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RESUMO

O Topiramato (TOP) € um farmaco antiepiléptico prescrito para o tratamento da
epilepsia em criangas partir dos dois anos de idade. A administragcdo de drogas
antiepilépticas tem sido relacionada com prejuizos da funcédo cardiovascular
verificados através de alteragdes de parametros metabdlicos de risco para saude
vascular, do controle autonémico cardiaco, bem como efeitos pro-arritmogénicos e
aumento do risco de morte subita. Contudo, estudos sobre os possiveis efeitos sobre
o sistema cardiovascular a longo prazo apés a administragdo de TOP durante um
periodo critico do desenvolvimento, como a infancia, ainda sdo escassos. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo investigar os possiveis efeitos a longo prazo da
administracao de TOP durante a infancia sobre parametros cardiovasculares de ratas
e ratos. Ratas e ratos Wistar foram alocados em gaiolas comuns para que
acasalassem e a prole proveniente foi randomizada em 4 grupos experimentais, sendo
estes: grupos controle: CTR1 ou CTR2, fémeas e machos, respectivamente, que
receberam agua de torneira por gavagem e grupos TOP1 e TOP2, fémeas € machos
que receberam TOP 41 mg/kg/dia, respectivamente. As administragdes tiveram inicio
no dia pés-natal 16 (DPN16) e término no DPN28. Na vida adulta (fémeas a partir do
DPN 85 na fase estro e machos DPN 119), os animais foram submetidos a
cateterizagcdo da artéria e veia femoral e, 24 horas, os registros cardiovasculares
foram realizados. A administracdo de TOP durante a infancia nao alterou os
parametros cardiovasculares basais, como pressao arterial média (PAM), frequéncia
cardiaca (FC), pressao arterial sistolica (PAS) e pressao arterial diastolica (PAD) na
vida adulta para ambos os sexos. Da mesma forma, ndo houve alteragdo na
variabilidade da presséo arterial sistolica (VAPS), variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC), na efetividade do barroreflexo em repouso, nas respostas hemodinémicas a
drogas vasoativas (fenilefrina ou nitroprussiato de s6dio) ou ainda sobre as respostas
pressora e taquicardica frente ao estresse de restricao agudo. Entretanto, em ratas, a
avaliacao da atividade do barorreflexo mostrou elevagao do slope bradicardico (slope
CTR1=-2,164 + 0,3034; n=7; slope TOP1= -3,221 + 0,3639; n= 6; p=0,0458; t= 2,251)
e do ganho (CTR1: -1,427 + 0,158 bpm/mmHg; TOP1: -2,402 £ 0224 bpm/mmHg;
p=0,0033). Em machos, a sensibilidade e ganho do barroreflexo e os parametros
obtidos da curva sigmoide ndo diferiram entre os grupos CTR2 e TOP2. Assim,
concluimos que a administracdo de TOP durante a infancia apresenta um perfil seguro
em contexto de programacgéo do desenvolvimento de doengas cardiovasculares, uma
vez que, ndo promove alteragdes a longo prazo do controle da fungao deste sistema,
tanto em repouso, quanto sob estresse em ratos e ratas, mas eleva o ganho do
barorreflexo de ratas na vida adulta. Entretanto, mais estudos s&o necessarios para
responder os mecanismos envolvidos na diferenca da resposta barorreflexa em ratas
tardiamente.

Palavras-chave: topiramato; antiepilépticos; infancia; barorreflexo; DOHaD.
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ABSTRACT

Topiramate (TOP) is an antipileptic drug approved by Food and Drug Administration
(FDA) for the epilepsy treatment in children. Previously data have been correlated
antiepileptic drugs (AEDs) therapy with cardiovascular impairments and increased
metabolic markers for cardiovascular risk and cardiovascular autonomic dysfunction.
However, the long-term effects of TOP administration in critical windows of
development, such as in the infancy is still unknown. Therefore, we sought to assess
the long-term cardiovascular effects of TOP administration during infancy in adult male
and female rats. Wistar rats were subjected to mating and the offspring were
randomized into 4 experimental groups: control groups; CTR1 or CTRz, females and
males, respectively, treated with tap water; TOP1 and TOP2 groups, females and males
submitted to administration of TOP 41 mg/kg/day, respectively. The administrations
took place via gavage and started on postnatal day 16 (PND16) and ended on PND28.
In adulthood, male and female rats underwent to femoral artery and vein
catheterization (females from PND 85 in estrus and males PND 119) and after 24
hours, cardiovascular records were obtained. TOP administration during childhood did
not change cardiovascular baseline parameters, such as mean arterial pressure
(MAP), heart rate (HR), systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure
(DBP) in adulthood females and males Wistar rats. No changes were observed in the
variability of systolic blood pressure (VAPS), heart rate variability (HRV), in the
effectiveness of the baroreflex, in the hemodynamic responses by vasoactive drugs
(phenylephrine or sodium nitroprusside) or in the pressor and tachycardic response
acute restraint stress, both male and female. However, in female rats, baroreflex
assessment by vasoactive drugs in adulthood increased the bradycardic slope (slope
CTR1=-2.164 + 0.3034; n=7; slope TOP1=-3.221 + 0.3639; n= 6; p=0.0458; t= 2.251)
and gain (CTR1: -1.427 £ 0.158 bpm/mmHg; TOP1: -2.402 + 0224 bpm/mmHg;
p=0.0033), after phenylephrine infusion. In adult males, the baroreflex sensitivity, gain
and the parameters obtained from the sigmoid curve did not differ between the CTR:2
and TOP2 groups. We conclude that TOP administration during childhood presents a
safe profile in developmental programming context, since it does not promote long-
term changes of cardiovascular function, both in rest and stressed in rats, but it
increases the baroreflex gain of female rats in adult life. However, more studies are
required to answer the mechanisms involved in the difference in the baroreflex gain in
female rats later.

Key words: topiramate; antiepileptic drug; childhood; baroreflex; DOHaD.
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1. INTRODUGCAO

O sistema cardiovascular exerce diversas fungdes na manutencdo da
homeostase, uma vez que € responsavel por garantir agdes como, o transporte de
gases, transporte horménios, controle da temperatura, além de garantir a distribuicéo
apropriada do fluxo sanguineo aos tecidos e o6rgaos. O controle das fungdes
cardiovasculares pode ser subdividido em trés niveis basicos, sendo estes, o controle
local, que inclui componentes metabdlicos, endoteliais e miogénicos; a regulagao
central desempenhada por meio de estimulos periféricos enviados a nucleos
localizados no bulbo; bem como o controle central dado por integracdo com regides
supra bulbares. A manutencao da presséao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)
conta com regulagdes a curto e longo prazo devido a integracdo dos reflexos
periféricos ao sistema nervoso central, modulando a reposta autonémica eferente
sobre os vasos e o coragdo (FOLKOW,1987; DUMPNEY, 2016).

O coragao € inervado por neurdnios pds-ganglionares que realizam acgdes
antagbnicas sobre a atividade cardiaca. A inervagdo vagal é representada pelo
sistema nervoso autbnomo parassimpatico que, por meio da liberagcado de acetilcolina
nos terminais sinapticos, diminui a FC via receptores muscarinicos presentes no né
atrioventricular e sino atrial, sendo responsavel pelo controle do ténus cardiaco. Ja o
sistema nervoso autbnomo simpatico promove elevacado da FC através da liberagao
da noradrenalina nos terminais sinapticos permitindo sua agéo sobre receptores 31
adrenérgicos, tanto sobre o né sinoatrial e atrioventricular quanto sobre agao direta da
noradrenalina sobre o miocardio. Deste modo, tanto o sistema nervoso auténomo
parassimpatico, quanto simpatico modulam a atividade cardiaca frente a estimulos
levando a alteragdes da FC (cronotropismo), velocidade de condugédo dos impulsos
elétricos (dromotropismo) e for¢ca de contragdo cardiaca (inotropismo), variando de
acordo com a preponderancia da atividade simpatica ou parassimpatica (DUMPNEY,
2016; SALMAN, 2016).

Ademais, o sistema nervoso autbnomo simpatico inerva diretamente as
artérias, arteriolas e veias que, através da acdo da noradrenalina via receptores a1
adrenérgicos, eleva a PA. Contudo, ja se tem estabelecido que as terminagdes
nervosas simpaticas também exercem efeitos vasopressores através da liberagao de
neuropeptideo Y e ou adenosina trifosfato (ATP) sobre receptores Y1 e purinérgicos
(P2X), respectivamente (SALMAN, 2016).
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Além disso, o sistema cardiovascular conta com o barorreflexo que consiste em
mecanorreceptores localizados no seio carotideo e arco adrtico que promovem o
controle momento a momento da PA. A elevacdo de PA sobre os barorreceptores
estimulam vias aferentes excitatérias que se direcionam a nucleos bulbares
promovendo a liberagdo de glutamato no nucleo do trato solitario (NTS) que, também
via acao glutamatérgica, é capaz de estimular areas como, o nucleo ambiguo (NA) e
nucleo motor dorsal do vago (NMDV) ou bulbo ventrolateral caudal (CVLM), sendo os
dois primeiros responsaveis por modular o ténus parassimpatico sobre o coragao
através da acetilcolina nos seus terminais sinapticos, enquanto que o ultimo promove
modulagdo do tdnus simpatico sobre os vasos através da inibicdo (via uma sinapse
gabaérgica) dos neurbnios do bulbo ventrolateral rostral (RVLM) (DAMPNEY et al.,
2002; DAMPNEY, 2016). Os neurdnios pré motores simpaticos do RVLM apresentam
atividade ténica que é importante para a manutencgao do ténus vasomotor simpatico e
da presséo arterial basal (DAMPNEY et al., 2016).

O quimiorreflexo, também localizado no seio carotideo e arco aodrtico, é
composto por terminagdes nervosas sensiveis as redugdes da pressao parcial de
oxigénio no sangue e, de mesmo modo, as aferéncias provenientes deste sistema
estimulam o NTS que, posteriormente, e diferentemente do barorreflexo, estimula de
maneira direta, via acao glutamatérgica, os neurbnios pré-sinapticos do RVLM
aumentando a saida simpatica sobre os vasos e o coragdo (GUYENET; KOSHIYA,
1995).

Esta bem estabelecido na literatura que os estimulos periféricos advindos dos
mecanorreceptores e quimiorreceptores também s&o transmitidos as regides supra
bulbares (DAMPNEY et al., 2002) e que algumas dessas regides, tais como, o nucleo
Kolliker-Fuse, cortex cerebral e hipotalamo, por exemplo, sdo capazes de modular a
atividade dos neurbnios do RVLM frente a diversas situagcdes comportamentais
(DAMPNEY et al., 1994).

