminuindo a estimulacdo da NOS nas células

endoteliais e, consequentemente, reduzindo a producdo de NO, prejudicando o
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relaxamento das células musculares lisas e predispondo a formacdo da placa
aterosclerotica (SINGH; JIALAL, 2006).

Neste sentido, até onde sabemos ndo tem nenhum trabalho que tenha
investigado como esta o controle do fluxo coronariano de pacientes ou em modelos
experimentais de epilepsia. Como as doengas coronarianas figuram como uma das
principais causas de morte subita na populacdo mundial (SCORZA; TUCCI, 2015)
acreditamos que este pode ser um potencial fator que se ndo fundamental possa pelo

menos contribuir para a SUDEP.
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2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a reatividade coronariana, bem
como a fungéo e forma do coracdo de ratos submetidos ao modelo de epilepsia

induzida pela pilocarpina.

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar a resposta coronariana do coracao isolado de ratos submetidos ao

modelo da pilocarpina frente a estimulos com bradicinina e nitroprussiato de sodio;

Avaliar a funcao ventricular do coracgéo isolado de ratos submetidos ao modelo

da pilocarpina frente a estimulos com bradicinina e nitroprussiato de sédio;

Avaliar a expressao da oxido nitrico sintase endotelial total em coronarias do

coracdao isolado de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina.

Avaliar o estresse oxidativo, através da expressdo das enzimas superéxido

dismutase e catalase de coronarias de ratos submetidos ao modelo da pilocarpina;

Avaliar a revascularizacdo coronariana de ratos submetidos ao modelo da

pilocarpina.

Avaliar remodelamento cardiaco por meio de analise de colageno e de

hipertrofia cardiaca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacao deste trabalho foram utilizados 16 ratos, da linhagem Wistar,
pesando entre 250 e 300g no inicio dos experimentos, estes foram separados em 2
grupos: grupo controle (n=8) e grupo epilepsia (n=8). Os animais foram provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Goias e confinados no Biotério do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goias. Os animais ficaram
alocados em grupos de cinco, no inicio do experimento, em gaiolas apropriadas, onde
tiveram livre acesso a comida e agua. As condicfes do biotério obedecem a um ciclo
claro-escuro de 12 horas, sendo a temperatura ambiente mantida constante entre 21
+ 1°C. Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias (CEUA,;
protocolo: 025/2012).

3.2 Inducéo do modelo de epilepsia pela pilocarpina

Para obtencdo dos animais com epilepsia (periodo crénico) foi utilizado o
modelo da pilocarpina. No desenvolvimento deste modelo foi utilizada a dose de 340
mg/kg de pilocarpina para todos os animais. Esta droga foi injetada
intraperitonealmente e os seus efeitos foram observados e classificados segundo a
metodologia descrita por Turski e colaboradores (TURSKI et al., 1983).

Todos o0s animais foram pré-tratados subcutaneamente com metil-
escopolamina (1 mg/kg), 30 minutos antes da inje¢ao de pilocarpina, afim de atenuar

os efeitos periféricos provocados por esta droga.

Depois que 0s animais entraram em estado de mal epiléptico permaneceram
neste estado por 3 horas, ao passo que apds este periodo injetou-se,
intraperitonealmente, diazepam (10 mg/kg), para bloqueio do estado de mal epiléptico,

e logo apos foram hidratados com salina isotbnica subcutaneamente, e
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posteriormente alocados em gaiolas com no maximo dois animais e levados para a

sala de video (Figura 2).
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Figura 2. Protocolo de inducao de epilepsia pela pilocarpina.

3.3 Monitoramento por video (confirmacao do periodo crénico)

Os animais permaneceram na sala de monitoramento por video, sendo que
esse foi feito 24h/dia. Assim, através das filmagens obtidas foi possivel observar
guando o animal apresentou a primeira crise espontanea, confirmando o periodo
cronico. Esse monitoramento também permitiu a verificacdo da frequéncia de crises e

suas duragoes.

3.3.1 Grupos experimentais:

Os animais foram separados em dois grupos:

1. Grupo controle:

Os animais desse grupo foram submetidos a todos os procedimentos
envolvidos na inducédo do modelo da pilocarpina (TURSKI et al., 1983), porém esses

animais ndo entraram em estado de mal epiléptico.
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2. Grupo epilepsia:

Compde esse grupo os animais que foram submetidos ao modelo de indugéo
de epilepsia pela pilocarpina, como citado acima, entraram em estado de mal

epiléptico, e apresentaram posteriormente crises espontaneas.

3.4 Preparo do coragéao isolado

ApoOs dois meses de epilepsia os animais, tanto do grupo controle quanto o
grupo epilepsia, que apresentavam idade média de seis meses, foram submetidos a
eutanasia por decapitacdo apdés 10 minutos da administracdo de heparina (400 U,
i.p). O torax foi aberto e o coracao retirado e colocado em um béquer contendo solugéo
nutridora em temperatura aproximada de 4°C. Esse resfriamento foi necessario para
diminuir o metabolismo do miocardio, antes destes serem conectados ao sistema de

perfuséo.

