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RESUMO

A epilepsia € a doenca neuroldgica crénica mais comum, atingindo aproximadamente 2% da
populacdo brasileira. Dentre os tipos de epilepsias, a do lobo temporal € a mais frequente e
refrataria ao tratamento farmacologico. Além disso, os portadores de tal sindrome epiléptica
apresentam indices de morte subita maiores quando comparados com individuos da populagdo
geral. A administracéo sistémica de pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico, em ratos e
camundongos, numa dose de 350mg/Kg (i.p.), desencadeia alteracdes eletrograficas,
comportamentais e neuropatolégicas que mimetizam o fenébmeno humano. Utilizando o modelo
de epilepsia induzido pela pilocarpina, o objetivo do nosso estudo foi avaliar as possiveis
alteracGes da freqliéncia cardiaca (in vivo e in vitro) e da pressao ventricular (in vitro) do coracdo
de ratos com epilepsia e compara-las com ratos normais, com o intuito de relacionar o fenémeno
de morte subita na epilepsia do lobo temporal com possiveis alteragdes intrinsecas do coragéo.
Nossos resultados mostraram um aumento da frequéncia cardiaca in vivo dos animais com
epilepsia (346 + 7 bpm) quando comparada com 0s animais pertencentes ao grupo controle (307 £
9 bpm). Por outro lado, a frequéncia cardiaca in vitro dos animais com epilepsia (176 + 6 bpm)
ndo apresentou variacdo em relacdo aos controles (175 + 7 bpm). Além disso, os valores das
pressdes ventriculares in vitro dos animais com epilepsia (61 + 4 mmHg) aprsentaram-se maiores
guando comparadas com 0s animais do grupo controle (55 £ 2 mmHg), porém sem significancia
estatistica. Nossos resultados nos permitem concluir que o coragdo dos animais com epilepsia ndo
apresenta sua ritimicidade e funcdo contractil alteradas intrinsecamente, uma vez que
encontramos somente variacdes na freqiiéncia cardiaca in vivo. No entanto, sob a influéncia do
sistema nervoso autbnomo, este 6rgdo pode apresentar alteracBes funcionais que aumentam a

probabilidade de ocorréncia de morte subita nas epilepsias.
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ABSTRACT

Among the causes for sudden unexpected death in epilepsy (SUDEP), cardiac dysfunction has
been an area of interest. Based on this, the aim of our study was to evaluate the HR (in vivo and
in vitro) and ventricular pressure in vitro of rats with epilepsy induced by pilocarpine. Adult male
Wistar rats (n=6) were given pilocarpine hydrochloride to induce status epilepticus. Control rats
(n=6) received saline solution instead pilocarpine. Our results showed significant differences in
the mean HR in vivo between the groups. In contrast, we did not find differences during in vitro
experiments. Our results suggest a CNS modulation on the heart, which could explain the
SUDEP.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

Desde os tempos mais remotos a epilepsia tem intrigado a humanidade. O caréter ictal,
as manifestacdes convulsivas, a perda do controle volitivo e o desconhecimento por parte do
paciente de todo o ocorrido durante o evento convulsivo suscitavam explicacdes “magicas”.
Inicialmente, as explicacOes das crises epilépticas tiveram como base a possessdo do paciente
por deuses ou demodnios. Essa visdo religiosa foi, em parte, responsavel pelo estigma e
preconceito que os pacientes com epilepsia sofreram e continuam sofrendo nos dias atuais. S6
no seculo XIX, com os trabalhos de Sommer, foi possivel caracterizar a relagcdo entre crises

convulsivas e lesdes localizadas no Sistema Nervoso Central (SNC).

Em funcdo de suas caracteristicas fisiopatogénicas, as epilepsias acometem o0s
individuos independentemente de aspectos étnicos, climaticos ou regionais. No entanto, em
decorréncia de sua alta incidéncia e prevaléncia, provocam grandes repercussdes nos aspectos

socio-econdmicos (OSUNTOKUN et. al., 1987; L1 et. al., 1985).

Os estudos da prevaléncia e da incidéncia das epilepsias encontrados na literatura
apresentam indices com grande variabilidade. Tém sido descritos valores para prevaléncia
entre 0,9 e 57 casos / 1.000 habitantes e para a incidéncia entre 26 e 190 casos / 100.000
habitantes, porém essas variacGes sdo resultantes de problemas metodoldgicos durante as
investigacOes. Os problemas metodoldgicos mais comuns sdo: utilizacdo de diferentes critérios
diagnosticos, de classificacdo e diferentes métodos de selecdo de casos e definicbes de
epilepsia (HAUSER & KURLAND, 1975; SANDER & SHORVON, 1985; McNAMARA,

1994; JALLON et. al., 1997).



Apesar desses problemas, as informacg6es obtidas nessas investigacdes indicam que as
epilepsias continuam sendo um problema de sadde publica maior nos paises em
desenvolvimento. Os dados disponiveis indicam que a prevaléncia em paises da Africa,
América Latina e Asia chegam a ser de 4 a 5 vezes maior que em paises industrializados
(O.M.S., 1978). Essa constatacdo € altamente preocupante, uma vez que essesS paises
enfrentam grandes dificuldades econdmicas, tem baixo investimento em areas sociais aliadas a

um alto grau de subemprego e desemprego.

As altas taxas de incidéncia e prevaléncia das epilepsias nos paises em
desenvolvimento afetam a economia na medida em que aumentam 0S custos econémicos
diretos da doenca, provenientes dos gastos médicos: drogas e hospitalizacBes e gastos nao
médicos: cuidados residenciais e transporte para o hospital. Ao mesmo tempo, aumentam 0s
custos econdmicos indiretos decorrentes da perda de produgdo econémica por desemprego,
licenca médica ou morte prematura (ROBINSON, 1993). Como exemplo, na Argentina o
custo médio das drogas antiepilépticas (DAE) é 25% mais alto que nos Estados Unidos e
145% mais alto que na Europa. Por outro lado, as novas DAE sdo 86% mais caras que nos

Estados Unidos e 55% mais caras que na Europa (KOCHEN, 1996).

A alta incidéncia das epilepsias nos paises do terceiro mundo € decorrente da deficiente
assisténcia pré-natal e maternal, alto indice de prematuridade, desnutricdo, traumas durante o
parto, convulsbes febris da infancia e de infeccOes, particularmente as decorrentes de

parasitismo (SANDER & SHORVON, 1985; FERNANDES et. al., 1992).

O termo epilepsia se refere a um disturbio da atividade cerebral caracterizada pela

ocorréncia periddica e espontanea de atividade elétrica altamente sincronizada, acompanhada



de manifestacdes comportamentais. Dado o carater frequentemente focal do gerador da
atividade epiléptica, os pacientes podem apresentar uma grande variedade de sinais clinicos.
Uma vez desencadeada, essa atividade elétrica pode propagar-se para outras regides cerebrais
incorporando-as a atividade epiléptica. Além desse aspecto, um mesmo paciente pode
apresentar formas diferentes de crises epilépticas. Esse fato dificultou o estudo sistematico das
epilepsias tanto do ponto de vista epidemioldgico quanto clinico e experimental

(McNAMARA, 1994).

As crises epilépticas sdo fendmenos clinicos transitorios, decorrentes da descarga
excessiva e sincronizada da rede neuronal. Essas crises podem surgir espontaneamente ou
serem desencadeadas por situacdes como: febre, distrbio eletrolitico, intoxicacdo e alteracdes
vasculares. As manifestacGes clinicas apresentadas pelos pacientes dependem das regibes
envolvidas, podendo o paciente apresentar desde um simples sinal motor focal até crises
motoras generalizadas. Neste caso, 0 paciente perde a consciéncia e apresenta atividade

motora intensa acometendo toda a musculatura estriada (PEDLEY et. al., 1997).

