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AVALIACAO DE PARAMETROS CARDIACOS
EM ANIMAIS COM EPILEPSIA

Possivel causa de morte subita?

Diego Basile Colugnati’, Paulo Alberto Paes Gomes?, Ricardo Mario Arida>,
Marly de Albuquerque?, Roberta Monterazzo Cysneiros?,
Esper Abrao Cavalheiro®, Fulvio Alexandre Scorza”

RESUMO - Dentre as causas de morte subita nas epilepsias (SUDEPE), as disfunc¢des cardiacas tém sido uma
area de interesse. Sendo assim, o objetivo de nosso estudo foi avaliar a freqiéncia cardiaca (FC) (in vivo e in
vitrg e a pressao ventricular (PV) in vitro de ratos com epilepsia induzida pela pilocarpina. Ratos machos, adul
tos, da raga Wistar (n=6) receberam pilocarpina para a indu¢do do status epilepticus. Ratos controles (n=6)
receberam solucdo salina ao invés de pilocarpina. Nossos resultados mostram diferencas significantes na
freqUiéncia cardiaca in vivo entreos grupos estudados. Em contraste, ndo encontramos diferencas entre os
grupos nos experimentos in vitro. Nossos resultados sugerem que sob a influéncia do sistema nervoso
central, o coracdo pode apresentar altera¢des funcionais que aumentam a probabilidade de ocorréncia de
morte subita nas epilepsias.

PALAVRAS-CHAVE: epilepsia, morte subita, coracdo, pilocarpina.

Analysis of cardiac parameters in animals with epilepsy: possible cause of sudden death?

ABSTRACT - Among the causes for sudden death in epilepsy, cardiac dysfunction has been an area of in-
terest. Based on this, the aim of our study was to evaluate the heart rate (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 pilo-
carpine hydrochloride to induce status epilepticus. Control rats (n=6) received saline solution instead pilo-
carpine. Our results showed significant differences in the mean of heart rate in vivo between the groups.
In contrast, we did not find differences during in vitro experiments. Our results suggest a central nervous

system modulation on the heart, which could explain the sudden unexpected death in epilepsy.

KEY WORDS: epilepsy, sudden death, heart, pilocarpine.

A ocorréncia de morte subita tem sido relacio-
nada a epilepsia desde 1910". Varios estudos rela-
tam que a incidéncia de morte stbita em pacientes
com epilepsia é maior do que em ndo portadores
dessa sindrome?*. A SUDEP ainda né&o est4 total-
mente esclarecida; no entanto, uma possivel expli-
cacdo é que esta poderia ter causa cardiogénica.
Paralelamente, estudos anatomicos e patolégicos
indicam injuria tanto do tecido cardiaco quanto ce-

rebral de pacientes com epilepsia que morreram s u-
bitamente, sendo algumas lesées encontradas no
tecido cardiaco semelhantes as encontradas pos
insulto isquémico>®, as quais por si s6 podem agir
na geracao de arritmias. Nesse sentido, estd bem
documentado que as arritmias sdo acompanhadas
por uma ativa¢do neural tanto em humanos quan-
to em modelos experimentais’?.

De fato, o controle modulatério do sistema car-
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diovascular demonstra-se alterado frente crises
epilépticas. Varios estudos relatam altera¢des do
ritmo cardiaco durante, antes e ap6s as crises epi-
Iépticas®'", evidenciadas pela presenca de taquir-
ritmia e bradirritmia, embora as ultimas sejam me-
nos freqlientes®'2. Além do ritmo, altera¢des do tra-
cado eletrocardiografico, como alargamento do seg
mento QT e infra desnivelamento do ST, também
sdo relatadas’'¥, sendo mais freqlentes em pa-
cientes com epilepsia do lobo temporal'®.

