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Resumo

O status epilepticus (SE), € uma condi¢do resultante da falha dos mecanismos
responsaveis pelo término da crise ou pelo inicio de mecanismos que levam a crises
anormalmente prolongadas. Uma crise epiléptica é definida como “a ocorréncia
transitoria de sinais e/ou sintomas secundarios a atividade neuronal cerebral
anormal”. A epilepsia é uma sindrome encefalica definida por pelo menos uma das
seguintes condicdes: (1) pelo menos 2 crises epilépticas ndo provocadas em um
intervalo superior a 24 horas; (2) uma convulsdo ndo provocada em individuos que
possuem fatores associados a uma maior probabilidade de apresentar um limiar
epiléptico diminuido; (3) diagnodstico de sindrome da epilepsia. Individuos com
epilepsia apresentam mais chances de sofrer morte subita, sendo a morte subita e
inesperada na epilepsia (SUDEP) a categoria mais comum. O modelo de epilepsia
induzida por pilocarpina (EIP) tém sido o mais usado para estudar a epilepsia do
lobo temporal (ELT). Sabe-se que o sistema renina angiotensina (SRA) esta
envolvido em algumas doencas neurodegenerativas, bem como na epilepsia. E, ja
foi demonstrado que areas do sistema nervoso central (SNC) responsaveis pelo
comportamento de sede e apetite ao sodio sdo afetadas por este modelo de
epilepsia. Desta forma, este estudo buscou estudar o controle cardiovascular frente
a alteracOes dos niveis centrais de angiotensina Il (Ang Il), carbacol e osmolaridade
plasmatica no modelo EIP. Para isso foram utilizados ratos Wistar (250-280 g), pré
tratados com metilescopolamina (1mg/kg intraperitoneal -i.p.) em seguida receberam
uma injecao de pilocarpina (350 mg/kg —ip) para inducdo do SE. Apds 3 horas de
SE, foi injetado dizepam (10 mg/kg -i.p.) para interromper a crise. Foram feitos o
acompanhamento de ingestdo diaria de agua e NaCl 1,8%, em que nédo foi
encontrada diferenca entre os grupos, e do peso corporal em que 0 grupo com
epilepsia obteve um ganho de peso menor quando comparado ao grupo controle
(358 + 13 vs. 406 £ 6 g, respectivamente). Animais previamente preparados com
canulas direcionadas ao ventriculo lateral (VL) foram divididos em dois grupos o0s
guais foram submetidos a registro dos parametros cardiovasculares: um grupo que
recebeu injecdo intracerebroventricular (icv) de Ang Il e outro de carbacol.
Observamos que a resposta pressora foi maior no grupo com epilepsia quando
comparado ao controle apos a injecdo de Ang Il (epilepsia: 28,0 + 3,3 vs. Controle:

13,3 £+ 0,7 mmHg, p<0,05), a variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) néo foi diferente
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entre 0s grupos. Nos animais que receberam injecéo icv de carbacol, a resposta
pressora nao foi diferente entre os grupos, mas houve diferenca dentro dos grupos
comparando com o basal (-0,5 £ 1,4 vs. 22,3 + 4,6 mmHg, epilepsia e 1,0 £ 2,3 vs.
24,3 = 4,0 mmHg, controle, p<0,05), a A FC foi diferente entre os grupos (Epilepsia: -
24,3 =+ 6,1 vs. Controle: -56,3 = 13,2 bpm), bem como dentro do grupo controle
comparando seu periodo basal ao periodo pés-injecao de carbacol (396,7 £ 17,0 vs.
-56,3 = 13,2 bpm, respectivamente). Em outro experimento, 0os animais foram
submetidos ao registro apds a sobrecarga intragastrica de NaCl 12%, os quais
apresentaram uma queda da pressao nos tempos 30, 40 e 50 min no grupo com
epilepsia quando comparamos ao periodo de 10 minutos apds a gavagem (10”: 5,6 +
2,9 vs. 30: -8,0 £ 5,3 mmHg; 40: -11,5 + 4,9 mmHg; 50’ -9,0 + 4,5 mmHg). Esta
gueda néo foi observada nos animais controle. Quanto a A FC ndo houve diferenca
entre 0S grupos, porém no grupo com epilepsia houve um aumento apos a gavagem
guando comparamos os tempos -10, -1, 40, 50 e 60 minutos (10’: 49,2 + 23,0 vs. -
10’: 0,0 £ 0,0 bpm; -1: -5,7 £ 11,1 bpm; 40’: 3,5 + 7,3 bpm; 50’: -7,0 £ 9,6 bpm e 60’:
-5,7 £ 11,3 bpm). Nossos resultados sugerem que a epilepsia induzida por
pilocarpina € capaz de alterar mecanismos centrais dependentes de angiotensina,
carbacol e aumento da osmolaridade plasmatica que alteram o controle da presséo
arterial prejudicando o organismo em situacfes corriqueiras e contribuindo para a
SUDEP.

Palavras-chave: Epilepsia do lobo temporal, pilocarpina, status epilepticus, sistema
renina angiotensina, angiotensina Il, carbacol, gavagem, pressao arterial, frequéncia

cardiaca.



xiii

Abstract

Status epilepticus (SE) is a condition caused by failure of the mechanisms
responsible for the termination of the seizure or the onset of the mechanism leading
to abnormally prolonged seizures. An epileptic seizure is defined as “the transient
occurrence of signs and/or secondary symptoms of abnormal brain neuronal activity”.
Epilepsy is a brain syndrome defined by at least one of the following conditions: (1)
less than 2 unprovoked epileptic seizures within 24 hours; (2) an unprovoked seizure
in individuals who have factors associated with a higher likelihood of having a
decreased epileptic threshold; (3) diagnosis of epilepsy syndrome. Individuals with
epilepsy are more likely to suffer sudden death, with sudden and unexpected death
in epilepsy (SUDEP) a more common category. The pilocarpine-induced epilepsy
(PIE) model was the most used to study temporal lobe epilepsy (TLE). The renin
angiotensin system (RAS) is known to be involved in some neurodegenerative
diseases as well as epilepsy. And, it has been shown that the central nervous system
(CNS) areas are responsible for thirst behavior and appetite for waste affected by the
epilepsy model. Thus, this study aimed to study cardiovascular control in the face of
changes in central levels of angiotensin Il (Ang Il), carbachol and plasma osmolarity
in the PIE model. We used Wistar rats (250-280 g), pre-used with methylscopolamine
(1mg / kg intraperitoneal -ip), after receiving a pilocarpine injection (350 mg / kg-ip) to
induce SE. After 3 hours of SE, dizepam (10 mg / kg -i.p.) was injected to stop a
seizure. Daily intake of water and 1,8% NaCl, no difference between groups, and
body weight were made in which epilepsy group uses a lower weight gain when
using a control group (358 + 13 vs. 406 = 6 g, respectively). Animals prepared with
cannulae directed to the lateral ventricle (VL) were divided into two groups with which
cardiovascular records were recorded: one group that removes
intracerebroventricular (icv) injection from Ang Il and the other one with carbachol.
We observed that the pressor response was higher in the epilepsy group when
compared to the control after Ang Il injection (Epilepsy: 28,0 = 3,3 vs. Control: 13,3
0,7 mmHg, p <0,05). , a variation in heart rate (AHR) was not different between
groups. In animals receiving icv carbacol injection, the response was not different
between groups, but there was a difference between groups compared with baseline
(-0,5+£1,4vs. 22,3 £ 4,6 mmHg, epilepsy and 1,0 + 2,3 vs. 24,3 + 4,0 mmHg, control,
p <0,05), AHR was different between groups (Epilepsy: -24,3 £ 6,1 vs. Control: - 56,3
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+ 13,2 bpm), as well as within the control group, comparing their baseline period to
the post-carbachol injection period (396,7 £ 17,0 vs. -56,3 = 13,2 bpm, respectively).
In another experiment, the animals were recorded after an intrinsic 12% NaCl
overload, which showed a pressure drop at 30, 40 and 50 min in the epilepsy group
when compared to 10 minutes after gavage (10 : 5,6 £ 2,9 vs. 30": -8,0 = 5,3 mmHg;
40 " -11,5 £ 4,9 mmHg; 50" -9,0 £ 4,5 mmHg ). This was not observed in control
animals. Regarding HR there was no difference between the groups, but no group
with epilepsy increased after gavage when comparing the times -10, -1, 40, 50 and
60 minutes (10 : 49,2 £ 23,0 vs. -10: 0,0 £ 0,0 bpm; -1": -5,7 £ 11,1 bpm; 40" 3,5 £
7,3 bpm; 50" -7,0 £ 9,6 bpm and 60 " -5,7 + 11,3 bpm). Our results suggest that
pilocarpine-induced epilepsy is capable of altering angiotensin, carbachol-dependent
mechanisms and increased plasma osmolarity, which alter or control harmful blood

pressure or corrective substance use and contribute to SUDEP.

Keywords: Temporal lobe epilepsy, pilocarpine, epileptic status, renin system

angiotensin, angiotensin Il, carbachol, gavage, blood pressure, heart rate.
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1. Introducgéo
1.1. Epilepsia

Os primeiros relatos de epilepsia foram encontrados em manuscritos originados
na Babilénia 2000 a.C, porém foi na Grécia antiga que o termo teve de fato um
significado, o de “ser tomado, atacado, possuido”, em mengéo as crises epilépticas.
Desta forma a epilepsia por longos anos, foi associada ao misticismo, 0 que apenas
no século XIX, com os avancos da neurofisiologia a epilepsia passou a ser vista
pelos cientistas como uma doenca com base cerebral (Moreira, S.R.G., 2004).

O status epilepticus (SE), é uma condicdo resultante da falha dos mecanismos
responsaveis pelo término da crise ou pelo inicio de mecanismos que levam a crises
anormalmente prolongadas, portanto s6 se considera que o individuo esta em SE
ap6s 5 minutos de crise, periodo denominado T;. Tal condicdo pode ter
consequéncias em longo prazo, crises com tempo superior a 30 minutos, periodo
denominado T», incluindo morte neuronal, lesdo neuronal e alteracdo das redes
neuronais, dependendo do tipo e duracdo das crises (ILAE- Trinka et. al., 2015).
Uma crise epiléptica é definida como “a ocorréncia transitéria de sinais e/ou
sintomas secundarios a atividade neuronal cerebral anormal excessiva ou sincrona”
(Fisher, R.S. et.al., 2005).