Quando a crise é acompanhada de atividade motora é denominada de crise convulsiva.
Essa atividade motora pode assumir formas tonicas, indicando contragbes musculares
mantidas, ou clonicas, sob a forma de contracbes musculares intermitentes. No entanto, o
paciente pode apresentar uma crise com perda da consciéncia sem sinais convulsivos

(PEDLEY et. al., 1997).

Henri Gastaut anunciou a primeira proposta para classificacdo das crises epilépticas em
1969. Tal classificacdo era baseada em critérios clinicos, eletroencefalograficos, substrato

anatdmico, etiologia e idade de ocorréncia das crises.



A introducdo de técnicas novas, como a video-eletrencefalografia e os registros
poligréficos, exigiu, no entanto, a revisdo da classificacdo proposta por Gastaut. Diversas
reunides internacionais foram realizadas com especialistas desde entdo, culminando, em 1981,

com a publicacdo da Classificacdo Internacional das Crises Epilépticas (COMISSION, 1981).

As crises epilépticas foram entdo classificadas em: parciais e generalizadas. As crises
parciais por sua vez foram divididas em parciais simples e complexas. As crises parciais

simples tém caréter focal, iniciando em um sitio cortical com preservacdo da consciéncia.

As manifestacGes comportamentais das crises epilépticas sdo ditadas pelas funcdes
normalmente exercidas pelas regies corticais nas quais a crise comegou, isto €, uma crise com
origem no cértex motor se manifesta com atividade motora clénica da parte do corpo
controlada pela regido cortical de origem da crise. Da mesma forma, uma crise com origem no
giro pods-central provoca o surgimento de sinais somestésicos na parte do corpo
correspondente a zona de recepcgdo cortical sensorial. A crise parcial pode, no entanto,
generalizar-se secundariamente quando, entdo, se acompanhara de perda da consciéncia e da
presencga ou ndo de sinais convulsivos generalizados. As crises parciais complexas por sua vez,
sdo caracterizadas pela presenca de sinais focais de origem limbica e sdo geralmente
acompanhadas de alteracbes da consciéncia desde o inicio, com ou sem a presenca de

automatismos (COMISSION, 1981).

Nas crises generalizadas ocorre o envolvimento das regides corticais de ambos os
hemisférios desde o inicio da atividade epiléptica, sendo acompanhadas de perda da
consciéncia. Crise de auséncia, crises miocldnica e tonico-clénica sdo exemplos de crises

generalizadas. Uma crise de auséncia é caracterizada por uma interrupcdo da atividade,



acompanhada de olhar para o infinito com duragédo de 5 a 15 segundos, seguida do retorno a
atividade normal. A crise mioclonica consiste de breves abalos musculares, semelhantes a
choques, os quais podem ser confinados a uma extremidade ou generalizados. Uma crise
tonica consiste de contragdo muscular sustentada, enquanto que uma crise clénica consiste de
contracBes musculares alternantes dos musculos flexores e extensores. O mais freqliente é que
0 paciente apresente um periodo inicial de atividade tdnica seguido por um periodo de

atividade clénica (COMISSION, 1981).

As crises parciais complexas sdo as mais freqlentemente observadas na clinica.
Caracterizam-se pela presenca de automatismos, principalmente orofaciais, acompanhados de

embotamento da consciéncia, e geralmente se iniciam no lobo temporal (COMISSION, 1981).

Como mencionado anteriormente, um mesmo paciente pode apresentar mais de um tipo
de crise epiléptica. Baseado nesse aspecto, bem como em outros fatores (etiologia e idade do
inicio das crises) e nos achados eletrograficos, foi criada uma nova classificacdo das

sindromes epilépticas (COMISSION, 1989).

1.2 Epilepsia do Lobo Temporal

A forma mais comum de sindrome epiléptica é a epilepsia do lobo temporal, ocorrendo
em cerca de 40% de todos os casos de epilepsias, apresentando como caracteristica principal a
ocorréncia de crises parciais com manifestacdes limbicas (HAUSER & KURLAND, 1975).
Na grande maioria dos pacientes, o lobo temporal estd acometido por lesdes histologicamente
demonstraveis e a sua ressec¢do pode eliminar completamente as crises convulsivas em 80 a

90 % dos pacientes (DODRIL et. al., 1986).



O padrdo histologico mais freqiientemente observado em tecidos ressecados de pacientes
com epilepsia do lobo temporal € a chamada esclerose do corno de Amon, caracterizada por
acentuada perda de neurdnios piramidais, do hipocampo, acompanhada de gliose. Em outros
casos podem ser observados outros tipos de lesées como: neoplasias ou alteracGes vasculares

(WOLF & WIETLER, 1993; WOLF et. al.,1994).

Outro aspecto importante da epilepsia do lobo temporal é a alta refratariedade ao
tratamento farmacoldgico, pois apenas 30% dos casos sdo controlados com monoterapia.
Grande parte dos pacientes sdo obrigados a receber mais de uma medicacdo antiepiléptica, e
mesmo assim, a melhora ocorre em apenas 11% dos pacientes (COMISSION, 1981; ELWES

et. al., 1984; MATTSON et. al., 1985; PEDLEY et. al., 1997).

Para um melhor entendimento para o estudo das epilepsias se fez necesséria a busca por
modelos experimentais, dentre eles 0 que mais se destaca é o modelo de indugdo de epilepsia

por pilocarpina o qual mimetiza a epilepsia do lobo temporal em humanos.

1.3 Modelo Experimental de Epilepsia Induzida por Pilocarpina

Durante as ultimas décadas foram desenvolvidos basicamente dois tipos de modelos
experimentais de epilepsias. Os chamados modelos agudos, cujas crises sdo Unicas e nao
espontaneas, e 0s modelos crénicos, nos quais as crises epilépticas podem se repetir a
intervalos mais ou menos variaveis e os registros eletrencefalograficos podem evidenciar

anormalidades elétricas intercriticas espontaneas (PURPURA et. al., 1972).

Uma vez que as epilepsias humanas apresentam crises recorrentes e na maioria das vezes



ocorrem de forma espontanea, os modelos crénicos se revestem de maior importancia por
mimetizarem, mais adequadamente, a condicdo humana servindo, portanto, para uma maior
caracterizacdo fisiopatoldgica e para avaliagdo de drogas antiepilépticas (LEITE et. al., 1990;

BLUMCKE et. al., 1999).

Dentre os modelos cronicos de epilepsia, 0 modelo da pilocarpina tem sido amplamente
usado em funcdo da facilidade técnica e, principalmente, pela semelhanca fisiopatolégica com

a epilepsia do lobo temporal.

A acetilcolina (Ach) é um neurotransmissor amplamente distribuido no sistema nervoso
de animais, tanto vertebrados como invertebrados. Nos mamiferos, ela esta presente tanto em
sinapses centrais quanto em sinapses periféricas agindo como neurotransmissor efetor do
sistema autbnomo parassimpatico e na juncdo neuromuscular. E também encontrada nas
juncgdes pré-ganglionares dos sistemas simpatico e parassimpatico (WERNER & TAYLOR,

1987; PAGE et. al., 1999).

A acetilcolina liga-se a dois tipos de receptores: receptores nicotinicos, encontrados nas
membranas pds-sindpticas centrais, nas juncGes pré-ganglionares do simpéatico e do
parassimpatico e, principalmente, nas jun¢des neuromusculares; e 0s receptores muscarinicos,
encontrados nas membranas pds-sinapticas centrais e na grande maioria dos 6rgdos efetores

parassimpéticos (WERNER & TAYLOR, 1987; PAGE et. al., 1999).