Baseados no exposto acima, o objetivo de nosso
estudo foi analisar a frequéncia cardiaca e a pres-
sdo ventricular in vivo e in vitro do coracdo de ratos
com epilepsia. Para tal, utilizamos o modelo de epi-
lepsia induzido pela pilocarpina,, o qual apresenta
semelhanca fisiopatolégica com a epilepsia do lobo
temporal em seres humanos'.

METODO

Animais — Para a realizacdo deste trabalho utilizamos
12 ratos machos, da racaWistar, adultos, pesando entre
200 e 2509 no inicio dos experimentos, os quais foram
divididos em dois grupos distintos: A) grupo controle
(n=6) e B) grupo experimental (animais com epilepsia,
n=6). Os animais foram provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Sdo Paulo e confinados no
Biotério Central da Universidade de Mogi das Cruzes.
Os animais foram alojados em grupos de cinco ratos, em
gaiolas apropriadas, onde tiveram livre acesso a comida
e agua. As condicdes 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. Os protocolos experimentais utilizados neste tra-
balho foram aprovados pelo Comité de Etica em mani-
pulacdo e experimentacdo animal da Universidade de
Mogi das Cruzes (CEMEA/UMC).

Inducdo do modelo de epilepsia pela pilocarpina —
As drogas utilizadas para obtencdo deste modelo de
epilepsia apresentaram a seguinte procedéncia: pilocar-
pina (Merck S.A. Industrias Quimicas), metil escopola-
mina (Sigma Chemica Co.) e diazepan (Sigma Pharma).
O dloridrato de pilocarpina foi dissolvido em concentra-
¢do de 40 mg/ml, enquanto que a metil-escopolamina,
em concentrag¢do de 0,4 mg/mL.

Para obtencdo de animais com epilepsia utilizamos
o modelo da pilocarpina. No desenvolvimento deste tra-
balho utilizou-se a dose de 350 mg/kg para todos os ani-
mais. Esta droga foi injetada intraperitonealmente e os
seus efeitos foram observados e classificados segundo
a metodologia descrita por Turski e colaboradores’@.

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 finali-
dade atenuar os efeitos periféricos provocados pela
injecdo de pilocarpina. Ap6s 6 horas de status epilepti -
cus, a crise foi interrompida com diazepan (10 mg/kg,
i.p.). Os animais pertencentes ao grupo controle rece-
beram todos os tratamentos que os animais experimen-
tais, com excecdo da pilocarpina, nos quais receberam
solucao salina 0,9%.

Medicdo da frequiéncia cardiaca in vivo — Para se
estudar a frequéncia cardiaca (FC) dos ratos com e sem
epilepsia, utilizamos uma montagem (Fig 1) ja testada
em nosso laboratério, que nos permite monitorar a ativi-
dade elétrica cardiaca do animal, sem que os eletrodos
sejam presos em seu corpo. Isto é de fundamental impor-
tancia, pois qualquer objeto preso ao corpo do animal
podera estressa-lo, alterando sua FC.

Esta montagem é composta basicamente por uma
caixa de acrilico opaco, plataformas de aco inoxidavel,
uma caixa comutadora, um amplificador de biopoten-
ciais e um osciloscopio.

%

3
Amplificador

Fig 1. Esquema do sistema de medicdo de fC: 1) caixa de acrilico com eletrodos de captacdo; 2)

comutador dos eletrodos; 3) amplificador; 4) osciloscopio.
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Fig 2. Registro tipico obtido com rato Wistar adulto.
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Fig 3. Figura esquemdtica da cdmara experimental. Ao centro, temos o compartimento inferior
e superior, interligado por uma mangueira de perfusdo (1) e uma mangueira lateral (2), (3)
bomba peristdltica, (4) cilindro de carbogénio, (5) e (6) mangueiras para conducdo de carbogénio
e circulagdo da solugédo respectivamente, (7) cdnula para a aorta, (8) e (9) resisténcias, (10) fonte

de tensdo (11) transdutor de presséo.