Em 2014, Fisher, R.S e colaboradores publicaram em documento oficial para a
Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE- International League Against Epilepsy),
sua mais recente definicdo. Portanto, € uma sindrome encefalica definida por pelo
menos uma das seguintes condi¢cbes: (1) pelo menos 2 crises epiléptica nao
provocadas (ou reflexas) em um intervalo superior a 24 horas; (2) uma crise
epiléptica ndo provocada em individuos que possuem fatores associados a uma
maior probabilidade de apresentar um limiar epiléptico diminuido; (3) diagndstico de
sindrome da epilepsia. Essas crises séo divididas em trés categorias: generalizada,
focal (denominada anteriormente como parcial) e espasmos epilépticos (Fisher, R.S.
et.al., 2014). As crises epilépticas focais sé@o classificadas comumente em simples e
complexa, sendo a primeira de origem em um sitio cortical de um hemisfério do
cérebro com preservacdo da consciéncia, ja a crise focal complexa caracteriza-se
pela generalizagdo secundéaria da atividade epiléptica para ambos os hemisférios,

acompanhada geralmente por alteracdes de conciéncia (Penry, K., 1981). As crises
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generalizadas, por sua vez, tém seu inicio em redes neuronais bilateralmente
distribuidas. Ja a origem dos espasmos epilépticos, outro tipo de crise epiléptica, €
incerta, mas sao representados pela subita extensdo ou flexdo das extremidades,
gue dura alguns segundos e que, em seguida, repetem-se em conjunto (Berg, A.T
et.al., 2010). Essas crises epilépticas ocorrem de forma transitéria e podem surgir
espontaneamente ou serem desencadeadas frente a situagcbes como: febre,
distarbios eletroliticos, intoxicacdo, doencas degenerativas e alteracbes
cardiovasculares (Pedley, T.A. et. al., 2000).

No Brasil, embora os estudos epidemiolégicos sejam escassos, estima-se que
a epilepsia atinja 2% a 4% da populacao, correspondendo a aproximadamente trés
milhdes de pessoas em diferentes idades e classes sociais (Marchetti et. al., 2005).

Individuos com epilepsia, comparados a individuos livres desta condigéo,
apresentam duas ou trés vezes mais chances de sofrer morte subita, sendo a morte
subita e inesperada na epilepsia (SUDEP- Sudden Unexpected Death in Epilepsy) a
categoria mais comum (Sander, J.W., 2003). Por definicdo, SUDEP €& uma morte
subita, inesperada, com ou sem testemunhas, ndo traumatica e sem afogamento,
em pessoas com epilepsia, com ou sem evidéncia de convulsdo, nas quais o0 exame
necroscopico nao revela uma causa toxicologica ou anatémica da morte (Nashef, L.,
1997). Porém, os mecanismos causais para que ocorra SUDEP s&o desconhecidos,
mas acredita-se que arritmias cardiacas durante e entre as crises epilépticas com
componente motor, distarbios eletroliticos, drogas arritmogénicas potencialmente

desempenham esse papel (Stollberger, C. et. al., 2004).

A SUDEP possui uma incidéncia estimada de 1,2 casos a cada 1000 pacientes
adultos com epilepsia por ano. Alguns fatores de risco foram identificados, incluindo
epilepsia de longa data e crises epilépticas com componente motor ténico-cronicas
generalizadas (Harden, C. et. al. 2017). Foi feito o monitoramento por video de
pacientes com epilepsia nos quais foram registrados casos de SUDEP e sugeriu-se
disfuncéo respiratéria apos crises epilépticas com componente motor ténico-croénicas
generalizadas as quais levaram a morte, e também foi observado apnéia terminal
precedendo uma assistolia (Ryvlin, P. et. al. 2013). Segundo estudos de Lacuey, N.
et. al. (2017), a apnéia central induzida por estimulacdo da amigdala e do
hipocampo possui papel importante como um mecanismo patolégico na SUDEP.

Embora diferentes casos possam envolver diferentes mecanismos, a maioria dos
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mecanismos potenciais para SUDEP sdo autondmicos, isto é, principalmente
anormalidades cardiacas durante e entre as convulsdes (Stollberger, C. e Finsterer,
J., 2004; Schuele, S.U. et. al., 2007; Scorza, F.A. et. al., 2008)

Estudos epidemioldgicos sugerem que entre 70 e 80% das pessoas que
desenvolvem epilepsia entrardo em remissao, enquanto 0s pacientes restantes
(30%) continuam a ter convulsbes e sao refratarios ao tratamento com as terapias
atualmente disponiveis (Kwan, P. e Sander, J.W., 2004; WHO, 2010).

Varios modelos de epilepsia em animais tém sido usados para estudar a
epilepsia do lobo temporal (ELT), e 0 modelo de inducéo da epilepsia por pilocarpina
(IEP) mimetiza a condigdo humana (Cavalheiro, E. A, 1995, Arida, R. M. et al. 1999),
sendo o modelo que mais se destaca nesse tipo de estudo em se tratando de
epilepsia do lobo temporal (Scorza, F. A. et al. 2009), e o que melhor representa a
epilepsia sintomatica (adquirida) com lesao identificavel no SNC (Cavalheiro, E.A.,
1995). Este é um modelo de epilepsia crénico limbico com administracdo sistémica
do potente agonista colinérgico muscarinico, pilocarpina (~360 mg/kg) (ha autores
gue utilizam 380mg/kg — Leite, J.P. et al., 1990), em ratos, promovendo sequenciais
alteracdes no comportamento, com manifestacbes de crises motoras limbicas
(Turski, W.A.. et al., 1983; Cavalheiro, E.A., 1995), e eletrogréaficas que levam a
alteracdes comportamentais as quais sdo divididas em trés periodos distintos: o
agudo, em que o status epilepticus surge aos 15-30 minutos apds injecdo da
pilocarpina e pode durar até 24 h; o silencioso, que varia de 4 a 44 dias, um periodo
latente livre de crises comportamentais; e o crénico com crises espontaneas e
recorrentes (CERS) e que perdura por toda a vida. As principais caracteristicas das
CERs observadas durante o periodo de longo prazo se assemelham aos de crises
parciais complexas dos humanos e ocorre de duas a trés vezes por semana por

animal.

O hipocampo é um estrutura alongada localizada dentro do lobo temporal
medial para onde o cortex entorrinal fornece as suas principais entradas corticais,
com projecdes para o giro dentado (GD), formando a sinapse 1. O GD projeta-se
para a regido CA3 através das fibras musgosas, sinapse 2. Projecdes de CA3 para a
regido CAl se dao através da via colateral de Schaffer, sinapse 3. Por fim, o CA1
projeta de volta para o coértex entorrinal, completando o ciclo (Knierim, J. J., 2015).

Com a administracéo sistémica da pilocarpina, acredita-se que o dano celular ocorra
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primeiro nas células granulares do giro denteado e hilo, seguido por uma
degeneracdo neuronal em CA3 e CAL, entre 24 h e 48 h apds o status epilepticus
(Covolan, L. e Mello, L.E.A.M., 2000). Onde CA, ¢é a inicial de Cornu Ammonis, um
nome anterior do hipocampo, e refre-se a regides desta estrutura. Varios nacleos do
talamo e da amigdala também s&o danificados logo apés a injecdo de pilocarpina
(Clifford, D.B et al., 1987). A perda neuronal se estende ao subiculo, septo, tubérculo
olfatério, amigdala, cértex piriforme e entorrinal, neocértex e talamo (Cavalheiro,
E.A. et al,, 1996; De Guzman, P. et al., 2006; Knopp, A. et al., 2005; Turski, W.A. et
al., 1983). Portanto, o hipocampo € uma estrutura importante na epilepsia do lobo
temporal, e varios autores ja relatam alteracfes neuroquimicas nessa estrutura
(Scorza, F.A et al., 2009).

Em relacdo a neurotransmissdo aminoacidérgica, a fase aguda do modelo da
pilocarpina foi caracterizada por um aumento da liberacdo de glutamato no
hipocampo (Cavalheiro, E.A. et al., 1994, Costa, M.S. et al., 2004), sugerindo um
importante desequilibrio entre inibicdo e excitacdo (Cavalheiro, E.A. et al., 1994) e
diminuicdo da concentragcdo de GABA na area. Ou seja, ocasiona uma macica
ativacdo em neurbnios do hipocampo, durante o status epilepticus induzido pelo
modelo de IEP. De fato, quando o glutamato ativa os receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), o Ca'" intracelular aumenta a ativacdo indutora de lipases, proteases e
nucleases, destruindo as células por necrose e / ou apoptose (Scorza, F.A et al.,
2009), e promovendo reorganizacdo sinaptica do circuito hipocampal, 0 que gera

mudancas epileptogénicas permanentes.

A expressdo de proteinas relacionadas ao receptor de NMDA-glutamato
também é modificada no modelo de epilepsia da pilocarpina. De acordo com Scorza,
F.A. et al. (2003) essa proteina, expressa principalmente nas regides CAl de
animais controle, apresentou seus niveis diminuidos 5 h apo6s o inicio da SE e
aumento dos niveis durante os periodos silencioso e cronico, sugerindo que esta
proteina esta relacionada a plasticidade durante a epileptogénese. Os achados
histolégicos no modelo da pilocarpina revelam a presenca de lesdo neuronal em
inimeras areas cerebrais, atingindo especialmente a formacdo hipocampal (regides
de CA1, CA3 e hilo do giro denteado), o cortex entorrinal e piriforme, e a amigdala
(Turski, W.A. et al., 1983; Leite, J.P. et al., 1990; Cavalheiro, E.A., 2005). Entre os

mecanismos envolvidos nesta regulacdo, existem as Ca’ ATPases constituindo
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uma classe de proteinas que se dividem em 2 grupos distintos, denominadas: Ca™"
ATPases do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e Ca™ ATPases da membrana
plasméatica (PMCA). A SERCA “sequestra” célcio para o reticulo
sarco/endoplasmatico e a SERCA2b é encontrada em varias estruturas cerebrais.
As PMCAs promovem a expulsdo desse ion da célula neural através da membrana
plasmatica (Scorza, F.A et al., 2009). De acordo com Funke, M.G. et al. (2003) no
hipocampo de ratos submetidos ao modelo de EIP, a expressédo de SERCA2b, bem
como as enzimas PMCA, aumentam apdés 1 h de status epilepticus, mostrando uma
tentativa de controlar a excitabilidade tecidual durante os estagios iniciais do insulto.
A PMCA permaneceu aumentada até o periodo silencioso, retornando aos niveis

normais durante a fase cronica.

A atividade da Na'K" ATPase também é modificada no hipocampo de animais
tratados com pilocarpina. Segundo Fernandes, M.J. et al. (1996) esta enzima tem
sua atividade reduzida durante o periodo agudo e silencioso e um aumento da
atividade durante a fase crbnica, mostrando que o0 hipocampo desses animais

também apresenta um desequilibrio ibnico relacionado a sua excitabilidade.

Assim, de acordo com varios autores, a epilepsia do lobo temporal tem sido
relacionada a excitabilidade excessiva nas estruturas limbicas, a baixa funcdo das
vias inibitérias ou a associacdo entre os dois eventos (Meldrum, B.S., 1991). Como
consequéncia da alteracdo da neurotransmisséo, o sinal de transducéo através da
membrana plasmatica também é modificado, alterando o metabolismo neuronal e a

expressao dos genes.