As drogas conhecidas como colinomiméticas do tipo muscarinico sdo classificadas
conforme seu mecanismo de acdo em dois grandes grupos: as de acdo direta, que agem

diretamente no receptor, como a prépria acetilcolina, a muscarina, a arecolina, a metacolina, o



carbacol, o betanecol e a pilocarpina (PILO); e as de acdo indireta, como a fisostigmina e a
neostigmina que, ao inibirem a acetilcolinesterase, enzima de degradagdo da acetilcolina,

aumentam sua concentracao sinaptica (WERNER & TAYLOR, 1987; PAGE et. al., 1987).

A pilocarpina é um alcal6ide de origem vegetal extraido das folhas do Pilocarpus
pennatifolius e do Pilocarpus jaborandi. Sua molécula é diferente da acetilcolina possuindo
um grupamento metilico ligado a um nitrogénio com arranjo tridimensional semelhante ao da

acetilcolina (WERNER & TAYLOR, 1987).

Desde o inicio do século XIX, os pesquisadores suspeitavam da relacdo entre
mecanismos colinérgicos e epilepsia. A acdo convulsivante da acetilcolina (Ach) e da
fisostigmina (inibidora da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela hidrdlise da
acetilcolina) foi demonstrada experimentalmente no eletrocorticograma, ja na primeira metade

do século XIX (SJOSTRAND, 1937; MILLER et. al., 1968; BRENNER & MERRITT, 1942).

Forster (1975) demonstrou que injecbes de Ach nos ventriculos cerebrais de gatos
provocavam 0 surgimento de crises motoras e descargas elétricas no cortex cerebral.
Grossman (1963) obteve crises convulsivas duradouras apds a injecdo de Ach cristalina ou

carbacol na amigdala de gatos.

Anaélises iniciais do liquor em pacientes epilépticos com crises frequientes mostraram que
o contetido de Ach estava aumentado (TOWER & NCEARCHERN, 1949). Da mesma forma,
Pope et. al. (1947) demonstraram que a atividade da acetilcolinesterase estava aumentada
nesses pacientes. Mais recentemente, foi demonstrado um aumento da atividade da colina

acetiltransferase, enzima responsavel pela sintese da Ach, no cértex de pacientes epilépticos



submetidos a resseccéo cirurgica do lobo temporal (NADI et. al., 1987; KISH et. al., 1988).

A descoberta casual de que a atropina revertia alguns dos efeitos comportamentais da
injecdo intracerebral de &cido cainico em ratos (KLEINROK & TURSKI, 1979; 1980), levou
esses pesquisadores a injetarem carbacol e betanecol no ventriculo lateral de ratos,
demonstrando assim que ambos o0s agentes reproduziam os efeitos comportamentais
produzidos pelo &cido cainico (TURSKI et. al., 1981; 1982). O fato do betanecol ser um
potente agonista muscarinico, ndo ser hidrolizado pela acetilcolinesterase e ndo ter efeito sobre
0s receptores nicotinicos, motivou esses pesquisadoes a injetarem betanecol no complexo

amigdaldide e no hipocampo.

Apo6s injecdo de betanecol no hipocampo foram observadas crises convulsivas
acompanhadas de lesdo cerebral e alteracbes comportamentais como: acinesia, tremor,
automatismos gustatorios e olfatorios, “movimentos do cachorro molhado” (wet dog shakes) e
crises limbicas as quais evoluiam para status epilepticus. Observaram ainda que essas crises

podiam ser antagonizadas pela co-administracdo de escopolamina ou atropina.

No entanto, em virtude de suas propriedades quimicas o betanecol ndo atravessa a
barreira hémato-encefélica e, portanto, apresenta o inconveniente de ter que ser injetado de

forma intracerebral (TURSKI et. al., 1983d).

Um outro agonista muscarinico, a pilocarpina, diferentemente do betanecol, pode
facilmente atravessar a barreira hémato-encefélica e, assim, ser admistrada por via periférica

evitando as dificuldades técnicas da injecdo intracerebral.
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A injecdo de altas doses de pilocarpina (300 a 380 mg/kg) por via intraperitoneal, produz
alteracGes comportamentais e variacdes eletrograficas indicativas de atividade epiléptica
duradouras tanto em ratos (TURSKI et. al., 1983; LEITE et. al.,1990) quanto em

camundongos (TURSKI et. al., 1984; CAVALHEIRO, et. al., 1996).

A anélise eletrografica das crises induzidas pela pilocarpina em ratos e camundongos
demonstra que o hipocampo é ativado inicialmente, em comparacdo a amigdala e ao cOrtex

(TURSKI et. al., 1983b; TURSKI et. al., 1984, CAVALHEIRO et. al., 1997).

A atividade metabolica, durante as crises convulsivas induzidas pela pilocarpina,
avaliadas pela taxa de consumo de glicose, usando-se a técnica da 2-desoxiglicose marcada
com carbono®™, aumentou em diversas areas do hipocampo, no giro dentado, globo palido,
palido ventral, amigdala, substancia negra, talamo ventro-basal e médio-dorsal, septo lateral,
cortex piriforme, tubérculo olfatorio, cortex frontal e visual e corpo estriado (CLIFFORD et.

al., 1987; SCORZA et. al.,1996).

A microscopia eletronica observa-se, nos animais submetidos ao status epilepticus
induzido pela pilocarpina, edema intenso dos dendritos e corpos celulares neuronais e
dilatagdo dos elementos astrogliais. Os ax0nios remanescentes, no entanto, permanecem

relativamente intactos (CLIFFORD et. al., 1987; OLNEY et. al., 1986).

O padrao citopatolégico dos cérebros dos animais injetados com pilocarpina assemelha-
se a reacdo citotdxica cerebral ao glutamato (OLNEY et. al., 1986). No entanto, isso ndo
significa que o sistema colinérgico tenha um potencial excitotoxico. A rigor, 0 que se acredita

é que o sistema colinérgico seja responsavel pela ativacdo inicial de neurbnios excitatorios
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glutamatérgicos dando inicio a atividade convulsiva. A liberacdo sinaptica excessiva de
glutamato, entdo, mantém a célula despolarizada produzindo libera¢do duradoura de célcio dos
estoques intracelulares, seguida de lesdo da membrana celular. Por outro lado, a liberagéo
sinaptica excessiva de acetilcolina fornece o estimulo responsavel pelos disparos neuronais
observados nas crises convulsivas antes dos animais entrarem em status epilepticus, sem lesar
as membranas neuronais. Assim, a atividade do sistema colinérgico seria responsavel pela
manutencdo inicial da crise convulsiva levando a maior liberacdo de glutamato que, por sua
vez, provocaria lesdo celular (OLNEY et. al., 1983;1986; SAMSOM et. al., 1985; CLIFFORD

et. al., 1987).

Essa hipdtese justifica a observacdo experimental e clinica de que drogas
anticolinérgicas podem ser eficazes na prevencdo do desenvolvimento de crises convulsivas,
ndo sendo capazes de bloquear o status epilepticus (ALBRIGTH et. al., 1979; CORCORAN,

1986; WESTERBERG et. al., 1984; CAIN et. al., 1987; 1988).

Samples et. al. (1977), Davis e Hatoum (1980) e Olney et. al. (1986) demonstraram que
o litio é capaz de diminuir o limiar convulsivo a pilocarpina em ratos, aumentando, a
mortalidade dos animais em cerca de 90 a 95% nas primeiras 24 horas. Por outro lado,
Venogopal e Persinger (1988) demonstraram que a administragdo do antagonista
dopaminérgico acepromazina, na primeira hora apds a injecdo de pilocarpina, reduzia a

mortalidade dos ratos para menos de 5%.

O padrdo de aumento na utilizacdo da glicose e a citopatologia observados ao nivel
microscopico nas convulsfes produzidas pela combinagdo litio/pilocarpina sdo idénticos aos

observados em ratos injetados, apenas, com altas doses de pilocarpina (CLIFFORD et. al.,
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1987).

