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XIX

RESUMO

A epilepsia € um dos problemas mais comuns na clinica neurolégica, chegando
a afetar até 1% da populacdo mundial, além disso, individuos com epilepsia
possuem uma mortalidade maior que a populacdo geral. Com isso, o interesse
em pesquisar alteracbes cardiacas em pacientes com epilepsia vem sendo
crescente, e alguns estudos tém associado o uso de drogas antiepilépticas
(DAEs) com disturbios cardiovasculares. Neste contexto, ha hipoteses de que
pacientes em uso de DAEs especificas, bloqueadoras de canais para sodio,
possuem aumento do risco de doenca cardiovascular (DCV). Em nosso estudo,
buscamos avaliar as respostas cardiovasculares em ratos epilépticos
submetidos & administracdo crénica de carbamazepina (CBZ) ou lamotrigina
(LTG). A divisdo dos grupos foi dada em controles sem epilepsia (CNT),
epilépticos (EP), epilépticos tratados com CBZ (CBZ) e epilépticos tratados
com LTG (LTG). Os parametros cardiovasculares basais [Pressdo arterial
sistélica (PAS); Pressao arterial diastélica (PAD); Presséao arterial média (PAM)
e Frequéncia cardiaca (FC)] foram registrados através de uma canulacao da
artéria femoral e do implante de eletrodos apds sessenta dias de tratamento
com DAEs ou veiculo [(150mg/kg (v.0.)]. Durante o registro os animais foram
submetidos a um teste de barorreflexo com administracdo em bolus de
fenilefrina (PHE - 5ug) e nitroprussiato de sodio (NPS - 10ug) via canulacédo da
veia femoral e posteriormente submetidos a um desafio com isoproterenol.
Através do registro dos parametros cardiovasculares basais, também foi
analisada a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e o numero de
extrassistoles. Apds todos os procedimentos in vivo amostras do coracdo foram
retiradas para analises histoldgicas do tecido cardiaco. Em nossos resultados
0s ratos epilépticos apresentaram todos os parametros cardiovasculares basais
maiores que os parametros de animais sem epilepsia. O tratamento com CBZ
reduziu a FC de repouso, PAS e PAM em comparagdo com animais epilépticos
sem tratamento. O tratamento com LTG também reduziu a FC de repouso em
comparacdo com o grupo EP. Também observamos que o grupo EP possui
area de seccdo transversa (AST) de cardiomidcitos maior quando comparado

aos demais grupos e maior acumulo de colageno perivascular em comparacao



aos grupos CNT e CBZ. Desta forma, podemos sugerir que 0 uso cronico de
DAEs pode influenciar em respostas cardiovasculares e na microestrutura

cardiaca.
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ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common problems in the neurological clinic,
affecting up to 1% of the world population, moreover, individuals with epilepsy
have a higher mortality than the general population. Thus, the interest in
investigating cardiac changes in patients with epilepsy has been increasing, and
some studies have associated the use of antiepileptic drugs (AEDs) with
cardiovascular disorders. In this context, there are hypotheses that patients
using specific AEDs, sodium channel blockers, have an increased risk of
cardiovascular disease (CVD). In our study, we sought to evaluate
cardiovascular responses in epileptic rats submitted to chronic administration of
carbamazepine (CBZ) or Ilamotrigine (LTG). Baseline cardiovascular
parameters [Systolic blood pressure (SBP); Diastolic blood pressure (DBP);
Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR)] were recorded through
cannulation of the femoral artery and electrode implant after sixty days of
treatment with AED or vehicle [(150mg / kg (vo)]. The animals were submitted
to a baroreflex test with bolus administration of phenylephrine (PHE - 5ug) and
sodium nitroprusside (NPS - 10ug) via cannulation of the femoral vein and later
submitted to a challenge with isoproterenol. Through the recording of baseline
cardiovascular parameters, we also analyzed the heart rate variability (HRV)
and the number of extrasystoles. After all procedures in vivo, samples of the
heart were retained for histological analyzes of cardiac tissue. The division of
the groups was performed in controls without epilepsy (CNT), epileptics (EP),
epileptics treated with CBZ (CBZ) and epileptics treated with LTG (LTG). In our
results the epileptic rats presented all the baseline cardiovascular parameters
higher than the parameters of animals without epilepsy. CBZ treatment reduced
resting HR, SBP and MAP compared to untreated epileptic animals. Treatment
with LTG also reduced resting HR compared to the EP group. We also
observed that the EP group had a greater cross-sectional area (CSA) of
cardiomyocytes when compared to the other groups and an increased
accumulation of perivascular collagen in comparison to CNT and CBZ groups.
In this way, we can suggest that chronic use of AEDs may influence

cardiovascular responses and cardiac microstructure.



1-INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

Tradicionalmente a epilepsia é entendida como um conjunto de
sindromes caracterizadas por crises epilépticas recorrentes que atinge a
humanidade desde os seus primoérdios. H& manuscritos datados por volta de
2000 a.c. que relatam manifestacdes de crises, no entanto, estes eventos eram
considerados uma doencga provocada por causas sobrenaturais (1). Contudo, a
partir do século XIX, a epilepsia passou a ser caracterizada, ndo s6 pelo
fenbmeno das crises, mas também como uma doenca de origem cerebral, e
com 0s avancgos de estudos relacionados ao assunto, sua definicdo consensual
mais recente passou a ser a seguinte: alteracdo do cérebro caracterizada por
uma predisposicdo duradoura de gerar crises epilépticas e pelas
consequéncias neuroldgicas, cognitivas, fisioldgicas e sociais desta condicao,
requerendo pelo menos uma crise epiléptica (2).

Ultimamente a epilepsia também tem sido descrita como sindrome,
sendo o termo “sindrome epiléptica” referido a um grupo de caracteristicas
clinicas que ocorrem de forma contigua, como tipo(s) similar(es) de crise
epiléptica, idade de inicio da epilepsia, achados eletroencefalogréaficos, fatores
desencadeantes, genética, prognéstico e resposta as drogas antiepilépticas
(DAES) (3).

A recorréncia das crises ocorre devido a paroxismos transitorios de
descargas neuronais incontrolaveis, que podem ser causados por uma grande
variedade de fatores. Embora as crises estejam relacionadas a varias
patologias, nem todos os doentes com uma doencga cerebral tém epilepsia.
Além disso, a definicdo de epilepsia requer a ocorréncia de pelo menos uma
crise epiléptica, ndo sendo uma entidade nosoldgica unica, mas advindo de
varias condic¢des diferentes que ocasionam disfuncao cerebral (4).

Dentre os fatores de risco que podem originar a epilepsia, os mais
comuns sao lesdo cerebral por traumas, doencgas cerebrovasculares, tumores
cerebrais, malformacdes do desenvolvimento cortical, heranca genética e

infeccbes do SNC (5). Em relacdo aos paises com poucos recursos, infeccoes



endémicas, como maléria e neurocisticercose, parecem ser 0s principais
fatores de risco (6).

Uma crise epiléptica € caracterizada por um evento desencadeado por
descargas neuronais, geralmente excitatérias, com potenciais de acao de alta
frequéncia, e sincronizagGes anormais e excessivas da atividade neuronal que
estdo localizadas predominantemente no cértex cerebral. Estas crises ocorrem
de forma intermitente, sendo geralmente autolimitadas e se apresentam como
manifestacdes clinicas recorrentes, cujos episodios habitualmente sdo breves
(de segundos a minutos) causando a interrupcdo da atividade cerebral normal
de forma focal ou difusa (7). Podem ser observadas em diversas doencas que
envolvem o sistema nervoso surgindo espontaneamente ou sendo
desencadeadas por febre, distarbio eletrolitico, intoxicacdo, doencas
degenerativas ou alteragdes vasculares (2).

As crises epiléticas podem se apresentar com caracteristicas distintas,
com isso, podem ser subdivididas em trés categorias: focais (também
conhecidas como parciais), generalizadas e espasmos epilépticos. A
International League Against Epilepsy (ILAE) descreve que as crises sao
dindmicas e evolutivas, e 0s pacientes apresentam variacbes no padrédo da
crise epiléptica, dependendo do grau e da maneira de propagacao da descarga
elétrica (8). Deste modo, doentes com crises epilépticas parciais simples
podem evoluir para crises parciais complexas, e crises parciais simples ou
complexas podem evoluir para crises tonico-cldnicas secundariamente
generalizadas. No entanto, independentemente da classificacao utilizada, tanto
as epilepsias focais como as generalizadas podem ser divididas em trés
categorias: idiopaticas (ou genéticas), sintomaticas (aguelas relacionadas com
a lesdo estrutural do sistema nervoso central) e as de causa indeterminada
(criptogénicas) (9).

Nas crises focais um conjunto de neurdnios de parte do encéfalo sofre
uma disfuncé@o temporéaria, podem ocorrer com ou sem perda da consciéncia,
podendo uma crise sem perda de consciéncia progredir para uma crise com
perda de consciéncia. Ja as crises generalizadas, envolvem simultaneamente
os dois hemisférios cerebrais abrangendo uma area mais externa e sao
caracterizadas por sintomas motores que envolvem todo o corpo, mesmo que

de forma ligeiramente assimétrica. (10).



As manifesta¢des clinicas de uma crise focal dependem da éarea do
cortex envolvida. Por exemplo, crises com foco no lobo occipital podem
apresentar fendbmenos visuais; as crises com foco no giro pré-central podem
apresentar ritmo clénico ou atividade motora ténica; ja crises com foco no giro
pés-central podem estar acompanhadas de sintomas sensoriais, tais como
parestesias. Quando a consciéncia € prejudicada durante um ataque focal, ou
seja, 0 paciente torna-se incapaz de responder a estimulos verbais ou tateis, a
crise é classificada como discognitiva (também conhecida como crise parcial
complexa). Crises com foco no lobo temporal sdo frequentemente discognitivas
(7).

No que se referem a crises generalizadas, seus principais subtipos
incluem crise de auséncia, crise tbnico-clénica, crise miocldnica e crise atonica.
A crise de auséncia envolve um olhar fixo para o infinito, sem resposta a
estimulos verbais, podendo estar acompanhada de piscar dos olhos ou de
concordancia com a cabeca. Diferentemente, a crise tbnico-clénica consiste em
movimentos convulsivos bilateralmente simétricos (enrijecimento seguido por
espasmos) de todos os membros, com comprometimento da consciéncia. Ja na
crise mioclénica ocorrem inesperados e breves abalos musculares, que né&o
estdo associados a qualquer perturbacdo Obvia da consciéncia e que podem
ser confinados a uma extremidade ou generalizados. A crise atbnica envolve a
perda do tbnus corporal, muitas vezes resultando em uma queda subita da
cabeca (7).

Os espasmos epilépticos sdo representados pela subita extensédo ou
flexdo das extremidades, que duram alguns segundos e que, em seguida,
repetem-se em conjunto. A origem de tais espasmos € incerta, mas sabe-se
que podem ocorrer em qualquer idade. Quando se iniciam no primeiro ano de
vida compreendem uma sindrome chamada de espasmos infantis (Sindrome
de West) (8).

Essas classificagbes auxiliam na confirmagdo da epilepsia e sao
essenciais para direcionar um tratamento mais adequado. Alguns dos objetivos
principais do diagnostico da epilepsia consistem na avaliagéo se as crises sédo
de natureza epiléptica e ndo de outro tipo, na classificacdo correta das crises e
do tipo de epilepsia e, em determinar se os dados clinicos encaixam-se em

uma determinada sindrome epiléptica e se possivel, identificar a etiologia.



Entdo, para se diagnosticar a epilepsia sdo necessarios inumeros fatores tais
como, a avaliacdo da historia clinica, descricdo da atividade convulsiva por
guem a presenciou, exames fisicos e achados encefalograficos, visto que nao
existe um teste absoluto que confirme ou negue a epilepsia (11).

Como as crises epilépticas se manifestam como alteracfes fisicas ou
comportamentais, incluindo mudancas na atividade elétrica do cérebro e
variacbes da frequéncia cardiaca (FC), eletroencefalograma (EEG), e no
eletrocardiograma (ECG) séo utilizados para avaliacdo de pacientes com
epilepsia (12). A FC em pacientes com epilepsia, por exemplo, € medida antes
da crise (pré-ictal), durante a crise (ictal), entre crises (inter-ictal), e apds a crise
(pbs-ictal) para identificar uma variedade de condi¢des, tais como arritmia
cardiaca e outras anormalidades de conducdo (13). Com isso, os dados de
ECG séo sinais clinicos de extrema importancia para a deteccdo de anomalias
cardiacas e ultimamente tem sido uma ferramenta para avaliar efeitos das
DAESs sobre o sistema nervoso autbnomo (SNA).