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 introdu-
zidos. Estes sdo pecas cortadas de uma folha de Tmm
de espessura, com 60mm de largura e 170 mm de com-
primento, 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 posicdo do animal dentro da caixa. A situacdo ideal
(melhor visualizacdo da atividade elétrica do corac¢do
no osciloscépio) é aquela na qual as duas patas diantei-
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Fig 4. Registro da pressdo exercida na coluna de liquido pela contracdo do ventriculo. A
regido destacada 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.
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Fig 5. Graficos das médias e erros padrdo da FC in vivo (A), FC in vitro (B) e pressées
ventriculares in vitro (C). * Indica significincia estatistica p= 0,0054.
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ras do animal estdo ligadas as duas entradas do ampli-
ficador diferencial e uma das patas traseiras esta ligada
a referéncia do amplificador.

Método para coleta da FC in vivo — O animal é colo-
cado dentro da caixa de acrilico, previamente limpa, com
solucdo de TmM de acido acético. A limpeza com é&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.
Posteriommte, o rato passa a se movimentar com me-
nos intensidade e frequéncia. Apds 15 minutos, tempo
estipulado para habituacdo do rato a caixa, é iniciada a
comutacao dos plugs dos cabos do amplificador conec-
tores da caixa de comutacdo, com o objetivo de se obter
um sinal que possibilite facilmente o reconhecimento dos
picos do complexo QRS do ECG do animal (Fig 2). Este
procedimento é simples, levando em média 2 minutos. A
freqUéncia cardiaca instantanea, em Hz, é simplesmente
o inverso do intervalo RR (IR-R) medido em segundos.

Estudo dos coragées in vitro: Solu¢cées — Durante a
limpeza do coracdo e no comeco dos experimentos uti-
lizamos a solucdo de Krebs-Henseleit (KH) com a seguin-
te composi¢do (em mM ): NaCl 126,4; KCl 4,6; KH,PO 1,2;
MgsO, 1,2; NaHCO, 13,6; CaCl, 1,5 GLICOSE 11,11, pH
7,4 a 36°C, saturado com 95% de O,, 5% de CO,.

Cédmara experimental — Foi utilizada uma camara ex-
perimental (Fig 3), desenvolvida em nosso laboratoério,
gue permite a realizacdo dos experimentos de forma bas-
tante controlada e reprodutivel. Esta camara permite que:
a) O coracdo isolado seja mantido sob perfusdo com
solugdo fisiolégica, de forma retrégrada pela aorta (pre-
paracdo de Langendorf); b) a temperatura da solucdo seja
contrdada; ) a solugdo seja continuamente borbulhada
com Carbogénio (95% O, + 5% CO,) de modo que o pH
seja mantido constante; d) a pressdo desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo durante a sistole seja monitorada.

Monitoragdo da pressdo ventricular e da frequiéncia
cardiaca - Como mostrado na Figura 3, um transdutor
de pressao (TP) esta acoplado a uma deriva¢do do duto
gue leva a solucdo de perfusdo até o coracdo, em um
ponto préoximo a canula. A pressdo medida pelo trans-
dutor durante as contracdes é amplificada eregistrada
em um osciloscopio digital com interface para impre s-
sora. A partir destes registras, pudemos levantar os da-
dos relevantes para caracterizar a atividade mecanica
dos coragdes: a freqUiéncia cardiaca espontanea (Hz),
convertida posteriormente para bpm, e a pressdo maxi-
ma desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (mmHg).

Preparacdo da amostra e protocolo experimental —
Todos os animais foram eutanasiados por concussao ce-
rebral 60 dias ap6s a injecdo de pilocarpina'8. O cora-

¢ao foi retirado e imerso em solu¢do KH, de modo que
o sangue pudesse sair de suas cdmaras e vasos. Uma vez
que o coracdo teve suas camaras e vasos limpos, sua aor-
ta foi canulada e o 6rgdo montado na camara experi-
mental. O coracdo foi entdo perfundido retrogradamen-
te com KH, até alcancar o equilibrio, o que tipicamente
ocomeu entre 15 e 30 minutos. Porém, para maior segu-
ranca, a coleta foi realizada aos 40 minutos. O registro
obtido no osciloscépio (Fig 4) foi entdo impresso e ana-
lisado posteriormente.

