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RESUMO

Emogdes sdo mecanismos de adaptagdo psicofisiologicos que
possibilitam a mobilizagdo de multiplos subsistemas para regular a
homeostase do organismo em prol da adaptacdo ao contexto. O sistema
nervoso autonomo (SNA) tem um papel central na producdo de
respostas emocionais que ajustam o equilibrio homeostatico para
responder de forma mais eficiente a relagdo entre demandas internas e
externas do organismo devido sua extensa rede sinaptica com nervos,
orgdos e sensores biologicos distribuidos ao longo do organismo. O
modelo integrativo neurovisceral propde que o ténus autondmico
cardiaco em repouso ¢ influenciado pelo processo adequado de inibigdo
da amigdala pelas sinapses GABAérgicas do cortex pré-frontal,
indicando que os sinais de seguranga do contexto foram reconhecidos
como inibidores das respostas de luta ou fuga e que esta resposta
autondmica adaptativa pode ser avaliada por meio dos indices da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). O objetivo deste trabalho ¢é
verificar se ha associacdo entre os niveis de biomarcadores de
plasticidade sinaptica na amigdala (AMI) e no hipocampo anterior
(HIPa) humano e a VFC avaliada em repouso. As amostras de tecido
cerebral foram coletadas de 18 pacientes submetidos a cirurgia de
epilepsia do lobo temporal mesial associada a esclerose no hipocampo
(ELTM-EH). Os registros de eletrocardiograma foram obtidos apos o
despertar da primeira manha da internagdo para realizagdo da avaliagdo
pré-cirirgica por video-eletroencefalograma. Os niveis da subunidade
GluAT1 do receptor de Glutamato do tipo AMPA e sua fosforilagdo nos
residuos de serina 831 e 845 da subunidade GluAl dos receptores
AMPA (P-GluA1-Ser31e P-GluA1-Ser845, respectivamente) no HIPa
¢ da AMI foram analisados por Western blot. Como indicadores da VFC
foram analisados os indices: a) desvio padrdo das médias de todos os
intervalos R-R (SDNN); b) raiz quadrada da média do quadrado das
diferenga entre intervalos R-R adjacentes (rMSSD); ¢) componente de
alta frequéncia (0,15-0,4Hz) (HF). Para determinar a existéncia de
associacdo independente entre os biomarcadores neuroquimicos € 0s
indices de VFC foram realizadas regressdes lineares multiplas utilizando
o método stepwise backward, controlando a distribui¢do das variaveis
clinicas, demograficas e bioquimicas dos pacientes. Os modelos finais
de regressdo linear multipla mostraram uma associag@o negativa entre os
niveis de fosforilagdo P-GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa e o tempo de
doenca que prediz 52% a 61% da variagdo do tonus autondmico
cardiaco, enquanto apenas o P-GluA1-Ser845 na AMI ou no HIPa estdo



associados a variacdo de 23% a 38% dos indices da VFC (SDNN,
rMSSD e HF). Os resultados deste trabalho indicam que o aumento da
eficiéncia sinaptica na AMI ou HIPa estd associado a redu¢do na VFC,
fornecendo a primeira evidéncia bioquimica de relacdo entre alteragdes
de plasticidade sindptica no sistema limbico humano e a manutengao do
tonus autondémico cardiaco. Por fim, este trabalho suporta o modelo de
integragdo neurovisceral, sugerindo que o aumento da eficiéncia
sinaptica da AMI refletida pela fosforilagdo do residuo de serina 845 na
subunidade GluA1 dos receptores AMPA esta associado a redugdo da
VFC possivelmente por dificultar o processo de inibigdo da AMI por
parte do cortex pré-frontal.

Palavras-chave: Variabilidade da Frequéncia Cardiaca. Sistema
Limbico. Plasticidade Sinaptica.