O conhecimento dos eventos basicos da epilepsia que foi alcancado nos
altimos anos sugere que o fenbmeno epiléptico envolve diversas alteracdes
neurobioldgicas, principalmente sobre os canais ibnicos sensiveis a voltagem
(particularmente canais para sodio e de calcio), a transmissao inibitéria
(mediada pelo acido y-aminobutirico, GABA) e a transmissdo excitatoria
(mediada pelo glutamato, Glu) (14). Com isso, tém-se uma definicdo de trés
grandes categorias em termos de mecanismo de acdo das DAEs: modulagéo
dos canais idnicos, potenciacdo da transmissao inibitéria e inibicdo da
transmissao excitatéria. No entanto, como muitos dos antiepilépticos possuem
multiplos mecanismos de acao, a classificacdo dos diversos farmacos se faz
normalmente em funcg&o do principal mecanismo de acao que apresentam (15).

Apesar do tratamento medicamentoso da epilepsia ser uma das terapias
de maior sucesso em neurologia, ter uma seguranca diagnostica € importante
antes de inicia-lo, pois é um tratamento geralmente prolongado e que envolve
riscos. Portanto, para iniciar um tratamento antiepiléptico vé-se necessario uma
investigagdo minima etiolégica através de detalhada anamnese, exames fisico
e neuroldgico, além de exames de imagem e uma investigacdo laboratorial

quando h& suspeita de doenca sistémica (10).



A relevancia de um diagnéstico apropriado pode ser observada na
afirmacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de que, a epilepsia é a
segunda causa mais frequente de procura por atendimento nos centros
neuropsiquiatricos, sendo considerada uma doenca de saude publica, ja que
ocasiona uma elevada taxa de mortalidade por suicidio e morte subita (16).

No que se refere a mortalidade, os pacientes com epilepsia possuem em
meédia 2-3 vezes maior indice do que a populacao geral (17). Esse risco ocorre
principalmente devido a traumatismos, queimaduras, afogamentos, suicidio e
morte subita (18). Além disso, a epilepsia tem sido associada a um risco mais
elevado de acontecimentos relacionados com doega cardiovascular (DCV) (19).

1.2 — Epidemiologia

A epilepsia constitui uma das mais comuns desordens neurolégicas, com
ampla distribuicdo, chegando a afetar até 1% da populacdo mundial (20). Sua
incidéncia média estimada em metandlise é de 43,4 por 100.000 pessoas-anos,
em paises desenvolvidos, e de 68,7 por 100.000 naqueles em desenvolvimento
(21). Trata-se de uma condi¢ao crbnica, com prevaléncia estimada de 5 a 10
casos por 1.000 habitantes nos paises desenvolvidos e, ainda, maior nos em
desenvolvimento, atingindo estimativa de 14 a 57 casos por 1.000 habitantes.
Esta maior incidéncia de epilepsia nos paises em desenvolvimento deve-se ao
fato de que nesses paises ha um maior risco de infec¢cdes cerebrais e um
sistema de saude inadequado (22). No Brasil, alguns poucos estudos
epidemiologicos sobre epilepsia foram realizados, neles foram encontradas
prevaléncias de 11,9/1.000 habitantes para epilepsia, com taxas de prevaléncia
de 16,5 para epilepsia ativa (pacientes que apresentem crises ou necessitem
tratamento cronico para controle de crises) e 20,3/1000 habitantes para
epilepsia inativa (pacientes que entraram em remisséao) (20).

A causa mais comum de morte em adultos jovens com epilepsia € a
morte sUbita e inesperada nas epilepsias (SUDEP) (23). As comparacgfes de
estimativas de incidéncia da SUDEP sé&o dificeis por decorréncia da utilizagédo
de diferentes definicbes de SUDEP, pela variacdo da populacdo de origem e

dos meétodos de apuracdo dos casos, além disso, nem todos pacientes



possuem exames post mortem. Com isso, 0 que se tem em dados € que 0 risco
de morte subita na populagdo em geral é da ordem de um a dois por 10.000
pessoas por ano, ja o risco na populacdo com epilepsia é de 3 a 15 por 10.000
pessoas por ano (24).

Devido a dificuldade de investigacdes sobre SUDEP por causa de
diferentes definicbes, em 1996 especialistas propuseram uma definicdo para
tais episodios, no congresso internacional sobre epilepsia e morte subita.
Portanto, SUDEP tém por definichio uma morte subita, inesperada,
testemunhada ou nédo, de pacientes com epilepsia que apresentaram mortes
ndo traumaticas e por ndo afogamento, com ou sem evidéncias de uma crise e
excetuando status epilepticus (SE), documentado, em que exames pds-morte
nao revelaram uma causa de morte toxicologica ou anatémica (25).

Dados sugerem que o risco de morte subita esteja relacionado com a
gravidade da epilepsia, e parece que a falta do controle das crises ou fatores a
ela relacionados estejam mais ligados ao maior risco (22). Estudos
epidemiologicos sugerem que em torno de 70% de pacientes em
desenvolvimento de epilepsia entrardo em remissao e os 30% demais, serdo
refratarios ao tratamento atual e continuardo a ter crises (26,27). Também tém
sido relatadas as diferencas de idade e de género, sendo as mulheres
possuidoras de uma maior taxa de prevaléncia de SUDEP, mas geralmente
ocorrendo mais tarde na vida do que em homens (idade média de 52 anos nas
mulheres e 38 anos nos homens) (18). Ainda néo se sabe se essa diferenca de
género esta relacionada com alteragbes hormonais como, por exemplo, a
menopausa, no entanto, alguns autores opinam de forma diferente, relatando
que crises epilépticas ndo provocadas sao significativamente maiores em
homens do que em mulheres (28). Contudo, a epilepsia ndo faz distincao entre
racas, faixas etarias, situacbes financeiras ou género, podendo acometer
qualquer individuo.

Os mecanismos patofisiolégicos da SUDEP ainda sdo desconhecidos.
Na tentativa de identificacdo desses mecanismos a principal hipotese sugere
gue ha uma sobreposicao de alteracOes cardiacas, respiratérias e autonémicas
(29,30,31). E apesar do mecanismo de SUDEP n&o estar bem esclarecido,
estudos tem citado potenciais fatores de risco para este fen6meno, e dentre

estes fatores estédo: idade, inicio precoce da epilepsia, duracdo da epilepsia,



tipo de crise, principalmente tonico-clonicas generalizadas (TCG), frequéncia
das crises e terapia com drogas antiepilépticas (DAES), incluindo politerapia e
mudancas de doses frequentes e crises ndo controladas, principalmente na
Epilepsia de Lobo Temporal ELT (32,33).

1.3 - Epilepsia do Lobo Temporal

A forma mais frequente de epilepsia em adultos e a mais comumente
refrataria a medicagédo é a ELT, acometendo cerca de 40% destes pacientes
(34). Este tipo de epilepsia estd associado a alteracdbes do complexo
amigdaldide, formacdo do hipocampo e cortices entorrinal e perirrinal. Uma
caracteristica frequente da ELT € a alteracdo dos estados de memoria devido
ao envolvimento frequente da formagao do hipocampo (35,36).

Em relacdo a refratariedade na epilepsia, sua definicdo é dada como a
resisténcia a pelo menos duas DAEs empregadas de forma “correta” em um
periodo de dois anos. Em 2010, a ILAE reformulou a seméantica de refratario,
resistente a farmacos ou medicamente intratdvel para “resistente a drogas”
(37). Cerca de 75% dos pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal Mesial
(ELTM) sédo considerados como tendo epilepsia resistente a farmacos (38).
Logo, a importancia clinica da ELT deve-se tanto a sua alta prevaléncia quanto
a elevada proporcdo de pacientes que ndo respondem aos diferentes
esquemas terapéuticos.

Atualmente a ELT é subdividida em critérios que se baseiam na origem e
semiologia das crises, classificada como mesial ou neocortical (lateral). Dentre
essas a epilepsia do lobo temporal mesial € a mais comum abrangendo cerca
de 60% de todos os casos de ELT, envolvendo principalmente estruturas
limbicas como o cortex entorrinal, neocortex temporal lateral, talamo medial,
lobo frontal inferior, amigdala e hipocampo (35,36). Podem ser encontrados
outros substratos que dao origem as crises, como tumores, lesdes vasculares,
inflamatdrias ou infecciosas, mas o maior foco de atencdo para a
epileptogénese nesse contexto sdo as estruturas mesiais do lobo temporal
encontrada na ELTM (39).



A esclerose mesial temporal caracteriza-se por uma esclerose
hipocampal associada a um grau variavel de alteragBes patologicas na
amigdala e giro parahipocampal, incluindo graus variados de perda neuronal e
gliose no setor CAl, CA4, CA3 (em ordem decrescente de importancia), com
relativa preservagao da integridade neuronal no setor CA2 (40). Outras
caracteristicas estdo associadas a esclerose hipocampal, tais como
reorganizacdo sinaptica e brotamento de fibras musgosas, dispersdo das
células granulosas do giro denteado, alteracdes extra-hipocampais como perda
neuronal da amigdala e alteracdes da substéncia branca do lobo temporal
(41,42).

Um evento epiléptico tipico de ELTM € a presenca habitual de uma aura
caracteristica, seguida de olhar fixo com parada de atitude, perda de contato
com o meio e automatismos. Além dessas caracteristicas, podem ocorrer
sintomas motores, confusdo poés-ictal acentuada e generalizacdo secundaria,
menos frequente nos pacientes que fazem uso correto de Drogas
Antiepilépticas (DAES) (38,39,41,42).

As auras que antecedem a perda de contato com o meio podem ser do
tipo mal estar epigastrico ascendente associado a sensacdes olfativas e ou
gustativas, podendo também ocorrer sensacdes inespecificas, sintomas
psiquicos, como sensacao de medo, estado de sonho, situacfes experienciais,
sensacao de “déja vu” ou “jamais vu”, alteragdes emocionais, afetivas e
também da senso-percepcdo e autonémicos, ocorrendo palidez, sudorese,
nausea, arritmias e dilatacdo pupilar (43-46).

1.4 - AlteracOes Cardiovasculares na Epilepsia

Alteracdo do controle modulatorio do sistema cardiovascular frente as
crises epilépticas ja sdo bem evidenciados. Varios estudos relatam alteracdes
do ritmo cardiaco durante, antes e ap0s as crises epilépticas, evidenciadas
pela presenca de taquiarritmia e bradiarritmia, embora a ultima seja menos
frequente. Além do ritmo, alteracbes do tracado eletrocardiografico, como
alargamento do segmento QT e infradesnivelamento do segmento ST, também

sao relatadas, sendo mais frequentes em pacientes com epilepsia do lobo



temporal. Porém um estudo mais detalhado dos mecanismos responsaveis por
essas alteracdes, em seres humanos, é limitado devido a questdes éticas e
metodoldgicas (29,31,47-50).

Estudos em pacientes com epilepsia, que morreram de forma repentina
e inesperada revelou a presenca de patologias cardiacas que poderiam ser
responsaveis por suas mortes. Além disso, foram sugeridos danos cardiacos
secundarios, uma vez que encontraram no ECG de pacientes com crises sinais
de isquemia, anomalias de conducdao e ritmo cardiaco, elevacao de troponina e
creatina quinase (CK-MB), além da presenca de elevado peptideo natriurético
cerebral (BNP). Do ponto de vista morfologico ja& foram demonstradas
alteracdes micro e macroscopicas que podem contribuir para a SUDEP, tais
como: dilatacdo e hipertrofia cardiaca, fibrose nas paredes de pequenas
artérias coronarias, atrofia dos cardiomidcitos, degeneragdo miofribilar,
infiltracd@o leucocitaria que sugere miocardite focal e alteracdes morfologicas do
sistema de conducao cardiaco (17,51).

Assim, alteracBes cardiacas na epilepsia sdo comuns e vao desde
mudancas na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) para parada sinusal
ictal, e do encurtamento e alargamento do intervalo QT para fibrilagdo atrial.
Diversos trabalhos sugerem que as mudancas na VFC na epilepsia resultam
das alteracdes autondmicas interictais, bem como das préprias descargas
autonébmicas que ocorrem durante as crises. Em pacientes com ELT ha uma
significativa reducdo da VFC quando comparados com a populacédo em geral, e
esta reducdo é mais acentuada durante a noite. A reducdo da VFC na epilepsia
€ associada, principalmente, com a predominancia do ténus simpatico ou com
0 aumento relativo da modulacdo simpatica (através da diminuicdo do tonus
parassimpatico). O aumento da influéncia simpatica cardiaca é potencialmente
proé-arritmica e o aumento crénico do ténus simpatico pode conduzir a
alteracdes em longo prazo na inervacdo simpética, favorecendo assim, o risco
de anomalias na repolarizacdo cardiaca. Dessa forma, a reducdo da VFC
aumenta o risco de eventos cardiacos e por isso, acredita-se que a VFC possa
estar envolvida nos mecanismos fisiopatologicos da SUDEP (53-59).