Ja a regulagao cardiovascular a longo prazo conta com fatores neuro-humorais,
como alteracdo de hormodnios circulantes a partir da ativacdo do sistema
simpatoadrenal ou do sistema renina-angiotensina-aldosterona que atuam
perifericamente e/ou centralmente sobre a PA e FC. O sistema simpatoadrenal,
aumenta a secrecdo de catecolaminas das células cromafins adrenais que atuam

sobre receptores adrenérgicos modulando respostas cardiacas e pressoras. Ja o
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sistema renina-angiotensina-aldosterona promove o aumento de angiotensina Il que
exerce inumeras fungdes, tais como, a vasoconstricdo direta ao se ligar aos seus
receptores (AT1), elevando a resisténcia vascular periférica; aumento da secreg¢ao de
aldosterona, contribuindo para o aumento da volemia por acdo nos tubulos renais;
acentua a liberagdo de norepinefrina nos terminais sinapticos dos neurbnios
simpaticos; ou ainda através da atuacgdo central sobre 6rgaos circunventriculares,
como a area postrema e o érgao subfornical que também favorece a atividade

simpatica sobre o sistema cardiovascular (SALMAN, 2016).

Além disso, a regulacéo do sistema cardiovascular pode apresentar diferengas
entre individuos do sexo masculino e feminino. Em mulheres, observa-se maior
atividade parassimpatica sobre o coracdo, maior FC e variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), além de menor PA quando estes parametros sdo comparados a
homens de mesma idade (KOENIG; THAYER, 2016; KITTNAR, 2019). Ademais, o
sistema cardiovascular feminino sofre influéncias das flutuacbes hormonais
decorrentes do ciclo menstrual, sendo que mulheres na idade reprodutiva apresentam
menores indices de doencgas cardiovasculares, comparativamente a homens na
mesma idade, devido ao papel protetor desempenhado pelos estrogénios sobre o
sistema cardiovascular (KITTNAR, 2020).

Os estrogenos participam do controle do tébnus vasomotor, uma vez que,
promovem alteracdo da expressdo génica apds sua ligagdo com receptores
intracelulares presentes na musculatura lisa das células vasculares e do endotélio,
tais como ERB e EBa (MENDELSOHN; KARAS, 1999). A ligacédo de 17 - estradiol
(E2), em ambos os receptores, é capaz de promover a sintese de 6xido nitrico (NO),
aumento da expressdo do RNAm da enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS),
além de induzir rapida ativagcao da eNOS e aumentar a sensibilidade das células da
musculatura lisa a fatores vasodilatadores, como acetilcolina e prostaglandinas,
levando assim a um relaxamento da vasculatura (USSELMAN; STACHENFELD;
BENDER, 2016).

Junto a isso, ensaios utilizando cardiomidcitos isolados de ratas demonstraram
que administragcao de estrégenos foi capaz de evitar danos as células decorrentes da
exposicao a agentes responsaveis por promover estresse oxidativo, como o peréxido
de hidrogénio (WANG et al., 2010). O aumento da producgéo de espécies reativas de

O2 danifica as células endoteliais, comprometendo o controle da contratilidade
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vascular, uma vez que leva a redugédo da biodisponibilidade de NO (VIRDIS et al.,
2000; USSELMAN; STACHENFELD; BENDER, 2016). Além disso, mulheres que
foram ovariectomizadas, exibiram menor resposta vasodilatadora a acetilcolina
(VIRDIS et al., 2000).

Assim, mulheres durante a menopausa exibem decréscimo das concentragdes
de horménios sexuais, levando assim a maior incidéncia de doencas cardiovasculares
nesse periodo (HURTADO; CELANI; GEBER, 2016). Estudos tém demonstrado que
mulheres que realizam reposicdo hormonal exibiram aumento das concentragdes
plasmaticas de HDL e menor incidéncia de doencgas cardiovasculares, reforcando
assim a importancia da manutencdo dos niveis de estrogenos para saude
cardiovascular (MOREAU et al., 2013).

A progesterona também exerce efeitos cardioprotetores, desencadeando
aumento da sintese de NO decorrente da maior atividade da eNOS, apds a sua ligagéo
com receptores de membrana alfa (mPRa), mediado pelas vias da fosfoinositideo 3-
quinase/ proteina quinase B (PI3K/Akt) e MAP quinase (PANG; DONG; THOMAS,
2015). Junto a isso, os androgénios exercem efeitos sobre o sistema cardiovascular
de maneira direta apds a sua ligagao com receptores intracelulares ou ainda apés a
conversao da di-hidrotestosterona em E2 pela aromatase, sendo que, concentragdes
normais de androgénios em homens estiveram associadas com diminuido risco para
o desenvolvimento de aterosclerose enquanto seu decréscimo com maior risco da
ocorréncia de doenga cardiaca coronariana. Ja em mulheres, os androgénios estéo
associados com prejuizos da fungdo cardiovascular, pois reduzem a
biodisponibilidade de NO e eleva as concentracdes de citocinas pro inflamatdrias, bem
como o estresse oxidativo (STANHEWICZ; WENNER; STACHENFELD, 2018).

Adicionalmente aos fatores mencionados, diversas condigdes fisiolégicas como
a menopausa (HURTADO; CELANI; GEBER, 2016), sedentarismo e obesidade
(WANG et al., 2019), doengas neuropsiquiatricas (KIDWELL, ELLENBROEK, 2018) e
a exposicao a agentes estressores durante o desenvolvimento (BARRETO et al.,
2016), por exemplo, sdo capazes de trazer prejuizos a saude e ao desenvolvimento

da fungao cardiovascular.

Desde a década de 80, tem se consolidado a associacido entre o

desenvolvimento de doengas cardiovasculares ao longo da vida decorrente da
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exposicao a condicdes estressoras em periodos criticos do desenvolvimento.
Individuos nascidos das mulheres expostas a fome Holandesa, apos a segunda
guerra mundial, apresentaram maior incidéncia no surgimento de doengas crdnicas
como, cancer de mama, diabetes tipo 2, acidente vascular encefalico, doencas
cardiovasculares e hipertensdo (BARKER, OSMOND, 1986; KOUPIL et al., 2007;
PORTRAIT; TEEUWISZEN; DEEG, 2011).

Diante disso, estabeleceu-se que exposi¢cao a agentes estressores durante
periodos criticos do desenvolvimento do organismo, como o periodo intrauterino,
infancia e adolescéncia, é capaz de programar a saude do individuo aumentando a
sua susceptibilidade para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares na vida
adulta (BARKER et al., 1993; KUHLE et al., 2017). Nesse contexto, se estabelece o
conceito DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) o qual tém buscado
compreender origem e progressao de doengas crénicas nao transmissiveis (HAUGEN
et al., 2014; ISGANAITIS, 2019).

Atualmente, ja se € estabelecido que o surgimento tardio de doengas cronicas
nao transmissiveis esta correlacionado com alteragdes epigenéticas. Modificagcdes
epigenéticas consistem em mudangas na expressdo de genes, sem mudangas na
sequéncia do DNA, tais como a metilagdo do DNA, modificagcdo de histonas por
metilacdo, acetilacdo ou fosforilagcdo de aminoacidos constituintes, além do
silenciamento génico por RNAs n&o codificantes como os microRNAs, levando a

programacgoes a longo prazo da saude (BIANCO-MIOTTO et al., 2017).

Junto a isso, a literatura tem reportado que drogas antiepilépticas sdo capazes
de alterar a expressao de genes, promovendo hipo ou hipermetilagdo de /loci
especificos através da inibicdo e ou ativagao dos subtipos de DNA metiltransferases,
ou ainda por meio da desacetilagdo de histonas (KONG; MA; ZONG, 2020). A
administragao in vitro de acido valproéico para neurbnios e células da glia de ratos,
reduziu a metilagdo de regides promotoras para a sintese de proteinas associadas a
migracdo neuronal, como Reelina e acido glutdmico descarboxilase 67 (Gad67)
(DONG et al., 2010). Ademais, o uso de farmacos antiepilépticos em criangas e
adolescentes, como o topiramato (TOP), esteve relacionado com modificagdes
epigenéticas da expressao de enzimas correlacionadas a fatores de risco para saude
cardiovascular (CHENG, PRASAD; RIEDER, 2010).
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O TOP é um dos farmacos que compde a nova geragdo de drogas
antiepilépticas (AEDs), aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento de epilepsia em criangas a partir de 2 anos de idade, tanto para uso em
monoterapia, quanto para terapia adjuntiva (DODGSON; SHANK; MARYANOFF,
2000; SHANK et al., 2000). Suas caracteristicas farmacodinamicas incluem uma gama
de mecanismos de agao tais como, o bloqueio dos canais de Na* e Ca*? dependentes
de voltagem, o efeito antagonista sobre um subtipo de receptor para o glutamato, o
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico (AMPA) e cainato, além da
potencializagdo da ac&o do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA)
sobre seu receptor GABAa (SHANK; GARDOCKI; VAUGHT, 1994). Tais acgdes
farmacolégicas sao responsaveis por diminuir a hiperexcitabilidade neuronal, uma vez
que levam a hiperpolarizacao celular, reduzindo as crises convulsivas associadas ao
quadro epiléptico (SHANK et al., 2000). O TOP também é aprovado pela FDA para a
profilaxia da enxaqueca para adolescentes entre 12 e 18 anos de idade (FDA, 2014).

Nas ultimas décadas, a literatura vem reportando associacdes entre o uso de
AEDs com prejuizos na fungéo cardiovascular. Os efeitos adversos dos AEDs incluem
alteracbes de marcadores metabdlicos considerados de risco para a saude
cardiovascular. A administracdo de carbamazepina em homens e mulheres foi
responsavel pela elevagdo das concentragdes séricas de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), HDL e de colesterol total (TC) (SVALHEIM et al., 2010). Chuang e
colaboradores (2011) também observaram elevagdes nas concentragbes de TC e LDL

em adultos epilépticos tratados com carbamazepina ou fenitoina.

Alteragdes do perfil lipidico a partir da administragdo de AEDs também foram
observadas em criangas epilépticas, uma vez que o tratamento com carbamazepina
ou acido valproico apés 6, 12 e 24 meses (VOUDRIS et al.,, 2006), ou ainda,
fenobarbital, carbamazepina ou acido valpréico por mais de 12 meses (TUMER et al.,
2002), levaram a elevagbes das concentragdes séricas de lipoproteina A. A
farmacoterapia com carbamazepina resultou no aumento das concentragdes de
triglicerideos, TC e consequente alteragcdo da razédo colesterol/ HDL (KEENAN,
SADLIER, WILSHIRE, 2014). A monoterapia com fenitoina em criangas
epilépticasresultou em elevagdes das concentragées de HDL, ja para o tratamento
com carbamazepina verificou-se aumento do TC, HDL e LDL (SHANKYAN et al.,
2013).