Os estudos da fung@o dos neurotransmissores durante as crises convulsivas produzidas
pela pilocarpina demonstraram uma diminuicdo da concentragdo de acetilcolina no
hipocampo, cortex e estriado, imediatamente antes do inicio das convulsées (JOPE et. al.,
1987). A essa queda inicial na concentragdo de acetilcolina segue-se um aumento de sua
concentragdo no cortex e hipocampo, mas n&o no estriado. A medida que o status epilepticus
progride, a concentracdo de acetilcolina nessas duas estruturas aumenta atingindo um pico de
461% e de 304 % no cortex e hipocampo, respectivamente, apds duas horas de status

epilepticus (JOPE et. al., 1987).

Avaliando a atividade da L-glutamato descarboxilase, enzima responsavel pela sintese
do GABA, no cérebro de ratos submetidos a injecdo de pilocarpina revelou-se uma diminuicéo
de sua atividade no tecto mesencefalico, septo, cdrtex temporal, hipocampo, amigdala, cortex

piriforme, talamo e, principalmente, na substancia negra (TURSKI et. al., 1986b).

A observacdo continuada dos animais que, apds receberem pilocarpina, apresentaram
status epilepticus demonstrou que esses animais passam, entao, a apresentar crises espontaneas

e recorrentes (TURSKI et. al., 1983c; CAVALHEIRO et. al., 1991; LEITE et. al., 1990).

O modelo da pilocarpina foi em seguida melhor caracterizado e 0 seu seguimento
temporal permitiu dividi-lo em 3 fases: periodo agudo, no qual os animais apresentam as crises

limbicas evoluindo para status epilepticus; periodo silencioso, com duracdo em torno de 4 a 44

dias ( média de 14,8 dias e mediana de 10 dias) caracterizado pela auséncia de sinais

comportamentais e eletrograficos de atividade epiléptica; e periodo crénico, que inicia-se com
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a primeira crise espontanea que recorre durante toda a vida do animal (LEITE et. al., 1990).
Essas crises espontdneas se iniciam com automatismos faciais, clonias dos membros
anteriores, elevacdo do corpo com apoio nas patas posteriores e perda do equilibrio seguida
por crise clonica generalizada, com duracdo aproximada de 40 a 60 segundos (LEITE et. al.,

1990; CAVALHEIRO et. al., 1991).

A avaliacdo do perfil circadiano mostrou que as crises espontaneas tendem a ocorrer
mais frequentemente durante o periodo diurno, com uma freqiiéncia de duas a trés crises por
semana. Alguns animais apresentam crises agrupadas, porém, a freqliéncia total dessas crises
é semelhante aquelas dos animais com crises regulares (LEITE et. al., 1990; CAVALHEIRO

et. al., 1991).

Apb6s uma crise convulsiva os animais apresentam-se sonolentos e desenvolvem
comportamento agressivo se manipulados. Quando 0s animais apresentam crises com

componente tonico esse comportamento é exacerbado (LEITE et. al., 1990).

Lemos e Cavalheiro (1994), demonstraram uma correlacdo positiva entre duragdo do
status epilepticus, perda neuronal no hipocampo e reorganizacdo sinaptica com o surgimento
de crises espontaneas recorrentes. Demonstraram que era necessario um periodo minimo de 30
minutos de status epilepticus para que houvesse o desenvolvimento de crises recorrentes.
Observaram ainda que, a intensidade da reorganizacdo sindptica guardava relacdo com a
freqliéncia de crises espontaneas e sugeriram que a perda neuronal no hilo do giro dentado
poderia ser o fator desencadeante do processo de reorganizacao sinaptica das fibras musgosas.

Nos diversos periodos do modelo da pilocarpina sdo observadas alteracoes

eletrogréficas. No periodo agudo, imediatamente apds a injecdo de pilocarpina, um ritmo teta
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substitui a atividade de fundo hipocampal e uma atividade rapida de baixa amplitude ocorre no
cortex. Surgem, em seguida, atividade rapida com alta voltagem e espiculas no hipocampo. As
espiculas propagam-se para outras regides, incluindo o cortex cerebral, e evoluem para crises
eletrograficas. Essas crises recorrem a cada 3 a 5 minutos levando, finalmente, ao status
epilepticus que permanece por um periodo proximo de 12 horas. Em seguida, a atividade

epiléptica diminui gradualmente nas horas seguintes (LEITE et. al., 1990).

No periodo silencioso, 24 a 72 horas ap6s o status epilepticus, o eletrocorticograma
(ECoG) tende a se normalizar, desaparecendo mais lentamente a atividade espicular

hipocampal (LEITE et. al., 1990).

Nas primeiras crises espontaneas observa-se atividade paroxistica apenas no hipocampo,
sem alteragdes nos registros corticais. Durante esses episddios 0s animais tornam-se
acinéticos, apresentam piscamento dos olhos, clonia das vibrissas e movimentos de
mastigacdo. Nas crises seguintes, ocorre propagacao da atividade paroxistica para as regides
corticais e 0s eventos ictais apresentam maior duracdo. As crises espontaneas Sao
caracterizadas por trens de atividade espicular no hipocampo, seguidos da mesma atividade no
cortex. A duragdo raramente excede 60 segundos e é substituida por uma atividade de fundo
deprimida com espiculas interictais freqlentes. As crises surgem sem nenhum padrdo
indicativo das mesmas, no entanto, um EcoG de ondas lentas de sono é substituido por um

padréo de despertar antes do inicio da crise (LEITE et. al., 1990).

A validade de um modelo experimental é confirmada a medida que ele responde as
drogas antiepilépticas de forma semelhante a observada na epilepsia humana (CAVALHEIRO

& LIMA, 1984; MELDRUM, 1986). Os modelos experimentais que reproduzem os diversos
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componentes da epilepsia humana sdo usados para o estudo dos mecanismos geradores das
crises epilépticas, bem como na avaliagdo de drogas com potencial anticonvulsivante
(PORTER & NADJ, 1987). O status epilepticus induzido pela pilocarpina é atenuado ou
mesmo abolido se os animais sdo pré-tratados pela administracdo sistémica de diazepam,
clonazepam, fenobarbital, valproato e trimetadiona, enquanto que a difenilhidantoina e a
carbamazepina sao ineficazes na fase aguda (TURSKI et. al., 1987). Na fase cronica, as crises
espontaneas tém sua freqliéncia reduzida pelo uso de fenobarbital, carbamazepina, fenitoina e
acido valproico, enquanto que a etossuximida ndo tem efeito terapéutico sobre a frequéncia

das crises (LEITE & CAVALHEIRO, 1995).

1.4 Morte Subita nas Epilepsias

O fendmeno de morte subita tem sido relacionado a epilepsia desde 1910 (MUNSON,
1910). No entanto, para um melhor entendimento desse fenémeno, o congresso internacional
sobre epilepsia € morte subita, ocorrido em Londres em 1996, prop6s uma definicdo para
morte subita: o dbito deve ocorrer de maneira ndo traumatica, sem afogamento, pode ter ou
ndo relatos de crise, excetuando-se status epilepticus, e os exames realizados ap6s a morte ndo

podem revelar causas anatbmicas ou toxicoldgicas para a morte (NASHEF, 1997).

Vaérios estudos relatam que a incidéncia de morte stbita em pacientes com epilepsia é
maior do que em ndo portadores dessa sindrome, se analisada a populacdo como um todo
(RODIN, 1968; ZIELINSKI, 1974; WOODBURRY, 1978). Enquanto que alguns estudos
mostram uma prevaléncia de morte subita em portadores de epilepsia de 1 para 1000
(TERRENCE, WISOTSKEY, PERPER; 1975; TENNIS et. al., 1995) outros indicam que tal

fendmeno é mais freqiiente, em uma proporc¢édo de 1 para cada 100 individuos com epilepsia
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(FREYTARG & LINDENBERG ,1964; HIRSCH & MARTIN ,1971).