A associacao entre epilepsia e doenga cardiovascular (DCV) nédo esté
claramente definida, entretanto, alguns fatores de risco para DCV como, falta

de exercicio fisico, fumo, habitos alimentares pouco saudaveis e dislipidemias
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sdo mais prevalentes em pacientes com epilepsia quando comparados aos
individuos sem epilepsia. Neste contexto, tem sido sugerido que drogas
antiepilépticas também podem diferencialmente influenciar o risco de DCV em
pacientes com epilepsia, sendo as de maior associacdo as DAEs bloqueadoras
de canais para sodio, em que, estudos revelam um aumento do risco de DCV
de quase trés vezes. Em comparacao, DAEs sem propriedade bloqueadora de
canais para sédio ndo apresentaram associacao significativa com DCV. Além
disso, uma relacdo entre epilepsia, DAE e arritmias cardiacas, também foi

proposta como responséavel pela SUDEP (19,30,60,61).

1.5 - DAEs e AlteracOes Cardiovasculares

O tratamento da epilepsia tem por objetivo propiciar uma melhor
qualidade de vida para o paciente, pelo alcance do controle de crises, com um
minimo de efeitos adversos. A principal forma de terapia adotada € o
tratamento farmacoldgico com DAEs, entretanto, outras modadalidades
terapéuticas podem ser escolhidas para pacientes que apresentam
refratariedade ao tratamento medicamentoso. Entre estes, o tratamento
cirdrgico para remocao do foco epileptiforme cortical ou para interrupcdo desse
foco possui alta eficacia, no entanto, antes da cirurgia € preciso uma
investigacdo cuidadosa para que o paciente evolua com auséncia de crises e
de déficits neurolégicos. Para pacientes com epilepsia farmacorresistente sem
indicacdo de cirurgia ressectiva, a heuromodulagcéo por terapia de estimulacao
do nervo vago é apontada como eficaz e de baixo risco, indicada para crises
focais, multifocais ou generalizadas. A dieta cetogénica ou dieta Atkins
modificada também sado alternativas terapéuticas para o tratamento de
epilepsias refratarias, além da piridoxina (vitamina B6) e corticosteroides como
o horménio adrenocorticotrofico (ACTH), que sao utilizados principalmente no
tratamento da Sindrome de West e epilepsias graves da infancia (52,64).

A identificacdo do tipo de crise e da sindrome epiléptica do paciente é
importante, uma vez que os mecanismos de geracao e propagacao de crise
diferem para cada situacéo, e as DAEs que sdo a principal escolha terapéutica,
agem por diferentes mecanismos que podem ou nao ser favoraveis ao

tratamento (52). Portanto, a decisédo de iniciar um tratamento anticonvulsivante
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baseia-se fundamentalmente no risco de recorréncia de crises, consequéncias
da continuacdo de crises para o paciente e eficicia e efeitos adversos do
farmaco escolhido. Assim, selecionar o medicamento mais eficaz para o tipo de
crise em questdo, é o principio mais importante na escolha da DAE que sera
utilizada (64).

Atualmente, para o tratamento de crises focais em geral a
carbamazepina (CBZ) tem sido o farmaco de primeira escolha, e para crises
generalizadas o valproato. Nos dltimos anos, novas DAEs foram apresentadas
com espectros mais amplos com eficacia em crises focais e generalizadas,
representando uma alternativa adequada para tratamento de pacientes que
apresentam efeitos adversos intolerdveis com as DAEs tradicionais. Entre
estes farmacos mais recentes inclui-se a lamotrigina (LTG), que por seu melhor
perfil farmacocinético, é indicada para pacientes com comorbidades como
alteracbes hepaticas e renais, obesidade, cefaleia e transtornos do humor.
Nestes casos sua indicacdo deveria ser considerada em monoterapia e
algumas vezes, como primeira opcao terapéutica. Varias DAEs da nova
geracdo apresentam melhores perfis de tolerabilidade e menor potencial de
interacdo medicamentosa, o qual tem expandido as oportunidades para
individualizar o tratamento com DAE, visando melhorar a eficacia e minimizar o
risco de efeitos toxicos (64).

Como as DAEs podem possuir mais de um mecanismo de acdo,
entender como estes farmacos atuam e que alteracbes podem desencadear
cronicamente, sdo temas ainda muito discutidos. Como referido anteriormente,
estudos sugerem que DAEs podem diferencialmente influenciar no risco de
DCV em pacientes com epilepsia. Neste contexto, evidéncias também
demonstram que tanto epilepsia quanto o uso de DAEs estdo associados com
o risco aumentado de morte subita cardiaca, sendo as de maior associacao as
DAEs bloqueadoras para canais para sodio. Com isso, 0 interesse nhas
alteracdes cardiacas em pacientes com epilepsia e sua relagdo com SUDEP
vém sendo crescente, e alguns estudos associaram DAE com distarbios na
conducao cardiaca e arritmias, onde ha a sugestdo de que pacientes em uso
de drogas especificas como CBZ ou LTG possuem um maior risco a morte
subita nas epilepsias. A relacdo das DAE com o risco de SUDEP tem sido

avaliada em alguns aspectos, como: dosagens e mudancas frequentes destes
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farmacos, porém h& divergéncias nos resultados, sendo necessarias maiores
investigacoes (19,60,62,63,64).

A CBZ é um composto triciclico, derivado iminostilbeno, estrutural e
farmacologicamente semelhante aos antidepressivos triciclicos (imipramina,
clorpromazina e maprotilina) e, compartilha também algumas caracteristicas
estruturais com outros anticonvulsivantes como a fenitoina, clonazepam e
fenobarbital. Seu metabolito ativo, carbamazepina-10,11-epéxido (CBZ-E), é
responsavel pelos seus efeitos cognitivos e sua eficacia para crises parciais e
secundariamente generalizadas em criangas e em adultos, com excelente perfil
de tolerabilidade. Por ser uma substancia instavel, deve ser protegida da
umidade e do calor, o que pode resultar numa reducdo de até 50% da
respectiva biodisponibilidade. E um po cristalino branco a esbranquicado,
livremente soluvel em diclorometano e propilenoglicol, moderadamente soltvel
em etanol (95%) e em acetona e praticamente insolivel em agua, o que limita a
sua administracdo, portanto, a maioria dos estudos de desenvolvimento de
formas farmacéuticas contendo CBZ é focada na administracédo oral. E um
composto lipofilico, por isso, a sua absorcao gastrointestinal € lenta e erréatica e
varia de paciente para paciente (26,68,69).

A CBZ induz o seu préprio metabolismo, de modo que a meia-vida
plasmatica pode ser consideravelmente reduzida apdés a administracdo
repetida. Sua metabolizacdo é quase que inteiramente pelo metabolismo
hepético, em que, as maiores vias de biotransformacao, consecutivas ou em
paralelo, sdo via epoxido-diol, hidroxilagdo aromatica e conjugacdo. Nos
doentes com epilepsia 30-60% da CBZ é oxidada a CBZ-E, pelo sistema do
citocromo P450, e a depuragdo desse metabolito ocorre até trés vezes mais
rapida que a depuracdo da CBZ. ApOs a absorcdo, a CBZ distribui-se
rapidamente por todos os tecidos e, aproximadamente 75% ligam-se as
proteinas plasmaticas. As concentracdes plasmaticas maximas ocorrem
geralmente 4 a 8 horas ap6s a ingestéo oral, mas podem ocorrer até 24 horas
depois, especialmente ap0s administracdo de grandes doses e, sua
concentracdo no LCR parece ser semelhante a concentracado do farmaco livre
no plasma. A CBZ-E é metabolizada em compostos inativos que sao
eliminados na urina (26,70,71,72,73).
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Seu principal mecanismo de ag¢do € o bloqueio dos canais para sodio
dependentes de voltagem (Figura 1) durante o disparo neuronal rapido,
repetitivo e sustentado, e a prevencdo da potenciacao pés-tetanica. Atraves da
inibicdo de potenciais de acdo, a CBZ exerce potencial de acdo neuronal
GABAEérgico, inibindo entdo varios sistemas de neurotransmissdo passando a
funcionar como um depressor do SNC. Estes mecanismos associados a
diminuicdo da descarga de glutamato estabilizando as membranas neuronais,

parecem estar ligadas aos seus efeitos antiepiléticos (71,72,74).

Aberto Inativado

Na*

~ carbamazepina’

X Y=R
o lamotrigina
Na*

Na*

Goodman & Gilman's, 12th ed., 2011

Figura 1 - Bloqueio do canal para Na+ com agdo de antiepiléptico. Algumas drogas
antiepilépticas (mostradas em texto azul) prolongam a inativacdo dos canais para Na+,
reduzindo assim a capacidade dos neurbnios de disparar em altas frequéncias. Note que o
proprio canal inativado parece permanecer aberto, mas é bloqueado pela porta de inativagao
(). A: Portéo de ativagéo.

Em 1974, a CBZ foi inicialmente aprovada nos EUA como agente
antiepiléptico, posteriormente tornou-se uma das melhores drogas
anticonvulsivantes, causando poucas alteracdes psicologicas e efeitos
comportamentais em comparagdo as drogas entdo utilizadas. Atualmente, é
considerada um dos principais agentes para o tratamento das crises parciais e
tbnico-clonicas e é, portanto, um composto de propriedades anticonvulsivantes
e antinociceptivas. Este agente anticonvulsivo € uma das mais prescritas
drogas para disturbios neurolégicos, tais como: sindromes dolorosas, disturbios
psiquiatricos e epilepsia, sendo o principal antiepiléptico (de primeira escolha)
de primeira linha para o tratamento das crises parciais e crises generalizadas

tonico-cldénicas. Somente no Brasil este medicamento movimenta cerca de US$
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23 milhdes por ano, o Instituto de Tecnologia em Farmacos da Fiocruz, produz
43 milh6es de comprimidos de carbamazepina anualmente (26,66,67).

Outro farmaco conhecido pelas suas propriedades antiepilépticas é a
LTG, uma droga relativamente ndo sedativa, com poucos problemas em longo
prazo sendo uma boa alternativa para crises de inicio parcial com ou sem
generalizagdo secundaria e em crises tdnico-clénicas generalizadas primarias.
Este farmaco foi aprovado para o tratamento de crises epilépticas no Brasil em
Junho de 1992, e atualmente esta disponivel em aproximadamente 130 paises.
Tem se mostrado muito eficaz, principalmente em doses maiores, como de
200mg a 600mg, no entanto, o uso dessas dosagens torna o tratamento caro
(75-77).

LTG é o nome dado a 3,5-diamin-6-(2,3-ciclorofenil)-1,2,4-triazina. E um
pd branco, quimicamente estavel, solivel em agua (<lmg/mL) e em etanol
(aproximadamente 1mg/mL). Possui rapida e quase completa absor¢do, com
98% de biodisponibilidade apdés a administracéo oral e apresenta baixa ligacéo
com proteinas plasmaticas (55%) em que, sua concentracdo plasmatica
maxima € alcancada entre 1,4 a 4,8 horas apds a administracdo. Seu volume
de distribuicdo varia de 0,9 a 1,3 L/kg e possui uma meia-vida de
aproximadamente 26 horas, sendo aproximadamente 94% eliminada pela
urina, e 10% como forma inalterada (78-80).

A metabolizacdo da LGT € via hepatica pelo processo de conjugacéo
com acido glucurénico, via glucuronosiltransferase uridina difosfato (GUD).
Apesar da LTG possuir uma farmacocinética linear, na pratica clinica a
concentracdo plasmatica apresenta ampla variabilidade interindividual
indicando que a LTG nao provoca autoinducdo. Embora seu clearence possa
ser alterado pela administragdo concomitante de outros medicamentos, a LTG
nao interfere sobre o metabolismo de outras DAE (26,81).

LTG atua principalmente por bloqueio dos canais para ions soédio
dependente de voltagem neuronal, mas a sua ac¢ao anticonvulsivante € devida
a modulacdo reciproca liberacdo de glutamato e GABA. Outros efeitos
observados com a lamotrigina foram, a inibicdo de canais para célcio voltagem-
dependentes e a capacidade de reduzir a liberacdo de oxido nitrico. Estudos
recentes relataram que LTG também regula os receptores 5HT1A pos-

sinapticos em que apresenta um efeito antidepressivo, e que inibe o0s
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receptores de acetilcolina com a mesma afinidade que para os canais para
sodio. Outro efeito descrito € sobre a excitabilidade de dendritos de neurdnios
piramidais, através de uma acéo direta na corrente de cations ativada pela
hiperpolarizacdo. A lamotrigina também pode inibir as correntes de célcio em
canais do tipo N e tipo L e aumentar efluxo de K+ em correntes repolarizantes
(76,82-85).