19

Junto a isso, um estudo prospectivo observou elevagdes das concentracdes de
apolipoproteina B, bem como da razado apolipoproteina B/ apolipoproteina A a partir
da administragcdo de TOP (KIM et al., 2014). El-Farathy e colaboradores (2015)
apontaram ainda para aumento das concentragdes séricas de lipoproteina A, LDL e
diminuicdo de HDL durante a monoterapia com TOP em pacientes com menos de 18

anos.

O uso de AEDs em pacientes epiléticos tém sido correlacionados com
alteracbes da espessura da camada intima média da artéria cardtida (CA-IMT). O
tratamento com carbamazepina, fenitoina, acido valproico foi responsavel pelo
aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio e proteina C reativa na artéria
carétida e maior espessamento da CA-IMT (CHUANG et al., 2011; MEHRPOUR et al.,
2013; SHANKYAN et al., 2013; LAl et al., 2017). A administracdo de TOP também foi
responsavel por promover elevagado do espessamento da CA-IMT, os quais foram
considerados como fatores preditores dessa alteragao, o aumento das concentragdes
plasmaticas de triglicerideos e HDL resultantes do tratamento (EL-FARAHATY et al.,
2015). Ademais, um maior espessamento da CA-IMT foi observado em homens que
realizavam o tratamento com AEDs, incluindo o TOP, comparativamente as mulheres
presentes no estudo (TAN et al., 2009).

Modificacdes das concentragcdes plasmaticas de homocisteina também foram
observadas a partir da farmacoterapia com AEDs em criancas e adolescentes
(KURUL et al., 2007; CHENG, PRASAD; RIEDER, 2010). A administragdo de acido
valproico (NI et al., 2014), leviracetam, oxcarbazepina e TOP também causou
aumento das concentragdes plasmaticas de homocisteina em adultos epilépticos (KIM
et al., 2014; EL-FARAHATY et al., 2015).

Modificacbes do perfil lipidico e nas concentracbes plasmaticas de
homocisteina sdo considerados marcadores de risco para o desenvolvimento de
desordens cerebrovasculares e aterosclerose (DJURIC et al., 2018) ja que favorecem
o desenvolvimento de prejuizos da fungédo vascular, decorrente da alteracdo da
permeabilidade endotelial pelo acumulo de lipoproteinas, ocasionando lesdo na CA-
IMT, levando a uma maior incidéncia para ocorréncia de acidente vascular isquémico
e infarto do miocardio (DANIELS; GREER, 2008).
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O processo aterosclerético subclinico também esteve correlato com alteracdes
autonbmicas cardiacas em criangas ja que as alteragcbes na CA-IMT e
hiperhomocisteinemia foram relacionadas com decréscimo de indices que apontam a

modulagao parassimpatica sobre o coragao (CELIK; CELIK, 2018).

Modificacbes das respostas autonémicas em pacientes epiléticos também
foram observadas a partir do tratamento com AEDs. O tratamento com carbamazepina
em individuos jovens, sem historico de doengas cardiovasculares, esteve relacionada
com o desenvolvimento de taquicardia sinusal. Ja para individuos idosos, a
carbamazepina esteve envolvida com o surgimento de atrasos na condugdo atrio
ventricular e bradiarritimias (KASARKIS et al., 1992) apontando para diferentes

implicagdes do uso dos AEDs na saude cardiovascular de acordo com a faixa etaria.

A atividade cardiaca apresenta variancias em seus intervalos de batimentos,
coordenados através da integragdo dos estimulos periféricos ao sistema nervoso
central os quais podem ser representados por quatro componentes oscilatérios de
frequéncia e amplitude principais: 1) o componente de alta frequéncia (HF), que
representa o tonus parassimpatico; 2) componente de baixa frequéncia (LF), o que
representa a atuagao simpatica; 3) a razao LF/HF, definindo o balango simpato-vagal
cardiaco; e por fim, 4) componente de muito baixa frequéncia (VLF) que parece refletir
a atividade simpética (VANDERLEI et al., 2009; SA et al., 2013). Ha evidéncia na
literatura de que o uso de AEDs esta associado com redugdes no HF, LF e VLF, na
frequéncia cardiaca (FC) e na pressao arterial média (PAM) (PERSSON; ERICSON;
TOMSOM, 2003).

Além disso, alteragdes em registros eletrocardiograficos foram constatadas a
partir do uso de AEDs em individuos epilépticos que realizavam politerapia com AEDs
bloqueadores de canais de Na*, como lamotrigina e fenitoina, ou apenas com
monoterapia com fenitoina levando ao desnivelamento das ondas ST, semelhantes a
sindrome de Brugada, e das ondas J sugerindo maior risco para o desenvolvimento
de alteragdes da condugdo elétrica cardiaca e arritmias (ISHIZUE et al., 2016).
Adicionalmente, o tratamento com carbamazepina foi responsavel pela reducado dos
intervalos RR em pacientes recentemente diagnosticados com epilepsia apos 1 més
de adeséo ao tratamento farmacolégico (PERSSON; ERICSON; TOMSOM, 2003) ou
ainda associado com encurtamento dos intervalos QT em individuos idosos (SAETRE
et al., 2009).
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Ademais, ensaios in vitro demonstraram que a exposigdo de células
embrionarias humanas a lamotrigina, fenobarbital ou fenitoina esteve associada com
potenciais efeitos pro-arritmogénicos dessas drogas, uma vez que levaram a inibigao
da corrente retificadora de ions K* (/) (DANIELSSON et al., 2003). Ainda, a
administracao de lamotrigina também esteve relacionada maior ocorréncia de morte
subita inesperada em pacientes epilépticos devido a alteragdes na repolarizagao
cardiaca (AURLIEN; TAUBOLL; GJERSTAD, 2007).

Outras investigagdes em ensaios in vitro com células tronco também
reportaram prejuizos na atividade contratil de cardiomidcitos, apos a exposigao a
AEDs. A administracdo de acido valpréico levou a inibicdo do desenvolvimento de
batimentos espontaneos de cardiomiécitos de forma dose dependente, bem como da
cardiomiogénese nos corpos embriodes cultivados a partir de células tronco de
camundongos devido ao aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (NA

et al., 2003).

Ademais, AEDs como acido valproico, fenitoina e fenobarbital, administrados
em culturas de células cardiacas embrionarias de galinha, foram responsaveis pelo
decréscimo significativo da atividade contratil de cardiomiécitos apds 48 horas de
exposicao a droga. A administragao de trimetadiona em culturas de células cardiacas
embrionarias de galinha inibiu a capacidade contratil apés 144 horas. Além disso, a
administracdo de acido valproico, fenitoina, fenobarbital e trimetadiona em células
troncos de ratos diferenciadas em cardiomiocitos também promoveu uma inibicdo da
capacidade contratil de maneira dose dependente e consequente queda de viabilidade
celular (AHIR; PRATTEN; 2014).

Assim, diante do exposto, verifica-se que diversos AEDs apresentam possiveis
impactos prejudiciais sobre o funcionamento do sistema cardiovascular, a curto e a
longo prazo. Contudo, ainda n&o ha investigacdes a respeito das possiveis influéncias
do TOP sobre o funcionamento do sistema cardiovascular decorrente da
farmacoterapia durante a infancia, bem como os seus impactos a longo prazo. Desta
forma, a hipétese do presente trabalho € que a administracdo de TOP em periodo
critico do neurodesenvolvimento, como a infancia, pode ocasionar prejuizos

cardiovasculares na vida adulta. 2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito tardio do tratamento com TOP durante a infancia sobre o

sistema cardiovascular de ratas e ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar os efeitos tardios da administracdo de TOP durante a infancia de

ratos e ratas sobre:

1. Parametros cardiovasculares basais (repouso) — pressao arterial média,

frequéncia cardiaca, pressao arterial sistélica e pressao arterial diastdlica;

2. Analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao arterial

sistélica;
3. Analise da sensibilidade do barorreflexo através do método da sequéncia;

4. Anadlise da atividade barorreflexa a partir da administragdo de drogas

vasoativas;
5. Resposta hemodinamica de drogas vasoativas;

6. Respostas cardiovasculares causadas pelo estresse de restricao agudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos e ratas Wistar (70 dias) obtidos do biotério central da Universidade
Estadual de Londrina (UEL) foram transferidos para o biotério setorial para um periodo
de aclimatacao de 7 dias até o inicio dos acasalamentos. Os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas, com maximo de cinco animais por caixa, condi¢gdes de ciclo
claro-escuro de 12 horas, temperatura 22 + 1°C, agua e ragao ofertadas ad libitum.
Apos 7 dias, um rato foi colocado com duas fémeas por gaiola para o acasalamento,
overnight, e separados no periodo da manha para realizagao do esfregago vaginal. A
confirmacao da prenhez foi verificada a partir da observacao de células cornificadas
do ciclo estral somada a presenga de espermatozoides apds observagcao em
microscopia optica (GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007). Uma vez confirmada a
prenhez (dia gestacional zero: DG 0), o acompanhamento das ratas prenhas foi
realizado até o nascimento dos filhotes (dia pés-natal 0: DPNO). No DPN 0, a prole foi
contada, pesada e teve o sexo identificado. Foram mantidos um nimero minimo de 8
e maximo de 10 filhotes (5 machos e 5 fémeas, sempre que possivel), a fim de garantir
homogeneidade durante o periodo de amamentagdo. As ninhadas com numero
excedentes de filhotes tiveram os mesmos eutanasiados por decapitacdo em

guilhotina no DPN 4. O desmame da prole restante deu-se no DPN 21.

3.2. Tratamento

No DPN 16, os animais foram randomizados em quatro grupos experimentais
com tratamento realizado no periodo correspondente ao da infancia em humanos,
DPN 16 ao 28 (MARCO et al., 2011):

Grupo controle1: fémeas CTR1, tratadas com agua de torneira e submetidas
aos protocolos de avaliagéo cardiovascular na vida adulta (a partir do DPN 85).

Grupo topiramato1: fémeas TOP1 (41mg/kg/dia) (Topamax®, Janssen-Cilag,
Brasil). Submetidas a administracdo de TOP com protocolos de avaliagao
cardiovascular na vida adulta (a partir DPN 85).

Grupo controle2: machos CTR2, tratados com agua de torneira, posteriormente

submetidos aos protocolos de avaliagdo cardiovascular (DPN 120).



24

Grupo topiramato2: machos TOP2 (41mg/kg/dia) (Topamax®, Janssen-Cilag,
Brasil), posteriormente submetidos aos protocolos de avaliagéo cardiovascular (DPN
120).