1.2. Sistema Renina Angiotensina

Existem evidéncias indicando a participacdo do sistema renina angiotensina
(SRA) em algumas doencas neurodegenerativas, bem como na epilepsia. E
segundo estudos de Gouveia, T.L.F. et. al. (2012), foi demonstrado uma regulacéo
positiva dos receptores AT1 e AT2 no cortex e na formagdo do hipocampo de
pacientes com ELT e com esclerose mesial temporal (Arganaraz, G.A. et. al., 2008),

apoiando o envolvimento do SRA nesta patologia.

O SRA é originalmente conhecido como um controlador de presséo arterial

participando ativamente no controle da atividade fisiologica do sistema
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cardiovascular, fungdes renais e metabolismo de fluido (Mckinley, M.J. e Johnson,
A.K., 2004). Sua hiperatividade periférica estd associada essencialmente a
hipertenséo, disfuncdo metabdlica e doenca renal (Skrbic, R. e Igic, R., 2009) e seu
papel na inflamacé&o tem sido estudado recentemente (Gouveia, T.L.F. et al., 2012).
O SRA possui como molécula precursora o angiotensinogénio, o qual é clivado pela
enzima renina a angiotensina | (Ang 1), esta possui pouca ou nenhuma acao
biolégica. A Ang | circula no sangue e tecidos sendo clivada pela enzima chave
chamada enzima conversora da angiotensina (ECA), transformando Ang | em Ang I,
gue tem uma acéo biolégica importante (revisao de De Gasparo, M. et. al., 2000), foi
considerada o principal peptideo ativo do SRA, sendo um neurotransmissor /
neuromodulador através da sua acdo sobre os receptores de angiotensina 1 e 2
(AT1 e ATZ2, respectivamente) presentes em varias regides cerebrais (Wright, J.W.
et. al., 2002). O receptor AT2 de Ang Il, contrabalanca os efeitos causados pelo
receptor AT1, e sua ativagcdo desempenha um papel protetor durante leséo cerebral
(Siragy, H.M.; 2009). Porém sua expressdo no céerebro e bem menor comparado
com a expressao de AT1 (Tsutsumi, K. e Saavedra, J.M.; 1991.a). O receptor AT1
parece dominante em muitos nucleos do cérebro envolvidos na regulacdo da
pressao sanguinea, bem como equilibrio de fluido e eletrdlitos. A expressao de AT2
no sistema nervoso central inclui as areas do tronco cerebral (locus ceruleus e oliva
inferior), nucleos talamicos, septo lateral e amigdala (nucleo amigdal6ide central e

nucleo amigdaléide medial) (Song et al., 1992; Tsutsumi e Saavedra, 1991).

A Ang Il pode ser formada no cérebro através da via classica, através da acéo
da renina e ECA ou pode ser produzida diretamente a partir do angiotensinogénio
pela acdo da catepsina G ou tonina (Lippoldt, A. et. al., 1995). De acordo com
Araujo, R.C. et. al. em 2002, a tonina pode ser uma via alternativa para a geracéo de
Ang Il no cérebro e poderia participar nos efeitos deste peptideo. Outra via
importante do SRA, possui participacdo de outro peptideo denominado Angiotensina
(1-7) (Ang (1-7)) que é ativo em varios 6rgaos incluindo o cérebro (Alenina, N. et al.,
2008), e varias endopeptidases como a neprilisina, o thimet e a endopeptidase
neutra (EPN) podem metabolizar a Ang Il no cérebro gerando Ang (1-7)
(Karamyan,V.T. e Speth, R.C., 2007), o qual atua ligando a receptores do tipo MAS,
que tem fungBes antagbnicas a ativacdo do receptor AT1 (Santos, R.A.S. et al.,
2003, Kostenis, A. et. al., 2005).
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No modelo de epilepsia induzida por pilocarpina, ja foi demonstrado alteracfes
do SRA no hipocampo de ratos em diferentes fases do modelo. Aumento dos niveis
de Ang Il durante a fase crbnica, e reducédo da Ang I, receptores AT1 e ECA nas
fases aguda e silenciosa, além de um aumento dos niveis de Ang (1-7) na fase
aguda (Gouveia, T.L.F. et al., 2012), trabalho este que foi o pioneiro em mostrar
alteragbes nos componentes do SRA central no modelo de epilepsia induzido por

pilocarpina.

Tais descobertas apoiam a ideia de uma regulagcéo positiva do sistema renina-
angiotensina na epilepsia do lobo temporal (Arganaraz, G.A. et. al., 2008). Outro
estudo sugere que o enalapril (inibidor da ECA) e o losartan (bloqueador dos
receptores AT1) foram capazes de diminuir as crises epilépticas com componente
motor (Pereira, M.G. et. al., 2010). Tem sido demonstrada também a participacao
dos componentes do SRA em outras doencas do sistema nervoso, como o0 acidente
vascular encefalico, onde varios estudos tem demonstrado que a Ang (1-7) tem um
papel cerebroprotetor (Mecca, A.P. et. al., 2011, Regenhardt, R.W. et. al., 2013,
Bennion, D.M. et. al., 2015), e isso pode ser parte via mecanismos antinflamatorios
da Ang (1-7) (Regenhardt, R.W. et. al., 2013). Portanto, € evidente que a Ang Il
participa da regulacdo cardiovascular, ndo s6 por seu efeito direto sobre o musculo
liso vascular, mas também através da acao no sistema nervoso central (Ferrario, C.
M. et.al., 1986). Receptores de Ang Il foram identificados em alta densidade em
muitos locais do cérebro de rato, como 6rgéo subfornical, nicleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), nucleo do trato solitario (NTS) e area postrema (AP)
(Mendelsohn, F. A. O. etal., 1984), estas areas sdo relacionadas a sede
(Fitzsimons, 1998).

Estudos apontam também que injecdo de Ang Il nos ventriculos cerebrais
provoca varias respostas fisiologicas distintas, mediadas via receptores AT1,
incluindo aumento da pressdo sanguinea, liberacdo de vasopressina (VP),
natriurese, apetite de sal e sede (Phillips. M.l., 1987). Os mecanismos fisiolégicos
gue medeiam a resposta pressora central incluem: (1) a liberacdo de VP; (2)
ativacdo do sistema nervoso simpatico; e (3) uma inibicho do barorreflexo
(Hogarty,D.C. et.al., 1992), experimentos feitos em ratos adultos da linhagem

Sprague-Dawley.
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Sabe-se que a estimulacdo do receptor AT2 de Ang Il, o qual contrabalanca os
efeitos causados pelo receptor AT1, e sua ativacao desempenha um papel protetor
durante leséo cerebral (Siragy, H.M.; 2009). Porém sua expressao no cérebro e bem
menor comparado com a expressao de AT1 (Tsutsumi, K. e Saavedra, J.M.; 1991.a).
O receptor AT1 parece dominante em muitos nucleos do cérebro envolvidos na
regulacdo da pressdo sanguinea, bem como equilibrio de fluido e eletrélitos. A
expressdo de AT2 no sistema nervoso central inclui as areas do tronco cerebral
(locus ceruleus e oliva inferior), nucleos talamicos, septo lateral e amigdala (nacleo
amigdal6ide central e nucleo amigdaléide medial) (Song et al., 1992; Tsutsumi e
Saavedra, 1991).

Sumarizando, a Ang Il € importante para a regulacdo da pressao arterial,
controle e fungdo cardiovascular e neuroendocrina (Wright, J.W. e Harding, J.W.,
2013). No entanto, estudos recentes sugerem que a Ang |l também pode atuar como
neurotransmissores ou neuromoduladores em vias neuronais na lesdo cerebral
(Wright, J.W. e Harding, J.W., 2013; Bali, A. e Jaggi, A.S., 2016). Por exemplo,
expressdo do tipo de receptor AT1 aumentou significativamente durante isquemia
cerebral, ruptura da barreira hematoencefalica e inflamacao e leséo cerebral (Zhang,
M. et al., 2010; Biancardi, V.C. et al.,, 2014; Sun, H. et al., 2015), enquanto o
bloqueio do receptor AT1 melhorou microcirculacdo e inflamacdo atenuada e
estresse oxidative (Wright, J.W. e Harding, J.W., 2013; Zhang, M. et al., 2010).

Outra area importante do cérebro, ja citada, envolvida no controle do sistema
cardiovascular e do equilibrio fluido-eletrélito que recebe sinais de areas mais
rostrais, incluindo informacfes das areas sensiveis ao osmorreceptor e a Ang |l na
lamina terminal, é o ndcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (Antunes et al.,
2006, Bains e Ferguson, 1995, Camacho e Phillips, 1981, Coote, 1995, Gutman et
al., 1988, Li et al., 2008, Shi et al., 2008, Swanson e Kuypers, 1980, Swanson e
Sawchenko, 1980, Toney et al., 2003). Estimulos osméticos ou Ang Il central ativam
projecbes do PVN magnocelular para a neuro-hipéfise para liberar vasopressina e
também ativam projecdes descendentes do PVN parvocelular para a medula
oblonga, principalmente na medula ventrolateral rostral (RVLM) e na medula
espinhal, aumentando o nervo simpatico atividade e pressao arterial (Antunes et al.,
2006, Hoffman et al., 1977, Johnson et al., 1978, Shafton et al., 1998, Stocker et al.,
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2006, Stocker et al., 2006, Swanson e Kuypers, 1980, Swanson e Sawchenko,
1983).

Estudos mostraram que o controle modulatério do sistema cardiovascular
demonstra-se alterado frente crises epilépticas. Varios estudos relatam alteractes
do ritmo cardiaco durante, antes e ap0s as crises epilépticas (Benowitz, N.L. e
Simon, R.P., 1986, Devinsky, O.D. et.al., 1997), evidenciadas pela presenca de
taquirritmia e bradirritmia, embora as Ultimas sejam menos frequentes (Benowitz N.L.
e Simon R.P., 1986, Zijimans, M., etal.,, 2002). E nds buscamos estudar o0s
parametros de FC e PAM, com a injecéo icv de ANGII em animais do modelo de EIP

para complementar os estudos ja existentes.

1.3. Envolvimento da via colinérgica

Semelhante a Ang Il central, a ativacédo colinérgica central produz respostas
pressoras dependentes da liberacdo de vasopressina e excitacdo simpatica
(Fitzsimons, J.T., 1998; Hoffman, W.E. et al., 1977; Imai, Y. et al., 1989; Johnson,
A.K. 1985; Johnson, AK. et al., 1978; Mahon, J.M. et al., 1995). A Ang Il possui uma
atividade nicotinica, e assim como ela o carbacol também possui em menor escala
guando comparada a sua atividade muscarinica. Ambos, tanto Ang Il quanto
carbacol, quando injetados no cérebro possuem efeitos similares. O carbacol € um
agonista colinérgico resistente a hidrodlise pela acetilcolinesterase (Hoffman, W.E. e
Phillips, M.I., 1976). Desta forma, o carbacol promove ingestdo de agua (Fisher, A.
E., 1967; Fitzsimons, J. T., e Setler, P. E., 1971; Grossman, J. P., 1960; Miller, N. E.,
1965; Simpson, J. B., e Routtenberg, A., 1972; Swanson, L. W. e Sharpe, L. G.,
1973) liberacdo de ADH (Kuhn, E. R, 1974; Miller, N. E., 1965) e natriurese (Dorn, J.
at.al., 1970; Miller, N. E., 1965).