Despolarizagio
Liberagdo vesicular

Canais de calcio
do tipo N ° o

I Receptores de NMDA I l Receptores

[coze o] [ N+ (caze) AMPA/Kainato

YACUBIAN, Neuropsiguiatria, 2014

Figura 2 - Ao bloquear os canais para sodio-dependentes de voltagem, a lamotrigina inibe a
liberacdo de glutamato-dependente das correntes de sodio. Ainda bloqueia o efluxo de potassio
e atua em canais para célcio do tipo N, reduzindo a excitabilidade neuronal.

Apesar do mecanismo de acdo da LTG ser semelhante ao de outras
DAE como a CBZ, elas diferem entre si em outros aspectos. Assim, a
seletividade para os canais para soédio surgiu como uma possivel explicacdo
para a diferenca de atividade e de efeitos adversos observados entre elas. E
provavel que a LTG exiba uma sensibilidade diferente para as varias
subunidades alfa dos canais para sodio, podendo atuar seletivamente em
neurdnios que sintetizam glutamato e aspartato (83).

Apesar dos achados de estudos anteriormente citados, mecanismos que
comprovem a possivel associacdo de DAEs e alteragdes no sistema

cardiovascular ainda devem ser melhores esclarecidos. Com isso, € necessario
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aprofundar cada vez mais na investigacado de parametros cardiovasculares em

modelos experimentais de epilepsia e o tratamento crénico com DAES.

1.6 — Modelo de Inducao de Epilepsia pela Pilocarpina

Estudos sobre mecanismos responsaveis pela epilepsia e a sua
associacdo com outras patologias muitas vezes sdo limitados em seres
humanos devido a questfes éticas e metodolégicas. Uma vez que a epilepsia
apresenta crises recorrentes e na maioria das vezes ocorrem de forma
espontanea, modelos cronicos de epilepsia possuem uma grande importancia
por mimetizarem mais adequadamente a condicdo humana, servindo, portanto,
para maior caracterizacdo fisiopatologica e para avaliacdo de drogas
antiepilépticas. Dentre esses modelos experimentais, 0s que mais se destacam
nesse tipo de estudo sdo realizados a partir do uso de quimioconvulsivantes,
principalmente o &cido cainico e a pilocarpina (PILO) o qual mimetiza a
condicdo humana de ELT. Se inclui no processo de inducdo de epilepsia em
animais, uma lesao inicial que afeta o hipocampo e/ou o lobo temporal, um
periodo de laténcia entre a lesdo e a ocorréncia de crises espontaneas, a
manifestacdo cronica de crises espontdneas e alteracdes histopatoldgicas
consideradas caracteristicas da ELT (86-89).

O modelo experimental da ELT através da injecao sistémica de PILO, foi
primeiramente descrito por Turski et al (1983). A administracdo da PILO em
altas doses foi capaz de produzir uma sequéncia de alteracOes
comportamentais e eletroencefalograficas que progressivamente culminaram
em um estado de mal epiléptico (status epilepticus) limbico. A PILO que é um
agonista colinérgico muscarinico, quando administrado, induz além do quadro
de alteracbes comportamentais, manifestacéo de crises motoras limbicas que
surgem aos 15-30 minutos apoés injecdo, e podem perdurar por horas - status
epilepticus (SE), caracterizando o periodo agudo do modelo. O animal que
sobrevive ao quadro agudo passa por um periodo latente livre de crises
comportamentais, que tem duracdo média de 14 dias (periodo silencioso), que
termina no momento em que 0 animal apresenta a primeira crise espontanea.
(54)
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Com isso, o0 modelo de epilepsia induzida pela PILO pode ser divido em
trés periodos distintos de acordo com as alteragbes comportamentais e
eletrograficas provocadas pela administracdo desse potente agonista
muscarinico. Sao eles: Periodo agudo — que evolui progressivamente para o
estado de mal epiléptico (SE) e dura 24 horas, se ndo interrompido por
bloqueio farmacolégico; Periodo silencioso — com progressiva normalizacéo
comportamental e eletroencefalografica, e que varia de 4 a 44 dias; Periodo
cronico — caracterizado pela presenca de crises espontaneas e recorrentes que
persistem por toda vida do animal. (55)

Essas crises espontaneas se iniciam com automatismos faciais, clonias
dos membros anteriores, elevacdo do corpo com apoio nas patas posteriores e
perda do equilibrio seguida por crise clénica generalizada, com duracao
variavel, normalmente ndo ultrapassando 60 segundos. Do ponto de vista
estrutural, o hipocampo é a regido cerebral mais sensivel aos efeitos
neuropatolégicos desencadeados pela acédo epileptiforme resultante da
ativacao colinérgica. (52,56,57)

As crises que ocorrem durante o SE na fase aguda diferem das crises
espontaneas posteriores ao SE, estando na base desse fato a referida
reorganizacdo dos circuitos neuronais ap0s a ocorréncia do SE. As alteracdes
histol6gicas e moleculares encontradas no modelo da PILO sdo muito similares
as observadas em pacientes com ELT, com a vantagem de que podemos obté-
las em semanas enquanto nos pacientes demoram anos. (123)

A capacidade da PILO de induzir o SE, que €& uma condicdo
caracterizada por uma crise epiléptica prolongada ou repetida em intervalos
curtos, depende da ativagdo do receptor muscarinico do subtipo M1,
provocando um desequilibrio entre as transmissdes excitatorias e inibitdrias.
Com isso, a ocorréncia do SE induzido pela pilocarpina pode ser bloqueado
pela administracdo sistémica de um antagonista muscarinico. Além disso,
estudos in vivo revelaram que a pilocarpina induz uma elevacgéao dos niveis de
glutamato no hipocampo e na sequéncia ocorre o aparecimento de crises
oferecendo suporte para a sugestdo de que, apOs o inicio por receptores M1,
as crises sao mantidas pela ativacao do receptor N-metil D-Aspartato (NMDA).
(58,59,60)
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A reorganizacéo da rede neuronal nos animais tratados com pilocarpina
ocorre provavelmente como consequéncia da perda neuronal e do brotamento
induzido pelo estado de mal epiléptico. As células emitem colaterais
estabelecendo novas conexfes sinapticas aberrantes gerando um rearranjo
sinaptico dos pacientes com ELT. Esta condig&o 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 proprio campo
dendridico, resultando em um circuito excitatorio recorrente. 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. (61,62,63)

Estudos sugerem que o efeito epileptogénico desse agente colinérgico
resulta de descargas originadas em neurdnios do hipocampo devido ao
blogueio das correntes de potassio transmembranares, o que explicaria a
macica ativacao dos neurdnios do hipocampo durante o SE induzido pela PILO,
status esse que conduz a morte celular e reorganizacdo sinaptica do circuito
hipocampal, provocando mudancas epileptogénicas permanentes. Ha também
a sugestdo de que, a ativacdo de receptores M1 pela PILO resulta em
alteragcbes nas correntes tanto de Ca2+ quanto de K+ e aumenta a
excitabilidade neuronal, dando inicio as crises epilépticas. Este aumento da
excitabilidade neuronal promoveria elevada liberacdo de glutamato, que € o
responsavel pela manutencdo das crises e inducdo do estado de mal
epiléptico. O glutamato, agindo em receptores NMDA e AMPA, aumenta ainda
mais o influxo de Ca2+ nos neurbnios, 0 que ira provocar excitotoxicidade e
morte celular por protedlise e lipdlise da membrana plasmética. A lesdo
neuronal ndo €, portanto, decorrente de efeito toxico da PILO, mas sim do
efeito excitotéxico envolvendo receptores de glutamato e influxo de ions célcio.
(55)

Sao numerosas as evidéncias que confirmam a validade do modelo da
PILO como ferramenta adequada para a investigacdo dos mecanismos
patofisiologicos da ELT. Portanto, a utilizacdo desse modelo no estudo dos
mecanismos que tornam o ceérebro cronicamente epiléptico e nas
consequéncias que as crises epilépticas trazem para o organismo é de extrema

relevancia.
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2-OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar respostas cardiovasculares apoOs tratamento crénico com
carbamazepina ou lamotrigina em ratos com epilepsia induzida pelo modelo da
pilocarpina.

2.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar se o uso crénico de carbamazepina ou lamotrigina altera a
resposta cardiovascular basal (presséo arterial média, pressao arterial
sistdlica, pressdo arterial diastdlica, frequéncia cardiaca e tracado
eletrocardiogréafico) em ratos com epilepsia;

e Avaliar se o uso cronico de carbamazepina ou lamotrigina altera a
resposta cardiovascular apdés estimulo B-adrenérgico em ratos com

epilepsia;

e Avaliar se 0 uso crénico de carbamazepina ou lamotrigina torna o

coracao mais susceptivel a arritmias em ratos com epilepsia;

e Avaliar se o uso crénico de carbamazepina ou lamotrigina altera a
variabilidade da frequéncia cardiaca e a participagdo do sistema nervoso

autbnomo na regulacéo cardiovascular em ratos com epilepsia;

e Auvaliar se o uso crénico de carbamazepina ou lamotrigina altera a

resposta barorreflexa em ratos com epilepsia.



20

3- METODOLOGIA

3.1 — Animais

Todos o0s protocolos experimentais empregados nesse estudo foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Goias (UFG) (CEUA 024/2012). Foram utilizados ratos adultos da
linhagem Wistar com peso inicial de 240 a 280 gramas, provenientes do
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFG. Os animais
foram alocados no Biotério de Manutencdo de Animais do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas/ICB/UFG em grupos de no maximo cinco ratos por gaiola
antes do tratamento e mantidos individualmente em gaiolas transparentes apos
a inducdo da epilepsia, afim de permitir o monitoramento das crises epilépticas.
Com acesso livre a dgua e racdo, os animais foram mantidos em um ambiente
controlado com ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes acessas as 7:00 horas)
e temperatura ambiente de 22+1 °C.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: controle (n=12);
epilepsia (n=8); epiléptico tratado com CBZ (n=8) e epiléptico tratado com LTG
(n=8). Para a formacdo dos grupos com epilepsia, os animais foram
submetidos a inducéo da epilepsia pelo modelo da PILO. Os ratos do grupo
controle tinham, no momento da coleta de dados, a mesma idade média dos
ratos com epilepsia, além de serem mantidos no mesmo ambiente que 0s
animais do grupo epilepsia durante todo periodo de experimentacao.

Ao fim dos protocolos in vivo, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo com o auxilio de uma guilhotina para seguimento dos protocolo ex

Vivo.

3.2 — Protocolo Experimental para Inducao de Epilepsia

Para obtencdo de ratos com epilepsia utiizamos o modelo da PILO.

Utilizou-se a dose de 350 mg/kg de Pilocarpina para todos os animais. Esta
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droga foi injetada por via intraperitoneal e os seus efeitos foram observados e
classificados segundo a metodologia descrita por Turski et al (1983).

Todos os animais foram pré-tratados subcutaneamente com Metil-
escopolamina (1mg/kg), 30 minutos antes de injecdo da PILO. A administracéo
da metil-escopolamina tem por finalidade evitar os efeitos periféricos
provocados pela PILO. O SE foi bloqueado depois de trés horas atraves da
administracdo de Diazepam (8mg/kg), intraperitonealmente. Para hidratar os

animais, foi injetado 1 ml de salina por via subcutanea.

3.3 - Monitoramento de Crises

Todos 0s animais pertencentes aos grupos com epilepsia foram levados
para uma sala de monitoramento por video imediatamente apds o bloqueio do
estado de mal epiléptico. Esses animais foram filmados 24 horas por dia
através de uma Camera Infravermelha conectada a um Gravador de Video
Digital. Posteriormente, as gravac¢des foram analisadas e, apés o0 aparecimento
da primeira crise epiléptica espontanea (inicio do periodo crénico) iniciou-se o
protocolo de tratamento de acordo com cada grupo especifico, durante 60 dias.
Durante esse periodo o monitoramento foi continuado para quantificacdo das
crises de cada animal. E importante ressaltar que o tipo de crise identificada
pelo monitoramento por video inclui somente as crises tbnico-clénico
generalizadas, que pertencem ao estagio 5 da escala de Racine utilizada para
caracterizar a intensidade das crises epilépticas (159). ApOs esse periodo

foram realizados os demais protocolos experimentais.