Andlise dos 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 (frequéncia cardiaca e pressao), consi-
deramos diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos quando p < 0,05.

RESULTADOS

De acordo com o modelo de epilepsia limbica de-
senvolvido neste estudo, a presenca de status epi-
lepticus ocorreu ap6s a administragao i.p. de pilo-
carpina (350mg/kg) e todos os animais que sobre-
viveram ao estado de mal epiléptico desenvolveram
crises espontaneas e recorentes. O estado de mal
epiléptico teve duragdo de 6 horas, quando os ani-
mais tornavam-se ndo responsivos aos estimulos am-
bientais, retornando gradativamente a seu com-
portamento normal dentro de 24 horas. O periodo
silencioso teve duracdo média de 16 dias. As crises
espontaneas erecorrentes caracterizaram-se pelo
aparecimento de movimentos mastigatorios, pisca-
mento e eventual salivagdo seguida por abalos cl6-
nicos de um ou dos dois membros anteriores. A esse
comportamento se segue elevacdo do tronco sobre
as patas posteriores concomitantemente a clonias
das patas anteriores, para finalmente perder o equi-
librio postural e apresentar convulsdo tonico-clénico
generalizada. Esta seqiéncia de eventos durou
apraimadamente 60 segundos.

Do ponto de vista cardiaco, os resultados obti-
dos em nosso estudo mostram que a FC in vivo (sob
influéncia do sistema nervoso auténomo) dos ani-
mais com epilepsia é maior (346 = 7 bpm) quando
comparada com os animais pertencentes ao grupo
contrde (307 = 9 bpm). A andlise estatistica mostra
significancia entre as diferencas dos grupos (p=
0,0054 / t= 3,50869) (Fig 5A).

Por outro lado, as médias das FC in vitro dos ra-
tos com epilepsia (176 = 6 bpm) e dos controles
(175 = 7 bpm) ndo apresentaram diferencas signi-
ficativas (p=0,99913 / t=-0,00112) (Fig 5B).

Como apresentado na Figure 5C, as pressdes ven-
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triculares de coragdes isolados de ratos com epi-
lepsia apresentaram, em média, valores mais altos
(61 £ 4 mmHg) que os coragdes isolados de ratos
sem epilepsia (55 + 2 mmHg), porém nao ha sig-
nificancia estatistica (p=0,29216 /t=1,112).

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a FC e PV in vivo e
in vitro do corac¢do de ratos com epilepsia. Neste
trabalho foi possivel controlar varidveis como ida-
de, sexo e tempo de patologia, permitindo analisar
a FC tanto sob influéncia modulatéria do sistema
nervoso central (SNC) (in vivo) quanto sem esta in-
fluéncia (in vitro). Nesse sentido, nossos resultados
mostraram que os valores da FC in vivo estdo ele-
vados nos animais com epilepsia quando compa-
rados com os animais sem patologia associada. Por
outrolado, os valores obtidos in vitro de ambos
os grupos, tanto de FC quanto da PV, ndo mostra-
ram diferencas significativas.

Do ponto de vista morfolégico, estudos post
m o rtem do tecido cardiaco de pacientes com epi-
lepsia que morreram subitamente evidenciam a
p resenca de hipert rofia cardiaca, fibrose das art é-
rias coronarias, fibrose do miocardio, atrofia dos
midcitos, degenerac¢do miofibrilar, fibrose suben-
docardial, infiltracdo de leucécitos, edema de te-
cido condutor e anormalidades morfolégicas do
sistema de conduc¢ado'?2. Apesar de alguns estudos
experimentais mostrarem a ocorréncia de hiper-
trofia cardiaca 8 a 12 dias apés a inducdo de status
epilepticus por litio/pilocarpina??, estudos prévios
do nosso grupo (dados ndo publicados) ndo apon-
tam diferencas na relagdo massa cardiaca/corpérea
entre os animais com e sem epilepsia, ndo nos per-
mitindo associar a SUDEP com possiveis alteracoes
morfolégicas do tecido cardiaco.