ABSTRACT

Emotional responses are psychophysiological mechanisms that enable
the mobilization of multiple subsystems to regulate the organism’s
homeostasis to optimize contextual adaptation. The autonomic nervous
system (ANS) has a key role in the control of internal and external
demands of the body for establishing homeostasis due to its extensive
synaptic network with nerves, organs and biological sensors distributed
throughout the body. The neurovisceral integrative model proposes that
resting cardiac autonomic tone results in the proper process of amygdala
inhibition by GABAergic synapses from the prefrontal cortex, indicating
that the safety stimuli were recognized to inhibit the fight or flight
responses and that this autonomic response can be assessed by heart rate
variability (HRV) indices. This study aims to verify if there is an
association between the levels of biomarkers of synaptic plasticity in the
amygdala (AMI) and in the anterior hippocampus (HIPa) and the resting
HRV. The brain tissue samples were collected from 18 patients with
mesial temporal lobe epilepsy surgery associated with hippocampal
sclerosis (ELTM-EH). The electrocardiogram records were obtained
after the first morning of the hospitalization to perform the pre-surgical
evaluation by video-electroencephalogram. The GluA1 subunit levels of
the AMPA-type Glutamate receptor and their phosphorylation on serine
831 (P-GluA1l-Ser31) and 845 (P-GluAl-Ser845) on HIPa and AMI
were analyzed by Western blot analysis. The standard deviation of the
means of all R-R intervals (SDNN), the square root of the square mean
of the difference between adjacent R-R intervals (rMSSD) and the high
frequency component (0.15-0.4 Hz) (HF) were analyzed as indicators of
HRV. To determine the independent association between the
neurochemical biomarkers and the HRV indices, multiple linear
regressions were performed using the stepwise backward method for
control the distribution of the clinical, demographic and biochemical
variables of the patients. The final multiple linear regression models
showed a negative association between P-GluAl-Ser845
phosphorylation levels in AMI and HIPa and disease time could predict
52% to 61% of HRV indices (SDNN, rMSSD, and HF) variation, while
models including only the P-GluAl- Ser845 (AMI or HIPa) is
associated with a variation of 23% to 38% of the HRV. The results
indicate that increased synaptic efficiency in AMI or HIPa is associated
with a reduction in HRV, providing the first biochemical evidence of the
relationship between changes in synaptic plasticity in the human limbic
system and the maintenance of cardiac autonomic tone. Finally, this



work supports the neurovisceral integration model, suggesting that
increasing the synaptic efficiency of AMI via phosphorylation of GluA1
in serine 845 is associated with a reduction in HRV, possibly for
impairing the process of inhibition of AMI by the prefrontal cortex,
suggesting that HRV is a noninvasive marker of the relationship
between central and autonomic nervous systems.

Keywords: Heart Rate Variability. Limbic System. Synaptic Plasticity.
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1 INTRODUCAO

Emogdes representam tendéncias de respostas psicofisiologicas
para um estimulo ambiental especifico que permitem a mobilizagdo
rapida de sistemas de adaptagdo para responder ou enfrentar um evento
em virtude de um comportamento guiado por objetivo (DAMASIO,
1998; FRIJDA, 1988; THAYER; LANE, 2000). A ativacdo destes
mecanismos adaptativos durante a execugdo de respostas emocionais
que, em geral, envolvem dimensdes comportamentais (por exemplo,
expressoes faciais) e fisiologicas (por exemplo, respostas autonomicas)
para regular o equilibrio homeostatico do organismo em prol da
otimizagdo do desempenho (EKMAN, 1992; EKMAN et al., 1992;
LEVENSON, 2014, 1988, 1994). O marco inicial dos estudos sobre
como expressamos nossas emocdes foi o livro “A expressdo das
emogdes em homens e animais” (do inglés, “The Expression of the
Emotions in Man and Animals”) (DARWIN, 1872). Nesta obra foram
apresentadas comparagdes de ilustragdes de seres humanos e outros
animais durante a exibi¢do de diversas respostas emocionais sugerindo
que, mesmo em diferentes espécies, algumas das manifestagdes
comportamentais das emog¢des podem apresentar certa similaridade
entre as espécies. Estas foram as primeiras evidéncias da existéncia de
um conjunto de respostas emocionais preservadas ao longo da evolugdo,
que possivelmente teriam a fungcdo de fornecer um conjunto de
estratégias gerais de resposta a desafios e problemas comuns as espécies
que colaboram para a adaptacdo dos organismos (TOOBY;
COSMIDES, 1990). Por estarem relacionadas a caracteristicas
adaptativas os estudos seguintes buscaram modelos para compreender o
processo de evocagao das emocdes (DALGLEISH, 2004).