3.4 - Tratamento com DAEs

Para o tratamento dos animais com epilepsia foram usadas duas drogas
antiepiléticas distintas: a carbamazepina (Tegretarde) ou a lamotrigina
(Lamitore). Ambas foram administradas uma vez ao dia por via oral por
gavagem (150mg/kg), diluidas em agua (1mL). No grupo epiléptico sem
tratamento foi administrada 1 mL de agua (v.0.) para que animais recebessem

0 mesmo manuseio e estimulo dos animais do grupos tratados com DAEs. A
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administracdo da DAE foi iniciada apds a constatacdo da primeira crise
espontanea do animal, e prossegui-se com o tratamento diario por 60 dias.

3.5 - Procedimentos Cirurgicos

Em todos os animais foi administrado no pré-operatério, antibiotico
(Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte — Fort Dodge Saude Animal Ltda., SP,
Brasil) na dose de 100 mg/kg e no pré-operatorio e recuperacao dos animais foi
administrado anti-inflamatorio (Flunixin Injetavel — Chemitec, SP, Brasil) na
dose de 2 mg/kg por via intramuscular.

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Sigma-Aldrich, MO,
EUA) na dose de 250 mg/kg por via intraperitoneal e apés a verificacdo de
auséncia de resposta de retirada da pata traseira a estimulacdo nociceptiva,
uma incisdo ventral da pata traseira esquerda foi realizada para exposicéo e
dissecacdo do feixe vasculo nervoso femoral para o implante de duas canulas
de polietileno. Logo em seguida um tubo de polietileno PE-10 de 3 cm para a
veia e 4 cm para a artéria, foi introduzido em cada vaso. Esse tubo foi
previamente soldado a outro tubo de polietieno PE-50 de 16 cm de
comprimento e preenchido com solucdo salina estérii (NaCl 0,9%)
heparinizada. As por¢cdes PE-50 foram transpassadas subcutaneamente por
meio de um guia, suas extremidades foram exteriorizadas através uma inciséo
realizada na regido dorsal do pescoc¢o e obstruidas com um pino de metal. As
canulas foram introduzidas na veia cava inferior através da veia femoral para
infusdo de drogas, e na aorta abdominal através da artéria femoral para
obtencao do registro de pressao arterial pulsatil.

Para a implantacdo de eletrodos para registro do eletrocardiograma
(ECG) uma incisao ventral logo abaixo do esterno foi realizada para exposi¢ao
do processo xiféide, e outra incisdo ventral na regido do pescoco foi realizada
para exposi¢cdo do musculo esternocleidomastoideo. Foram utilizados eletrodos
compostos por dois cabos de 0,14 mm de espessura (um de 4 cm e outro de 6
cm de comprimento) ligados por uma das extremidades a um conector RJ11
6x4 macho. A extremidade livre do cabo foi desencapada para a captacao do
sinal elétrico do coragdo. Os cabos do eletrodo foram transpassados

subcutaneamente por meio de um guia no sentido da incisdo realizada na
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regido dorsal do pescoco para as incisdes realizadas na regido ventral. A
porcdo desencapada do cabo de 6 cm foi fixada na superficie dorsal do
processo xifoide, enquanto que a porcao desencapada do cabo de 4 cm foi
inserida cuidadosamente no mediastino anterior e suturada sob o musculo
esternocleidomastoideo. A implantacdo intratordcica € importante para que se
evitem os ruidos advindos da contragdo muscular.

Finalizando os procedimentos cirdrgicos as extremidades das canulas e
do eletrodo foram fixadas na superficie dorsal do animal e todas as incisbes
foram suturadas. Os animais foram entdo alocados em suas gaiolas para
recuperacao por pelo menos 24 horas antes do protocolo de registro. Somente
0S animais que mantiveram um bom estado de salde apds os procedimentos

cirdrgicos foram utilizados.

3.6 - Protocolo de Registro de Parametros Cardiovasculares em

Animal Acordado

Para registro da pressdo arterial pulsatil (PAP) a cénula inserida na
artéria femoral foi acoplada a um transdutor de pressdo DTX (Viggo
Spectramed, CA, EUA) ligado a um amplificador de sinal que, por sua vez,
estava conectado ao sistema de aquisicdo de dados MP150 (BIOPAC System
Inc., CA, EUA) e ao software AcqgKknowledge v.4.2 (BIOPAC System Inc., CA,
EUA). Os registros foram realizados em uma frequéncia de amostragem de
1000 Hz a fim de obter-se pressao arterial média (PAM), pressédo arterial
sistélica (PAS) e pressado arterial diastolica (PAD). A PAP foi registrada apos
calibracdo prévia do sistema. A pressao arterial média (PAM) foi calculada a
partir dos valores de PAP.

Para registro do ECG, um cabo contendo um conector RJ11 6x4 fémea
foi ligado ao conector do eletrodo, foram conectados por um sistema de fios
(permitindo total mobilidade ao animal) a uma conexdo que manteve o contato
eletrbnico independente da movimentacdo do animal e todo o conjunto
permaneceu conectado a um amplificador de sinais (AECAD 02P; AVS
Projetos). Através do software de leitura da placa, Chart 5 for Windows (Power

Lab System), o sinal eletrocardiogréafico foi coletado continuamente durante o
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registro acordado com uma frequéncia de amostragem de 1000 Hz e um filtro
passa banda de 0.5 Hz a 100 Hz.

O software utilizado possui um algoritmo predeterminado para deteccao
dos picos R do eletrocardiograma, o qual pode ser ajustado de acordo com o

tipo (humano, coelho e ratos) e também com a qualidade do sinal.

3.6.1- Teste de Barorreflexo

Apbs conexdo de eletrodos e canula foi iniciado o registro acordado, que
consistiu em 60 minutos de estabilizacdo sendo o Ultimo minuto extraido para
0s parametros cardiovasculares basais. Posteriormente, os animais foram
expostos a um teste que visa verificar a sensibilidade do reflexo barorreceptor
diante ao tratamento com DAEs, esse teste foi realizado com duas
administracdes em bolus do vasopressor fenilefrina (PHE- 5ug/kg) (i.v.) seguida
de administracéo de solucao salina estéril (NaCl 0,9%) (i.v.) em intervalos de 5
minutos. Verificou-se as respostas causadas pelo estimulo da segunda dose de
PHE. ApoOs nova estabilizacdo da PAP, administrou-se o hipotensor
nitroprussiato de sédio (NPS - 10ug/kg) (i.v.), em protocolo equivalente ao de
PHE descrito acima.

A PAP, PAM, ECG e FC foram analisadas durante todo o procedimento
de registro acordado, em que 0s picos maximos e minimos da PAM e FC foram
extraidos para analise da resposta barorreflexa. Um esquema dos parametros
coletados para analise pode ser visto na Figura 3.
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b/a=G

Figura 3 — Representacdo dos parametros avaliados em cada estimulacdo baroreflexa por
aumentos (A) ou quedas (B) da pressdo arterial média (PAM) em todos os grupos
experimentais. (a) Perturbacdo maxima promovidas na PAM. (b) Maxima alteragéo barorreflexa
na frequéncia cardiaca (FC). (G) Ganho baroreflexo.

Os parametros cardiovasculares: PAS, PAD, pressdo arterial média
(PAM), frequéncia cardiaca (FC) e eletrocardiograma (ECG) foram analisados

com o auxilio dos programas LabChart Reader.

3.6.2- Desafio com Isoproterenol

Um dia apds o teste de sensibilidade barorreflexa, os animais foram
submetidos ao desafio com isoproterenol (0,1mL/100g), visando a analise da
sensibilidade B-adrenérgica em animais epilépticos e sem epilepsia.

Apds 20 minutos de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares os
animais foram expostos a um estimulo B-adrenérgico com bolus de 1lug de
isoproterenol. A FC maxima atingida foi extraida para analise do estimulo. A
quantificacdo de possiveis extrassistoles também foi verificada neste protocolo
durante periodo basal e apés estimulo 3-adrenérgico.

Ao fim do protocolo, os eletrodos e canula foram desconectados e o
animal eutanasiado por decapitagdo com o auxilio de uma guilhotina. Um
esquema dos protocolos experimentais de ambos dias de regitro esta ilustrado

na Figura 4.
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos protocolos realizados durante os registros.
Registro da sensibilidade barorreflexa (Dia 1). Registro do desafio com isoproterenol (Dia 2).
PHE: fenilefrina; NPS: nitroprussiato de sodio; ISO: isoproterenol; Min: minutos.

3.7 - Analise do Tracado Eletrocardiografico

Para a quantificacdo das arritmias cardiacas, o0 tracado
eletrocardiografico foi analisado nos periodos do registro (basal e apés
administracdo de 1S0O). O tipo de arritmia verificada foi a extra-sistole
ventricular e a quantificacdo foi realizada através da razdo entre numero de

extra-sistoles a cada 1000 batimentos cardiacos.

3.8 - Analise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Para a analise da VFC somente segmentos do registro de ECG sem
artefatos foram utilizados. As ondas R do tracado eletrocardiogréfico foram
identificadas a cada batimento cardiaco e uma série de intervalos RR
sucessivos (iRR) foram gerados para cada animal.

Na analise linear, um total de 5 séries estacionarias de iRR contendo
500 + 100 batimentos foram geradas para cada animal. Apés a realizacdo das
analises a média das 5 séries foi calculada. Nas analises no dominio do tempo
calculou-se o desvio padrdao de todos os iIRR normais (SDNN) e a raiz
quadrada da média do quadrado das diferencas entre iRR normais adjacentes
(RMSSD).



27

Para a analise no dominio da frequéncia dois componentes oscilatérios
majoritarios foram observados a partir do espectro: os componentes de baixa
frequéncia — Low Frequency (LF; 0,20 - 0,75 Hz) e de alta frequéncia — High
Frequency (HF; 0,75 - 3,00 Hz). As poténcias maximas dessas bandas foram
comparadas entre 0s grupos e os resultados foram apresentados nas formas
absoluta e normalizada. Além disso relagdo LF/HF, que caracteriza o balanco
simpato-vagal sobre o coracéo, também foi calculada. Para a analise espectral
utilizou-se o algoritmo transformada rapida de Fourier que permite a obtencao
do espectro de poténcia em funcdo da frequéncia, a partir dos padrbes
complexos de oscilagcdes destas variaveis. As séries temporais foram divididas
em segmentos continuos de 128 pontos e sobrepostos a 50%.

Para a realizacdo da analise simbdlica, a série de iIRR previamente
selecionada é distribuida em 6 niveis (0 a 5) e transformada em uma sequéncia
de simbolos, a partir dos quais sédo construidos os padrdes (sequéncias de 3
simbolos). Tais padrbes sdo agrupados em 4 familias, considerando a
guantidade e o tipo de variacfes existentes entre os simbolos subsequentes:
OV - padrdo sem variacao; 1V - padrdo com uma variacao; 2LV - padrdo com 2
variagdes iguais; 2ULV - padrao com 2 variagdes diferentes. As frequéncias de
ocorréncia dessas familias (0V%, 1V%, 2LV% e 2ULV%) sdo avaliadas, sendo
gue estudos mostram que o indice simbodlico 0V% é relacionado a modulacao
simpatica cardiaca, enquanto o indice 1V% representa a presenca simultanea
das modulacdes vagal e simpdtica, e os indices 2LV% e 2ULV% correspondem
a modulacé@o vagal. Para realizacdo da andlise simbdlica em nosso estudo,
segmentos estaveis contendo 1000 + 100 batimentos foram escolhidos e
processados para cada animal.

Devido a presenca de artefatos bem como a acdo modulatoria dos
farmacos utilizados nos tetes apds a administracdo de PHE, NPS e ISO, so foi
possivel a realizacdo da analise da VFC no periodo basal do registro. Todas as
analises foram realizadas utilizando-se o programa CardioSeries v2.4 (USP,
SP, Brasil).

3.9- indices de Massa
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Apés o término dos procedimentos in vivo 0s animais foram
eutanasiados através de decapitacdo com uso de guilhotina e logo em seguida
0s seguintes tecidos foram coletados e pesados: ventriculo esquerdo (VE),
hipocampo (hpc), amigdala (amg), hipotdlamo (hpt) e cortex (crtx). Além disso,
a tibia dos animais foi retirada e seu comprimento medido para a quantificacéo
dos indices de massa das estruturas coletadas através da razdo do peso da
estrutura (mg), pelo comprimento da tibia (cm), representada pela seguinte
equacao:

PE (mg)
CT {cm)

IM=

O peso do VE foi normalizado pelo comprimento da tibia para avaliar a
hipertrofia cardiaca. O peso das demais estruturas também foi normalizado
pelo comprimento da tibia para avaliar massa das estruturas retirando a

influéncia da diferenca de tamanho desses animais.