1.4.1 Alteragdes Cardiovasculares nas Epilepsias

O fenbmeno de morte subita em epilepsia ainda ndo esta totalmente esclarecido, no
entanto, uma possivel explicacdo é que este poderia ter causa cardiogénica. Sabe-se que as
arritmias sdo acompanhadas por uma ativacdo neural tanto em humanos quanto em modelos
experimentais (NATELSON, 1985; LATHERS & SCHRAEDER , 1982; . NATELSON &
CHANG, 1993) além disso, alguns pesquisadores observaram isquemia miocardia
(DEVINKSY, PRINCE, COHEN, 1986 ) e arritmias (BLUMHARDT, SMITH, OWEN,
1986) em pacientes com epilepsia do lobo temporal, enquanto que outros estudos relatam
tracados eletrocardiograficos normais em grande numero de pacientes com epilepsia

(KEILSON et .al.,1986)

A correlacdo epilepsia/morte subita ndo é de ocorréncia tdo rara quanto se acreditava
(TERRENCE, WISOTSKEY, PERPER, 1975; FREYTARG & LINDENBERG, 1964;
HIRSCH & MARTIN, 1971). Em uma anélise de 66 casos de mortes subitas associadas com
crises epilépticas Leestma et. al. (1984), demonstraram que 40 % das vitimas morreram em
seus leitos, o que exclui a possibilidade de morte acidental. Foi observada lesdo cerebral em
60 % dos casos, provavelmente em virtude das crises epilépticas. O mecanismo que poderia
explicar estas mortes envolveria arritmias cardiacas mediadas por eventos autondmicos que

podem ocorrer durante as crises epilépticas.

De fato, alteragdes cardiovasculares e cerebrais verificadas em 6rgdos necropsiados de

pacientes que morreram subitamente apds crises epilépticas tém sido freqlentemente
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descritas. Falconer e Rajs (1976) efetuaram necropsias em 9 pacientes que morreram sem
causa aparente, com detalhamento macro e microscopico dos coracdes e cérebros destes
pacientes. Foi observado edema cerebral, dilatacdo e hipertrofia cardiaca, fibrose miocardica
associada com atrofia ou degeneragdo miofibrilar, além de lesGes vasculares caracteristicas de
condigdo poés-hipoxia, similares a uma cardiomiopatia isquémica, também observada no

infarto do miocérdio (DASHEIFF & DICKINSON, 1986).

Além das alteracGes anatdbmicas e funcionais relatadas acima, evidéncias mostram
também um aumento na atividade do sistema nervoso simpatico durante as crises epilépticas.
Benowitz et. al. (1986) demonstraram em ovelhas adultas portadoras de epilepsia induzida
pela bicuculina um aumento nos niveis plasmaticos de catecolaminas (noradrenalina e
adrenalina), o que levou a um aumento inicial nas pressdes sistémica (sistolica e diastélica) na

artéria pulmonar e na freqiiéncia cardiaca.

As arritmias induzidas por crises epilépticas podem contribuir para aumentar o risco de
morte subita em pacientes com epilepsia quando comparados com a populacdo geral
(EARNEST et. al., 1992) Elas tém sido registradas mais freqiientemente na epilepsia do lobo
temporal do que em outros tipos de epilepsias (BLUMHARDT, SMITH, OWEN, 1986; .

VAN RIJCKEVORSEL, SAUSSO, DEBARSY, 1995).

Vérios dados na literatura mostram a presenca de taquicardia ictal em pacientes com
crises parciais complexas de origem no lobo temporal. Marshal et. al. (1983), descreveram 12
pacientes que foram monitorados através de video-EEG e ECG simultaneamente, observando
a ocorréncia de taquicardia durante as crises epilepticas. Paralelamente, Zijimans et. al. (2002)

observaram que ocorre um aumento na freqliéncia cardiaca de pelo menos 10 batimentos por
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minuto um pouco antes do inicio das crises em 93% dos pacientes; em 23% das crises (49%

dos pacientes) a taquicardia precedeu o inicio clinico e eletrogréfico das crises.

Alguns dados clinicos sugerem o envolvimento do sistema nervoso parassimpatico
durante as crises epilépticas, evidenciado por bradicardia sinusal (KIOK et. al., 1986).
Entretanto, a bradiarritmia € menos frequente do que a taquiarritmia (HOWELL &
BLUMHARDT, 1989; EPSTEIN, SPERLING, O’CONNOR, 1992; LIEDHOLM &

GUDJONSSON, 1992; . DEVINKSY, PACIA, TATAMBHOTLA, 1997).

1.4.2 Medicamentos Antiepilépticos e Fun¢do Cardiovascular

Por outro lado, véarios estudos tém correlacionado o uso de antiepilépticos com
alteracbes da funcdo cardiovascular (TOMSON et. al., 1996). A fenitoina apresenta
propriedades antiarritmicas e deprime a hiperatividade dos nervos simpéticos cardiacos
(LATHERS & SCHRAEDER, 1982). J4& a carbamazepina aumenta o ténus simpatico do
sistema nervoso autonomo (DEVINKSY, PERRINI, THEODORE, 1994). Essa mesma droga
ainda € conhecida por diminuir a conducao atrioventricular, podendo assim aumentar o risco
de arritmias (HERZBERG, 1978). Paralelamente, a carbamazepina e a oxcarbazepina podem
causar secrecdo inapropriada do horménio antidiurético, causando hiponatremia, fenémeno
que pode estar associado com o quadro de morte subita nas epilepsias (KLOSTER,
BORRESEN, HOFF-OLSEN, 1998). Os benzodiazepinicos (ex. clonazepam) tém sido
associados com o aumento do risco de morte subita em criangas principalmente com
encefalopatias associadas (SANKAR & HOLMES, 2004). Esse fendbmeno pode estar
relacionado a quadros de disfagia, infeccGes recorrentes do trato respiratério (por

hipersecrecdo bronquica), refluxo gastroesofagico e aspiracao, especialmente pelo aumento da
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salivacdo, um efeito colateral importante desses medicamentos (RINTAHAKA et. al., 1999).



20

2. OBJETIVOS

A epilepsia é a doenca neuroldgica cronica mais comum na populacdo mundial e
pacientes portadores desta patologia apresentam uma maior incidéncia de morte subita quando

comparados com a populacéo geral.

Utilizando o modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina, o objetivo deste trabalho é
analisar, através de duas abordagens metodoldgicas desenvolvidas em nosso nicleo de
pesquisa, a freqliéncia cardiaca e a pressdo ventricular do coracdo de ratos com epilepsia e
compara-las com ratos normais, com o intuito de verificar uma possivel correlagdo entre o

fendmeno de morte subita nas epilepsias e a atividade intrinseca do coracao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Para a realizacdo deste trabalho utilizamos 12 ratos machos, da raca Wistar, adultos,
pesando entre 200 e 250g no inicio dos experimentos divididos em dois grupos iguais:
controle (n=06) e com epilepsia (n=06). Os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de So Paulo e confinados no Biotério Central da Universidade de Mogi
das Cruzes. Os animais ficaram alojados em grupos de cinco ratos, em gaiolas apropriadas,
onde tiveram livre acesso a comida e agua. As condic¢Bes do biotério obedecem a um ciclo
claro-escuro de 12 horas (claro: 7:00h - 19:00h), sendo a temperatura ambiente mantida

constante entre 21* 1°C.