Conforme previamente descrito por Vidigal e colaboradores (2022), a dose de
TOP escolhida foi baseada nas doses aprovadas para o tratamento de epilepsia em
criangas, sendo que as doses terapéuticas variam de 3 a 9 mg/kg/dia. Diante disso,
foi realizado um ajuste dosimétrico com o auxilio da escala body weight 3/4. Foram
considerados os valores de peso corpéreo de criangas de aproximadamente 3 anos
de idade por volta de 12 kg e para roedores no periodo equivalente (13 dias) igual a
30g, atingindo a dose de 40 mg/kg/dia.

A administracao de agua e do TOP em todos os tratamentos foi realizada por

via oral utilizando o método de gavagem.

3.3. Cirurgia para canulagdo de artéria e veia femoral

Os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina e xilazina (100
mg/kg quetamina e 20 mg/kg xilazina, i.p) (Ceva Santé Animale® 12, Sdo Paulo,
Brasil) para a implantagdo de uma canula na artéria femoral, a fim de se obter os
registros de PA e frequéncia cardiaca FC. A veia femoral também foi canulada para a
administracao de drogas vasoativas. As canulas foram compostas por um segmento
de polietiieno PE-10 de 4,5 cm de comprimento soldado a outro segmento de
polietileno PE-50 (Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA) contendo 13 cm de
comprimento, anteriormente preenchidas com salina e heparina (heparina a 0,25%) e
obstruidas com um pino de metal. Apds a canulacio da artéria e da veia femoral, os
segmentos PE-50 foram exteriorizados na regido dorsal dos animais com auxilio de
um trocater e fixados a pele com auxilio de uma sutura cirurgica. Ao fim da cirurgia,
foi administrado o analgésico fluxinina meglumina para analgesia (Banamine®,
Schering Plough, Santo Amaro, Brazil - 2,5 mg/kg, sc). A recuperagao poés cirurgica
se deu em um periodo de 24 horas, onde 0s animais permaneceram em caixas
individuais.

A canulagao dos vasos femorais foi realizada em ratas com idade pds-natal a
partir dos 85 dias de vida e em ratos aos 119 dias, de modo que as ratas foram
destinadas a cateterizagcdo somente apds a verificagdo da fase do ciclo estral (fase
estro), através de esfregaco vaginal e observagao das células caracteristicas da fase
de estro em microscopio (GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007).
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3.4. Registro dos parémetros cardiovasculares basais

Apos a recuperacdo, os animais foram transferidos para a sala para
experimental onde permaneceram por 60 minutos para habituacido ao novo ambiente
antes do inicio do registro de pressao arterial. A canula implantada na artéria foi
conectada a um transdutor de pressao arterial (Powerlab, modelo MLTO0380),
acoplado a um amplificador de sinal (AQCADO4F/AVS Project, Sao Carlos, Brasil)
associado a um sistema computadorizado de registro (Powerlab/ ADInstruments). Os
valores da presséao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), presséao arterial
sistélica (PAS) e pressao arterial diastolica (PAD) foram oriundos da pressao arterial

pulsatil.O registro cardiovascular teve uma duragao de 30 minutos.

3.5. Analise espectral da variabilidade da presséo arterial sistolica (VPS) e da
frequéncia cardiaca (VFC)

Um periodo minimo de 10 minutos de registro da PAS e da FC foi utilizado, a
analise da variabilidade da presséo sistélica e do intervalo de pulso (IP) no dominio
do tempo e da frequéncia foram realizadas pelo programa CardioSeries v2.4 (Daniel
Penteado Martins Dias, Ribeirdo Preto, Brasil), series temporais batimento-a-
batimento foram geradas através do programa LabChart 7.0 (ADInstruments, Bella
Vista, Australia). As séries temporais, batimento-a-batimento, com valores de IP e
PAS foram reamostradas em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por interpolagdo cubica
do tipo spline, para regularizagao do intervalo de tempo entre os batimentos. As séries
com valores interpolados de IP e PAS foram divididas em segmentos com 512 valores
cada, com sobreposig¢ao de 50% (Protocolo de Welch). Os valores interpolados de IP,
os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de baixa
frequéncia (LF: 0,20 — 0,75 Hz) e alta frequéncia (HF: 0,75 — 3,00 Hz), para os valores
de PAS, os segmentos considerados adequados foram integrados em bandas de
muito baixa frequéncia (VLF: 0,02 — 0,2 Hz) e baixa frequéncia (LF: 0,2 — 0,6 Hz), e
os resultados foram expressos em unidades absolutas (ms? ou mmHg?) e
normalizadas (nu). Os valores normalizados foram obtidos por meio do calculo da
poténcia relativa das bandas LF e HF levando em consideragao a poténcia total do
espectro menos a poténcia da banda de muito baixa frequéncia (VLF: < 0,20 Hz). Para
avaliar o balango simpatovagal cardiaco, calculou-se a razdo entre a poténcia das
bandas LF e HF (LF/HF) do espectro do IP.
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3.6. Analise da sensibilidade do barorreflexo — método da sequéncia

Séries temporais batimento-a-batimento de valores de IP e PAS foram
analisados utilizando o programa CardioSeries v2.4 e a sensibilidade do barorreflexo
foi avaliada através do método da sequéncia. A série temporal foi escaneada em
busca de sequéncias com pelo menos trés aumentos progressivos na PAS
acompanhado de trés redugdes progressivas no IP ou trés redugdes progressivas da
PAS acompanhada de aumentos progressivos no |IP. Para detectar as alteragdes na
PAS e IP, os limiares de 0 mmHg e 0 ms foram utilizados, respectivamente. As
sequéncias que apresentaram o coeficiente de correlagdo (r) entre PAS e IP maior ou
igual a 0,8 foram consideradas sequéncias barorreflexas. A sensibilidade do
barorreflexo foi determinada pelo slope da regressao linear das linhas entre PAS e IP
de cada sequéncia barorreflexa. O indice de efetividade do barorreflexo (baroreflex
effectiveness index - BEI) foi calculado dividindo o numero de sequéncias
barorreflexas pelo numero de rampas da PAS (sequéncias de no minimo trés

aumentos ou redugdes progressivas).

3.7. Avaliagéo da atividade do barorreflexo

A atividade do barorreflexo foi testada através da infusdo intravenosa do
agonista seletivo para receptor adrenérgico a1, fenilefrina (50 ug/mi/kg, iv; 0,34ml/min)
(Sigma-Aldrich) ou do doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sodio (50 ug/ml/kg, iv;
0,8ml/min) (Sigma-Aldrich), usando uma bomba de infusdo (Insight, Brasil) (HEAD;
MCCARTY, 1987; RESSTEL; CORREA, 2006). Duas infusdes de fenilefrina e duas
infusbes de nitroprussiato de soédio foram randomizadas e finalizadas apés 50-60
segundos de duragdo com a obtengdo de consideraveis respostas pressoras ou

depressoras, respectivamente.

3.8. Métodos de avaliagéo do barorreflexo

As curvas de barorreflexo foram construidas combinando as variacbes de
pressao arterial média com as respostas de frequéncia cardiaca. Foram
emparelhados os valores das variacbes da pressao arterial média (APAM) e da
frequéncia cardiaca (AFC) e foram plotados para criar curvas sigmoides para cada
rato utilizados para determinar a atividade do barorreflexo (HEAD; MCCARTY, 1987).
A analise do barorreflexo usando curvas sigmoides foi caracterizada por quatro
parametros: (i) P1 (bpm) menor platé da frequéncia cardiaca e P2 (bpm) maior platd
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da frequéncia cardiaca; (ii) Range ou faixa de frequéncia cardiaca (bpm), ou seja,
diferenca entre os valores do platé superior com o inferior; (iii) o ganho (G,
bpm/mmHg), que é o declive médio de entre as curvas +1 e -1 das derivagdes padrao
de BP50. Para analisar as respostas de bradicardia e taquicardia separadamente, foi
combinado os valores de frequéncia cardiaca dos periodos de 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 e 40 mmHg da presséo arterial média e as variagdes foram calculadas. Os valores
foram tracados para criar curvas de regressao linear para cada rato e as suas
inclinagbes foram comparadas para verificar modificagbes no ganho do barorreflexo
(CRESTANI et al., 2011).

3.9. Avaliagdo da resposta hemodinamica a drogas vasoativas

Para avaliacdo hemodinamica, aumentos e redugcdes na pressao arterial média
causados pela infus&o intravenosa de fenilefrina (50 ug/ml/kg, iv; 0,34ml/min) (Sigma-
Aldrich) e nitroprussiato de sédio (50 pg/mi/kg, iv; 0,8ml/min) (Sigma-Aldrich),
respectivamente, foram obtidos para a construgcdo das curvas dose-resposta para
cada droga. Os valores de PAM foram amostrados a cada 5 segundos
cumulativamente desde o inicio da infusdo até o platd da resposta vasoativa para cada
droga. O efeito maximo (Emax) e a dose necessaria para gerar 50% da resposta
(ED50) de cada droga vasoativa foram comparadas entre os grupos experimentais
(CRESTANI et al., 2011).

3.10. Avaliagédo dos efeitos cardiovasculares ocasionados pelo estresse de
restricdo agudo

Ap0s o periodo minimo (30 min) de registro basal de PAM e FC basais, o animal
foi introduzido em um tubo cilindrico plastico (diametro 6.5 cm e comprimento de 15
cm), ventilado por furos, onde permaneceram durante 60 min. A PAM e FC foram
registradas durante todo o tempo. Ao final do periodo de 60 minutos os animais foram
realocados a suas caixas e transferidos para outra sala para eutanasia. Cada animal
foi submetido apenas a uma sesséo de estresse de restricdo (BUSNARDO et al.,
2010; CRESTANI et al., 2010).
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3.11 Drogas

Topiramato (Topamax®, Janssen-Cilag, Brasil) foi dissolvido em agua. O
hidrocloreto de fenilefrina (antagonista seletivo para receptor a1-adrenérgico; Sigma-
Aldrich) e nitroprussiato de sodio desidratado (doador de 6xido nitrico; Sigma-Aldrich)
foram dissolvidos em salina (0,9%). Quetamina e xilazina (Ceva Santé Animale® 12,
Sao Paulo, Brasil) foram utilizadas como anestésicos. Flunixina meglumina

(Banamine®, Schering Plough, Santo Amaro, Brasil) foi utilizada como analgésico.

3.12. Eutanasia
Ao fim dos protocolos experimentais, os animais foram transferidos para outra

sala onde foram submetidos a eutanasia por decapitacédo em guilhotina.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da UEL (CEUA/UEL 100/2018; ANEXO).