3.10- Analise Histoldgica

Para a andalise morfométrica, os coragcbes excisados foram perfundidos
com uma solugdo de KCI 4 mM para o relaxamento total das fibras cardiacas.
Da parte central do ventriculo esquerdo foi cortado um anel de cerca de 5 mm
de espessura compreendendo toda a extensdo de sua parede. O material foi
fixado em metacarn durante 4h. Apds esse periodo, o tecido foi desidratado em
uma série de etanois em concentracdes crescentes, diafanizado em xilol e
incluido em paraplast (Sigma-Aldrich, MO, EUA) (Quadro 1). Cortes
transversais seriados de 5 uym de espessura foram obtidos em micrétomo
(Leica RM2155, BW, Germany) e fixado em laminas (Exacta, 26x76x1x1.2mm).
Apo6s a seccdo o material foi reidratado, submetido a colorag&o por Picrosirius

(Quadro 2) e analisado em microscopia Optica.



Quadro 1 - Protocolo de desidratacao, diafanizacdo e incluséo tecidual em paraplast.

Desidratacio
Reagente Tempo Procedimento | Temperatura
Etanol 80% Orwver Night Imersdo Ambiente
Etanol 95 % 60 min Imersdo Ambiente
Etanol 100 % I 60 min Imersdo Ambiente
Etanol 100 % IT 60 min Imersdo Ambiente
Etanol 100 % III 60 min Imersdo Ambiente
Diafanizacio
Reagente Tempo Procedimento | Temperatura
Xilol I 60 min Imersdo Ambiente
Kilol IT 60 min Imersdo Ambiente
Infiltracio
Reagente Tempo Procedimento | Temperatura
Paraplast [ 60 min Imersdo 58% - 60°C
Paraplast IT 60 min Imersdo 58°% - 60°C
Inclusio
Reagente Tempo Procedimento | Temperatura
Paraplast de inclusdo | Indeterminado |Emblocamento| 58° - 60°C

29
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Quadro 2 - Protocolo de coloracdo — Picrosirius

Reagente Tempo (min) Procedimento
Hilol I 20 Imersio
Hilol T 20 Imersio

Etanol 100 %51 1 Imersio
Etanol 100 %6 I 2 Imersio
Etanol 70% 1 Imersio
Etanol 50% 1 Imersdo
Agua Corrente 2 Imersdo
Picrosirius a0 Imersdo

Agua Corrente 0.3 Imersdo Rapida
Hematoxilina g Imersdo
Agua Corrente 10 Imersio

Etanol 95 %o 03 Imersdo Rapida
Etanol 95 %o 1 Imersdo
Etanol 100 %61 1 Imersio
Etanol 100 %6 I 1 Imersio
Etancl 100 % III 1 Imersio
Hilol I 1 Imersio
Hilol T 1 Imersio
Hilol TIT 1 Imersio

Montagem das Laminas

Os cortes foram examinados e capturados no microscépio Zeiss Scope
Al com camera digital acoplada (AxioCam HRc-Zeiss), digitalizados no
software Zen Lite 2012, e posteriormente analisados no programa de analise
de imagem computadorizado Image-Pro-Plus v6.0.0.260 (Media Cybernetics
Inc., MD, EUA).

A mensuracgdo do diametro dos cardiomiocitos foi realizada em campos
com aumento de 400x e apenas naqueles com seccao longitudinal, e que
apresentavam limites celulares e nucleo Vvisiveis. Um total de 190
cardiomiécitos foram medidos em cada grupo obtendo assim a medida da area
de seccéao transversa (AST).

Para andlise de colageno perivascular, 15 vasos foram selecionados
aleatoriamente em aumento com lente objetiva de 40x. Apenas o colageno
imediatamente ao redor de cada vaso foi considerado para representar a

deposicao de colageno perivascular. A quantitade de colageno perivascular foi
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expressa como a razao entre a area de coldgeno ao redor do vaso tracado e a
area total da secc¢éo transversal, a fim de corrigir as diferengas no tamanho do
vaso. Além disso, também foi mensurado o colageno total presente no
intersticio do ventriculo esquerdo. Para isto foram analisados um total de 45

campos por grupo, dos quais todos eram afastados de regides perivasculares.

3.11- Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism
v.5.0 (Graph-Pad Software Inc., CA, EUA). As diferencas entre as meédias
foram determinadas utilizando-se a Andlise de Variancia de uma via (One-Way
ANOVA) seguida de pdés-teste de Dunnett. Analise de Variancia de duas vias
(Two-Way ANOVA) seguida do poés-teste de Bonferroni, foi utilizada para
analise da FC maxima. A significancia estatistica foi determinada para p <

0,05. Os dados sao apresentados como média + EPM.
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4-RESULTADOS

4.1 - Frequéncia de Crises

As crises epilépticas verificadas através de video-monitoramento durante
o periodo de sessenta dias de epilepsia dos animais, nao revelaram diferencas
significativas entre os grupos tratados e nao tratados como demonstrado na

Figura 5.
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Figura 5 — Quantificacdo de frequéncia de crises epilépticas (média por semana). EP
(epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com carbamazepina); LTG (epiléptico

tratado com lamotrigina). Média £+ EPM. ANOVA de uma via.

4.2 - Parametros Cardiovasculares Basais

Nas analises dos registros de animais acordados foram verificados os
valores de PAS, PAD, PAM obtidos através de canulacdo da artéria femoral e
valores da FC e arritmias obtidos através do implante de eletrodos para ECG.

Como observado na figura 6A, a PAS dos animais com epilepsia foi
maior em comparagéo ao controle. O tratamento com CBZ foi capaz de reverter
esse aumento, ja no tratamento com LTG ndo houve reducao significativa da

PAS (Figura 6A). Além do aumento na PAS, o grupo EP também apresentou
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uma elevada PAD em comparagdo ao grupo CNT, no entanto o tratamento com
CBZ ou LTG néo reduziu significativamente este aumento. (Figura 6B).

Os dados de PAS refletem os resultados obtidos ao analisar a PAM,
onde o grupo EP demonstrou uma elevada PAM em comparacdo ao grupo
CNT e o tratamento com CBZ reverteu o aumento da PAM, esta reducao nao
foi observada no grupo LTG (Figura 6C).

Ao analisar a FC basal, observamos que a CBZ e LTG foram capazes de
reduzir significativamente a FC em animais EP, que apresentou elevada FC
quando comparado ao grupo CNT (Figura 6D). Na quantificacdo do nimero de
extrassistoles, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos (Figura
6E). Um tracado eletrocardiofrafico normal e um exemplo de extrassistole estédo

ilustrados na Figura 7A e 7B respectivamente.
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Figura 6 — Parametros cardiovasculares basais dos animais em registro acordado. CNT
(controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). A: PAS (pressao arterial sistélica); B:
PAD (pressao arterial diastdlica); C: PAM (pressao arterial média); D: FC (frequéncia cardiaca);
E: Numero de Arritmias (extra-sistoles). Média + EPM. ANOVA de uma via seguida do p0s-
teste de Dunnett, *p < 0,05.
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Figura 7 — Tracados eletrocardiogréaficos representativos de rato Wistar com epilepsia. A:
batimentos cardiacos normais. B: batimento ectdpico - extrassistole (seta).

4.3 - Teste de Barorreflexo

Com a avaliacdo da sensibilidade barorreflexa através da administragao
de PHE e NPS, n&o obtivemos resultados significativamente diferentes (Figura
8A e 8B).
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Figura 8 — Resposta da sensibilidade barorreflexa apds administracdo em bolus de 5 ug de
PHE e10 ug de NPS. CNT (controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ
(epiléptico tratado com carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). A: indice
médio de bradicardia; B: indice médio de taquicardia. Média + EPM. ANOVA de um via.

4.4 - Desafio com Isoproterenol

A realizagdo de estimulo B-adrenérgico com ISO ndo alterou a FC
maxima entre os grupos. No entanto todos 0s grupos apresentaram aumento
significativo da FC maxima quando comparado com o basal (Figura 9A). A
porcentagem de aumento da FC maxima nao demonstrou diferencas

significativas entre os grupos estudados como demonstrado na Figura 9B.
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Figura 9 - Resposta na frequéncia cardiaca apds administracdo de ISO 1 ug/kg. CNT (controle
sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). A: resposta méxima da FC
comparada ao periodo basal; B: variacdo do aumento da FC (valores em porcentagem). Média
+ EPM. ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Bonferroni (A); ANOVA de uma via (B).

4.5 - Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

4.5.1 - Anélise no Dominio do Tempo

A VFC foi avaliada nos dominios do tempo e de frequéncia, em trechos
de sinais estaveis e com minimos artefatos. Nestes mesmos trechos também
foi realizada uma analise néo linear da atividade simpato-vagal da FC.

Ao analisarmos a VFC no dominio do tempo nao observamos
nenhuma diferenca significativa entre os grupos tanto no SDNN (Figura 10A)
guanto na RMSSD (Figura 10B).
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Figura 10 — Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) no dominio do tempo. CNT
(controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). A: SDNN (desvio padrédo de todos
os iIRR normais); B: RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre iRR
normais adjacentes). Média + EPM. ANOVA de uma via.

4.5.2 - Andlise no Dominio da Frequéncia

Ao avaliarmos a VFC no dominio da frequéncia os dados de HF (Figuras

11A) e LF (Figuras 11B) normalizados em relagdo a poténcia total, ndo

apresentaram diferencas significativas. O balan¢o simpato-vagal indicado pela

razdo LF/HF ndo demonstrou diferencas significativas entre os grupos (Figura

11C).
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Figura 11 — Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio da frequéncia. CNT
(controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). LF: Low Frequency — baixa
frequéncia; HF: High Frequency — alta frequéncia. A: LF normalizado; B: HF normalizado; C:
razdo de LF e HF. Média + EPM. ANOVA de uma via.

4.5.3 - Andlise Simbdlica

Ao realizar analise ndo linear da VFC ndo obtivemos resultados
significativamente diferentes entre os grupos conforme mostram as Figuras

12A - 12D.
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Figura 12 — Avaliacdo da Modulagdo Autondmica obtida através da analise simbdlica da VFC.
CNT (controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). Valores em porcentagem. 0V:
modulacdo simpatica; 1V: presenca simultdnea das modulagbes simpética e vagal;, 2LV e
2ULV: modulacéo vagal. Média + EPM. ANOVA de uma via.

4.6 - ANALISES ESTRUTURAIS E MORFOLOGICAS

Para avaliacdo do trofismo da amigdala (Amg), hipocampo (Hpc),
hipotalamo (Hpt), cortex (Crtx) e ventriculo esquerdo (VE), foi realizada a razéo
entre massa da estrutura pelo comprimento da tibia do animal.

O grupo CBZ apresentou massa hipocampal reduzida em comparacéo
com o CNT, essa reducéo néo foi observada nos demais grupos (Figura 13B).
A massa cortical dos grupos EP e CBZ também se mostraram reduzidas
quando comparada ao grupo CNT, o mesmo néo foi observado no grupo LTG
(Figura 13D). Como observado nas figuras 13A e 13C, n&do houve alteracdes
na massa da amigdala e hipotdlamo dos animais epilépticos em comparagéo

aos animais controle.
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O tratamento com CBZ reduziu o indice de massa ventricular dos

animais epilépticos quando comparados ao grupo controle (Figura 13E).
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Figura 13 — Indice de massa de estrturas cerebrais e do ventriculo esquerdo (VE). CNT
(controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). A: indice de massa da Amg; B:
indice de massa do Hpc; C: V indice de massa do Hpt; D: indice de massa do Crtx; E: indice de
massa do VE. O indice de massa foi calculado pela razdo: peso da estrutura (mg) /
comprimento da tibia (cm). Média + EPM. ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Dunnett,