Apos os coracdes terem sido colocados sobre uma placa de Petri, foram
removidos os tecidos pulmonar e vascular, eséfago e traqueia que acompanharam o
coracdo, a artéria aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira
ramificacdo e fixada a uma agulha de aco inoxidavel conectada ao sistema
Langendorff de perfuséo (Figura 3) contendo a solucdo nutridora de Krebs-Ringer
descrita na Tabela 1. A solucéo de perfusdo foi mantida a 37 £ 1 °C e saturada com

solucéo carbogénica (95% de O2 e 5% de COy2).

Tabela 1. Composicdo da solucdo de Krebs-Ringer

COMPOSTO CONCENTRACAO EM mM
NacCl 118,41
KCI 4,69
KH2PO4 1,17
MgS04.7H20 1,17
CaCl2.2H20 1,25
Dextrose Anidra (Glicose) 11,65

NaHCOs 26,24




34

O coracao foi perfundido em fluxo constante e um transdutor de pressao
(MLTO0699 Adinstruments®) foi conectado a via de perfusdo para registro de variacdes
da presséao de perfusdo mediante a reatividade das coronarias. Um baldo, preenchido
com agua e conectado a um transdutor de pressdo (MLT0699 Adinstruments®), foi
introduzido no ventriculo esquerdo através de uma incisura no atrio esquerdo, para a

medicao da pressao ventricular.
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(PVI)
Marcapaso
Balon de latex
Figura 3. Preparacao de Langendorff modificada. Aadapatado de:

fac.org.ar/scvc/llavel/tlibres/tl060/t1060i.htm.

Ambos os grupos foram submetidos ao mesmo protocolo: apés um periodo
de aproximadamente 35 minutos de estabilizagcdo o coracdo primeiramente foi
perfundido com o veiculo (apenas solucdo Krebs-Ringer) em bolus, depois perfundido
com bradicinina (BK) em bolus nas concentragbes 1078M, 107’M, 10®M e 107°M, para
testar a reatividade coronariana dependente do endotélio, e depois novamente com
veiculo, seguido de nitroprussiato de sédio (NPS), também em bolus, nas
concentragdes 10 M, 10° M, 10 M, 102 M (Figura 4), para testar reatividade
coronariana independente do endotélio. Foram monitorados durante todo o tempo os
parametros de pressdo intraventricular sistélica (PIS), pressao intraventricular
diastolica (PID), e pressao de perfusédo (PP). Os sinais obtidos foram enviados ao
sistema de aquisi¢céo e analise de dados (MP100, Biopac Systems, Inc., Goleta, CA,
EUA). Depois, a partir do programa LabChart 7 (ADInstruments), foi possivel obter
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frequéncia cardiaca (FC) e as derivadas (dP/dt +, dP/dt -), que foram calculadas a
partir do registro de pressao intraventricular.
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Figura 4. Protocolo de avaliagdo da reatividade coronariana no coragéo isolado, com infusdo de
bradicinina (BK) e nitroprussiato de sddio (NPS).

3.5 indice de hipertrofia

Apbs o protocolo de coracédo isolado, perfundiu-se o coracdo com KCI 4 mM,
para o relaxamento total das fibras, em seguida foi feita a retirada completa dos atrios
esquerdo e direito, e os ventriculos foram entdo pesados. Fez-se também a retirada e
medida da tibia do animal com o auxilio de um paquimetro, assim foi possivel fazer a
relacdo entre o peso dos ventriculos pelo comprimento da tibia do animal para

obtencéo do indice de hipertrofia.

3.6 Analise Histologica

Para preparar o material para todas as coloracdes utilizadas, apés a retirada
dos atrios, foram feitos cortes transversais no cora¢do, obtendo assim a regiao central
com aproximadamente 5 mm, e os segmentos dos ventriculos coletados foram fixados
em paraformaldeido 4%, depois incluidos em parafina, e submetidos a cortes
histologicos com 5 um (micrémetros) de espessura. As colora¢des nas quais os cortes

foram submetidos estdo descritas a seguir:
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3.6.1 Coloracdo em hematoxilina e eosina (HE)

Essa coloracgéao foi utilizada para estudo morfométrico e de revascularizagcao

cardiaca. Para esta coloracdo os cortes foram dispostos em laminas nao silanizadas.

A técnica utilizada para corar os cortes com HE seguiu o0 seguinte protocolo:

1.

2.

Desparafinizacdo: 3 banhos em xilol, 20 minutos cada a temperatura
ambiente (TA);
Hidratacao:

- alcool etilico absoluto | (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto Il (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto 11l (1 minuto) TA,

- alcool etilico 70% (1 minuto) TA,

- alcool etilico 50% (1 minuto) TA,

3.

4.

8.

9.

Lavagem das laminas: agua corrente (5 minutos);

Solucdo de Hematoxilina (5 minutos) TA;

Lavagem das laminas (10 minutos) TA,;

Alcool etilico 80% (1 minuto) TA

Solucédo de eosina (4 minutos) TA;

Lavagem das laminas: lavados rapidamente com alcool 95% TA,;

Desidratacao:

- alcool etilico 95% (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto | (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto Il (1 minuto) TA,;

- alcool etilico absoluto 11l (1 minuto) TA,

10. Desidratacéo: 3 banhos em xilol, 20 minutos cada TA;

11.