3.13. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software Prism 6.0 (GraphPad
Software, USA). A distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk) e homogeneidade (teste
Levene’s) das amostras foram checadas. Os dados foram expressos como média *
erro padrao da média (EPM) e os testes que apresentaram o valor de p menor do que
0,05 foram considerados significantes. Nado houve comparagdo entre machos e
fémeas; apenas os dados do grupo CTR versus o grupo TOP para cada sexo foram
avaliados. Para a analise dos parametros basais, analise espectral da variabilidade
da FC e PAS, BEI e ganho no método da sequéncia, parametros das curvas lineares
e nao lineares do barorreflexo e os parametros Emax e ED50 da resposta
hemodinamica foi utilizado o teste t de Student’s n&o pareado. A curva hemodinamica
e a resposta cardiovascular do estresse agudo por restricado foram analisadas pelo
teste ANOVA de duas vias, via seguido pelo pods-teste de Tukey e as curvas da

atividade do barorreflexo a partir da analise de regressao linear e nao linear.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos tardios sobre parametros basais cardiovasculares de animais
tratados com TOP durante a inféncia

A administracdo de TOP na infancia nao promoveu alteragdes a longo prazo
sobre os parametros cardiovasculares basais, tais como, a PAM, FC, PAS e PAD

quando comparados ao grupo CTR para ambos os sexos (tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Parametros cardiovasculares basais de ratas adultas (a partir DPN85) tratadas
com TOP na infancia.

Parametros CTR, TOP; p= t=
PAM (mmHg) 100,7 + 2,856 96,70 + 2,205 0,2736 1,129
FC (bpm) 383,5+ 12,97 391,0 + 13,61 0,6999 0,3917
PAS (mmHg) 122,5 + 3,631 118,5+ 4,192 0,4916 0,7020
PAD (mmHg) 84,71 + 3,561 80,81 + 2,623 0,3797 0,9005

Valores: média + erro padrdo da média. CTR+= ratas controle (tratadas com agua); TOP+=
ratas tratadas com topiramato; PAM= pressao arterial média; FC= frequéncia cardiaca; PAS=
pressao arterial sistélica; PAD=pressao arterial diastolica. CTR1 (n=9) vs TOP4 (n= 11); teste
t de Student’s nao pareado, p< 0,05.

Tabela 2 — Parametros cardiovasculares basais de ratos adultos (DPN120) tratados com TOP
na infancia.

Parametros CTR: TOP; p= t=
PAM (mmHg) 101,1 + 1,809 100,3 + 2,113 0,7674 0,2984
FC (bpm) 344,0 + 11,75 354,5 + 9,802 0,5092 0,6678
PAS (mmHg) 116,4 + 2,571 114,8 + 3,455 0,7053 0,3816
PAD (mmHg) 89,34 + 2,336 88,09 + 2,104 0,6989 0,3904

Valores: média + erro padréo da média. CTR2=ratos controle (tratado com agua); TOP2= ratos
tratados com topiramato; PAM= pressao arterial média; FC= frequéncia cardiaca; PAS=
pressao arterial sistélica; PAD=presséao arterial diastélica. CTR (n= 18) vs TOP (n= 15); teste
t de Student’s nao pareado, p< 0,05.
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4.2. Efeitos do tratamento com TOP durante a infancia sobre a variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) e variabilidade da presséo arterial sistolica (VPS) de
animais adultos

O tratamento com TOP durante a infancia nao foi capaz de promover alteracées
nas analises espectrais da VFC (tabelas 3 e 4) ou da VAPS (tabelas 5 e 6) dos animais
na vida adulta quando comparados ao grupo CTR.

Tabela 3 — Componentes obtidos das analises de dominio do tempo e dominio da frequéncia

da VFC de ratas tratadas com TOP durante a infancia.

Componentes do

VFC CTR; TOP; p= t=
SD (ms) 5,286 + 0,5654 6,125 % 1,025 0,5038  0,6876
RMSSD (ms) 4,906 + 0,5297 5,854 + 0,9095 0,4020  0,8664
LF abs (ms?) 3,036 £0,7669 5,045 + 1,493 02730 1,145
HF abs (ms?) 7,163+ 1,444 9,868 + 2,01 0,3203 1,033
LF (nu) 28,575,014  31+4,606 0,7267  0,3572
HF (nu) 714315014 64,25+ 6,011 0,3839  0,9012
LF/HF 0,5100+0,1556 0,5138+0,1030  0,9839  0,0205

Valores: média + EPM. CTR4= ratas controle (tratadas com agua); TOP+1= grupo topiramato.
SD= desvio padrao da média; RMSSD= raiz quadrada das médias de sucessivas diferencas;
LF abs = banda do espectro de baixa frequéncia em unidades absolutas; HF abs = banda do
espectro de alta frequéncia em unidades absolutas; LF (nu) = banda do espectro de baixa
frequéncia em unidades normalizadas; HF (nu) = banda do espectro de alta frequéncia em
unidades normalizadas; HF/LF= relacdo entre o poder das bandas LF e HF. CTR (n=7) vs
TOP (n=8), teste t de Student’s n&o pareado, p< 0,05.
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Tabela 4 — Componentes obtidos das analises de dominio do tempo e dominio da frequéncia

da VFC de ratos tratados com TOP durante a infancia.

Componentes do

VFC CTR; TOP; p= =
SD (ms) 6.771+0.8890  8.253 + 1.041 0.3064  1.065
RMSSD (ms) 6,131+ 0,7184 7,923 + 1,642 0,3596  0,9497
LF abs (ms?) 4,083+0,9161 3,873+ 0,8055 0,8652  0,1732
HF abs (ms?) 11,06 £2,090 11,54 + 3,204 0,9050  0,1217
LF (nu) 27,14+5280 26,63+ 4,777 0,9430  0,07291
HF (nu) 72,86+5280 73,38 +4,777 0,9430  0,07291
LF/HF 0,4814 +0,1371 0,4650 + 0,1301 0,9321  0,08685

Valores: média + EPM. CTR2 = ratos controle (tratados com agua); TOP2 = grupo topiramato.
SD= desvio padrdo da média; RMSSD= raiz quadrada das médias de sucessivas diferencas;
LF abs = banda do espectro de baixa frequéncia em unidades absolutas; HF abs = banda do
espectro de alta frequéncia em unidades absolutas; LF (nu) = banda do espectro de baixa
frequéncia em unidades normalizadas; HF (nu) = banda do espectro de alta frequéncia em
unidades normalizadas; HF/LF= relagao entre o poder das bandas LF e HF. CTR (n=7) vs
TOP (n=8), teste t de Student’s nao pareado, p< 0,05.

Tabela 5 — Componentes obtidos das analises de dominio do tempo e dominio da frequéncia

sobre a VPS de ratas tratadas com TOP na infancia

Componentes da

VAPS CTR¢ TOP; p= t=
SD (mmHg) 4,13 +0,4122 4,39+0,5412 0,7073 0,3839
VLF abs (mmHg?) | 6,35 + 0,9322 7,86 + 1,457 0,4138 0,8442
LF abs (mmHg?) | 4,04 + 1,018 4,59 + 1,156 0,7315 0,3507

Valores: média £+ EPM. CTR1 = ratas controle (tratadas com agua); TOP1 = grupo topiramato.
SD= desvio padrdao da média; VLF abs = banda do espectro de muito baixa frequéncia em
unidades absolutas; LF abs = bandas do espectro de baixa frequéncia; CTR1 (n=7) vs TOP4
(n=8), teste de t Student’s ndo pareado, p< 0,05.
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Tabela 6 — Componentes obtidos das analises de dominio do tempo e dominio da frequéncia

sobre a VPS de ratos tratados com TOP na infancia

Componentes da

VAPS CTR; TOP, p= t=

SD (mmHg) 579+0.7857 546+0.736  0.7662 0.3037
VLF abs (mmHg?) | 9,18 + 1,819 785+1598  0,5909 0,5512
LF abs (mmHg?) | 11,08 +4,053  11,04+4,04  0,9948 0,006643

Valores: média £+ EPM. CTR: = ratos controle (tratados com agua); TOP2 = grupo topiramato.
SD= desvio padrdao da média; VLF abs = banda do espectro de muito baixa frequéncia em
unidades absolutas; LF abs = bandas do espectro de baixa frequéncia; CTR2 (n=7) vs TOP;
(n=8), teste de t Student’s ndo pareado, p< 0,05.

4.3. Analise do barorreflexo espontaneo de animais adultos tratados com TOP
durante a infancia.

A administracdo de TOP durante a infancia n&o alterou o barorreflexo
espontaneo dos animais adultos, como observado no indice de efetividade do
barorreflexo das ratas (BEI) (CTR1: 0,7461 £ 0,1384; n = 8; TOP+: 0,7640 £ 0,075; p=
0,9112), nas sequéncias “up” (CTR1: 7,244 £ 0,8223; n = 8; TOP1: 5,726 + 0,702; p=
0,1902), nas sequéncias “down” (CTR1: 7,309 + 0,8427; n = 8; TOP1: 6,512 £ 1,449;
p= 0,6418) ou no ganho total (CTR1: 7,286 + 0,8265 ms/mmHg; n = 8; TOP2: 6,655 +
1,340; p= 0,6944) (Figura 1); e nos ratos (BEI) (CTRz2: 0,4243 + 0,02924; n = 8; TOP2:
0,3788 £ 0,03335; n = 8; p= 0,3224), nas sequéncias “up” (CTR2: 9,603 £ 2,394; n =
8; TOP2: 6,134 + 1,510; n = 8; p= 0,2405), nas sequéncias “down” (CTRz2: 3,333 *
0,7896; n =8; TOP2: 2,274 + 0,4438; n = 8; p= 0,2622) ou no ganho total (CTRz2: 0,7493
1+ 1,850 ms/mmHg; n = 8; TOP2: 4,648 + 1,002; n = 8; p= 0,1977) (Figura 2) quando
comparados com o respectivo grupo CTR.
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Figura 1: Analise do barorreflexo espontaneo de ratas adultas (a partir DPN85) apds o
tratamento com TOP na infancia. CTR, = ratas controle (tratadas com agua); TOP1 = grupo
topiramato. CTR1; n= 8; TOP4; n= 8. Valores: média + EPM. Teste t de Student’s ndo pareado;

p< 0,05.
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Figura 2: Analise do barorreflexo espontaneo de ratos adultos (DPN120) apds o tratamento
com TOP durante a infancia. CTR: = ratos controle (tratados com agua); TOP, = grupo
topiramato. CTRz; n= 8; TOP5; n= 8. Valores: média + EPM. Teste t de Student’s nao pareado;
p< 0,05.

4.4. Avaliagdo dos efeitos tardios do tratamento com TOP durante a infancia
no controle barorreflexo da frequéncia cardiaca dos animais

A administragcdo de TOP em ratas ndo promoveu alteragbes a longo prazo
sobre o slope taquicardico (slope CTR1=-2,553 + 0,6379, n=7; slope TOP1=-2,313 +
0,7016; n= 6; p=0,8205, t=0,2324; figura 3.B), contudo houve elevagdo no slope
bradicardico das ratas TOP1 (slope CTR1=-2,164 £ 0,3034; n= 7; slope TOP1= -3,221
1 0,3639; n= 6; p=0,0458*; t= 2,251; Figura 3.B) quando comparado ao grupo CTRu.
Além disso, o tratamento com TOP nao alterou a maioria dos parametros obtidos a
partir da curva sigmoide barorreflexa, com excecao do ganho (Figura 3.A -Tabela 7).