Experimentos com injecbes de carbacol icv, além de promover alteracées na
pressao sanguinea e na frequéncia cardiaca, também afetaram descargas nervosas
simpaticas (Takahashi, H. et.al., 1984). Os efeitos antidiuréticos do carbacol injetado
icv assemelham-se muito aos da VP (Mayer, D.K. e Helke, C.J., 1981). Estes efeitos,
pressor e antidiurético, resultam da estimulacdo de receptores muscarinicos, uma
vez que, segundo estudos de Hoffman, W.E. (1979), as respostas ao carbacol séo

bloqueadas pelo pré-tratamento central com atropina, um bloqueador muscarinico,
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mas nado teve o mesmo efeito pelo hexametdnio, um bloqueador nicotinico, o qual
atenuou a bradicardia.

Lauar et al (2019) mostraram que a resposta pressora causada pelo carbacol
no ventriculo lateral, tem participacdo de mecanismos que envolvem espécies
reativas de oxigénio, pois o pré-tratamento com um inibidor da catalase que reduz os
niveis de superoxido diminuem o efeito pressor do carbacol. Outro estudo mostrou
gue o pré-tratamento da area septal medial (ASM) com doses baixas de peréxido de
hidrogénio (H20) reduziu a ingestdo de agua, natriurese, caliurese, antidiurese e a
resposta pressorica a injecao de carbacol (agonista colinérgico muscarinico) na
mesma area, um efeito que pode depender da reducdo da liberacdo de VP devido a
ativacao do canal Katp (Melo, M.R. et al., 2015).

Estudos feitos por Colombari, D. S. A. et.al. (1994), demonstraram que a lesao
da ASM prejudica a resposta pressorica observada apés a injecdo icv de carbacol
em ratos conscientes, sugerindo um papel excitatorio nesta area sobre a regulagéo
cardiovascular. A ASM, o subnucleo da area septal ou septo, € uma area importante
do prosencéfalo envolvida na regulacdo cardiovascular e no controle do equilibrio
hidroeletrolitico (Negro-Vilar, A. et al., 1967; Donevan, S.D. e Ferguson, A.V., 1988;
Tanaka, J. et al., 1988; Luiz, A.C. et al., 1991; Colombari, E. et al., 1992; Paulin, R.F.
et. al.,, 2009). Células e receptores colinérgicos estdo presentes na ASM (Rouse,
S.T. e Levey, A.l, 1996; Jones, S. e Yakel, J.L., 1997) e a sua ativacao colinérgica
induz ingestdo de agua, antidiurese, natriurese e respostas pressoras (Saad, W.A.
et. al., 1975; Colombari, E. et. al., 1992).

Acreditava-se que a ASM projeta para o PVN e SON que contém neurdnios
gue secretam VP e OT (Oldfield, B.J. et. al.,, 1985). E que a liberacdo de
vasopressina esta possivelmente envolvida com a antidiurese produzida pelo
carbacol injetado no ASM, enquanto que a ocitocina, um horménio que induz
natriurese (Huang, W. et. al., 1995) e liberacdo de peptideo natriurético atrial (ANP)
(Antunes-Rodrigues, J. et. al.,, 2004), podem estar envolvidos com a natriurese
induzida também por injecdes centrais de carbacol. Hoje ja se sabe que células
neurossecretoras SON e PVN sintetizam e secretam VP e OT de suas terminacfes
axonais na hipdfise posterior, e que, além disso, neurbnios colinérgicos participam
da regulacdo da atividade dessas células.

Recentemente, um estudo de Melo, M.R. et.al. (2015), provaram pela primeira

vez que essa ativagdo colinérgica da ASM de fato aumenta a expressao de c-Fos
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nas células vasopressinérgicas do PVN e nas células ocitocinérgicas do PVN e
SON, respostas as quais foram reduzidas pelo tratamento com H»O, na ASM.
Portanto, 0 aumento da atividade das células vasopressinérgicas e ocitocinérgicas
no PVN e / ou SON e a liberacdo dos respectivos hormdnios é o mecanismo ativado
pelo carbacol injetado na ASM para produzir antidiurese e natriurese. A estimulacao
colinérgica central promove um aumento dos niveis plasmaticos de vasopressina,
responsavel por parte da antidiurese, enquanto que a ocitocina com seus efeitos
renais diretos e também com sua acdo estimulando a secrecdo de ANP pelos
miécitos (Hoffman, W.E. et al., 1977; Tanaka et al., 1988; Imai, Y. et al., 1989;
Huang, W. et al., 1995; Antunes-Rodrigues, J. et al., 2004), seja a responsavel pela
natriurese.

Semelhante a estudos de Colombari, E. et al., 1992 e Barbosa, S.P. et al.,
1995, Melo, M.R. et.al. (2015) observaram que as inje¢des de carbacol na ASM
aumentaram a pressao arterial média (PAM), sugerindo que esta resposta pressora
a ativacdo colinérgica central depende da liberacdo de VP e simpatoexcitacao
(Hoffman, W.E. et al., 1977; Imai, Y. et al., 1989), pois o PVN também esta envolvido
no controle da atividade simpatica. O PVN parvocelular (pPVN) se projeta para a
medula rostroventrolateral (RVLM), que € o principal nucleo pré-motor que controla a
atividade simpatico, e também para a coluna intermediolateral (IML) (Shafton, A.D.
et al., 1998; Antunes, V.R. et al., 2006; Guyenet, P.G., 2006). Estudos de Luiz, A.C.
et al. (1991) mostrou que a lesédo eletrolitica aguda da area septal medial prejudica
tanto o efeito dipsogénico como o efeito pressor em resposta ao carbacol no
ventriculo lateral e sugeriu a existéncia de vias excitatorias na area septal medial
importantes no mecanismo de ativacao colinérgica central em ratos. E Colombari, D.
S. A et al. (1994) mostraram um prejuizo da resposta pressora induzida por
carbacol no 6rgao subfornical de ratos, e uma diminuicdo das respostas pressora e
dipsogénica induzidas por Ang Il no ventriculo lateral.

Trabalhos vém trazendo que a participacdo de vias colinérgicas ndo se da
apenas na ASM, mas a ASL também estd envolvida. E para confirmar a efetiva
participacdo de vias colinérgicas da ASL em ajustes cardiovasculares, trabalhos de
(Kanaya, T. et al., 2003; Kubo, T. et al., 2003) mostraram gue antagonistas de
receptores colinérgicos muscarinicos bloqueiam tanto a ativacdo farmacologica
produzida por carbacol, na ASL ou no VL, como também bloqueia o efeito pressor

produzido pelo estresse.
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1.4. Osmolaridade

Nas ultimas décadas, varios estudos foram realizados para identificar os
mecanismos e areas cerebrais especificas envolvidas na regulacdo do volume e da
osmolaridade do liquido extracelular (LEC) e intracelular (LIC), além da ingestéo e
excrecdo de agua e eletrdlitos. O LEC e o LIC sao formados tanto por liquido quanto
por eletrélitos. O principal cation do LEC é o sodio (Na*) e os anions que
contrabalancam séo o cloro (CI) e o bicarbonato. Os principais cations do LIC sé&o o
potassio (K*) e o magnésio (Mg?") e os anions sdo as proteinas e fosfatos organicos.
A manutencdo destes eletrolitos em ambos os compartimentos € denominado
homeostasia que significa o equilibrio do meio interno (Cannon, B., 1931). E a
concentracdo dessas particulas (cations e anions), osmoticamente ativas em uma
solugédo €& denominada osmolaridade. Em se tratando do LEC, essa solugcdo é o
plasma, e a osmolaridade é a plasmatica. A osmolalidade plasmatica normalmente
varia de 280 a 295 mOsm / kg em mamiferos complexos e, quando um aumento
desse parametro é detectado, varios mecanismos homeostaticos, como sede,
liberacdo de VP e reabsorcéo renal de agua, sdo estimulados (Antune-Rodrigues, J.
et.al., 2013).

Desde meados da década de 70, ja se sabe que a osmolalidade plasmatica &
fortemente controlada por processos homeostaticos que envolvem uma resposta
integrativa dos sistemas cardiovascular, renal e neuroendécrino (Share &
Claybaugh, 1972). O sistema nervoso central tem papel fundamental na regulacéo e
integracdo dos mecanismos dipsogénicos (Stricker, E.M. e Sved, A.F., 2000), como
por exemplo, a sede intracelular e a sede extracelular. O nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) € um importante nucleo que controla a composicao e o volume do
liquido extracelular, bem como as alteracdes da presséo arterial. Areas do cérebro,
especificamente do hipotdlamo lateral, promovem a sede ou dipsia quando
estimuladas experimentalmente por desidratacao celular ou por estimulacao elétrica
(Gilman, A., 1937). E segundo Simpson, J.B. e Routtenberg, A. (1973), a area pré-
optica lateral é essencial para ingestdo de &gua induzida por desidratacdo
intracelular e o 6rgdo subfornical (SFO) é o tecido alvo do efeito dipsogénico da

angiotensina, que simula a sede extracelular.

Varios estudos tém demonstrado que existe ativagdo de osmorreceptores

centrais por sobrecarga intragastrica (ig) de salina hiperténica (Pereira, D.T. et al.,
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2002; Carlson, S.H. e Osborn, JW., 1998b; Kraly, F.S. et al., 1995b; Kraly, F.S. et
al., 1995a; Stricker, E.M. et al., 2002), onde a sobrecarga ig com NaCl 12 %
aumenta a osmolaridade plasmatica em 4% sem alterar o volume plasméatico
(Pereira, D.T. et al., 2002). A ingestdo de agua apo6s essa sobrecarga de NaCl 12 %
ig é consequéncia da ativacdo de osmorreceptores centrais, localizados em éareas
prosencefalicas, como SFO e o 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), que sé&o
parte da lamina terminal (Bourque, C.W., 2008; McKinley, M.J. et al., 2004).
Portanto, o aumento da osmolaridade plasmatica, independente do protocolo
utilizado, promove resposta dipsogénica e natriurese (Andersson, B. et al., 1982;
Bourque, C.W. et al., 1994; Fitzsimons, J.T., 1963; Gilman, A. 1937; Pereira et al.,
2002; Stricker; Sved, 2000).

Desta forma, a resposta a osmolaridade € mediada, em parte, pela ativacdo do
PVN acionado por areas especificas do cérebro anterior (rostrais) nas quais 0s
osmorreceptores centrais estdo contidos (Antunes-Rodrigues et al. 2004). Além
dessas areas da lamina terminal, OVLT, SFO, a area pré-optica mediana (MnPO) e
a estimulacao pela hiperosmolalidade plasmatica fornecem uma fonte importante de
entrada aferente excitatéria para o PVN (Camacho & Phillips, 1981; Saper &
Levisohn, 1983; Sawchenko & Swanson, 1983; McKinley et al. 1992; Johnson et al.
1996).