Montagem das laminas



37

Para o estudo morfométrico foram analisados 200 cardiomidcitos por grupo.
Somente cardiomidcitos dispostos longitudinalmente com nucleo e limites celulares

visiveis foram analisados, obtendo-se a medida da Area de Seccdo Transversa (AST).

A analise de revascularizagdo cardiaca foi feita quantificando as artérias

presentes no ventriculo esquerdo das laminas analisadas.

Para analise da coloracdo as imagens foram obtidas no microscopio Zeiss
Scope Al, sendo que as imagens foram capturadas sob luz convencional em
magnitude de 20x. Posteriormente foram digitalizadas no software Zen Lite 2012 e
analisadas no software Image Pro-Plus v6.1 para Windows (Media Cybernetics Inc.,
Silver Sprong, MD, USA).

3.6.2 Coloracdo em picrosirius

A analise na coloracdo em picrosirius foi feita em laminas nao silanizadas,

com o seguinte protocolo:

1. Desparafinizacéo: 3 banhos em xilol, 20 minutos cada TA;
2. Hidratacao:

- alcool etilico absoluto | (1 minuto) TA,;

- alcool etilico absoluto 11 (1 minuto) TA;

- alcool etilico 70% (1 minuto) TA,

- alcool etilico 50% (1 minuto) TA;

3. Lavagem das laminas: agua corrente (2 minutos);

4.  Solucéo picrosirius (1 hora) TA;

5. Lavagem rapida das laminas

6. Solucao de hematoxilina (8 minutos) TA;

7. Lavagem das laminas: agua corrente (10 minutos);



38

8. Desidratacao:

- &lcool etilico 95% (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto | (1 minuto) TA,;

- alcool etilico absoluto Il (1 minuto) TA,;

- alcool etilico absoluto 11l (1 minuto) TA,

9. Desidratacao: 3 banhos em xilol, 20 minutos cada TA;

10. Montagem das laminas

Para andlise da coloracédo as imagens foram obtidas no microscépio Zeiss
Scope Al, sendo que as imagens foram capturadas sob luz convencional em
magnitude de 20x. Posteriormente foram digitalizadas no software Zen Lite 2012 e
analisadas no software Image Pro-Plus v6.1 para Windows (Media Cybernetics Inc.,
Silver Sprong, MD, USA).

3.6.3 Marcacao para estudo imuno-histoguimico

Este método foi utilizado para analise de eNOS, catalase, e superoxido
dismutase cobre-zinco (SOD-1). Para isso foi utilizado o kit de imuno-histoquimica
Novolink Polymer Detection System da Leica biosystems, e os cortes foram

anteriormente dispostos em laminas de vidro silanizadas, com o seguinte protocolo:

1. Desparafinizacéo: 3 banhos em xilol, 20 minutos cada TA;
2. Hidratacao:

- alcool etilico absoluto | (1 minuto) TA,;

- alcool etilico absoluto Il (1 minuto) TA,;

- alcool etilico absoluto 111 (1 minuto) TA;

- alcool etilico 95% (1 minuto) TA;

- alcool etilico 80% (1 minuto) TA;
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- &lcool etilico 70% (1 minuto) TA;
3. Lavagem das laminas (5 minutos) TA;

4. Incubacédo tampéao citrato de sédio 10 mM no micro-ondas (3 vezes de 5

minutos);

5. Lavados em tampao PBS (do inglés phosphate buffered saline) 10 mM,

(3 vezes de 5 minutos) TA,

6. Incubacdo com o bloqueador de peroxidase endégena em uma camara

escura e umida (5 minutos) TA;
7. Incubacgdo com o bloqueador de proteinas inespecificas (5 minutos) TA;

8. Incubacdo com os anticorpos (Tabela 2) diluidos em solu¢céo de BSA (do
inglés Bovine Serum Albumin) a 1% em PBS, e deixados na camara escura e Umida

overnight a 4°C;
9. Dia seguinte: lavados em tampéao PBS, (3 vezes de 5 minutos) TA,
10. Incubacdo com o anticorpo pés-primario (1 hora), 37°C;
11. Lavados em tampao PBS, (3 vezes de 5 minutos) TA;
12. Incubacéo com o polimero (1 hora), 37°C;
13. Lavados em tampéao PBS, (3 vezes de 5 minutos) TA;

14. Revelacdo da reagdo com solucao cromégena de 3,3-diaminobenzidina
(DAB) (Tabela 2);

15. Lavagem rapida

16. Contra coloracdo com hematoxilina (45 segundos)
17. Desidratagéo:

- alcool etilico 70% (1 minuto) TA;

- alcool etilico 80% (1 minuto) TA;

- alcool etilico 95% (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto | (1 minuto) TA;

- alcool etilico absoluto 11 (1 minuto) TA;
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- &lcool etilico absoluto 11l (1 minuto) TA;
18. Desidratagéo: 3 banhos em xilol, 20 minutos cada TA;

19. Montagem das laminas

Tabela 2. Anticorpos, fabricantes, diluicdo, e tempo de exposicédo ao DAB dos

anticorpos primarios utilizados no estudo imuno-hitoquimico.