3.2. Substancias Quimicas Envolvidas

As drogas utilizadas neste trabalho serdo discriminadas a seguir, de acordo com a
procedéncia: Pilocarpina (Merck S.A. Industrias Quimicas) e metil escopolamina (Da Sigma
Chemica Co.). O cloridrato de pilocarpina foi dissolvido em uma concentracdo de 40mg/ml,

enguanto que a metil-escopolamina, em uma concentragédo de 0,4mg/ml.

3.3. Inducéo do Modelo de Epilepsia Induzida pela Pilocarpina

Para obtencdo de animais com epilepsia (periodo cronico do modelo da pilocarpina)

utilizamos o modelo da pilocarpina. No desenvolvimento deste trabalho utilizou-se a dose de

350 mg/kg para todos os animais. Esta droga foi injetada intraperitonealmente e os seus efeitos
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foram observados e classificados segundo a metodologia descrita por Turski et. al (1983a) os

quais ja foram previamente descritos na introducéo deste estudo.

Todos os animais injetados com pilocarpina, foram pré-tratados sub-cutaneamente com
metil-escopolamina (1 mg/kg), 30 minutos antes de injecdo da pilocarpina. A administracdo da
metil-escopolamina teve por finalidade atenuar os efeitos periféricos provocados pela injecdo

de pilocarpina.

Os ratos tanto do grupo controle quanto do submetido ao modelo tinham 60 dias de
idade no inicio dos experimentos Um periodo de 50 dias foi esperado como forma de
assegurar que o0s ratos sobreviventes ao periodo agudo estivessem na fase cronica do modelo,
visto que nosso biotério ndo esta equipado com sistema de captacdo de imagem em tempo

integral.

Ap0s este periodo os ratos estavam prontos para o inicio das analises dos parametros

cardiacos.

3.4. Medicao da Frequéncia Cardiaca in vivo

Para se estudar a freqliéncia cardiaca (FC) dos ratos com e sem epilepsia, utilizamos
uma montagem (Figura 1), j& testada em nosso laborat6rio, que nos permite monitorar a
atividade elétrica do animal, sem que os eletrodos sejam presos em seu corpo. Isto é de
fundamental importancia, pois qualquer objeto preso ao corpo do animal, incomodando-o,
pode estressa-lo e provavelmente alterar sua FC outra vantagem é que este aparato apresenta

valor reduzido visto que foi todo construido (exceto o osciloscopio) em nosso laboratério
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utilizando materiais de baixo custo.

Esta montagem visa simular o ambiente do rato de laboratorio, ela é composta
basicamente por uma caixa de acrilico opaco, plataformas de ago inoxidavel, uma caixa

comutadora, um amplificador de biopotenciais e um osciloscépio.

1 !_4‘\
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Figura 1: esquema do sistema de medicdo de fc: 1) caixa de acrilico com eletrodos de
captacdo; 2) comutador dos eletrodos; 3) amplificador; 4) osciloscépio.

A caixa de acrilico tem 170mm de largura por 115mm de profundidade por 230mm de
altura e possui 4 fendas laterais por onde os eletrodos de aco inox sdo introduzidos. Estes, sdo
pecas cortadas de uma folha de 1mm de espessura, com 60mm de largura e 170 mm de

comprimento, dobradas de forma a se sustentarem na caixa com o peso do animal.

Ligado a cada eletrodo temos um fio cuja terminacdo é conectada a um dos conectores
da caixa de comutacdo. Esta caixa tem como funcdo possibilitar que as entradas do
amplificador sejam trocadas manualmente, de acordo com a posi¢do do animal dentro da
caixa. A situacdo ideal (melhor visualizacdo da atividade elétrica do coracdo no osciloscépio)

é aquela na qual as duas patas dianteiras do animal estdo ligadas as duas entradas do
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amplificador diferencial, e uma das patas traseiras esta ligada a referéncia do amplificador. No

entanto, vale salientar também que ja obtivemos bons registros em outras situacées.

3.4.1 Método para coleta da FC in vivo

O animal € colocado dentro da caixa de acrilico, previamente limpa, com uma solucédo
de 1mM de acido acético. A limpeza com &cido, seguida de secagem com papel toalha é

fundamental para eliminar odores provenientes do animal anterior.

Nos primeiros minutos, o rato apresenta-se agitado, movimentando-se pela caixa e
farejando o ambiente. Posteriormente, o rato passa a se movimentar com menos intensidade e
frequéncia. Ap6s 15 minutos, tempo estipulado para habituacdo do rato a caixa, € iniciada
entdo a comutacdo dos plugs dos cabos do amplificador conectores da caixa de comutagéo,
com o objetivo de se obter um sinal que possibilite facilmente o reconhecimento dos picos do
complexo QRS do ECG do animal (Figura 2). Este procedimento é simples, levando em
media 2 minutos. A frequéncia cardiaca instantanea, em Hz, é simplesmente o inverso do

intervalo RR (Ir-r) medido em segundos.

e i i i
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Figura 2 - Registro tipico obtido com rato Wistar adulto.
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3.5. Estudo dos corac0es isolados

3.5.1 Solucdes

Durante a limpeza do coragdo e no comeco dos experimentos utilizamos a solucdo de
Krebs-Henseleit (KH) com a seguinte composi¢do (em mM ): NaCl 126,4 ; KCI 4,6 ; KH,PO
1,2; MgSO4 1,2; NaHCO3 13,6 ; CaCl, 1,5 ; GLICOSE 11,11, pH 7,4 a 36 °C, saturado com

95% de 0,,5% de CO..

3.5.2 A Camara Experimental

Foi utilizada uma cadmara experimental (Figura 3), desenvolvida em nosso laboratorio,
que permite a realizacdo dos experimentos de forma bastante controlada e reprodutivel. Esta

camara permite que:

a) O coragdo isolado seja mantido sob perfusdo com solucdo fisiologica, de forma
retrograda pela aorta (preparacéo de Langendorf);

b) A temperatura da solucdo seja controlada;

c) A solucéo seja continuamente borbulhada com Carbogénio (95%0, + 5%CO;) de modo
que o pH seja mantido constante.

d) A pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo durante a sistole seja monitorada.
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Figura 3 - Figura esquemaética da camara experimental. Ao centro, temos o
compartimento inferior e superior, interligado por uma mangueira de perfusdo (1) e uma
mangueira lateral (2), (3) bomba peristaltica, (4) cilindro de carbogénio,(5) e (6)
mangueiras para conducdo de carbogénio e circulacdo da solugdo respectivamente, (7)
canula para a aorta, (8) e (9) resisténcias, (10) fonte de tensédo (11) transdutor de presséo.

3.5.3. Monitoracao da pressao ventricular e da freqiéncia cardiaca

Como mostrado na figura 3, um transdutor de pressdo (TP) esta acoplado a uma
derivacdo do duto que leva a solucdo de perfusdo até o coracdo, em um ponto proximo a
canula. A pressdo medida pelo transdutor durante as contracfes é amplificada e registrada em
um osciloscépio digital com interface para impressora. A partir destes registros, pudemos
levantar os dados relevantes para caracterizar a atividade mecanica dos corages: a freqiiéncia
cardiaca espontanea (Hz), convertida posteriormente para bpm, e a pressao maxima

desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (mmHg).

3.6. Metodologia de Medicéo

Apesar do sistema de medicdo poder medir pressdes absolutas, optamos por estudar
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apenas a variacao da pressao intraventricular promovida pelo coracdo durante sua contragéo, e
ndo os valores de pressdo diastdlica e sistolica. Esta opgdo foi feita pois a pressdo de base,
medida quando o coragdo ndo estd contraindo, esta relacionada muito mais com a altura da
coluna de perfusdo que utilizamos, do que com a presséo diastélica do coragdo. Para evitar
qualquer tipo de confusdo posteriormente, chamaremos a variagdo da pressao intraventricular

apenas de pressao (P).