Ha também varios estudos que ja provaram que existe a participacdo de
osmorreceptores hepaticos (periféricos), cujos aferentes cursam por meio do nervo
vago (Hosomi, H. et al., 1996; Haberich, F.J., 1968), e parecem também contribuir
para a ingestdo de agua induzida por sobrecarga intragastrica de sodio hipertdnico
(Stricker, E.M. et al., 2002; Kraly, F.S. et al., 1975; Kraly, F.S. et al., 1995a). A sede
intracelular, decorrente de efeitos hiperosmaoticos produzidos por injecdes de salina
hipertbnica ou sacarose, por exemplo, foi descrita por Blass, E.M. e Epstein, A.N.

(1971) como relacionada a uma pequena regido da area pré-optica lateral (APL).

Acreditamos que as vias do SNC responsaveis pelo comportamento de sede e
apetite ao sodio possam ser afetadas pela IEP, vias estas que envolvem estruturas
como, os 6rgaos circunventriculares (CVOSs), principalmente 6rgao subfornical (SFO)
e 0 Orgao vasculoso da lamina terminal (OVLT), os quais possuem Vvaliosa
participacdo na regulagdo central nos comportamentos de dipsia e apetite ao sodio

(Mckinley, M.J.; Johnson, A.K., 2004) e podem encontrar-se alteradas, de forma que
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a funcéo de ativagdo do comportamento de apetite ao sédio ndo esteja ocorrendo.
Mecanismos colinérgicos no prosencéfalo que estdo envolvidos com consumo
induzido por desidratagdo (Block, M.L. e Fisher, A.E, 1970) e liberacdo hormonal
durante expansao de volume ou hiperosmolalidade (Antunes-Rodrigues, J. et al.,
2004), também podem estar alterados trazendo prejuizo na homeostase do

organismo desses animais.

Ainda ndo se sabe de uma maneira funcional, como se da& o controle
cardiovascular frente a alteracbes dos niveis centrais de Ang Il, carbacol e
osmolaridade plasmatica no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina. Estando
estas vias centrais adrenérgicas mais ativadas, ou as vias centrais colinérgicas
menos ativadas, o quanto podem contribuir para uma piora no quadro de
hiperexcitabilidade central que resulta em desregulacdo autondmica aumentando o
risco de SUDEP.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo avaliar se a inducdo da epilepsia por
pilocarpina (IEP) provoca alteragbes centrais, que prejudicam a regulacéo

cardiovascular e o equilibrio hidroeletrolitico nestes animais.

Mais especificamente, avaliamos, em animais submetidos a epilepsia induzida

por pilocarpina:

a) Ingestéo diaria de agua e sédio em animais com epilepsia induzida por
pilocarpina;

b) Alteracdes cardiovasculares induzidas por desidratacdo intracelular
aguda, por meio do protocolo de gavagem com solucdo hipertdnica de
sodio (NaCl 12%), nos animais com epilepsia induzida por pilocarpina;

c) A participagdo do principal componente do sistema renina-
angiotensina, a ANG Il, microinjetada no ventriculo lateral, sobre os
parametros cardiovasculares - frequéncia cardiaca (FC) e pressao arterial

média (PAM), destes animais.

d) A participacdo do sistema colinérgico, com a microinjecao de Carbacol
no ventriculo lateral, sobre os parametros cardiovasculares - frequéncia

cardiaca (FC) e presséao arterial média (PAM), destes animais.
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3. Metodologia

3.1. Animais

Todos os protocolos experimentais utilizando animais empregados nesse
estudo foram aprovados pela Comissdo de ética no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade federal de Goids (UFG) (CEUA 055/2019). Desta forma foram
utilizados ratos Wistar (peso 250 a 280g) fornecidos pelo biotério central da UFG. Os
animais, ao chegar ao biotério setorial, em nosso laboratorio, foram mantidos com
agua, solucao hipertobnica de sédio (NaCl 1,8%) e racdo ad libtum. Foram mantidos
em gaiolas individuais, ciclo claro/escuro (12 horas), temperatura de 23° C + 2° C e
umidade controlada.

3.2. Inducéo da epilepsia por pilorcapina

Os animais receberam, primeiramente, uma dose de metilescopolamina
(Img/kg -i.p.), um antagonista muscarinico, para atenuar os efeitos periféricos da
pilocarpina. Apés 30 minutos administramos injecédo Unica de pilocarpina (350 mg/kg
-i.p.), que no sistema nervoso central (SNC) tem acdes parassimpatomiméticas,
excitando as estruturas inervadas por fibras colinérgicas pré-ganglionares. Todos os
animais que apresentaram o status epilepticus (SE) receberam uma injecdo de
diazepam (10 mg/kg -i.p.), um benzodiazepinico anticonvulsivante que atua
aumentando a liberacdo de GABA, um neurotransmissor inibitério, e desta forma
promove o0 bloqueio do SE, apdés 3 horas. Trinta dias apdés a primeira crise
espontanea, os animais foram utilizados para os experimentos. Os animais que nao
apresentaram o SE apds a injecdo de pilocarpina foram utilizados como grupo

controle. Processo representado na figura 1.
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Figura 1. Protocolo de inducdo da epilepsia por pilocarpina.
3.3. Protocolos de ingestado diaria de dgua e sodio

Trinta dias ap0s a primeira crise espontanea, 0os animais com epilepsia (n=15)
e controles (n=12) acondicionados em gaiolas individuais tiveram diariamente, a
agua e a solucédo hipertdnica de NaCl 1,8% medidos por meio de provetas
graduadas, em que se media um dia e no dia seguinte faziamos a diferenca do que
foi consumido, bem como o peso corporal, em que foram pesados todos os dias e
para anadlise foi utilizada a variagdo dos pesos. O acompanhamento diario foi feito

por 30 dias.
3.4. Implante de canula guia e microinjecao no VL

Ao final do periodo de acompanhamento das ingestbes diarias, 0s animais
foram submetidos ao implante de canula guia, a fim de proporcionar o acesso ao
ventriculo lateral direito para posterior administracao de farmacos. Para o implante,
os ratos foram anestesiados com um coquetel de cetamina (80 mg/kg de peso
corporal - p.c.) e xilazina (7 mg/kg, p.c.) administrado intraperitonealmente. Em
seguida, foram fixados em um aparelho estereotaxico para pequenos animais
(Bonther Ltda, Ribeirdo Preto, SP). O cranio foi nivelado utilizando o bregma e
lambida como referéncias. Uma canula de aco inoxidavel (10 mm comprimento x 0,7
mm diametro interno) foi implantada no ventriculo lateral direito, usando as
coordenadas 0,3 mm caudal ao bregma, 1,6 mm lateral a linha média e 3,6 mm
abaixo da superficie do cranio. A canula foi fixada no cranio utilizando parafusos e
resina acrilica. Uma dose profiladtica de pentabiético veterinario (benzilpenicilina
80000IUs + streptomicina 33 mg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, SP) e

de anti-inflamatorio cetoprofeno (ketoprofen 1%, 1 mg/kg de peso corporal, Mundo
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Animal, S&o Paulo, SP) foi administrada intramuscularmente em todos os animais.
Depois de um periodo de cinco dias de recuperacdo da cirurgia, foi realizada a

canulacao da artéria femoral.
3.5. Canulacao da artéria

Para o registro direto da presséo arterial (PA) foram utilizados cateteres de
tubos de polietileno PE-10 soldados a tubos de polietileno PE-50. Ap6s 5 dias de
recuperacdo do implante de canula guia, os ratos foram anestesiados com um
coquetel de cetamina (80 mg/kg, p.c.) e xilazina (7 mg/kg, p.c.) administrado
intraperitonealmente, e o catéter foi inserido na aorta abdominal, através da artéria
femoral. Ap0s 24 horas de recuperacdo deste procedimento cirargico, 0s animais
foram acondicionados ndo anestesiados em caixas pequenas e individuais, em que
conectamos o catéter a um transdutor de pressao (MLT0699, ADInstruments, Bella
Vista, Australia) acoplado a um amplificador (Bridge Amp, FE221, ADInstruments,
Bella Vista, Australia) e a um sistema de aquisicdo e analise de dados onde foram
digitalizados utilizando um conversor analogico digital (PowerLab 4/25, ML845,

ADInstruments, Bella Vista, Australia).

A PAM foi calculada a partir da integral do sinal da PAP (LabChart 7 v7.3.7;
ADInstruments, Bella Vista, Austrdlia). A FC calculada como uma frequéncia
instantanea a partir do sinal PAP (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, Bella

Vista, Australia).

3.5.1. Protocolo de registro com administracdo de Ang Il icv

A fim de avaliar os parametros cardiovasculares (PAM e FC) frente a
administracdo de Ang Il, com os animais ndo anestesiados, grupo com epilepsia
(n=7) e grupo controle (n=5), o registro (figura 2.) consistiu: no periodo basal com
duracdo de 20 minutos em que nao é feito nenhum manuseio do animal, apds esse
periodo é feita uma injecdo no ventriculo lateral (VL) de salina estéril, registrando por
mais 20 minutos; em seguida é administrada angiotensina 1l (50 ng/ 0,1 pl) no VL,

em que o registro de PAM e FC permanece por 60 minutos.
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Injegic de Injegao de
Basal Salina no ANG Il no Eutanasia
VL VL
20 min 20 min 60 min

Figura 2. Protocolo de registro de parametros cardiovasculares com administracdo de Ang Il icv.

3.5.2. Protocolo de registro com administracao de carbacol icv

A fim de avaliar os parametros cardiovasculares (PAM e FC) frente a
administracdo de carbacol, com os animais ndo anestesiados, grupo com epilepsia
(n=4) e grupo controle (n=5), o registro (figura 3.) consistiu: no periodo basal com
duracédo de 20 minutos em que néo é feito nenhum manuseio do animal, apds esse
periodo é feita uma injecédo no ventriculo lateral (VL) de salina estéril, registrando por
mais 20 minutos; em seguida € administrado o carbacol (4 ng/ 0,1 ul) no VL, em que

o registro de PAM e FC permanece por 60 minutos.

Injegio de Injegao de
Basal Salina no CARBACOL Eutanasia
=4 VL iz WL
20 min 20 min 60 min

Figura 3. Protocolo de registro de par@metros cardiovasculares com administracdo de carbacol icv.

3.5.3. Protocolo de registro com gavagem hiperténica

A fim de avaliar os parametros cardiovasculares (PAM e FC) frente a uma
grande carga de sédio, com 0s animais ndo anestesiados, grupo com epilepsia (n=4)
e grupo controle (n=4), foi feito o registro mediante a desidratacao intracelular, por
gavagem com solucdo hiperténica de NaCl 12%, (figura 4.) em que 0s animais

foram mobilizados de forma que facilite o posicionamento da sonda intragastrica e
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ocorra a administragdo de NaCl 12%, protocolo de desidratacdo agudo o qual
promove um aumento da osmolaridade sem alteragbes de volume. Desta forma, o
protocolo consiste: no periodo basal, em que ndo é feito nenhum manuseio do
animal por 20 minutos; apos esse periodo é administrado 2 mL de salina estéril
isotbnica intragéstrica, com registro de mais 20 minutos; em seguida € administrada
a solucéao hiperténica 12% intragastrica, em que o registro de PAM e FC permanece

por 60 minutos.