] . L Tempo DAB
Anticorpo Fabricante Diluicéo .
(min)
eNOS i i Controle: 7:40
Cell Signaling 1:100 | _
(49G3) technology Epilepsia: 10
SOD-1 Santa Cruz Controle: 3:00
(FL-154):  Biotechnology, 1:100 Epilepsia:
sc-11407 INC 3:14
Lif Controle: 2:15
ifespam _ _ .
Catalase BiOSCienceS 1:100 Ep”eps'a:

1:50

Para analise imuno-histoquimica dos antigenos presentes nos ventriculos
direito e esquerdo, o parametro constituiu na positividade da marcagéo, e considerou-
se positivas as células que exibiram coloracdo acastanhada no nucleo ou citoplasma.
Apds o0 tratamento imuno-histoquimico, as células imunorreativas foram
primeiramente analisadas visualmente, por dois avaliadores com experiéncia prévia,
sendo que os mesmos nao conheciam a qual grupo experimental pertencia cada
lamina analisada. A avaliagdo das laminas foi realizada de acordo com o seguinte
critério: Artérias coronarias em que seu perimetro ndo apresentava marcagao
nenhuma para determinado anticorpo, artérias com marcagdo que abrangia até 50%
do perimetro, artérias com marcacdo abrangendo de 50 a 75% do perimetro total e

artérias com mais de 75% do perimetro marcado.

3.7 Analise Estatistica
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Os resultados obtidos foram submetidos a testes estatisticos. A analise de
reatividade coronariana, FC, PIS, PID, dP/dt +/-, e Pressdo Desenvolvida no ventriculo
esquerdo foi feita utilizando-se Two-way ANOVA, pos-teste de Fisher. Para analise
dos valores basais, indice de hipertrofia, morfometria, coladgeno e revascularizacéo
cardiaca, e do colageno utilizou-se teste t de student. Os dados obtidos da imuno-
histoquimica foram analisados pelo modelo de Poisson. Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. As analises estatisticas
foram realizadas com o software Prisma 5.0 (GraphPad, USA) e SigmaPlot 11.0, e os

dados estédo expressos com média * erro padrdo da média.
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4. RESULTADOS

Os animais que compuseram 0 grupo com epilepsia neste trabalho
apresentaram em média 24 dias de periodo silencioso, 1,7 crises por semana, e essas

tiveram uma média de duracado de 37,2 segundos.

Apos 2 meses de epilepsia cronica foi realizada a técnica de coragéo isolado
pelo método de Langendorff com fluxo constante utilizando BK e NPS. Os parametros
basais de PIS, PID, dP/dt +, dP/dt -, FC, e PP dos corac¢fes isolados, ou seja, no
momento anterior ao inicio da infusdo de BK nédo apresentaram diferenca significativa

guando comparados entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5. Parametros basais, dos grupos controle e epilepsia. (A) Pressado Intraventricular Sistélica
(PIS), (B) Presséo Intraventricular Diastoélica (PID), (C) dP/dt +, (D) dP/dt -, (E) Frequéncia Cardiaca
(FC), (F) Pressao de Perfusdo (PP). Controle n=8, epilepsia n=8, teste t de student.



43

Para testar a reatividade coronariana foi analisada a porcentagem de
relaxamento coronariano através da queda na pressao de perfusdo. Frente ao
estimulo em bolus de bradicinina observou-se diferenca significativa na concentracéo
10-° M entre os grupos controle (-28,02 + 2,42) e epilepsia (-19,27 + 2,86) (Figura 6A),
mostrando que 0s animais do grupo epilepsia apresentam um menor relaxamento
coronariano. Frente ao estimulo com nitroprussiato de sodio, ndo foram observadas

diferencas significativas (Figura 6B).

A BK
i -o—- CONTROLE
- EPILEPSIA
]
e 0%
g
g 154 %
©
©
X -304
=
-45-
-8 -7 -6 -5 -4
[1log (mol/L)
B NPS
- -~ CONTROLE
- EPILEPSIA
2 -0
(V]
€
° -201
)
(]
(4
e -304
-6 -5 -4 -3 -2

[1log (mol/L)