O primeiro modelo que discutiu a evocagdo de uma resposta
emocional foi publicado no manuscrito “O que é uma emoc¢do”? (do
inglés “What is an emotion?””) (JAMES, 1884). Este modelo, que ficou
conhecido como “Teoria da Emog¢do de James-Lang”, propunha que um
estimulo emocional produz respostas fisiologicas diretas e os
comportamentos emocionais seriam resultado da percep¢do do individuo
em relagdo a estas mudangas fisiologicas. Embora este modelo
apresentasse uma explicagdo logica sobre como produzimos nossas
emogdes, ha situagdes em que as reagdes fisiologicas sdo vivenciadas
mesmo sem a presenga de uma emogdo (por exemplo, a taquicardia ao
praticar uma atividade fisica). Baseando-se nesta premissa, o modelo
“James-Lang” foi criticado por meio do manuscrito “A teoria James-
Lang das Emogdes: Uma exame critico e uma teoria alternativa” (do
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inglés “The James-Lange-theory of emotions: A critical examination
and an alternative theory” (CANNON, 1927). Neste novo modelo,
conhecido como a “Teoria da Emogdo de Cannon-Bard”, as respostas
fisiologicas e comportamentais eram evocadas de forma simultanea
durante a presenga de um estimulo emocional, sugerindo que uma
resposta emocional era composta do conjunto dos sistemas
comportamentais e fisioldgicos. Embora as teorias discordem sobre a
ordem dos processos relacionados a manifestagdo de uma resposta
emocional, ambos consideram que as emog¢des sdo respostas adaptativas
¢ possuem componentes comportamentais e fisioldgicos (CANNON,
1927, JAMES, 1884).