Adm. Adm.
Intragastrica Intragastrica Eutandsia
Basal
ia Ealinin_gtérn Haiﬂ% l
20 min 20 min &0 min

Figura 4. Protocolo de registro de pardmetros cardiovasculares com administracdo de NaCl 12%
intragéastrica.

3.6. Histologia

3.6.1. Técnica de histologia

Ao final dos experimentos, a fim de verificar a correta localizacdo das microinjecdes no VL,
0s animais foram eutanasiados e o cérebro coletado. Para a eutanasia os animais foram
anestesiados com tiopental sodico (70 mg/kg de peso corporal). Em seguida, receberam
injecdes de corante (azul de Evans 1% 0,1ul) no VL e foram submetidos a uma perfusdo
transcardiaca por meio de injecdo no coragdo (ventriculo esquerdo) de solugdo de
formaldeido 10% (20 ml). A seguir os cérebros foram retirados e armazenados em
formaldeido 10% por alguns dias. Eles foram seccionados em cortes coronais de 40
micrometros (um) de espessura com o auxilio de um micrétomo de congelamento (Leica;
Wetzlar, Alemanha), montados em laminas e corados com corante vermelho neutro. Para a
localizagéo das inje¢es no VL, os cortes foram analisados utilizando um microscépio 6ptico
(Leica DM500, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) acoplado a um sistema digital de
aquisicdo de imagens (Leica Application Suite, V.3.10, Leica Microsystems, Wetzlar,

Alemanha).
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3.7. Delineamento Experimental

Como demonstrado na figura 5 estes animais foram submetidos a inducéo da
epilepsia por pilocarpina (IEP), onde os animais que entraram em status epilepticus
(SE) constituiram o grupo dos animais com epilepsia e 0s animais que ndo entraram
em SE constituiram o grupo controle. Ap6s a 12 crise espontanea, que sucede o
periodo silencioso, aguardamos um periodo de 30 dias para estabelecimento da
epilepsia. Ao final deste periodo, por mais 30 dias mensuramos a ingestdo de agua
e NaCl 1,8%, bem como o peso corporal destes animais. Apos 60 dias da 12 crise
espontanea iniciaram os procedimentos cirdrgicos com 0s animais anestesiados,
gue consistiram no implante de canula guia no venticulo lateral (VL), com cinco dias
de recuperacdo, e canulacdo da artéria femoral, com um dia de recuperacao.
Portanto do dia seguinte a canulacao foram feitos os experimentos de registro, com
0s animais ndo anestesiados, de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). Apo6s os registros os animais foram eutanasiados e tiveram seus cérebros
conservados para posterior andlise histologica. Os animais que adquiriram a
epilepsia, bem como os animais controle tiveram uma distribuicdo randémica para

cada tratamento, de gavagem com NaCl 12%, intracerebroventricular com Ang Il e

Carbacol.
Registro de
Mensuragdo didria Implante Canulagdo PAM e FC
Indugdo da 12 Crise de agua, MaCl e de canula da artéria [ANG Il e
Epilepsia Espontinea pesocorporal guia no VL femoral Gavagem)
|Period05ilencinso| J0 dias | J0 dias | Hdias | 1 dia | ..
Eutanasia

Figura 5. Delineamento Experimental.

3.8. Andlise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism (v 6.01;
GraphPad Software, Inc. San Diego, Califérnia, USA). Os valores obtidos foram
expressos como média + EPM (erro padrdo da média). Os dados de ingestdo diaria
foram analisados utilizando a analise de variancia de duas vias (ANOVA two-way)
para multiplas comparagfes e pos-teste de bonferroni para ingestdo de agua e pos-

teste de sidak para ingestdo de sédio. Os dados de peso corporal foram analisados
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através do teste t student ndo pareado. As variacdes de PAM e FC no protocolo de
administracdo de Ang Il e de Carbacol no VL foram analisadas utilizando a anélise
de variancia de uma via (ANOVA One-way) para multiplas comparacbes. As
variacoes de PAM e FC no protocolo de gavagem com NaCl 12% foram analisadas
utilizando a andlise de variancia de duas vias (ANOVA Two-way) para multiplas

comparacgdes. A significancia foi assumida quando p < 0,05.
3.9. Mortalidade/Erro

No presente estudo, foram feitas as taxas de mortalidade devido a inducéo da
epilepsia do lobo temporal através do modelo da pilocarpina, ao periodo agudo/
silencioso e aos protocolos cirdrgicos, bem como o erro do implante de cénula guia

no ventriculo lateral (VL), como representados na tabela 1 a seguir.

OBITO""/ERRO’

Inducéo da 140** 40%**
Epilepsia por

Pilocarpina
Periodo Agudo/
Silencioso
C| ru rg ias 15** 15%* 37%**

_____

*Avaliacdo do erro do implante de cénula guia no ventriculo lateral (VL), representado por uma porcentagem. Estes
animais foram excluidos do experimento.

**Animais que morreram apds ou durante o protocolo

Tabela 1. Mortalidade
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4. Resultados
4.1. Histologia

A Figura 6 apresenta uma fotomicrografia transversal representativa de um
corte histolégico indicando o ponto de injecéo tipico (seta) no VL. Para este estudo,

somente 0s animais positivos foram analisados.

Figura 6. Fotomicrografia demonstrativa do local de inje¢do (seta) no VL em um animal
representativo do grupo.

4.2. Ingestdo diaria

Como resultado do protocolo de mensuragdo da ingestdo diaria por 30 dias,
dado em mililitros (ml), a qual foi feita por meio de provetas graduadas em que se
media um dia e no dia seguinte faziamos a diferenca do que foi consumido,
observamos que a ingestdo de agua no grupo dos animais com epilepsia (n=15)
guando comparado ao grupo controle (n=12) néo foi diferente, considerando p<
0,05, representado na figura 7. A. Também quanto a ingestdo de NaCl 1,8% néo
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houve diferenca entre os grupos, considerando p< 0,05, representado pelo gréafico

da figura 7. B.
@ Controle (n=12)
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Figura 7. Ingestdo diaria de A. agua, os dados foram expressos em média + EPM e analisados por
ANOVA de duas vias para mdltiplas comparacdes e pds-teste de bonferroni B. NaCl 1,8%. Os
dados foram expressos em média + EPM e analisados por ANOVA de duas vias para multiplas
comparacdes e pos-teste de sidak, considerando p < 0,05.

Quanto ao peso corporal, dado em gramas (g), o grupo dos animais com epilepsia
(n=26) obteve um peso final menor quando comparado ao grupo controle (n=30),
como representado na figura 8. (377 £ 14 g vs. 425 + 6,3 g, respectivamente).

500 7
400 A
3001

200 A

1004

Peso corporal final (g)

Controle Epilepsia
(n=30) (n=26)

Figura 8. Peso Corporal final. Os dados foram expressos em média + EPM e analisados por teste t
student ndo pareado, considerando p < 0,05. *: diferente do controle.
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4.3. PAM e FC basais nos trés protocolos

E classico neste modelo que ocorra alteracdes da FC, portanto, em adi¢éo aos
nossos resultados comparamos os valores basais dos parametros cardiovasculares
de todos os animais nos trés protocolos, ANG II, carbacol e gavagem, em um sé
gréfico. Desta forma, foi possivel observar que quanto a PAM, representado na
figura 9. A., ndo houve diferenca significativa entre os grupos, porém quanto a FC,
representado na figura 9. B. houve diferenca do grupo dos animais com epilepsia
(n=15), 395 + 9 bpm, comparada ao controle (n=14), 334 = 13 bpm, considerando

p<0,05.

I controle (n=14)

[ | Epilepsia (n=15)

A B
150 7 500 -

400 A

100 A
300

200 A
50 A

FC basal (bpm)

1001

PAM basal (mmHg)

Controle Epilepsia Controle Epilepsia

Figura 9. Grafico dos parametros cardiovasculares basais dos trés portocolos, ANG I, carbacol e
gavagem com NaCl 1,8%. A. PAM basal. B. FC basal. Os dados foram expressos em média + EPM
e analisados por teste t student ndo pareado, considerando p < 0,05. *: diferente do controle.

4.4. Alteracdes cardiovasculares induzidas por ANG Il central

No experimento de registro acordado, com injecdo icv de Ang Il, obtivemos
como resultados da variacdo da pressédo arterial média (A PAM), representada no
grafico da figura 10. A., um aumento da resposta pressora no grupo dos animais
com epilepsia (n=7) quando comparado ao grupo dos animais controle (n=5) apés a
injecdo de Ang Il icv (22,0 + 2,1 mmHg vs. 15,33 = 1,8 mmHg, respectivamente,
p<0,05), bem como ao periodo basal dentro dos grupos (2,67 + 1,6 mmHg, epilepsia

e -4,3 + 3,0 mmHg, controle, p<0,05). Quanto a variacdo da frequéncia cardiaca (A
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FC), representado no grafico da figura 10. B., a injecdo de Ang Il promoveu
diferenca significativa entre os grupos (Epilepsia: -0,1 + 4,6 bpm vs. Controle: -23,7 +

19,5 bpm).

Il controle (n=5)

Bl Epilepsia (n=7)

401 2017
— 301 ]
(e2] P O
T £
E 204 o

o)
E 2204
O
i 104 (TR
o <
40 -
< 0
-10 -60 £

Salina icv ANG Il icv Salina icv ANG Il icv

Figura 10. Gréficos dos pardametros cardiovasculares com injecdo de Ang Il icv. Variagdo da A.
presséo arterial média (APAM) e B. frequéncia cardiaca (AFC). Os dados foram expressos em média
+ EPM e analisados por ANOVA de uma via para multiplas comparac¢6es, considerando p < 0,05. #:
diferente de salina icv. *: diferente do controle + ANG Il icv.
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4.5. Alteragdes cardiovasculares induzidas por carbacol central

No experimento de registro acordado, com injecéo icv de carbacol, verificamos
gue a variacao da pressao arterial média (A PAM), representada no gréafico da figura
11. A., dos animais com epilepsia (n=4) nédo foi diferente quando comparado ao
grupo dos animais controle (n=5), porém houve diferenca no periodo basal
comparado ao periodo apos injecdo de carbacol icv dentro dos grupos (-0,5 + 1,4 vs.
22,3 + 4,6 mmHg, epilepsia e 1,00 + 2,3 vs. 24,33 + 4,0 mmHg, controle, p<0,05).
Quanto a variacéo da frequéncia cardiaca (A FC), representado no grafico da figura
11. B., a injecdo de carbacol promoveu uma menor bradicardia no grupo com

epilepsia (Epilepsia: -24,3 £ 6,1 bpm vs. Controle: -56,3 £ 13,2 bpm, p<0,05).