Figura 6. Porcentagem de relaxamento coronariano: (A) induzido por bradicinina (10 "8,10° 7,10 % e
10™ °> M), e (B) induzido por nitroprussiato de sédio (107¢, 1073, 10™ e 107M), observado na variacdo de
presséo de perfusdo dos grupos controle e epilepsia. * Indica diferenca estatistica em relagédo ao grupo
controle (p<0,05). Controle n=8, epilepsia n=8, two-way ANOVA, pds-teste de Fisher.
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Os resultados de variacéo de PIS, PID, dP/dt +/-, FC, e Pressao Desenvolvida
no ventriculo esquerdo ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos, tanto

por infusédo de bradicinina (Figura 7), quanto de nitroprussiato de sodio (Figura 8).
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Figura 7. Porcentagem de variagdo de: (A) Presséo Intraventricular Sistdlica (PIS), (B) Presséo
Intraventricular Diastdlica (PID), (C) dP/dt +, (D) dP/dt -, (E) Frequéncia Cardiaca (FC), (F) Presséo
Desenvolvida no ventriculo esquerdo, mediante a infusao de bradicinina nas concentragdes (10 ~ & M,
1077 M, 10 "¢ e 10™ ® M). Controle n=8, epilepsia n=8, two-way ANOVA, pés-teste de Fisher.
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Figura 8. Porcentagem de variagdo de: (A) Presséo Intraventricular Sistdlica (PIS), (B) Presséo
Intraventricular Diastdlica (PID), (C) dP/dt +, (D) dP/dt -, (E) Frequéncia Cardiaca (FC), (F) Presséo
Desenvolvida no ventriculo esquerdo, mediante a infusao de nitroprussiato de sédio nas concentracdes
(107, 107°, 10™ e 107M). Controle n=8, epilepsia n=8, two-way ANOVA, pds-teste Fisher.

As andlises de eNOS (Figura 9), SOD-1 (Figura 10) e catalase (Figura 11)
realizadas por meio da técnica de imuno-histoquimica ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos controle e epilepsia.
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Figura 9. Expressdo imuno-histoquimica de 6xido nitrico sintase endoletial nas artérias. (A) Células
marcadas no grupo controle (Objetiva de 100x). (B) Células marcadas no grupo epilepsia (Objetiva de
100x). (C) Porcentagem de vasos sem marcacao, com até 50%, de 50 a 75%, e com mais de 75% de

marcacao do perimetro para eNOS.



47

Controle

Epilepsia
‘

U w"/d

10

154

e Controle
O Epilepsia

10 - i

0- 1-ln'-l-lqEl++llt!l++E1-rl++ll++ll+rl1+rl++ll++l1+l

Numero de Vasos
[ %3]
[ ]

'5 T T T T
20 [l o\ o\b
C?C? o A» ﬁ’\o’
& &F »° 2>
N ch &6‘
&° & \s

Figura 10. Expresséo imuno-histoquimica de superdxido dismutase nas artérias. (A) Células marcadas
no grupo controle (Objetiva de 100x). (B) Células marcadas no grupo epilepsia (Objetiva de 100x). (C)
Porcentagem de vasos sem marcacao, com até 50%, de 50 a 75%, e com mais de 75% de marcacao
do perimetro para SOD-1.
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Figura 11. Expressao imuno-histoquimica de catalase nas artérias. (A) Células marcadas no grupo
controle (Objetiva de 100x). (B) Células marcadas no grupo epilepsia (Objetiva de 100x). (C)
Porcentagem de vasos sem marcacgéo, com até 50%, de 50 a 75%, e com mais de 75% de marcagao
do perimetro para catalase.
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Para avaliacdo da hipertrofia ventricular esquerda, foram analisados o indice
de massa (peso do coracao/comprimento da tibia) e a area de seccao transversa dos
cardiomiécitos. Na avaliacdo de indice de massa, ndo foi observada diferenca

significativa entre os grupos (Figura 12).
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Figura 12. Razéo entre o peso do coracao (ventriculos esquerdo e direito) e o comprimento da tibia do
animal. Controle n=8, epilepsia n=8, teste t de student.

Na avaliacdo da AST, com os valores obtidos na morfometria observou-se
diferenca significativa entre os grupos controle (14.51 + 0.09) e epilepsia (14.87 *
0.09). Na figura 13 A e 13 B estdo fotomicrografias representativas dos tecidos
cardiacos dos ratos do grupo controle e do grupo epilepsia. A figura 13 C mostra a

representacdo grafica dos valores mencionados de AST.
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Figura 13. Morfometria dos cardiomiécitos. Cardiomiécitos do ventriculo esquerdo em corte transversal
do grupo controle (A) e do grupo epilepsia (B) (HE, objetiva de 20x). (C) Analise da area de seccao
transversa dos cardiomiécitos. NUmero de cardiomidcitos analisados: controle n=200, epilepsia n=200.
* Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle (p<0,05), teste t de student.

Em relacdo a avaliagédo de colageno, néo foi observado diferenca significativa
na analise de coladgeno intersticial (Figura 14), porém foi observado diferenca
significativa no colageno perivascular (Figura 15) entre os grupos controle (12.38 +
0.95) e epilepsia (14.33 £ 0.98).
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Figura 14. Analise da porcentagem de colageno intersticial. A e B: imagens colageno intersticial
observado sob luz natural no controle e epilepsia, respectivamente (picrosirius, objetiva de 20x). C e
D: imagens colageno intersticial observado sob luz polarizada no controle e epilepsia, respectivamente
(picrosirius, objetiva de 20x). E: porcentagem de colageno intersticial, teste t de student.
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Figura 15. Analise da porcentagem de colageno perivascular. A e B: imagens colageno perivascular
observado sob luz natural no controle e epilepsia, respectivamente (picrosirius, objetiva de 20x). C e
D: imagens coldgeno perivascular observado sob luz polarizada no controle e epilepsia,
respectivamente (picrosirius, objetiva de 20x). E: porcentagem de colageno perivascular. * Indica
diferenca estatistica em relagédo ao controle (p<0,05), teste t de student.
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Na analise de revascularizagdo cardiaca foi encontrada diferenca significativa
entre 0s grupos, na qual foi observado que o grupo epilepsia apresenta uma maior
guantidade de vasos no segmento central do coracdo, podendo ser observado assim