A analise de regresséo linear das curvas mostrou um aumento no slope bradicardico
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em ratas tratadas com TOP na infancia (r? 0,66 e 0,81 para os grupos CTR1 e TOP1,
*p<0,05)

Em contrapartida, em ratos a administracdo de TOP na infancia nao modificou
o slope taquicardico (slope CTRz2= -2,617+ 0,3469, n= 13; slope TOP2= -2,834 +
0,3625; n= 13; p=0,6519, t=0,4569; figura 4.D), o slope bradicardico (slope CTR2= -
2,270 + 0,3408; n= 13; slope TOP2=-2,569 * 0,4273; n= 13; p=0,589; t= 0,547; figura
4.D) e os parametros obtidos a partir da curva sigmoide (Figura 4.C — Tabela 7)
quando comparados ao grupo CTR2. Em ratos, a analise de regresséo linear das

curvas ndo mostrou alteragdes.
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Figura 3. Curvas sigmoide e regressdes lineares do baroreflexo de ratas pertencentes aos
grupos controle (CTR1) e topiramato (TOP4). Circulos e quadrados representam a média e
barras o EPM. (A) Curva sigmoide barorreflexa relacionando os valores das variagdes de
pressao arterial média (APAM) e variagbes da resposta de frequéncia cardiaca (AFC) entre
os grupos CTR (r?>=0,703; linha preta) e TOP+(r?=0,675; linha cinza tracejada). (B) Regressao
linear das curvas barorreflexas relacionando APAM e as respostas AFC dos grupos CTR;
(circulos pretos) e TOP1 (quadrados com delimitagbes pretas). A correlagao entre os valores
das curvas bradicardicas foram de 0,66 e 0,81 para os grupos CTR e TOP+, respectivamente;
correlagdo dos valores de r? curvas taquicardicas foram de 0,38 e 0,43, respectivamente.
*p<0,05.
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Tabela 7. Parametros derivados da curva sigmoide do barorreflexo de ratas adultas apods

administracido de topiramato na infancia.

Paréametros da curva CTR1 TOP4 p= t=
sigmoide

Ganho (bpm/mmHg) -1,427 + 0,1582 -2,402 + 0,2247 0,0033* 3,662

P1 (bpm) -73,84 £ 10,13 -100,7 £ 12,25 0,1163 1,705

P2 (bpm) 95,02 + 37,50 101,8+ 43,98 0,8110 0,245

Range FC (bpm) 168,9 £ 24,75 205,5 + 18,65 0,2751 1,149

Valores: média £+ EPM. CTR = ratas controle (tratadas com agua); TOP1 = grupo topiramato.
P1= platé inferior; P2= platd superior; Range FC= diferenga entre os valores do platdé superior
com o inferior; p< 0,05; CTR (n=6) vs TOP (n=7), teste t de Student’s ndo pareado. * p<0,05.
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Figura 4. Curvas sigmoide e regressdes lineares do baroreflexo de ratos pertencentes aos
grupos controle (CTR2) e topiramato (TOP-). Circulos e quadrados representam a média e
barras o EPM. (C) Curva sigmoide barorreflexa relacionando os valores das variagdes de
pressao arterial média (APAM) e variagbes da resposta de frequéncia cardiaca (AFC) entre
os grupos CTR; (r>= 0769; linha preta) e TOP,(r?=0,725; linha preta tracejada). (D) Regressao
linear das curvas barorreflexas relacionando APAM e as respostas AFC dos grupos CTR:
(circulos pretos) e TOP2 (quadrados com delimitacdes cinzas). A correlagéo entre os valores
das curvas bradicardicas foram de 0,47 e 0,42 para os grupos CTR; e TOP, respectivamente;
correlagdo dos valores de r? curvas taquicardicas foram de 0,59 e 0,55, respectivamente.
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Tabela 8. Parametros derivados da curva sigmoide do barorreflexo de ratos adultos dos
grupos controle (CTR2) e topiramato (TOP-).

Parametros da curva CTR; TOP, p= t=
sigmoide
Ganho (bpm/mmHg) -1,406 + 0,1370 -1,479 £ 0,1479 0,7204 0,3621
P1 (bpm) -81,14 + 37,50 -88,17 + 43,98 0,9204 0,1217
P2 (bpm) 92,19 + 37,11 99,21 + 41,40 0,9006 0,1262
Range FC (bpm) 173,5 + 15,52 187,5 + 16,08 0,5353 0,6290

Valores: média £+ EPM. CTR: = ratos controle (tratados com agua); TOP2 = grupo topiramato.
P1= platé inferior; P2= platd superior; Range FC= diferenga entre os valores do platdé superior
com o inferior. p< 0,05; CTR (n= 13) vs TOP (n= 13), teste t de Student’s ndo pareado.

4.5. Resposta hemodindmica da infusdo de drogas vasoativas de animais
adultos tratados com TOP durante a infancia

A infusdo intravenosa de fenilefrina (Phe) ocasionou uma resposta pressora
dose-dependente, tanto nos grupos CTR1 e CTR2, quanto nos grupos TOP1 e TOPz,
sem apresentar diferengas estatisticas quando comparados os grupos CTR1 e TOP1
ou CTR2 e TOPz2; (Curva ratas: Interacéo: p= 0,6748; F (10, 110y = 0,7514; Concentragéo:
p= < 0,0001, F (10, 110) = 85,38; Tratamento: p= 0,7443; F (1,11 = 0,1119. CTR1; n=7.
TOP1; n=6) (Emax: CTR1: 64,30 £ 7,353 mmHg, n=7; TOP1: 56,06 + 2,913 mmHg, n=
6; p= 0,3493; t= 0,9775) (EC50: CTR1: 0,5345 + 0,0367 pg/kg, n=7; TOP+: 0,5337 +
0,0168 pg/kg, n= 6; p= 0,9854; t= 0,0187) (Figura 5.A).(Curva ratos: Interagdo: p=
0,5740; F (10, 220) = 0,8574; Concentracdo: p= < 0,0001, F (10, 220) = 85,61; Tratamento:
p=0,8139 F (1,22) = 0,05677. CTR2; n= 12. TOP2; n= 12). (Emax: CTRz: 67,66 + 30,34
mmHg, n=12; TOP2: 44,37 + 3,965 mmHg, n= 12; p= 0,4546; t= 0,7612) (EC50: CTR2:
1,737 £ 0,2065 ug/kg, n=12; TOP2: 1,534 + 0,03551 ug/kg, n=12; p= 03432; t= 0,969)
(Figura 6.C).

A infusdo de NPS promoveu uma resposta dose-dependente depressora nos
animais sem apresentar diferengas estatisticas significativas quando comparados os
grupos CTR1 e TOP1 ou CTR2 e TOP2. (Curva ratas: Interagao: p= 0,9988; F (10, 110) =
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0,1487; Concentracao: p= < 0,0001, F (10,110) = 73,21; Tratamento: p= 0,5045, F (1, 11)
=0,476. CTR2; n=6. TOP2; n=7). (Emax: CTR2: -59,15 £ 6,013 mmHg, n=6; TOP2: -
62,42 + 8,26 mmHg, n=7; p= 0,7502; t= 0,356) (EC50: CTR2: 0,929 + 0,04 ug/kg, n=
6; TOP2: 0,905 £ 0,056 pg/kg, n=7; p= 0,7281; t= 0,3566) (Figura 5.B). (Curva ratos:
Interacdo: p= 0,7585; F (10, 220) = 0,6627; Concentragao: p= < 0,0001, F (2.271) = 103,1;
Tratamento: p= 0,2855 F (1,22) = 1,198. CTR2; n= 12. TOP2; n= 12). (Emax: CTRz: -
68,82 *+ 6,88 mmHg, n=12; TOP2: -67,62 + 5,950 mmHg, n= 12; p= 0,9135; t= 0,1099)
(EC50: CTR2: 2,053 + 0,06 pg/kg, n=12; TOP2: 1,875 £ 0,06 ug/kg, n=8; p= 0,07; t=
0,1934) (Figura 6.D).
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Figura 5. Alteragbes nas variagbes da pressao arterial média (APAM) ocasionadas pelo
aumento da concentragao de fenilefrina (Phe — figura 5.A) ou de nitroprussiato de soédio (NPS
— Figura 5.B). Circulos e quadrados representam a média e barras o EPM. Comparacéo entre
ratas do grupo controle (CTR; - circulos e linhas pretas; n=6) e do grupo topiramato (TOP1—
quadrados e linhas cinzas; n=7).
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Figura 6. Alteragbes nas variagbes da pressado arterial média (APAM) ocasionadas pelo
aumento da concentragao de fenilefrina (Phe — figura 6.C) ou de nitroprussiato de sodio (NPS
— Figura 6.D). Circulos e quadrados representam a média e barras o EPM. Comparagéo entre
ratos do grupo controle (CTR; - circulos e linhas pretas; n=12) e do grupo topiramato (TOP2—
quadrados e linhas cinzas; n=12).

4.6. Efeitos a longo prazo da administragdo de TOP durante a inféancia sobre as
respostas cardiovasculares de animais adultos submetidos ao estresse de restricdo
agudo.

A administragdo de TOP na infancia ndo foi capaz de alterar a resposta
pressora (Tempo: PAM; p= < 0,0001, F (25400) = 13,25; Tratamento: PAM; p= 0,8469,
F (1,16)= 0,03851 — Interacdo: PAM: p= 0,9690, F (25400)= 0,5359; n= CTR1: 8, TOP1:
10) (Figura 7.A) e taquicardica (Tempo: PAM; p= < 0,0001, F (54000 = 11,74;
Tratamento: PAM; p= 0,7536, F (1,16)= 0,1019 — Interagdo: PAM: p= 0,7501, F(25,400) =
0,7945 ; n= CTR1: 8, TOP1: 10) (Figura 7.B) das ratas adultas submetidas ao estresse

agudo de restricdo agudo.
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Figura 7. Analise temporal das variacbes de pressao arterial média (APAM) (Figura 7.A) e
frequéncia cardiaca (AFC) de ratas adultas (Figura 7.B) com duragdao de 60 minutos de
estresse de restricao agudo. Circulos e quadrados representam a média e barras o EPM.
Grupo controle (CTRy; circulos e linhas pretas; n=8); grupo topiramato (TOP+; quadrados e

linhas cinzas; n= 10).