B controle (n=5)
[ | Epilepsia (n=4)
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Figura 11. Gréficos dos parametros cardiovasculares com inje¢cdo de Carbacol icv. Variagdo da A.
pressao arterial média (APAM) e B. frequéncia cardiaca (AFC). Os dados foram expressos em
média + EPM e analisados por ANOVA de uma via para multiplas comparac¢des, considerando p <
0,05. #: diferente de salina icv. *: diferente do controle + carbacol icv.

4.6. Alteracdes cardiovasculares induzidas por
hiperosmolaridade plasmaéatica

No protocolo de registro acordado de gavagem com NaCl 12 %, obtivemos
como resultados da A PAM, representado no gréafico da figura 12. A., valores
menores da pressao nos tempos 30, 40 e 50 minutos no grupo com epilepsia

guando comparamos ao periodo de 10 minutos apés a gavagem (10’: 5,6 £ 2,9 vs.
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30’: -8,0 £ 5,3 mmHg; 40’: -11,5 £ 4,9 mmHg; 50’: -9,0 £ 4,5 mmHg). Também foi
observado menores valores de pressao arterial quando comparamos 0 grupo com
epilepsia ao grupo controle nos tempos 30, 40 e 50 minutos, respectivamente, 30’: -
80+53vs.6,2+17 -8,0+53mmHg); 40’: -11,5+ 4,9 vs. 41 + 4,1 mmHg; 50’: -
9,0+ 4,5vs. 6,0 + 3,5 mmHg). Como resultados da A FC, representado no gréfico da
figura 12. B., observamos que nao houve diferenca significativa entre os grupos,
porém no grupo com epilepsia houve um aumento apds a gavagem quando
comparamos os tempos -10, -1, 40, 50 e 60 minutos (10’: 49,2 + 23,0 vs. -10’: 0,0
0,0 bpm; -1’: -5,7 + 11,1 bpm; 40’: 3,5 £ 7,3 bpm; 50’: -7,0 = 9,6 bpm e 60’: -5,7
11,3 bpm).

—®- Controle (n=4)

&~ Epilepsia (n=4)

40 A 1007
30 A
20 A

104

A FC (bpm)

A PAM (mmHg)

40 A

TEMPO (min) TEMPO (min)

Figura 12. Graficos dos parametros cardiovasculares com administracdo de NaCl 12% ig.
Variacdo da A. presséo arterial média (APAM) e B. frequéncia cardiaca (AFC). Os dados foram
expressos em média £+ EPM e analisados por ANOVA de duas vias para multiplas coparacdes,
considerando p < 0,05. |: gavagem com NaCl 12% #: diferente do basal. *: diferente do controle.
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5. Discussao

Os principais resultados de nossos estudos demonstraram que o modelo da
epilepsia induzida pela pilocarpina provoca altera¢des na frequencia cardiaca basal,
sem alteracdes na pressdo arterial basal, potencializa a resposta pressora a
ativacao central com Ang Il, ndo altera a resposta pressora do carbacol e apresenta

uma reducéo da presséo arterial apos hiperosmolaridade plasmatica.

Ao compararmos 0s parametros cardiovasculares basais dos animais nos trés
protocolos, observamos um aumento da FC no grupo dos animais com epilepsia
comparados ao grupo controle. Ja esta bem descrito que o modelo de inducédo da
epilepsia pela injecéo periférica de pilocarpina promove uma taquicardia de repouso
(Drake, M.E. et al., 1993), como demonstrado no presente estudo, além de um
menor peso corporal no final dos experimentos o que néo foi visto na literatura. Em
estudos mais recentes de Colugnati, D.B. et al. (2005) demonstrou-se aumento da
FC de repouso em animais submetidos ao modelo de EIP, quando comparados ao
gurpo dos animais que ndo foram tratados com a pilocarpina. Porém, nao foi
observado diferenca na FC entre os grupos estudados quando os coracbes dos
animais foram isolados e mantidos sob perfusdo com solucéo fisiologica de forma
retrégrada pela aorta (preparacdo de Langendorf). Este trabalho sugere que o
coracao desses animais ndo apresenta autoritmicidade e funcéo contractil alteradas
intrinsecamente, e que essas alteracdes observadas na FC se deram provavelmente
devido alteracbes da modulacdo autondmica cardiaca dos animais. Curiosamente,
as regides cerebrais que representam os focos mais comuns de epilepsia focal séo
também as regifes que possuem 0s principais componentes do controle cortical
central das funcBes autondémicas, como a insula, giro do cingulo anterior e cértex
pré-frontal ventromedial, que formam a regido pré-motora autbnoma, enquanto que a
amigdala liga esses centros corticais e subcorticais. Relacdo a qual explica a
observacdo frequente de alteragcbes autonbmicas agudas durante as crises
epilépticas (Surges, R. et al, 2009). Estas alteracdes da modulacdo autondémica
cardiaca em animais submetidos ao modelo de IEP sugerida pelo estudo de
Colugnati, D.B. et al. (2005) corroboram com nossos resultados, nos mostrando que

0 componente parassimpatico encontra-se reduzido e promovendo uma taquicardia.
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Quanto ao protocolo com administracdo de Ang Il icv, observamos uma
resposta pressora elevada e maior quando comparamos ao grupo controle, bem
como aumento da FC. O sistema renina-angiotensina (SRA) & bem conhecido como
um sistema endécrino que regula a funcdo cardiovascular e o equilibrio
hidroeletrolitico. Esse sistema consiste em uma cascata de reacfes. E sdo os
receptores AT1 ativados por Ang Il que medeiam fungdes como: vasoconstricéo,
aumento da liberagdo de aldosterona, aumento da reabsorcéo tubular renal,
aumento de VP, aumento da sede, aumento da atividade simpatica, aumento da
frequéncia cardiaca/contratilidade, aumento do crescimento e proliferacéo celular.

A sede extracelular, estimulada pela inje¢cdo de Ang Il nos ventriculos cerebrais
(Thunhorst, R.L. e Johnson, A.K., 1993; Camargo, L.A.A. et al., 1984; Saad, W.A. et
al., 2000; Saad, W.A. et al., 2002) e alguns outros locais como o 6rgéo subfornical e
area septal medial (Covian, M.R. et al., 1972; Antunes, V.R. et al., 1998; Camargo,
L.A.A. e Saad, W.A., 2001; Saad, W.A. et al., 2002; Camargo, L.A.A. et al., 2002;
Saad, W.A. e Camargo, L.A.A., 2003) promove a restauracdo do volume do liquido
extracelular, ativando mecanismos de ingestdo, como apetite ao sodio e sede
(Phillips. M.l., 1987), juntamente com mecanismos renais, liberacdo de VP,
natriurese, que promovem a diminuicdo da excrecao de liquidos, e cardiovasculares,
incluindo aumento da pressdo sanguinea. Portanto, aumento de Ang II, leva ao
aumento de volume circulante o que esta associado a um maior estimulo simpatico
proporcionando a elevacdo do débito cardiaco que, acrescido da acao
vasoconstritora provocada pela Ang Il eleva a PA (Silverthorn, 2003). Segundo Chiu,
A.T. et. al. (1989), os receptores AT1 também estdo localizados nas regifes
cerebrais envolvidas com mecanismos de controle cardiovascular, especialmente em
areas do cérebro onde Ang Il produz suas a¢des pressora e dipsogénica (6rgao
subfornical - SFO, nacleo paraventricular - PVN, nucleos do hipotalamo, nucleo do
trato solitario - NTS, area postrema - AP e 6érgdo vasculoso da lamina terminal -
OVLT) (Mendelsohn, F. A. O. et.al., 1984; Chiu, A.T. et. al., 1989), os quais também
sdo encontrados nas adrenais, pulmdes, figado, rins, coracdo, aorta e em outros
vasos. Em complemento aos estudos de Chiu, A.T. et. al., a resposta da VP a Ang Il
icv € alta no primeiro minuto ap0s a injecdo e diminui 3 minutos apos a
administracao. Portanto, a injecdo central de Ang Il causa a liberacado de VP (Kell,

L.C. et.al., 1975) e como consequéncia a antidiurese com maior eficacia do que a
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injecdo periférica (Hoffman, W.E. et.al.,, 1977). Desta forma, acreditamos que 0s
animais submetidos ao modelos da EIP estejam com o barorreflexo alterado, com
uma menor atividade, e por consequéncia 0 componente parassimpatico também
esteja diminuido. Outra especulacdo seria se 0s receptores ATl estdo mais
expressos ou mais sensiveis a ligacdo da Ang Il e essa excessiva ativacdo esteja

promovendo maior resposta pressora.

No protocolo com administragdo de Carbacol, animais do grupo com epilepsia
obtiveram uma resposta pressora aumentada comparando com seu periodo basal,
mas nao foi diferente quando comparamos aos animais do grupo controle. Porém, a
FC aumentou comparando os dois os grupos. Além das inje¢cbes de Ang Il, o
carbacol icv também induz uma série de respostas, como expressao de c-fos na
lamina terminal, PVN, supra-optico, e aumenta a PAM, atividade do nervo simpatico,
secrecédo de vasopressina e ingestdo de agua (Hatzinikolaou et al., 1981; Hoffman et
al., 1977; Kato et al., 2004; Miyajima e Bunag, 1984; Rowland et al., 1994; Xu et al.,
2001). Outro estudo feito por Saad, W.A e seus colaboradores (1997) demonstrou
gue a injecdo ventricular lateral de carbacol produz um aumento imediato e
acentuado na PAM. Semelhante a Ang Il central, a ativacdo colinérgica central
produz respostas pressoras dependentes da liberacdo de vasopressina e excitacao
simpatica (Fitzsimons, J.T., 1998; Hoffman, W.E. et al., 1977; Imai, Y. et al., 1989;
Johnson, A.K. 1985; Johnson, A.K. et al.,, 1978; Mahon, J.M. et al., 1995). As
injecbes centrais de Ang Il ou carbacol sdo ferramentas eficazes que ativam
mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos centrais envolvidos na ativacao
simpatica, hipertensdo, secrecdo de vasopressina e sede (Hoffman, W.E. et al.,
1977; Johnson, A.K. e Thunhorst, R.L, 1997; McKinley, M.J. et al., 1999; McKinley,
M.J e Johnson, A.K, 2004). Diante dos resultados e dos estudos presentes na
literatura, presumimos que esses animais com epilepsia estejam com a atividade dos
barorreceptores intacta ou mais expressas que o hormal, promovendo uma atividade
eficaz. Outra especulacdo poderia ser alteracdes de componentes da propria via,
como por exemplo a acetilcolina, um importante neurotransmissor do componente

parassimpatico do sistema nervoso autbnomo.