uma menor quantidade de vasos por campo analisado (Figura 16).
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Figura 16. Avaliagcdo de revascularizagao. A e B: Regifes do ventriculo esquerdo dos grupos controle
e epilepsia, respectivamente (HE, objetiva de 10x). C: Quantificacdo absoluta de artérias no ventriculo
esquerdo. * Indica diferenca estatistica em relacdo ao controle (p<0,05). Controle n=8, epilepsia n=8,
teste t de student.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: (I) o grupo epilepsia apresentou
um menor relaxamento coronariano, frente ao estimulo com bradicinina, porém nao
foi estatisticamente diferente do grupo controle mediante o estimulo com
nitroprussiato de sédio; (I) a expressao das enzimas eNOS, SOD e catalase nao
foram diferente entres os grupos; (lll) o grupo epilepsia apresentou um
remodelamento cardiaco que foi notado através do aumento do colageno perivascular,

do numero de vasos, e de aumento no tamanho dos cardiomidcitos.

Primeiramente, foi observado um menor relaxamento coronariano induzido
por bradicinina nos ratos do grupo epilepsia. A ocorréncia desse fato pode estar
relacionada a uma reducéo na atividade da enzima eNOS. A eNOS é uma enzima que
a partir da L - arginina (um aminoacido essencial em mamiferos) produz o Oxido
Nitrico (ON) um radical livre que ja ha algum tempo se sabe ter producao endégena
com potente acdo vasodilatadora. O ON estimula a enzima guanilato ciclase soltvel,
presente nas células musculares lisas dos vasos, induzindo a producdo de
monofosfato ciclico de guanosina que ira fosforilar a proteina quinase G (PKG)
levando a ativagdo de varias vias intracelulares que irdo promover receptacéo de Ca*?
para o reticulo sarcoplasmatico, inibir a entrada de Ca*? por canais voltagem
dependentes e por inibicdo de receptores de trifosfato de inositol e abertura de canais
para K* estimulados por Ca*?. A queda da concentracédo do Ca*? intracelular levara a
desfosforilagdo da miosina culminando com o relaxamento da musculatura lisa (Zhao
Y, Vanhoutte PM, Leung SW, 2015).

Sabemos que a fosforilacdo da eNOS modula a atividade enzimética e, pelo
menos, trés residuos da eNOS séo fosforilados: serinas 116 (Ser'*®) (KOU; GREIF;
MICHEL, 2002) e 1177 (Ser'””) (DIMMELER et al., 1999; FULTON et al., 1999;
BERNIER; HALDAR; MICHEL, 2000) e treonina 495 (Thr4%) (MICHELL et al., 1999;
HARRIS et al., 2001). Em células endoteliais, a atividade da eNOS é reduzida por
fosforilagdo em Thr#®> (MICHELL et al., 1999) e aumentada com fosforilagdo em serina
1177 (DIMMELER et al., 1999; FULTON et al., 1999; BERNIER; HALDAR; MICHEL,
2000). De acordo com Kou, Greif, e Michel (2002) a fosforilacdo da eNOS em Ser!6
esta associada com uma diminuicdo da atividade da eNOS em células endoteliais.

Além disto foi descrito que, ap6s a desfosforilagdo de Thr*®> (LIN et al., 2003) e
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fosforilacdo em Ser''® (FLEMING; BUSSE, 2003), a eNOS pode estar envolvida na
producédo tanto de superéxido (02) quanto de ON. O anion superoxido pode reagir
diretamente com o ON inativando-o ou formando o radical peroxinitrito, também um
radical livre (LAURINDO; LUZ, 1995), podendo assim prejudicar o relaxamento
provocado pelo ON, sem que haja alteragdo na expressao da eNOS, como foi
observado neste trabalho.

De fato, o estresse oxidativo € uma condicdo na qual ocorre um desequilibrio
entre as concentracdes de espécies pros e antioxidantes, ou seja, o desequilibrio
entre a formacdo e remocgdo das ERO no organismo (JUNIOR et al., 2001). A ERO
priméria é o anion superéxido que é formado pela reducéo do oxigénio molecular por
um unico elétron fornecido pela NADPH oxidase, que catalisa a reacdo (GENESTRA,
2007). A producdo de EROs € balanceada por um eficiente sistema antioxidante,
formado por moléculas capazes de retirar as EROs do organismo, prevenindo o dano
celular (TAM et al.,, 2005). Um dos sistemas enzimaticos incluem a superoxido
dismutase, que catalisa a conversao do anion superoxido em peroxido de hidrogénio,
bem como a catalase, que converte o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(JUNIOR et al., 2001). Fisiologicamente, certa quantidade de O2- intracelular é
requerida para a sinalizacdo normal desempenhada pelo ON (ADACHI et al., 2004;
NAKATA et al., 2008), portanto os resultados obtidos nesse estudo, em que néo se
tem diferenca na expressao das enzimas antioxidantes SOD-1 e catalase, seja devido
ao fato de que nos animais do grupo epilepsia a eNOS pode nédo estar envolvida na

producéo de superoxido, ou esteja produzindo O2- em uma quantidade fisioldgica.