Similarmente, o tratamento com TOP durante a infancia n&o levou a alteracdes
da resposta pressora (Tempo: PAM; p= < 0,0001, F (25,550)= 10,83; Tratamento: PAM;
p= 0,6787, F (122)= 0,1763 — Interagdao: PAM: p= 0,8215, F (25,550)= 0,7361; n= CTR2:
13, TOP2: 11) (Figura 8.C) ou taquicardica (Tempo: PAM; p= < 0,0001, F (25550) =
9,612; Tratamento: PAM; p= 0,9446, F (122)= 0,004131 — Interacdo: PAM: p= 0,8548,
F@s,550= 0,7047; n= CTR2: 13, TOP2: 11) causada pelo estresse de restricdo agudo

em ratos adultos (Figura 8.D)
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Figura 8. Analise temporal das variagcdes de pressao arterial média (APAM) (Figura 8.C) e
frequéncia cardiaca (AFC) de ratos adultos (Figura 8.D) com duragdo de 60 minutos de
estresse de restricdo agudo. Circulos e quadrados representam a média e barras o EPM.
Grupo controle (CTRg; circulos e linhas pretas; n=8); grupo topiramato (TOP2; quadrados e

linhas cinzas; n= 10).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho buscou investigar os possiveis impactos a longo prazo da
administracao de TOP durante a infancia sobre o controle da funcao cardiovascular
de ratas e ratos. Ja esta estabelecido na literatura que a exposi¢ao a diversos agentes
estressores em fases consideradas criticas para o desenvolvimento, como o periodo
intrauterino, a infancia e a adolescéncia, pode impactar de maneira negativa a saude
dos individuos tardiamente (BARKER et al., 1993; ISGANAITIS, 2019).
Adicionalmente, diversos estudos tém demonstrado efeitos deletérios sobre a
neurogénese e proliferagdo neuronal, resultantes da administracdo de drogas
antiepilépticas durante a infancia, como o TOP, fator importante a ser considerado,
uma vez que, o controle das respostas cardiovasculares, tanto em repouso, quanto
no estresse, € realizado através da integracdo com nucleos do sistema nervoso
central (BITTIGAU; SIFRINGER; IKONOMIDOU, 2003; SHI et al., 2010; DUMPNEY,
2016).

Deste modo, verifcamos, em um contexto de programagcdo do
desenvolvimento, que a administracdo de TOP nao esteve correlacionada com
prejuizos a longo prazo sobre os parametros basais cardiovasculares, no controle
autondmico cardiaco em repouso, nas variabilidades PAS e FC, na resposta
hemodinamica a drogas vasoativas ou ainda nas respostas cardiovasculares frente

ao estresse de restricdo agudo em ratas e ratos.

A administracdo de TOP na infancia ndo promoveu alteracbes de PAM, FC,
PAS ou PAD de ratas e ratos na vida adulta. Nossos dados corroboram com
resultados previamente apontados na literatura, uma vez que, o uso de AEDs, como
carbamazepina ou fenitoina em criangas, nao levou a alteragdes de PAS e PAD apds
o tratamento (SHANKYAN et al., 2013). Além disso, a administragdo de TOP em ratas
obesas (ALBO-ELMATTY & ZAITONE, 2011) ou porcos em modelo de hipdxia por
injuria cerebral (GALINKIN et al., 2004) ou em humanos saudaveis (CLARK et al.,
2013) também nao modificou parémetros cardiovasculares basais. Contudo, a maioria
dos trabalhos, tanto em humanos quanto em modelos experimentais, realizaram a
administracao da droga e avaliagao cardiovascular na vida adulta e reportaram a
auséncia de prejuizos da administracdo de AEDs sobre parametros basais apenas a
curto prazo. Assim, pela primeira vez, apontamos a auséncia de efeitos tardios em

parametros cardiovasculares basais apos o uso de TOP durante infancia.
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Ademais, trabalhos previamente realizados pelo nosso grupo de pesquisa
demonstraram a auséncia de efeitos sobre os parametros cardiovasculares basais
(PAM, FC, PAS e PAD) ao fim do tratamento (DPN50) e na vida adulta (DPN90 e
DPN120) em animais tratados com TOP durante a adolescéncia, tanto em machos
(MOURA, 2019) quanto em fémeas (SILVA, 2021), reforgando a segurancga a curto e
longo prazo apos o uso do TOP sobre tais parametros.

A variabilidade da FC é considerada um indicador preditivo da atividade
autondémica cardiaca consistindo nas variacdes dos intervalos de batimento e das
respostas cardiovasculares frente a diferentes estimulos ambientais, bem como o
balang¢o simpato-vagal sobre o0 nodo sinusal cardiaco (RAJENDRA ACHARYA et al.,
2006). Aumentos na VPS e VFC indicam um controle autondmico eficiente sobre os
vasos sanguineos e coragdo, respectivamente, enquanto as redugdes desses
parametros apontam para prejuizos do controle autonémico cardiovascular e elevado
risco para o desenvolvimento de doengas, como arritmias (VANDERLEI et al., 2009).
Adicionalmente, alteracdes dos componentes VLF e LF da VPS estao correlacionadas

com ineficiente controle autonémico cardiovascular (SPALLONE et al., 2018).

A administracdo de AEDs causou uma tendéncia a elevagao da atividade
simpatica cardiaca, observada pelo aumento do componente LF em individuos
epilépticos (LOTUFO et al., 2018). Além disso, também ocorre o decréscimo do
componente VLF, assim como o aumento da razdo LF/HF, em pacientes epiléticos
tratados com AEDs comparativamente ao grupo ndo medicado (YU et al., 2018). Em
contrapartida, investigagbes anteriores demonstraram que a farmacoterapia com
AEDs em criangas epilépticas foi responsavel pela melhora da atividade autonémica
parassimpatica cardiaca observadas a partir de indices, como RMSSD e HF
(HALLIOGLU et al., 2008). Contudo, no presente trabalho, a administragcdo de TOP
durante a infancia, em ratas e ratos, nao levou a alteracdes dos indices de VPS e VFC
na vida adulta demonstrando um uso seguro durante a infancia, bem como a auséncia
de prejuizos a longo prazo no controle autonémico cardiaco. Ademais, uma
possibilidade é que as flutuacbes das variabilidades observadas na literatura possam
estar relacionadas a patologia de base, como a epilepsia, € ndo se aplicariam ao
nosso modelo experimental, uma vez que a administracdo de TOP ocorreu em

animais saudaveis.
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O barorreflexo integra as alteragbes periféricas de PAM a variagbes de FC
momento a momento com auxilio dos barorreceptores presentes no arco aortico € no
seio carotideo que, através de vias aferentes, comunicam-se com nucleos encefalicos,
como nucleo do trato solitario, bulbo ventrolateral rostral e caudal, promovendo as
respostas barorreflexas cardiacas (DAMPNEY et al., 2002; DAMPNEY, 2016).
Alteracbes da sensibilidade barorreflexa tém sido reportadas como um marcador
precoce de disfungdes autondmicas relacionadas a faléncia cardiaca (WATSO et al.,
2017).

Diante disso, o método da sequéncia é considerado uma metodologia de
mensuracao sensivel para a detecgao e avaliagao das variacdes espontaneas de PA
e alteracdes de FC correspondentes a partir da verificagcdo do numero de vezes em
que o barorreflexo foi efetivo no controle da FC frente as flutuagdes de PA momento
a momento (DI RENZO et al., 2001). Assim, os dados obtidos no presente trabalho
demonstraram que a administracdo de TOP na infancia ndo causou modificagdes na
programacgao do controle autondmico cardiovascular em repouso sugerindo um
controle eficiente do barorreflexo espontdneo em repouso, tanto em ratos quanto em

ratas.

A atividade do barorreflexo foi testada ainda a partir do método de infusdo de
drogas vasoativas, o qual provoca uma maior resposta reflexa devido a modificagdes
intensas da PA (HEAD; MCCARTY, 1987; RESSTEL; CORREA, 2006). Em ratos
adultos, a infusdo de Phe ou NPS ndo modificou as respostas barorreflexas dos
animais tratados com TOP na infancia. No entanto, a administracido de TOP em ratas,
no mesmo periodo, aumentou o slope bradicardico e o ganho barorreflexo. As
modificagdes nas APAM promoveram uma resposta mais rapida na AFC de ratas
TOP+1 em relagéo ao grupo CTR1, contudo, sem uma maior resposta bradicardica, ja

que nao houve aumento significativo no valor do platd inferior (P1).

Redugcbées no ganho do barorreflexo s&o correlacionadas com o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares como a hipertensdo, infarto do
miocardio e faléncia cardiaca (MCCUBIN; GREEN; PAGE, 1956; LA ROVERE;
PINNA; RACZAK, 2008).

Ja se tem esclarecido que o ganho barorreflexo apresenta flutuagées durante

todo o ciclo estral em ratas na idade reprodutiva, atingindo um pico na fase de pro-
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estro, resultante do aumento da liberagdo de estrogenos (BROOKS et al., 2012).
Entretanto, acreditamos que a elevagdo do ganho barroreflexo tardiamente em
fémeas nao esteve relacionada com aumento na liberacdo e/ou sinalizagao
estrogénica sobre o sistema nervoso central, uma vez que, nossas ratas foram
submetidas aos protocolos de avaliagdo cardiovasculares 24 horas apds o
procedimento cirurgico que ocorria na fase de estro. Ademais, a duragdo do pico
estrogénico observado na fase de pré-estro apresenta duragcao de apenas 1 dia néo
atingindo o dia das obteng¢des dos nossos registros cardiovasculares (GOLDMAN;
MURR; COOPER, 2007). No entanto, o fato de ratos adultos n&o apresentarem
aumento do ganho na avaliagdo da atividade barorreflexa ndo desconsidera
totalmente a participagao concomitante dos estrégenos sobre a modulagado do ganho
barorreflexo em ratas adultas. Assim, outros estudos serdo necessarios para

esclarecer tais hipoteses.

Outra possivel explicagdo para o aumento do ganho barorreflexo em ratas seria
o metabolismo da insulina. Estudos prévios mostraram que a farmacoterapia com
TOP, em diferentes condi¢des, como a obesidade (ALBO-ELMATTY & ZAITONE,
2011; ALLISON et. al., 2012; GARVEY et al., 2014), epilepsia (OZCELIK et al., 2014)
e esquizofrenia (ZHENG et al al.,, 2016) esta relacionada com melhorias no
metabolismo da glicose devido ao aumento da sensibilidade a insulina. Além disso, a
infusdo intracerebroventricular de insulina em ratas prenhes foi responsavel pelo
aumento da sensibilidade barorreflexa, verificada pelo aumento do ganho (AZAR;
BROOKS, 2012).