Enquanto o coracdo esta sendo perfundido, a cada contracdo, o ventriculo esquerdo
exerce uma pressdo e faz a solucédo fluir em sentido contrario ao da perfusao, provocando uma
P na camara do transdutor. O TP capta esta pressdo (um sinal mecanico) e gera um sinal
elétrico proporcional & mesma. Assim, para cada contragdo, temos um sinal elétrico
proporcional a pressao e a freqiiéncia cardiaca. No entanto, este sinal ndo corresponde a uma
contracdo isovolumétrica, pois a solucdo que se encontra dentro do ventriculo flui em direcao

retrograda pela mangueira de perfusao.

Para que pudéssemos registrar um sinal proporcional a P e a frequéncia cardiaca,
modificAvamos a posicdo da valvula de forma a impedir o fluxo retrégrado da solucao,

colocando-a em uma posicdo como mostrado na Figura 4.
Porta de
entrada

Transdutor de ] 7
pressio | : :

Tortieira de
trés wias

Fluze dewide & Ti
contracio ventricular
:
metal

Figura 4 - Desenho esquematico da posicdo da torneira de 3 vias durante medicédo da
pressdo intraventricular. O coragdo, preso a céanula de metal, exerce uma pressdo
quando contrai que é transmitida até o transdutor de pressao pela solucao fisiologica.
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Assim, durante a medicéo da P e da FC, a torneira de trés vias permanece aberta apenas
em dois sentidos (transdutor e coracdo). Como podemos notar (Figura 5), o sinal vai
decrescendo com o tempo. Isso se da, pois, como a via de perfusdo esta fechada, a cada
contragdo, um pouco da solucéo que se encontrava no transdutor acaba perfundindo o coragéo
e se perdendo para o meio. Para termos o valor de P durante uma contracdo isovolumétrica

utilizamos apenas a amplitude do primeiro sinal.

3.7. Curva de Calibracéo do Sistema

Para que pudéssemos converter o sinal de saida do amplificador (V), em presséo
(mmHg), levantamos uma curva de calibragdo do sistema, utilizando um esfigmomanémetro
(aparelho utilizado para medir pressdo arterial em seres humanos) para gerar uma presséo

conhecida.

A montagem experimental foi preparada normalmente, com solucdo, bomba peristéltica,
controle de temperatura, TP, amplificador, osciloscépio e registrador, como se fossemos
trabalhar com um coracdo. Ap6s a montagem completa realizamos uma simulacdo do
coragdo, conectando a mangueira do esfigmomandmetro a canula. Com o esfigmomanémetro
aplichvamos uma pressao conhecida em mmHg. Em resposta a pressao aplicada obtinhamos a
leitura de uma tensdo em mV no osciloscopio. Com os dados (pressdo X tensdo) levantamos

uma curva de calibracdo apresentada na Figura 5.
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Figura 5- Curva de calibracdo do sistema de medicdo da pressdo intraventricular. Ao alto
temos a equacdo da reta e a correlacdo obtida ap6s regressao linear.

A correlacdo r e a reta de regressdo estao estreitamente relacionadas. A correlacéo r é o
coeficiente angular da reta quando medimos x e y em unidades padronizadas (mede a
intensidade e a direc&o da relacéo linear entre duas variaveis). O quadrado da correlagdo, r?, é
a fracdo da variacdo dos valores de y, devida a variacées em X, (MOORE, 2000).

Através da regressdo linear, obtivemos a equacdo (Eq 1) que nos permite obter P a partir

da medida de V.
P (mmHg) = 35,954V (V) + 0,5128V Eq1

Os sinais elétricos registrados em papel sdo medidos e, substituidos um a um na equacao

1 e assim convertidos em pressdo (mmHg).

E importante ressaltar que os valores obtidos com este procedimento de calibragéo
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concordaram com 0s sinais obtidos ao utilizarmos os dois botdes de autocalibracdo do TP

representados em vermelho na Figura 5.

3.8. Preparacdo da amostra e Protocolo Experimental

Cada animal foi sacrificado por concussdo cerebral. O coragéo foi retirado e imerso
em solucdo KH, de modo que o sangue pudesse sair de suas camaras e vasos. Em cada grupo,

N, o nimero de animais, deve ser entre 5 e 8, dependendo da variabilidade dos dados obtidos.

Uma vez que 0 coragdo teve suas camaras e vasos limpos, sua aorta foi canulada e ele
foi montado na camara experimental. O coracgdo foi entdo perfundido retrogradamente com
KH, até alcancar o equilibrio, o que tipicamente ocorreu entre 15 e 30 minutos. Porém, para
maior seguranga, a coleta foi realizada aos 40 minutos. O registro obtido no osciloscéopio

(Figura 6) foi entdo impresso e analisado posteriormente.
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100 ms

Figura 6- Registro da pressédo exercida na coluna de liquido pela contracdo do
ventriculo. A regido destacada em vermelho apresenta a onda analisada. O formato
de onda encontrado imediatamente antes da regido destacada se deve ao
movimento de fechamento da torneira de trés vias.

500 mY
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3.9. Analise de dados

Para determinar se houve ou ndo diferenca estatistica, entre os animais dos grupos
estudados, foi utilizado o teste T student. Para cada um dos parametros, freqiiéncia cardiaca e
pressdo, consideramos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos quando p <

0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Frequéncia Cardiaca in vivo

Os resultados obtidos mostram que a FC in vivo, ou seja sob influéncia do sistema
nervoso autbnomo, de base de animais com epilepsia €, em média, maior (346 + 7 bpm)
guando comparadas com 0s animais pertencentes ao grupo controle (307 + 9 bpm). A analise
estatistica mostra significancia entre as diferencas dos grupos (p= 0,0054 / t= 3,50869) (Figura

7).

350:
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50 +

Controle Experimental

Figura 7- Médias e erros padrdo das médias da FC de ratos sem e

com epilepsia (in vivo)

4.2. Frequéncia Cardiaca in vitro

As médias das FC in vitro dos ratos com epilepsia (176 £ 6 bpm) e dos controles (175

+ 7 bpm) néo apresentaram diferencas significativas (p= 0,99913 / t= -0,00112) (Figura 8).
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Figura 8- Médias e erros padrdo das médias da FC de coragdes
isolados de ratos sem e com epilepsia (in vitro)

4.3. Pressao Ventricular in vitro

Como apresentado na Figura 9, as pressdes ventriculares de coragdes isolados de ratos
com epilepsia apresentaram, em média, valores mais altos (61 + 4 mmHg) que os coragdes
isolados de ratos sem epilepsia (55 £ 2 mmHg), porém ndo ha significancia estatistica (p=

0,29216 / t= 1,112).

60 —
50 —
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Figura 9- Médias e erros padrdo das médias da pressao ventricular
de corac0es isolados de ratos sem e com epilepsia (in vitro)
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5. DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo foi avaliar se 0os coragdes de ratos com epilepsia
apresentavam alteracOes intrinsecas capazes de aumentar risco de morte subita. Nesse sentido,
foram controladas variaveis como idade, sexo e tempo de patologia, permitindo analisar a FC
tanto sob influéncia modulatéria do sistema nervoso central (in vivo) quanto sem esta
influéncia (in vitro). Nossos resultados mostraram que os valores da FC in vivo estéo elevados
nos animais com epilepsia (342+8 bpm) quando comparados com 0s animais pertencentes ao
grupo controle (296+7 bpm). Por outro lado, os valores obtidos in vitro de ambos 0s grupos,
tanto de FC quanto da PV, ndo mostraram diferencas significativas p= 0,99913 para FC in

vitro e p = 0,29216 para PV in vitro.