Outra hip6tese que pode explicar o menor relaxamento coronariano no grupo
epilepsia frente ao estimulo com BK e que néo tenha diferenca entre 0s grupos com
NPS, é que pode estar ocorrendo algum tipo de alteracéo no receptor B2 de BK nesses
animais, prejudicando o relaxamento, além de contribuir para o surgimento de
arritmias. No estudo realizado por Driamov et al. (2004), foi mostrado que o pré-
condicionamento isquémico protege contra arritmias ventriculares induzidas por
isquemia de baixo fluxo, e essa protecéo envolve a ativagdo de receptores B2 da
bradicinina e subsequente abertura de canais de Katp sarcolemal mas nao de canais
Katp mitocondriais. Assim, esta € uma limitacdo deste trabalho que precisa ser

prontamente investigada.
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Também testamos a reatividade coronariana com o nitroprussiato de sodio.
Este sofre degradacéo espontanea no organismo em condi¢des fisioldgicas normais
sendo o seu metabdlito ativo, 0 ON (BARRY, 1989; ZIAl; MIRSKI, 2004), assim o ON
atua diretamente no mauasculo liso independentemente de resposta endotelial.
Portanto, nossos dados sugerem que o prejuizo do relaxamento coronariano deva ser
mesmo devido a alguma alteracéo de ativacdo de enzimas e mecanismos que levem

a producéo do ON por fatores endoteliais.

Neste trabalho, observamos um aumento de fibras colagenas perivascular no
ventriculo esquerdo nos animais do grupo epilepsia. Uma possibilidade para esse
achado é a ocorréncia de isquemia ou hipdxia por aumento da demanda metabdlica
do miocéardio durante as crises devido a hiperatividade simpatica, sendo que essa
hiperatividade também colabora no remodelamento cardiaco, além do prejuizo no
relaxamento coronariano que foi observado. Estudos clinicos e experimentais
fornecem evidéncias de que as crises epilépticas sdo acompanhadas por desequilibrio
autonémico cardiovascular com hiperatividade simpatica, resultando em hipertensao,
taquicardia e instabilidade elétrica no coracdo (WALTON, 1993; Goodman; Homan;
Crawford, 1999; HOTTA,; KOIZUMI; STEWART, 2009). H4 evidéncia ampla de que a
liberacdo de catecolaminas excessiva, devido a ativacdo simpatica, produz efeitos
cardiacos téxicos graves, tais como a sobrecarga de Ca?* intracelular, a deplecéo de
fosfato de alta energia, arritmias ventriculares com risco de morte, e morte subita
cardiaca. O desequilibrio entre oferta de oxigénio e demanda metabdlica pode ser
causado pelo aumento da atividade muscular associada com crises ou por liberacéo
macica de catecolaminas nas terminagfes nervosas simpaticas, causando um
aumento da frequéncia cardiaca, pressao arterial e da contratilidade miocéardica
(SAMUELS, 2007). A hiperatividade simpatica de longa duracdo, conhecida por
promover a apoptose miocéardica (SINGH et al., 2001) e hipertrofia cardiaca com
remodelamento da camara (WOODIWISS et al.,, 2001; SCHEUER,1999), leva a
pensar que seja um dos principais determinantes da insuficiéncia cardiaca progressiva
(FAZAN et al., 2015). No estudo realizado por Nei et al. (2012), foi mostrado que vinte
e seis por cento (26%) dos pacientes apresentaram desnivelamento do segmento ST
durante pelo menos uma das suas crises, todas ocorreram em crises tonico-clonicas

generalizadas ou tbnicas, e estes tipos de crises podem levar a um maior risco de
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isquemia cardiaca relacionada as crises, talvez por causa de maior estresse

autonémico, com um aumento relativo da demanda de oxigenagéo cardiaca.