Em humanos saudaveis, testes responsaveis pelo estimulo a secrecdo de
insulina, como o clamp euglicémico hiperinsulinémico e o teste de tolerancia a refeigao
mista, foram responsaveis pela acentuag¢ao do ganho da atividade simpatica do nervo
lombar (YOUNG et al., 2010). Assim, esses dados também apontam para efeitos
potencializadores da insulina sobre a atividade barorreflexa de individuos saudaveis.
Além disso, a microinjecao de tolbutamida, um inibidor especifico de canais de K*
dependentes de ATP (K*atp), no ventriculo lateral de ratos previamente tratados com
TOP promoveu reversao da sensibilidade a insulina sobre o tecido cardiaco e tecido
adiposo resultantes do tratamento (COOMANS et al., 2013). Deste modo, sugere-se
que a melhora da sensibilidade a insulina apdés o tratamento com TOP envolva

ativagado de canais de K*atp no sistema nervoso central.



47

A insulina exerce efeitos centrais sobre o controle do barorreflexo, uma vez que,
€ transportada através da barreira hematoencefalica e promove excitacdo do nucleo
arqueado que, por conseguinte, envia estimulos para o nucleo paraventricular do
hipotalamo, que por ultimo, é responsavel pela excitacdo dos neurbnios do bulbo
ventrolateral rostral levando a maior ativagdo simpatica e aumento do ganho
barorreflexo (BANKS, 2004; CASSAGLIA et al., 2011).

A administracdo de TOP em ratas Zucker esteve correlacionada com alteragdes
a curto prazo do perfil da expressdo de RNAm no hipotalamo, figado e tecido adiposo
branco, além do decréscimo na expressao do RNAmM de enzimas envolvidas na
sintese de acidos graxos, como acetil coA carboxilase, auxiliando na redugéo
plasmatica de triglicerideos (LIANG et al.,, 2006), evidenciando assim, possiveis
efeitos epigenéticos da administracdo do TOP sobre a consequente melhoria da
resisténcia a insulina. Aléem disso, também ja se tem estabelecido o efeito central da
da insulina sobre 0 aumento do ganho barorreflexo em individuos saudaveis (YOUNG
et al., 2010).

Diante disso, uma hipdtese € que o aumento do ganho barorreflexo em ratas
TOP+1 esta relacionado com alteragbes a longo prazo da sensibilidade do sistema
nervoso central a insulina decorrentes da farmacoterapia com TOP durante a infancia.

Entretanto, ensaios futuros ainda sdo necessarios para responder a essa hipotese.

A infusdo de drogas vasoativas em ratas e ratos adultos ndo promoveu
alteracdes nas respostas pressoras ou depressoras por Phe e NPS, respectivamente,
quando comparados os animais dos grupos. Em contrapartida, dados obtidos
anteriormente pelo nosso grupo, demonstraram aumento da resposta contratil a Phe
em anéis de aorta de ratos e ratas adultos tratados com TOP durante a infancia
(DPN16 — DPN28) (VIDIGAL, 2022).

Em machos, a hiperreatividade a Phe foi correlacionada com o aumento da
expressao da NOX-2, um subtipo de NADPH oxidase, bem como de sua subunidade
regulatoria, a p47phox, promovendo o aumento da produgao de espécies reativas de
oxigénio, como o anion superoxido. Além disso, ratos TOP exibiram aumento da
espessura da artéria aorta, comparativamente ao grupo CTR. Ja em fémeas, a hiper-

reatividade da aorta a Phe reverteu-se através da inibicdo da COX-2 sugerindo
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participacdo desta enzima na producgao/estimulacéo de fatores vasoconstritores em
ratas tardiamente (VIDIGAL, 2022).

Ja se tem estabelecido que alteracbes metabdlicas como, aumento da
producao de espécies reativas de O2 e espessamento de vasos, podem comprometer
a modulagédo do ténus vascular favorecendo a acédo de fatores contrateis sobre a
vasculatura e hipertensdo (DANIELS; GREER, 2008; DJURIC et al., 2018), e que a
administracao de AEDs em individuos epilépticos (CHUANG et al., 2011), incluindo o
TOP (EL-FARAHATY et al., 2015), esta correlacionada com tais alteragbes apds o

tratamento.

Contudo, o presente trabalho foi pioneiro em demonstrar que a administragao
de TOP durante a infancia, ndo acarreta alteragdes da resposta hemodinamica em
ratos e ratas na vida adulta representando uma seguranga a longo prazo da
administracao de TOP durante a infancia sobre a modulacdo autonémica nos vasos
sanguineos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para verificar possiveis
influéncias das alteragbes metabdlicas obtidas em ratos e ratas na vida adulta sobre

a modulacio autondémica vascular apos o tratamento com o TOP durante a infancia.

O estresse agudo de restricdo é estabelecido na literatura como um evento
psicogénico e inescapavel capaz de evocar respostas endocrinas e autonémicas,
como o aumento da liberacdo de corticosterona e norepinefrina, envolvidos na
modulagao da resposta pressora e cardiaca (LODHI et. al., 2014), além do ajuste do
barorreflexo para os valores de PAM mais acentuados (CRESTANI et al., 2010). Ja
se tem estabelecido que a modulagdo das magnitudes das respostas cardiovasculares
durante o estresse de restricdo se da por diversos nucleos encefalicos em ratos, tais
como, cortex insular (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010), nicleo leito da estria
terminal (CRESTANI et al., 2009), nucleo paraventricular do hipotalamo (TAVARES;
PELOSI; CORREA, 2008; BUSNARDO et al., 2010), cértex pré-frontal medial
(TAVARES; CORREA, 2006) e hipocampo (HARTMANN et al., 2019).

A administragdo de AEDs, como fenobarbital, em ratos e durante a infancia, foi
responsavel pela redugao significativa da neurogénese e da proliferagado neuronal de
areas envolvidas com o processamento de estimulos emocionais aversivos, bem
como da regulagao das respostas cardiovasculares durante estresse de restrigao,
como o hipocampo (CHEN et al., 2009; HARTMANN et al., 2019). Ainda na infancia,
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a farmacoterapia com AEDs em ratos, resultou em neurodegeneragao apoptética
generalizada, redugdo da expressdo do RNAm de neurotrofina 3 e do fator
neurotréfico derivado do cérebro em ratos (BDNF) (BITTIGAU; SIFRINGER;
IKONOMIDOU, 2003). O mesmo grupo relacionou tais achados com a diminuigéo de
mediadores de sinalizac&o intracelular, como as proteinas quinase B (AKT) e quinases
ativadas por mitdgenos (MAPK). Adicionalmente, Stefovska e colaboradores
sugeriram que potencializacdo de GABAAa, apds a administragdo de fenobarbital em
ratos entre os DPN 6 e DPN 10, esteve correlacionada com prejuizos na neurogénese,
devido a reducgao da proliferagdo neuronal (BITTIGAU; SIFRINGER; IKONOMIDOU,
2003).

Por fim, a administracao de TOP durante a infancia, também foi capaz de levar
a reducdo da expressao génica do RNAm de BDNF e neurotrofina 3, ambos
envolvidos com crescimento dendritico e diferenciacdo neuronal encefalica (SHI et al.,
2010), apontando assim para riscos no neurodesenvolvimento de areas encefélicas
envolvidas no controle das respostas cardiovasculares no estresse, a partir do uso de
AEDs na infancia em ratos. No entanto, o presente trabalho foi pioneiro em evidenciar
que a administracdo de TOP durante a infancia, em ratas e ratos, ndo causou
alteracdes tardias nas variagbes das respostas pressoras (A PAM) ou taquicardicas
(A FC) frente ao estresse de restrigdo agudo. Diante disso, nossos dados apontam
para seguranga do uso desse AEDs, especificamente do TOP, no controle central das

respostas cardiovasculares tardiamente também em condi¢des de estresse.
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6. CONCLUSAO

Com o presente trabalho podemos concluir que a administracdo de TOP,
durante a infancia apresenta um perfil seguro em um contexto de programacao de
desenvolvimento de doengas no sistema cardiovascular, uma vez que nao prejudicou
a fungado cardiovascular a longo prazo. O uso do TOP na infancia ndo promoveu
alteracées de PAM, FC, PAS e PAD, bem como na VAPS e VFC, no barorreflexo
espontaneo, na resposta hemodinamica a drogas vasoativas, nas respostas pressoras
e taquicardicas frente ao estresse de restricdo em ratas e ratos adultos. Em relacédo a
atividade do barorreflexo, verificou-se uma elevagao do ganho barorreflexo a partir da
infusdo intravenosa de Phe somente nas fémeas. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para elucidar os possiveis mecanismos envolvidos no aumento do ganho

barorreflexo de ratas adultas tratadas com TOP na infancia.
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8. ANEXO

Universidade
= [Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N°100/2018 Londrina, 15 de Junho de 2018.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: "Avaliacdes agudas e tardias do metabolismo e dos
sistemas cardiovascular e reprodutor de ratos tratados com topiramato na infancia ou adolescéncia"
Protocolo CEUA n°9379.2018.26, sob a responsabilidade de Graziela Scalianti Ceravolo, que envolve
a producdo, manutencdo elou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em
14/06/2018.

O objetivo do projeto € avaliar em ratos tratados durante a infancia (DPN 16-DPN28)
ou na adolescéncia (DPN 28-DPN50) os parametros metabolicos, cardiovasculares e
reprodutivos logo apds o término do tratamento e na vida adulta (DPN 80-DPN90) : 1) o
fenotipo metabdlico; 2) a variabilidade da pressao arterial e frequéncia cardiaca; 3) atividade
do barorreflexo; 4) resposta pressora ao estresse de restricdo agudo; 5) a reatividade da aorta
toracica; 6) papel de componentes oxidantes nas alteracdes vasculares; 7) possiveis alteragdes
nas Células progenitoras endoteliais circulantes; 8) instalacdo da puberdade; 9) fertilidade; 10)
histomorfometria dos 6rgaos reprodutores; 11) dosagem hormonal. Grau de invasividade: 3.

Vi éncia do Proeeto 21/07/2018 a 21/07/2022

Espécie/linhagem Rato heterogénico (Wistar)

N© de animais 354

Peso/ldade 48 animais de 75 dias e 306 animais de 26 dias

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina

Amostras a serem coletadas | Sangue, aorta, tecido adiposo retroperitoneal, perigonadal e
marrom,ducto deferente,testiculos, epididimos, vesiculas seminais,
prostata, itero € ovarios

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugdo
das modificagdes.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para 0 momento, subscrevo, cordialmente.
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Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a). Graziela Scalianti Ceravolo.
Responsavel pelo projeto

Departamento de Ciéncias Fisiologicas CCB
C/C para a Chefia do Depto de Fisiologica CCB
C/C para a Direg¢do do CCB

C/C para Biotério do CCB

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970— Internet http://www.uel.hr
LONDRINA PARANA BRASIL