*n < 0,05.
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Apesar de ndo observarmos diferencas no indice de massa ventricular,
na analise da média da AST (um) dos cardiomiécitos, observamos que o grupo
EP possui AST aumentada quando comparado aos demais grupos (Figura
14E). Ainda com andlise histologica do VE, quantificamos o colageno
perivascular e a porcentagem de colageno intersticial para avaliacdo de fibrose
miocardica. Como pode ser visto na Figura 15E, ndo houve diferencga entre os
grupos na porcentagem de colageno intersticial avaliada. No entanto,
encontramos um maior acumulo de colageno no espaco perivascular do grupo
EP em comparagéo com os grupos CNT e CBZ (Figura 16E). O grupo LTG néo

apresentou diferenca significativa no acumulo de coldgeno perivascular.
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Figura 14 — Morfometria dos cardiomiécitos. CNT (controle sem epilepsia); EP (epiléptico
tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com
lamotrigina). Fotomicrografia representativa de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo em corte
transversal dos grupos: CNT (A); EP (B); CBZ (C); LTG (D). Seta: Cardiomidcito; Coloragéo:
Picrossirius; Objetiva: 40x. (E): Area de seccéo transversa (AST) dos cardiomidcitos. Média *
EPM. ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Dunnett, *p < 0,05.
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Figura 15 — Andlise do acimulo de colageno intersticial no ventriculo esquerdo. CNT (controle
sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). Fotomicrografias representativas
dos grupos: CNT (A e Al); EP (B e B1); CBZ (C e C1); LTG (D e D1). Coloragéo: Picrossirius;
Objetiva: 20x. Fotomicrografias A,B,C,D: microscopia de luz comum. Fotomicrografias
A1,B1,C1,D1: microscopia de luz polarizada. (E): Porcentagem de colageno intersticial no
ventriculo esquerdo. Média + EPM. ANOVA de uma via seguida.
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Figura 16 — Analise do acumulo de colageno perivascular no ventriculo esquerdo. CNT
(controle sem epilepsia); EP (epiléptico tratado com veiculo); CBZ (epiléptico tratado com
carbamazepina); LTG (epiléptico tratado com lamotrigina). Fotomicrografias representativas
dos grupos: CNT (A e Al); EP (B e B1); CBZ (C e C1); LTG (D e D1). Coloragéo: Picrossirius;
Objetiva: 20x. Fotomicrografias A,B,C,D: microscopia de luz comum. Fotomicrografias
A1,B1,C1,D1: microscopia de luz polarizada. (E): Porcentagem de colageno perivascular no

ventriculo esquerdo. Média + EPM. ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Dunnett, *p <
0,05.
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5-DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: i) ratos epilépticos sem
tratamento com DAEs, possuem parametros cardiovasculares de repouso
(PAS; PAD; PAM; FC) mais elevados, maior AST de cardiomiocitos e acumulo
de colageno perivascular no VE quando comparados a ratos sem epilepsia; ii)
ratos epilépticos tratados com CBZ durante 60 dias apresentam parametros
cardiovasculares de repouso (PAS; PAM; FC), AST de cardiomiocitos e
acumulo de colageno perivascular no VE equivalentes aos ratos sem epilepsia;
iii) ratos epilépticos tratados com LTG durante 60 dias apresentam FC de
repouso e AST de cardiomidcitos no VE menores quando comparadas com as
apresentadas por ratos epiléticos sem tratamento.

Em nosso estudo, a presenca de FC de repouso aumentada observada
em animais epilépticos corroboram com estudos experimentais e clinicos, que
demonstram que pacientes com epilepsia apresentam alteracdes
eletrocardiograficas como aumento da FC. Estudos prévios vém demonstrando
que disturbios de conducdo e aumento da FC de repouso podem estar
frequentemente relacionados a epilepsia. Opherk et al. (2002) analisaram a FC
de 102 periodos ictais extraidos do ECG de pacientes com epilepsia, onde
observaram o aumento da FC e anormalidades no ECG em pacientes com
crises generalizadas em comparagcdo com pacientes com crises parciais.

Resultados semelhantes de FC foram reportados por Nilsen et al (2010),
onde 38 pacientes foram avaliados, e pacientes com crises secundariamente
generalizadas apresentaram FC pré ictal maior que pacientes com crises
parciais complexas, indicando que o envolvimento de regifes autonémicas
centrais na atividade ictal pode ocorrer antes das crises. Este envolvimento de
regides autonémicas com as alteracdes da FC em pacientes com epilepsia
também foi mencionado no trabalho de Son et al (2016), apdés analisarem a
duracédo do aumento da FC em 198 crises. Segundo 0s autores pacientes com
ELT possuem uma duragdo mais prolongada do aumento da FC que pacientes
com ELF. Semelhantemente, em estudo com animais epilépticos observaram
gue esses animais possuem uma maior FC basal quando comparados com

animais sem epilepsia (78), sugerindo que essa alteracdo ocorre devido a
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possiveis modula¢cdes autonémicas cardiacas, uma vez que, essa alteracdo
ndo foi evidenciada na preparacdo de coracdo isolado pelo método de
Langendorff. (71,160,161)

Ao analisarmos a modulacdo autonbmica através da VFC néo
observamos alteracbes significativas entre os grupos. Para avaliar VFC dos
animais é necessario um periodo longo de registro sem artefatos, e como
alguns animais epilépticos tiveram crises durante periodo de recuperacdo da
cirurgia, podendo deslocar eletrodo implantado e também o fato de que os
animais se moviam livremente durante todo o registro alguns dados foram
retirados da andlise pela presenca de muitos artefatos que impossibilitaram
analise fiel da VFC.

Sabe-se que pacientes com epilepsia podem apresentar manifestacées
clinicas relacionadas a ativagcdo do SNA durante as crises (81,124). Além
disso, a epilepsia pode ser acompanhada por mudancas autondémicas que
persistem além dos periodos ictais (85). Uma meta-analise de 39 estudos que
avaliaram a VFC em pacientes com epilepsia confirmou a hip6tese de
desequilibrio simpatovagal na epilepsia, caracterizado por valores menores de
atividade parassimpatica quando comparados aos controles, sugerindo que
este desequilibrio pode influenciar no mecanismo de SUDEP (125). Um
aspecto importante em nossos resultados € o fato de a reducdo da FC apds
tratamento com DAEs provavelmente ndo se deve ao efeito das mesmas no
sistema de conducdo cardiaco, pois ambas agem principalemnte em canais
para sbédio e este canal ndo esta envolvido na despolarizacdo do nodo
sinoatrial (NSA). Isto indica que, 0 aumento da FC na epilepsia pode ser devido
a alteracdes do SNA e que o tratamento com DAEs pode melhorar esse
desbalango simpato-vagal.

Individuos com epilepsia podem estar predispostos a disturbios nas
funcgBes autondmicas com arritmias subsequentes, devido aos efeitos de crises
recorrentes na microestrutura cardiaca (162). Areas frontais ou areas temporais
geralmente sdo envolvidas durante uma crise epiléptica, em que, o impulso
ictal se dissemina para o cortex insular ou hipocampo (crises temporais)
estendendo-se para o sistema limbico e finalmente, estimulando os nucleos do
SNA no bulbo. Um aumento da atividade simpética leva a um aumento na

secrecdo de catecolaminas adrenomedulares, que associado a reducdo da
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atividade parassimpatica, pode facilitar a ocorréncia de arritmias cardiacas
graves. (127,129). Neste contexto, crises epilépticas tém sido associadas com
alteracdes agudas na repolarizacdo cardiaca, incluindo o prolongamento do
intervalo QT e o infra-desnivelamento do segmento ST. (130,131,133). Estes
resultados ndo estdo apenas limitados aos periodos ictais, mas parecem
persistir durantes periodos interictais. (76,155). Em nosso estudo, os ratos com
epilepsia parecem demonstrar maior niumero de arritmias em relacdo aos
demais grupos.

Alteragbes na microestrutura cardiaca, como alteracdes no sistema de
conducdo e acumulo de colageno, também podem constituir um importante
substrato para o surgimento de arritmias ventriculares. Estudos correlacionam
a presenca de taquicardia ventricular ndo sustentada com a presenca de
fibrose cardiaca. Dessa forma, tem sido comum, achados que descrevem a
presenca de fibrose em coracdes de pacientes com cardiomiopatias e que
foram a Obito subitamente (163). Estas alteracbes podem favorecer o
surgimento de arritmias graves, principalmente durante as crises epilépticas,
onde ha aumento no estimulo nervoso tanto simpatico quanto parassimpético.
Em nosso estudo ndo encontramos diferengcas no acumulo de colageno
intersticial entre os grupos, no entando, observamos maior acumulo de
colageno perivascular em animais epilépticos quando comparados com animais
tratados com CBZ ou com animais sem epilepsia, o que pode estar relacionado
com as alteracbes das respostas cardiovasculares de repouso, também
encontradas neste estudo, em animais epilépticos.

Outro componente encontrado em nosso resultados que podem refletir
as alteracbes das respostas cardiovasculares basais € a hipertrofia dos
cardiomidcitos em animais epilépticos, em que possivelmente houve influéncia
do aumento da PA nesta resposta. A sobrecarga de pressao € uma condicéo
patofisiologica comum na remodelacdo cardiaca, em modelos animais, a
sobrecarga pressorica induz hipertrofia precoce, fibrose e disfuncéo diastélica.
Nés observamos que o tamanho dos cardiomidcitos nao é alterado em animais
epilépticos tratados com CBZ ou LTG, este resultado também pode refletir os
parametros cardiovasculares basais de PA, no entanto, a acdo destes
farmacos em alguma via de sinalizagdo molecular contribuinte para resposta

hipertréfica ndo pode ser descartada. Em estudo com modelo de hipertrofia
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cardiaca induzida por isoproterenol, pesquisadores demonstraram que a
administracdo de CBZ é capaz de reduzir hipertrofia e o aumento da FC
causada pelo ISO, os autores sugerem que a acao inibitéria da CBZ sobre a
adenilato ciclase (AC) influencia na via de sinalizagdo [B-adrenérgica. Este
estudo também atribui a inibicAo de AC ao efeito anti-cronotropico da CBZ,
mostrando que CBZ atenua a fosforilgdo de cyclic amp-response element
binding protein (CREB) induzida por ISO (65).

Observamos que parametros cardiovasculares basais dos grupos
epilépticos tratados com DAEs foram similares aos do grupo controle,
sugerindo que o protocolo de tratamento utilizado neste trabalho foi benéfico
para os ratos com epilpesia.

Contrariamente, trabalhos mostram que o uso de DAEs € um fator de
risco independente para a morte cardiaca subita, neste contexto, CBZ e LTG ja
foram discutidos como potenciais fatores de risco para SUDEP em estudos
anteriores (91,95,137,138).

Diversos estudos discutem os efeitos da carbamazepina no sistema
nervoso auténomo de pacientes com epilepsia. O uso inicial da carbamazepina
pode retardar a conducdo atrioventricular e causar um aumento relativo do
tbnus simpético que suprime a funcdo parassimpatica nos pacientes com
epilepsia. Um efeito semelhante é evidente com a retirada abrupta da
carbamazepina, que pode levar a uma diminuicdo da VFC total e a uma
predominancia da atividade simpdética durante o sono. J& a lamotrigina pode
inibir o canal de potassio retificador tardio que foi associado a um risco
aumentado de morte subita. Os achados de uma pequena série de casos nao
controlados sugeriram associacdo entre lamotrigina e SUDEP em quatro
pacientes com epilepsia idiopatica generalizada. De acordo com o que
observamos em nosso estudo, seria plausivel sugerir que o tratamento com a
CBZ e LTG pode reduzir os efeitos da epilepsia no sistema cardiovascular.
Este efeito benéfico das DAEs poderia ser devido a diminuicdo de frequéncia
de crises ou por algum mecanismo molecular, ainda desconhecido, desses
farmacos no coracdo. Entretanto, ao considerar os expostos dos estudos
citados acima, uma segunda linha de raciocinio pode ser mencionada,
sugerindo um efeito de adaptacdo do coracdo a epilepsia, mascarando os reais

efeitos das DAESs nas respostas cardiovasculares. (155-158)
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De fato, estudos revelam que muitas DAEs atuam predominantemente
em canais para sédio dependentes de voltagem e, um aspecto interessante &
que, drogas que normalmente sédo consideradas como bloqueadoras de canais
para sodio, como CBZ e LTG, também inibem o canal para célcio de alto limiar.
Como ambos canais sd0 expressos tanto no cérebro quanto no coracdo e se
h4 acdo das DAEs nos diferentes subtipos desses canais, € plausivel
hipotetizar que o uso de DAESs tornaria possivel a causa de alteracdes ndo so
do tecido cerebral como também do tecido cardiaco. Outros estudos relatam
que DAEs parecem ser um fator de risco independente para a morte cardiaca
subita, especialmente nos pacientes que tomam DAEs que visam 0s canais
para sodio dependentes de voltagem (91,120-122).

Pessoas com epilepsia frequentemente exibem altera¢des adquiridas ou
genéticas de canais ibnicos voltagem dependentes que sdo expressos no
coracdo e no cérebro. Neste contexto, foram encontrados distarbios
significativos de propriedades elétricas em cardiomiécitos de roedores com
epilepsias adquiridas ou genéticas. Por exemplo, Biet et. al. mostraram que a
epilepsia adquirida induz um remodelamento molecular do ventriculo cardiaco
caracterizado pela expressdo de canais para sodio do tipo neuronal (NaV1.1)
levando a uma duragdo prolongada do potencial de acdo cardiaco e
provavelmente a um prolongamento do intervalo QT. Outra observacdo desse
estudo foi uma quantidade diminuida de mRNA NaV1.5 mas, com duplicacdo
da proteina expressa em células de animais epilépticos. Uma sugestdo
abordada pelos autores é que, a reducdo do mRNA NaV1.5 é compensada por
uma internalizacdo mais lenta (reciclagem) das proteinas maduras expressas
na superficie dos cardiomiécitos, indicando assim, que a epilepsia pode agir
alterando diretamente a expressao génica e o trafico de proteinas. Os achado
desse estudo se associado a estudos anteriores que mostraram que as
condicdes epilépticas aumentam a expressdao de NaV1.l no hipocampo
cerebral sugerem que mecanismos de adaptacdo semelhantes, mas ainda
desconhecidos, a epilepsia existem tanto no cérebro quanto no coracao.