Sabe-se que pequenas alteracdes na concentracdo dos diferentes tipos de
colageno exercem importantes efeitos nas propriedades mecanicas ativas e passivas
do coracdo (MEDUGORAC, 1982; MUKHERJEE; SEN, 1990). Além da concentracdo
de colageno, as proporgdes relativas dos tipos de colageno também tém forte
influéncia nesse comportamento. Consequentemente, o tecido que contém colageno
do tipo | sera mais duro do que o tecido com maiores concentracdes de fibras do tipo
[l (PEARLMAN et al., 1982). O aumento do colageno fibrilar intersticial altera
progressivamente a rigidez da diastole e a forca de ejecao do ventriculo, isto porque
o colageno fibrilar que aumenta no intersticio é o colageno do tipo I, muito resistente
a tracdo, ao contrario do colageno do tipo Il, mais passivel de sofrer distenséao.
Portanto a elasticidade e a rigidez do estroma do miocérdio estdo alteradas quando
h& acumulo de colageno tipo |, ocorrendo aumento de rigidez e provavelmente a forca
de contracdo sistolica torna-se menos eficaz, levando o ventriculo a insuficiéncia
cardiaca (PEREIRA, 1993, SHAHBAZ et al., 2010). Dai et al. (2012) observaram em
seu trabalho que ndo ha correlacdo entre a proporcdo de fibrose perivascular e a
funcdo cardiaca, como fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo, débito cardiaco, ou
pressao diastélica final no ventriculo esquerdo, sugerindo assim, que a fibrose
perivascular coronaria ocorre independentemente da fibrose intersticial do miocardio
ou da funcdo cardiaca. Logo, os achados neste estudo, em que o colageno
perivascular aumentado no grupo epilepsia ndo esta comprometendo o relaxamento
coronariano frente ao estimulo com NPS ocorre, provavelmente, porque o colageno

pode ser composto em maior concentracdo por fibras do tipo Ill.

A éarea de seccao transversa dos cardiomiécitos foi utilizada como um
indicador de tamanho da célula, e esta aumentada nos animais do grupo epilepsia,
porém nao leva a uma alteracao fisioldgica, o que pode ser confirmado com a
avaliacdo do indice de hipertrofia que néo foi diferente entre os dois grupos. Nossos
resultados ndo corroboram os de Painter e colaboradores (1993) que mostraram a
existéncia de hipertrofia cardiaca em 8 de 10 pacientes com epilepsia que morreram
apos um episodio de estado de mal epiléptico. O que prontamente foi comprovado por
Walton et al., 1995 os quais mostraram a ocorréncia de hipertrofia cardiaca 8 a 12

dias & inducdo de estado de mal epiléptico em ratos através da injecdo de
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litio/pilocarpina. Nesse estudo 0s autores sugerem que 0 tempo em gque 0S animais
permaneciam em estado de mal epiléptico ndo era um fator determinante no aumento
da hipertrofia. Paralelamente, a ocorréncia de outras alteracbes tambéem foi
demonstrada por outros autores, como fibrose das artérias coronarias, fibrose do
miocardio, atrofia dos midcitos, degeneracdo miofibrilar, fibrose subendocardial,
infiltracdo de leucocitos, edema de tecido condutor e anormalidades morfologicas do
sistema de conducdo (KLOSTER; ENGELSKJON, 1999; NATELSON et al., 1998;
FALCONER; RAJS, 1976; OPESKIN et al., 2000). Vale ressaltar que nosso trabalho
também mostrou fibrose perivascular, o que, de certa forma também pode contribuir

para o prejuizo do relaxamento coronariano que demonstramos.

Neste estudo também observamos que 0s animais do grupo epilepsia
apresentaram uma maior revascularizacdo. Desta forma, uma hipdtese para o
aumento do numero de vasos é a ocorréncia de hipdxia no tecido cardiaco desses
animais, visto que, em condi¢des de hipdxia tecidual, é ativado a expresséo de fatores
de crescimento e iniciado o processo de angiogénese na zona isquémica, a partir da
rede coronariana preexistente (PUGH; RATCLIFFE, 2003). De fato, varios trabalhos
mostram que pacientes com epilepsia, durante as crises, podem apresentar periodos
prolongados de apneia que pode ser tanto central quanto obstrutiva o que leva, em
alguns casos, a uma hipoxemia importante. Acreditamos que este fato somado a
hiperativacdo simpatica e taquicardia ictais citadas anteriormente podem acarretar a
episodios em que a demanda metabdlica cardiaca estd muito maior do que a oferta
de oxigénio, assim teriamos uma condicdo propicia a liberacdo de fatores de
proliferacdo endoteliais culminando com o maior nimero de artérias coronarias
encontradas no coragao dos ratos com epilepsia. Porém a confirmacao desta hipotese

esta condicionada a realizacdo de novos trabalhos que foquem nestes mecanismos.
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6. CONCLUSAO

A patrtir dos resultados obtidos podemos concluir que:

- Os coracdes dos animais com epilepsia induzida pela pilocarpina
apresentaram remodelamento cardiaco observado pelo aumento de colageno
perivascular, do aumento da area de seccéo transversa dos cardiomiocitos e do maior

numero de artérias corondrias.

- Os animais com epilepsia induzida pela pilocarpina ndo apresentaram

alteracéo da expressdo de eNOS, SOD e catalase.

- Os animais com epilepsia apresentam prejuizo do relaxamento coronariano
induzido pela bradicinina. Esta alteracdo ndo se confirmou quando o estimulo foi o
nitroprussiato de sédio. Assim, acreditamos que 0s ratos com epilepsia apresentam
deficiéncia do relaxamento coronariano mediado pelo endotélio, porém mais
experimentos precisam ser realizados para confirmar esta hipétese bem como

esclarecer em que etapa da sinalizacao esta a alteracéao.
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