Além disso, o aumento considerado dos niveis
plasmaticos de troponina pode ser um importante
m a rcador de lesdo do tecido cardiaco?*. Woodruff
e colaboradores® ndo encontraram alteracdes nos
niveis plasmaticos de troponina em pacientes por-
tadores de epilepsia, sugerindo dessa maneira, a
auséncia de lesdo miocardica nesses individuos. No
entanto, como esses pacientes apresentaram ele-
vacdo 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 arritmogénico. Nesse sentido, nos-
sos resultados estdo de acordo com essa proposta,
pois os coracdes dos ratos com epilepsia também

nao devem apresentar alteragdes intrinsecas que
sugiram risco aparente de morte subita, indicando
que a causa mais plausivel para este evento se re-
lacione a atividade modulatéria do coracao.

A origem anatémica da atividade epiléptica no
SNC também é um aspecto interessante para ser
abordado. Uma atividade epiléptica com origem
na amigdala, giro cingulo e cértex insular tem sido
relacionada com indug¢do de arritmias como: taqui-
cardia supraventricular, taquicardia sinusal, bradi-
cardia sinusal, bloqueio atrio-ventricular e assis-
tole?. Dessa maneira, como o hipocampo e a amig-
dala sdo estruturas do sistema limbico altamente
conectadas entre si, poderemos sugerir que a per-
da neuronal e a re o rganizacao sinaptica existente
na formagao hipocampal dos animais com epilepsia
no modelo da pilocarpina’?” pode ser um dos fa-
tores responsaveis pelo aumento da FC encontrado
em nosso trabalho. Paralelamente, um estudo re-
cente desenvolvido por Ansakorpi e colaborado-
res’® mostrouque pacientes com epilepsia do lobo
temporal, com e sem a presenca de esclerose me-
sial temporal, apresentam altera¢des da variabili-
dade da FC e das respostas de reflexos cardiovascu-
| ares, sugerindo que estas estruturas cerebrais de-
sempenham um papel importante na regulagao
de parametros cardiacos.

As crises epilépticas estdo geralmente associadas
a um aumento da freqUéncia cardiaca'’ e o moni-
toramento concomitante através dos métodos de
video ECG/EEG durante as crises revela a existéncia
de arritmias® e altera¢des do tracado eletrocar-
diografico (depressdao do segmento S-T e prolon-
gamento do segmento Q-T)3%3'. Por outro lado,
durante o periodo interictal, os resultados obtidos
em nosso estudo corroboram com os dados de Dra-
ke e colaboradores'. Esses autores investigaram
os ECGs de 75 pacientes com epilepsia e encontra-
ram FC mais elevada quando comparada com indi-
viduos da mesma idade e sem patologia cardiaca
e neurolégica associada. Este trabalho ainda mos-
trou que os pacientes com crises parciais complexas
a p resentam FC mais elevada quando comparadas
com pacientes com crises generalizadas.

Em concluséo, nosso estudo sugere que o cora-
¢do dos animais com epilepsia ndo apresenta sua
autoritmicidade e fun¢do contractil alterada intrin-
secamente, uma vez que encontramos somente
altera¢do da frequéncia cardiaca in vivo. Além dis-
so, sob a influéncia do sistema nervoso auténomo,
este 6rgao pode apresentar alteracdes funcionais
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que aumentam a probabilidade de ocorréncia de
morte sUbita em epilepsia. Sendo assim, estudos
estdo sendo desenvolvidos em nosso laboratério
para elucidar com mais precisdo o fendémeno da
morte subita nas epilepsias.
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