Em camundongos um modelo de sindrome de Dravet, uma forma grave
de epilepsia infantii com alta mortalidade que é comumente causada por
mutacdes heterozigéticas em NaV1.1l, os midcitos ventriculares exibiram um

aumento nas correntes de sodio dependentes de voltagem. Essas alteracfes
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foram associadas a uma excitabilidade aumentada, um prolongamento da
duracdo do potencial de agcdo e um aumento na atividade desencadeada de
cardiomiocitos. Estes exemplos ilustram bem as possiveis modificacdes das
propriedades cardiacas ao nivel da expressao génica em modelos animais de
epilepsia, mas também demonstram dificuldades na previsdo de possiveis
consequéncias de tais alteragOes para efeitos de DAE. (139-145)

Na pratica clinica, as pessoas com epilepsia muitas vezes tomam mais
de um DAE para conseguir um melhor controle de crises. Em estudo realizado
para avaliar o encurtamento de cardiomiécitos isolados, trés DAEs foram
utiizadas (CBZ, LTG e LEV) (164). Eles observaram que as trés DAEs
isoladamente reduziram reversivelmente as amplitudes de encurtamento de
cardiomidcitos, e que, a combinacdo dos trés medicamentos levou a falha do
acoplamento eletromecénico em 42% das células. Assim, €& importante
salientar a necessidade de mais estudos que avaliem o tratamento associado
DAEs.

Outro aspecto ao qual se deve atencao é o contexto de intoxicacdo com
DAE, em que ja foi demonstrado que niveis plasméticos elevados de CBZ
(acima de 40 mmol / 1) foi um fator de risco para SUDEP, apontando para os
riscos associados a epilepsia grave instavel. Outros exemplos sdo a
insuficiéncia miocéardica relatada no contexto da intoxicacdo por CBZ, um
bloqueio atrioventricular completo ap6s uma sobredosagem de LTG, e a
ocorréncia de disfuncdo do né sinusal, fibrilacdo atrial, bloqueio atrioventricular
ou taquicardia ventricular em associagdo com o0 uso combinado de DAE
bloqueadora de canais para sédio (148-154).

No entanto, alguns estudos clinicos sugerem que CBZ, em niveis
terapéuticos, ndo tem efeitos sobre o sistema de conducdo do coracéao,
apoiando a sua utilizacdo segura na auséncia de doenca cardiaca. Neste
sentido, ja foi descrito que a suspenséo abrupta da CBZ leva a um aumento da
atividade simpatica no sono como evidenciado por alteracdes na VFC,
sugerindo que o aumento da atividade simpatica no ambiente de hipoxia
induzida por convulsdo poderia predispor a SUDEP (23,146,147).

Assim, nossos resultados, apontam no sentido de que quando feito
maneira correta e supervisionada o tratamento com DAEs pode prevenir

alteracdes cardiovasculares induzidas pela epilepsia.
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6-CONCLUSAO

Este estudo demonstra que ratos com epilepsia apresentam parametros
cardiovasculares de repouso (PAS; PAD; PAM; FC) mais elevados que ratos
sem epilepsia. Também mostra que o tratamento crénico da epilepsia com CBZ
ou LTG pode reverter essas alteracdes dos parametros cardiovasculares de
repouso. Isto foi demontrado através da reducdo da PAS, PAM e FC de
repouso de animais com epilepsia apos o tratamento com CBZ, bem como, a
reducdo da FC de repouso apoés tratamento com LTG. Além disso, os animais
com epilepsia também apresentam uma maior AST de cardiomiocitos e
acumulo de colageno perivascular. Nosso estudo mostra que o tratamento com
CBZ ou LTG foi capaz de reduzir a AST de cardiomidcitos a tamanhos
equivalentes a ratos sem epilepsia, e o tratamento com CBZ também reduziu o
acumulo de colageno perivascular dos animais.

Nossos dados indicam, que o tratamento com DAEs podem auxiliar na
prevencdo de alteracdes cardiovasculares causadas pela epilepsia. Tais
resultados agregam em um maior entendimento no campo da epilepsia e, com
novas pesquisas poderd garanti, com a prevencdo de alteracBes
cardiovasculares, uma melhor qualidade de vidas aos pacientes com epilepsia.
Neste contexto, elucidar os mecanismos pelo qual as DAEs agem no sistema
cardiovascular e se com a politerapia os efeitos sdo semelhantes, tornam-se

passos importantes a serem seguidos neste campo de pesquisa.
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APENDICE

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Alteragbes na FC, definidas como variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC), sdo normais e esperadas e indicam a habilidade do coracdo em
responder aos multiplos estimulos fisiolégicos e ambientais, dentre eles,
respiracdo, exercicio fisico, estresse mental, alteragdes hemodinamicas e
metabdlicas, sono e ortostatismo, bem como em compensar desordens
induzidas por doencas (170).

De forma geral, a VFC descreve as oscilagbes dos intervalos entre
batimentos cardiacos consecutivos (intervalos R-R) (Figura 17), que estdo
relacionadas as influéncias do SNA sobre o nddulo sinusal.

845 s 745 812 e 732 s

Figura 17 — Representacdo eletrocardiografica de batimentos cardiacos (intervalos R-R).
Tempo entre um batimento e outro expresso em milissegundos (ms).

Mudancas nos padrdes da VFC fornecem um indicador sensivel e
antecipado de comprometimentos na saude. Alta VFC é sinal de boa
adaptacdo, caracterizando um individuo saudavel com mecanismos
autonémicos eficientes. Inversamente, baixa VFC € frequentemente um
indicador de adaptacdo anormal e insuficiente do SNA, o que pode indicar a
presenca de mau funcionamento fisiolégico no individuo, necessitando de
investigacdes adicionais de modo a encontrar um diagnostico especifico (171).

Para analise da VFC, indices obtidos por meio de métodos lineares, no
dominio do tempo e da frequéncia, e métodos nao-lineares podem ser

utilizados.
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Os métodos lineares séo divididos em dois tipos: anélise no dominio do
tempo, realizada por meio de indices estatisticos e geométricos, e analise no
dominio da frequéncia.

Para a analise da VFC no dominio do tempo, assim denominada por
expressar os resultados em unidade de tempo (milisegundos), mede-se cada
intervalo RR normal (batimentos sinusais) durante determinado intervalo de
tempo e, a partir dai, com base em métodos estatisticos ou geomeétricos
(média, desvio padrdo e indices derivados do histograma ou do mapa de
coordenadas cartesianas dos intervalos RR), calculam-se os indices tradutores
de flutuagBes na duracgédo dos ciclos cardiacos (171).

Os indices estatisticos, no dominio do tempo, sdo obtidos pela
determinacao de intervalos RR correspondentes em qualquer ponto no tempo.
Entre os indices que podem ser obtidos por essa analise estdo: i) desvio
padrao de todos os intervalos RR normais gravados em um intervalo de tempo,
expresso em ms (SDNN); ii) raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre intervalos RR normais adjacentes, em um intervalo de tempo,
expresso em ms (rMSSD). O indice SDNN, é obtido a partir de registros de
longa duracdo e representa as atividades simpéatica e parassimpatica, porém
nao permite distinguir quando as alteragdes da VFC séo devidas ao aumento
do tbnus simpético ou a retirada do tbnus vagal. Ja o indice rMSSD representa
a atividade parassimpética, pois é encontrado a partir da analise de intervalos
RR adjacentes (170).

Outro método linear é o dominio da frequéncia, sendo a densidade de
poténcia espectral a mais utilizada atualmente, quando se trata de estudos com
individuos em condi¢cdes de repouso. Esta analise decompde a VFC em
componentes oscilatorios fundamentais, sendo 0s principais: i) componente de
alta frequéncia (High Frequency - HF), com variacdo de 0,15 a 0,4Hz, que
corresponde & modulacéo respiratoria e € um indicador da atuacdo do nervo
vago sobre o coracdo; ii) componente de baixa frequéncia (Low Frequency -
LF), com variacéo entre 0,04 e 0,15Hz, que é decorrente da acao conjunta dos
componentes vagal e simpatico sobre o coracdo, com predominancia do
simpético; iii) relagcdo LF/HF que reflete as alteracbes absolutas e relativas
entre os componentes simpatico e parassimpatico do SNA, caracterizando o

balanco simpato-vagal sobre o coracao (170,171).



70

Para obtencéo dos indices espectrais, o tacograma de frequéncia sofre
processamento matematico, gerando um tacograma, grafico que expressa a
variacdo dos intervalos RR em funcéo do tempo. O tacograma contém um sinal
aparentemente peridédico que oscila no tempo e que é processado por
algoritmos matematicos para obtencdo de um espectro paramétrico. Exemplo
de um tacograma e de um espectro estao contidos na Figura 18.
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Figura 18 — (a): Tacograma de um individuo saudavel (512 batimentos); (b): Espectro
paramétrico e decomposicao do espectro nas componentes VLF (branco), LF (cinza escuro) e
HF (cinza claro).

Componentes de muito baixa frequéncia (Very Low Frequency - VLF) é
menos utilizado cuja explicacdo fisiolégica ndo estd bem estabelecida e a
normalizacdo dos dados da andlise espectral pode ser utilizada para minimizar
os efeitos das alteracdes da banda de VLF. Essa normalizacdo € determinada
a partir da divisdo da poténcia de um dado componente (LF ou HF) pelo
espectro de poténcia total, subtraida do componente de VLF e multiplicada por
100 (170).

Adicionalmente aos métodos lineares, as teorias dos sistemas néao-
lineares tém sido progressivamente aplicadas para interpretar, explicar e prever
o comportamento dos fendmenos biolégicos. O comportamento ndo-linear é o
que predomina nos sistemas humanos, em razdo de sua natureza dinamica
complexa, a qual ndo pode ser descrita adequadamente por métodos lineares.
Com isso, as teorias dos sistemas nao-lineares sdo embasadas na teoria do

Caos, que descreve elementos manifestando comportamentos que sao
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extremamente sensiveis as condic¢des iniciais, dificilmente se repetem, mas
apesar de tudo sdo deterministicos (172).

Uma das ferramentas nao-lineares utilizadas, é baseada na andlise
simbdlica de sequéncias de 3 tempos para distinguir a modulacdo cardiaca
simpatica e parassimpética. Este método de andlise simbdlica descrito e
validado por Porta et al., 2001, consiste principalmente na transformacgéo de
uma série temporal (intervalos RR) em padrfes curtos (3 batidas longas), sua
classificacédo e avaliacdo de suas frequéncias de ocorréncia (173).

O intervalo total das sequéncias é espalhado uniformemente em 6 niveis
(de 0 a 5), e padrbes de comprimento L = 3 sdo construidos como ilustrado na
Figura 19. Todos os padrdes possiveis sdo agrupados em 3 familias referidas
como: (i) padrdes sem variacéo (3 simbolos iguais) - OV caracterizado apenas
por frequéncias muito lentas; (i) padrées com 1 variagdo (2 simbolos
subsequentes iguais e o simbolo restante diferente) - 1V caracterizado por
algumas frequéncias lentas e muito lentas e (iii) padrdes com 2 variacdes
(todos os simbolos sao diferentes do anterior) - 2LV- apenas por frequéncias

lentas; 2UV- caracterizado por frequéncias mais rapidas. Exemplos destes

padrdes sao fornecidos na Figura 20.
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Figura 19 - llustracdo do método de andlise simbdlica. A série RR uniformemente distribuida
em 6 niveis (de 0 a 5); cada nivel foi identificado pelo simbolo (nimero), e os padrées de
comprimento de 3 simbolos foram construidos.
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Figura 20 - Classificacdo de padrdes. OV indica padrées sem variacdo; 1V, padrbes com 1
variacao; e 2V, padr6es com 2 variacdes.

Os indices de VFC obtidos por métodos lineares e nao-lineares
permitem uma utilizacdo diversificada, firmando-se como preditor das funcdes
internas do organismo, tanto em condi¢cées normais quanto patolégicas. Com
isso, atualmente esses indices tem sido utilizados para compreensao de
diversas condi¢cdes como: hipertenséo arterial, morte subita, insuficiéncia renal,

insuficiéncia cardiaca, apnéia obstrutiva do sono, epilepsia, entre outras.