A inclusdo de uma anormalidade cardiaca como causa de morte subita entre portadores
de epilepsia ndo é um evento simples, pois a existéncia de cardiopatia hipertrofica, miocardite,
anormalidades do sistema de conducdo elétrica e outros substratos patolégicos s6 podem ser
detectados através de exames histologicos (COHLE et. al., 2002; CONRADO et. al., 2001).
Nesse sentido, varios trabalhos que verificaram as possiveis alteragdes do sistema
cardiovascular em pacientes portadores de epilepsia que morreram subitamente n&o indicam 0s
métodos utilizados (THOM et. al., 2003; KLOSTER e ENGELSKJON, 1999; LEESTMA et.
al., 1989, 1997; NILSSON et. al., 1999; SALMO e CONNOLLY, 2002). Além disso, para que
uma necropsia mais detalhada possa ser realizada, o estado de decomposi¢do do tecido € de
fundamental importancia, no entanto, em varios estudos histoldgicos, fatores como o tempo
entre a morte e a andlise ndo sdo mencionados (THOM et. al.,2003; KLOSTER e
ENGELSKJON, 1999; LEESTMA et. al., 1989, 1997; NILSSON et. al., 1999; SALMO e

CONNOLLY, 2002; SHIELDS et. al., 2002).
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Do ponto de vista morfoldgico, Painter e coloaboradores (1993) mostraram a
existéncia de hipertrofia cardiaca em 8 de 10 pacientes portadores de epilepsia que morreram
ap6s um episodio de status epilepticus. Paralelamente, a ocorréncia de outras alteracGes
também foram demonstradas por outros autores, como fibrose das artérias coronarias, fibrose
do miocérdio, atrofia dos midcitos, degeneracdo miofibrilar, fibrose subendocardial,
infiltracdo de leucdcitos, edema de tecido condutor e anormalidades morfoldgicas do sistema
de conducdo (KLOSTER & ENGELSKJON, 1999; NATELSON et. al., 1998; FALCONER

& RAJS, 1976; OPESKIN et. al., 2000).

Seguindo essa linha de pensamento, estudos experimentais mostraram a ocorréncia de
hipertrofia cardiaca 8 a 12 dias a inducdo de status epilepticus em ratos através da injecao de
litio/pilocarpina. Neste estudo os autores sugerem que 0 tempo em que 0S animais
permaneciam em status epilepticus ndo era um fator determinante no aumento da hipertrofia

(WALTON et. al., 1993).

Como citado anteriormente, ha varios estudos que estudam a funcéo cardiaca durante
as crises epilépticas, utilizando-se para isto, 0 monitoramento simultaneo através do ECG e
EEG. E importante salientar que este tipo de trabalho é capaz de analisar de maneira fidedigna
os eventos modulatorios do sistema cardiovascular, porém, ndo é possivel afirmar se o tecido
cardiaco dos pacientes com epilepsia apresenta qualquer anormalidade intrinseca que sugira
algum risco aparente de morte subita. As crises epilépticas estdo geralmente associadas a um
aumento da freqliéncia cardiaca (OPHERK et. al., 2002; KEILSOM et. al., 1987; NEI et. al.,
2000) e o monitoramento concomitante do ECG/EEG de pacientes com epilepsia revelou a

existéncia de arritmias nos mesmos (KEILSON et. al., 1987). Nesse sentido, a ocorréncia de



36

depressdao do segmento S-T e um prolongamento do segmento Q-T foi detectado nesses

individuos (TAVENOR et. al., 1996; TIGARAN et. al., 2003)

Durante o periodo interictal, os resultados obtidos em nosso estudo corroboram com
os dados de Drake et. al. (1993). Esses autores investigaram os ECGs de 75 pacientes com
epilepsia e encontraram uma FC mais elevada quando comparada com individuos da mesma
idade e sem patologia cardiaca e neuroldgica associada. Este trabalho ainda mostrou que os
pacientes com crises parciais complexas apresentam FC mais elevada quando comparadas

com pacientes com crises generalizadas.

A origem anatdmica da atividade epiléptica no SNC também é um aspecto interessante
para ser abordado. Uma atividade epiléptica com origem na amigdala, giro cingulo e cortex
insular tem sido relacionadas com inducdo de arritmias como: taquicardia supraventricular,
taquicardia sinusal, bradicardia sinusal, bloqueio atrio-ventricular e assistole. (Devinsky et
al.,1994). Dessa maneira, como o hipocampo e a amigdala sdo estruturas do sistema limbico
altamente conectadas entre si, poderemos sugerir que a perda neuronal e a reorganizagao
sinaptica existente na formacdo hipocampal dos animais com epilepsia no modelo da
pilocarpina (MELLO et. al., 1993; CAVALHEIRO, 1995) pode ser um dos fatores
responsaveis pelo pelo aumento da FC encontrado em nosso trabalho. Paralelamente, um
estudo recente desenvolvido por Ansakorpi et. al. (2004) mostrou que pacientes com epilepsia
do lobo temporal, com e sem a presenca de esclerose mesial temporal, apresentam alteracfes
da variabilidade da FC e das respostas de reflexos cardiovasculares, sugerindo que as
estruturas do lobo temporal desempenham um papel importante na regulacdo de parametros

cardiacos.
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Além das alteracGes anatdmicas e funcionais, evidéncias mostram também um aumento
na atividade do sistema nervoso simpatico durante as crises epilépticas (BENOWITZ et
al.,1986). Além disso, trabalhos posteriores com seres humanos sugerem um aumento da
atividade simpaética cardiovascular em pacientes portadores de epilepsia tanto no periodo ictal
quanto interictal, corroborando com os dados iniciais citados acima (DEVINSKY et. al., 1994;
FAUSTMAN e GANZ, 1994). Como em nosso trabalho encontramos apenas alteragdo da FC
in vivo nos animais com epilepsia, podemos sugerir que sob a influéncia do sistema nervoso
autdbnomo, o coragdo dos animais cronicamente epilépticos pode apresentar alteracdes

funcionais que aumentam a probabilidade de ocorréncia de morte subita em epilepsia.

O aumento considerado dos niveis plasmaticos de troponina pode ser um importante
marcador de lesdo do tecido cardiaco (GIBBONS et al., 2004). Woodruff et. al. (2003) ndo
encontraram alteragdes nos niveis plasmaticos de troponina em pacientes portadores de
epilepsia, sugerindo dessa maneira, a auséncia de lesdo miocardica nesses individuos. No
entanto, como esses pacientes apresentaram uma elevacdo da FC, os autores sugerem que a
possivel causa primaria de morte subita nos pacientes com epilepsia deve estar relacionada
com a presenca de um evento arritimogénico. Nesse sentido, nossos resultados estéo de acordo
com a proposta de Woodruf et. al., pois provavelmente os cora¢des dos ratos com epilepsia
também ndo devem apresentar alteragdes intrinsecas que sugiram risco aparente de morte
stbita nesses animais, indicando que a causa mais plausivel para este evento se relacione a
atividade modulatéria do coracdo. Por outro lado, ndo realizamos um estudo histolégico em
nosso trabalho e as analises realizadas in vivo ndo permitem quantificar as atividades simpatica
e parassimpaética do coracao, pois a instrumentacdo ndo garante que a FC seja captada por um
longo periodo, 0 que seria necessario para uma analise efetiva da variabilidade da freqiiéncia

cardiaca. Sendo assim, futuros trabalhos desenvolvidos em nosso laboratdrio poderédo elucidar



com mais precisdo o fendmeno de morte subita nas epilepsias.
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6. CONCLUSAO

1) Os coracgdes de ratos com epilepsia, ndo apresentam sua autoritimicidade e funcédo
contractil alteradas intrinsecamente, na medida que s6 foi encontrada alteracdo da

freqliéncia cardiaca in vivo.

2) Sob a influéncia do sistema nervoso autbnomo, este Orgdo pode apresentar
alteracdes funcionais que aumentam a probabilidade de ocorréncia de morte subita em

epilepsia.
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