No protocolo com administracdo intragastrica de NaCl 12%, solucdo
hiperosmética com o intuito de promover uma desidratacdo intracelular sem que

ocorra alteragdo de volume, promoveu queda da PAM nos animais com epilepsia
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diferentemente dos animais controle. Sugerindo, desta forma, possivel alteragdo nos
mecanismos dependentes da ativacdo de osmorreceptores. Os osmorreceptores
guando detectam alguma variacdo na osmolaridade transmitem essas informacdes
para diversas regides do sistema nervoso central (SNC), modulando, as respostas
comportamentais e vegetativas (McKinley, M.J. et.al., 1996). Ja foi demonstrado
(Blanch, G.T. et.al., 2013; Freiria-Oliveira, A.H. et.al., 2014) que a hiperosmolaridade
promove aumento de liberacdo de AVP e consequente aumento da PAM.

Sabe-se que a VP é um potente constritor nas células musculares lisas dos
vasos (Verney, E.B, 1947) e que sua liberacdo na circulacdo sanguinea é também
estimulada pela ativagdo dos osmorreceptores (De Bold, A.J. etal., 1981).
Modificagcdes no volume e na osmolaridade plasmatica provocam alteracdes nos
niveis plasmaticos de VP, OT e ANP. Quando ocorre a perda de agua pelas células,
desidratacéo intracelular, imediatamente séo ativados osmorreceptores centrais e/ou
periféricos, resultando na busca pela agua (sede). A sede € definida como uma
percepcdo da necessidade de ingerir &gua. E uma resposta fisiologica a percepcéo
da caréncia de liquidos corporais. Ja o apetite ao sddio (ingestéao de cloreto de sodio
- NaCl) € o mecanismo que o organismo tem para repor a quantidade de soédio,
guando se tém a caréncia deste ion (Fitzsimons, J.T.,1998). O ANP ¢ sintetizado
especialmente nos atrios cardiacos e liberado na circulacdo em resposta ao
aumento do volume do liquido extracelular, participa da manutencédo do volume por
produzir diurese, natriurese e vasodilatacdo (Baxter, J.D. et.al., 1988), ele atua
também como um antagonista frente a acdo vasoconstritora da Ang I, VP e
noradrenalina (Antunes-Rodrigues, J. et.al., 1986). A OT tem efeitos similares aos do
ANP, é secretada na circulacdo sanguinea durante expansdao de volume,
especialmente durante a expansdo hipertbnica, tem acdo natriurética e € um
importante mecanismo para contrabalancear ou atenuar essa expansao (Blackburn,
R.E. et.al., 1995). Além de sua acao renal, a OT também inibe a sede e o apetite ao
sédio. Em resposta a uma carga osmotica, a OT plasmatica aumenta, este aumento
retrocede em resposta a diluicdo do liquido extracelular durante a ingestdo de agua,
gue antecede o apetite ao sédio em animais hipovolémicos (Verbalis, J.G. et.al.,
1995; Sato, M.A. et.al., 1997).

A osmolalidade plasmatica em mamiferos é mantida em um limite muito restrito

por processos homeostaticos que integram respostas renais, neuroenddécrinas e
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comportamentais (Antunes-Rodrigues, J. et.al., 2004; McKinley, M.J. et.al., 2004,
Ramsay, D.M., 1991; Toney, G.M. et.al., 2003). O aumento na concentracao
plasmatica de sddio ativa osmoreceptores localizados no SFO e regido anteroventral
do terceiro ventriculo (AV3V), sinalizando a sede, liberacdo hormonal (vasopressina
e ocitocina), renal (antidiurese e natriurese) e respostas cardiovasculares
(hipertensdo e aumento da atividade nervosa simpética) (Blanch, G.T. et.al., 2013;
Bourque, C.W. et.al., 1994; McCann, S.M. et.al., 2002; McKinley, M.J., 1991,
Pedrino, G.R. et.al., 2005; Toney, G.M. et.al., 2003) para restaurar a osmolaridade a
niveis normais. Hiperosmolaridade induzida por NaCl 12% ig em ratos aumenta a
concentracdo plasmatica de sodio, a osmolaridade em 4% e reduz a atividade da
renina plasmatica, sem alterar o hematocrito e o plasma total por pelo menos 60
minutos apos a carga de NaCl (Pereira, D.T. et.al., 2002). Além disso, NaCl 12% ig
induz sede, natriurese, aumenta a VP e OT plasmatica (Andrade, C.A. et.al., 2012;
Blanch, G.T. et.al., 2013; Pereira, D.T. et.al., 2002). A sobrecarga ig de NaCl 12%
em ratos intactos geralmente produz alteracbes nao significativas no volume de
liquido extracelular e PAM (Blanch, G.T. et.al., 2013), mas osmorreceptores e
provavelmente barorreceptores sédo ativados. Diante de estudos provando as
atuacdes do SNC, bem como o sistema nervoso periférico na hiperosmolaridade, e
visto que animais com epilepsia mostraram um comportamento diferente, com uma
gueda acentuada da resposta pressora, pressupomos que a acetilcolina pode estar
envolvida. E por esse motivo, decidimos adicionar aos estudos o0 protocolo com

administracao de carbacol icv, apronfundando uma pouco mais essa via.

O que nos levou a colocar o presente estudo em pratica foram resultados
obtidos recentemente, em nosso laboratorio utilizando ratos Wistar submetidos ao
modelo de EIP, em que observamos alteracbes nos comportamentos de sede e

apetite ao sédio frente a protocolos de desidratacao intra e extracelular.

No protocolo de desidratacdo intracelular, que gera sede intracelular, induzido
por sobrecarga ig (gavagem), com salina hiperténica (NaCl 12%), o grupo dos
animais com epilepsia ingeriram significativamente menos agua, comparados com o
grupo controle. Mostrando-nos que esses animais submetidos ao modelo de EIP
tiveram um prejudizo de importantes areas centrais relacionadas com o controle da
osmolaridade, e, a falta destes mecanismos centrais n&o estaria sendo

compensados por mecanismos periféricos, por exemplo.
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No protocolo do modelo de desidratacdo extracelular aguda, que gera sede
extracelular, com injecdo subcutanea de furosemida e captopril (FURO+CAP), os
animais com epilepsia ingeriram agua, porém, ndo ingeriram salina. Este protocolo
esta bem descrito por uma grande perda de volume extracelular que ativa o sistema
renina angiotensina, no entanto a dose utilizada de captopril impede a conversao de
Ang | em Ang Il apenas na periferia, mas possibilita um grande aporte de substrato
para conversao de Ang Il central, o que acarreta nos comportamentos de sede e
apetite ao sédio (Starbuck, E.M. e Fitts, D.A., 1998, Jonhson, A.K. et al., 1978), mas
devido ao modelo de EIP acreditamos que essa via angiotensinérgica central ndo
esteja funcionando adequadamente de acordo com os padrfes fisioldgicos, o que
explica o comportamento destes animais . Essa sede extracelular também pode ser
estimulada por uma diminuicdo do volume do liquido extracelular (hipovolemia) e
também pela diminuicdo da presséo arterial, que ativa extensdes neurais a partir de
sinais provenientes de barorreceptores cardiopulmonares e sistémicos (Fitzsimons,
J.T., 1972; Fitzsimons, J.T., 1985). Os sinais gerados sdo enviados ao SNC e,
dentre 0os mecanismos compensatorios ocorre a ingestao de agua, e na maioria das
vezes, de sbédio também, que ocorrem para auxiliar no reestabelecimento do volume
do liquido extracelular. Mecanismo compensatorio o qual esta ineficiente em nosso

grupo com epilepsia.

Outro protocolo que utilizamos promove também uma sede extracelular, com
uma potente reducdo do volume plasmatico, é a deplecdo de sddio por 24 horas,
onde o0s animais sdo submetidos a uma injecdo com um potente diurético e
natriurético, a furesemida, e mantidos por 24 horas com uma alimentacédo deficiente
em sodio, fuba, e sem acesso a solucéo salina. Isto causa um intenso apetite ao
sédio dependente de Ang Il central, que em nossos experimentos prévios estava
reduzido em animais com epilepsia. Vimos que o trabalho de Saad, W.A. e
Camargo, L.A.A. (1980) corrobora a hipétese que a area pré-optica lateral e o érgéo
subfornical tém importante papel na sede mediada por hipovolemia, aumento da
osmolaridade plasmatica e por Ang Il. Esses autores mostraram que a leséo
combinada das duas areas diminuiu a sede provocada pela privagéo hidrica e, em
outro grupo experimental, a sede induzida por hipotensdo foi completamente

blogueada. Leséo esta que causa efeitos semelhantes aos animais submetidos ao
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modelo de IEP, levando-nos ao pressuposto que o modelo pode ter prejudicado tais

areas.

Por dltimo, foi realizada a desidratacdo mista, com o protocolo de privacdo
hidrica por 24 horas, em que 0s animais com epilepsia ndo ingeriram salina no teste
do apetite ao sddio. Estes resultados demonstram comportamento diferente dos
animais controle quanto a correcdo da osmolaridade e volume plasmatico para
reestabelecer a homeostasia. J& foi demonstrado que a privacdo hidrica causa
aumento da osmolaridade plasméatica e ativa neurénios do PVN e SON (Gottlieb,
H.B. et al., 2006; Morien, A. et al., 1999; Pereira-Derderian, D.T. et al., 2010) e do
NTS (Ji, L.L. et al., 2007), e causa aumentos da atividade simpéatica (Stocker, S.D. et
al., 2006; Stocker, S.D. et al., 2005; Brooks, V.L. et al., 2005). Além dos mecanismos
relacionados ao apetite ao sédio, dependentes de Ang Il (Pereira-Derderian, D. T. et.
al., 2010). Em adicao, Stocker et al. (2004b) demonstraram que os neurbénios PVN
parvocelulares que se projetam para o RVLM e medula espinhal eram ativados
(imunorreatividade ao c-Fos) por privacdo de agua, contribuindo para a excitacao
induzida pela hiperosmolalidade (Stocker et al. 2006).Provando também que o
modelo de IEP promove prejuizos em areas centrais relacionadas com o equilibrio

hidroeletrolitico.

Portanto, o0 modelo de IEP de fato causa prejuizos em areas importantes do
SNC, devido a morte ou reorganizacdo neuronal, responsaveis por macanismos de
regulacdo das vias relacionadas com o equilibrio hidroeletrolitico, bem como a
parametros cardiovasculares, 0s quais podem trazer consequéncias graves ao

individuo com epilepsia e que ainda precisam ser investigados melhor,
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6. Concluséo

Sumarizando, nossos resultados mostraram que animais com epilepsia
induzida por pilocarpina tem uma resposta pressora a ativacao central com Ang Il
elevada, uma resposta pressora a ativacao central com carbacol atenuada e uma
possivel alteracdo nos mecanismos que controlam a pressdo arterial frente a
hiperosmolaridade plasmatica. Estes resultados sugerem que a epilepsia induzida
por pilocarpina € capaz de alterar mecanismos centrais de controle da presséo
arterial que podem ser prejudiciais a situacdes corriqueiras e contribuir para a

SUDEP.

Assim, como perspectiva, temos que investigar quais vias seriam mais
envolvidas nesta resposta pontencializada, como a via simpatica e/ou a via
vasopressinérgica, presente nas trés situacdes expostas no presente trabalho (Ang

I, carbacol e hiperosmolaridade plasmatica).
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