Os modelos de resposta emocional mais recentes, denominados
modelos cognitivos, indicam que a evocacdo de emogdes € resultado de
um controles cognitivos antecedentes (como experiéncias anteriores ou
estratégias cognitivas) que modulam a ativagdo, intensidade e duragdo
das respostas emocionais (SCHACHTER; SINGER, 1962). Destes, o
modelo com maior suporte de evidéncias cientificas é a “Teoria da
Avaliacdo da Emog¢do” (LAZARUS, 1982; SMITH; LAZARUS, 1993).
Neste modelo, a sequéncia de eventos decorrentes da produgdo de uma
resposta emocional tem inicio com a percep¢do de um estimulo
emocional, este, ¢ seguido de uma avaliacdo cognitiva que compara seus
recursos disponiveis com os riscos e beneficios potenciais da situagdo.
Uma vez que esta avaliagdo ¢é realizada, as respostas fisiologicas e
comportamentais mais adequadas sdo recrutadas para promover a
adaptacdo do individuo a situagdo. Quando comparado aos modelos
anteriores (Figura 1), os modelos cognitivos sdo os primeiros a
considerar que as respostas emocionais podem ser reguladas por
processos de controle cognitivo (por exemplo, planejamento, controle
inibitério e flexibilidade cognitiva) e experiéncias prévias (GROSS,
1998, 2015; OCHSNER; GROSS, 2005), indo ao encontro dos modelos
de controle emocional propostos por evidéncias do sistema nervoso
(conforme descrito por THAYER; LANE, 2000, 2009).
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Figura 1 - Diferentes modelos tedricos sobre o processo de producdo de
respostas emocionais (Adaptado de DALGLEISH, 2004).
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Desde as primeiras investigagdes sobre emogdes, o envolvimento
do sistema nervoso autondmico (SNA) sempre esteve presente nas
teorias sobre respostas emocionais, provavelmente devido seu papel na
produgdo, expressdo e reconhecimento das emogdes (CANNON, 1927;
DALGLEISH, 2004; EKMAN et al., 1992; EKMAN; LEVENSON;
FRIESEN, 1983; JAMES, 1884; LEVENSON, 1988) e sua contribuigdo
na manuteng@o da homeostase do organismo (MCCORRY, 2007). Além
de suas caracteristicas fisiologicas, a atividade do SNA pode ser
quantificada a partir de registros eletrofisiolégicos bem descritos na
literatura, fornecendo evidéncias pouco suscetiveis a manipulagdo
voluntaria do individuo avaliado, reduzindo os possiveis vieses de
aferigdo e interpretacdo do pesquisador como pode ocorrer na avaliagdo
de manifestacdes comportamentais (por exemplo, julgamento de
intensidade de expressdes faciais), tornando o método robusto para
explorar respostas emocionais (KREIBIG, 2010; LEVENSON, 2014).
Atualmente, as investigacdes sobre respostas emocionais autondmicas
se concentram em duas principais areas: a) Estudos sobre coeréncia cujo
objetivo ¢ avaliar os processos do sistema nervoso central responsaveis
por sincronizar o SNA para produzir emoc¢des ¢ b) Estudos sobre
Especificidade que tem como objetivo avaliar os padrdes especificos de
atividade do SNA associados a expressio de cada emocgdo
(LEVENSON, 2014). Neste sentido, este trabalho contribui para
compreender os mecanismos do sistema nervoso central (SNC)
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associados a producdo de respostas autonémicas, mais especificamente a
relagdo entre mecanismos de plasticidade sindptica no sistema limbico
humano e a manutengdo do ténus autondémico cardiaco de repouso.

1.1 SISTEMA NERVOSO AUTONOMICO E RESPOSTAS
EMOCIONAIS

As respostas emocionais mudam momento-a-momento de acordo
com a situagdo ambiental atual e a experiéncia prévia do individuo,
tornando-se um processo autorregulado ja que individuos podem
influenciar quais emogdes estdo sentido, quando eles vao sentir e
principalmente como eles sentem e expressam estas respostas,
otimizando sua flexibilidade individual para se adaptar a eventos de
maior complexidade (GROSS, 1998, 2015). O SNA possui um papel
critico para as respostas emocionais, fornecendo suporte metabolico
para uma agdo adaptativa, produzindo sinais corporais aparentes para
sinalizar a valéncia emocional da situacao e gerando sensacdes viscerais
que colaboram na elaboragdo da experiéncia subjetiva das emogdes
(LEVENSON, 2003). Para promover adaptagdo, o SNA sincroniza a
atividade de varios orgaos (por exemplo, coragdo, pupila ou bexiga) para
ajustar o equilibrio homeostatico em prol de otimizar o desempenho do
organismo frente a situagdo (MAUSS et al., 2005).

De forma geral, o SNA tem um papel central no estabelecimento
do equilibrio homeostatico entre as demandas internas e externas do
organismo devido sua extensa rede sindptica com nervos, Orgdos e
sensores biologicos distribuidos ao longo do corpo (EKMAN;
LEVENSON; FRIESEN, 1983; KREIBIG, 2010; LEVENSON, 2014;
MCCORRY, 2007). Mais especificadamente, existem ao menos quatro
fungdes principais realizadas pelo SNA: i) Regulacdo (realizar ajustes
fisiologicos para promover a manutencdo da homeostase); ii) Ativagio
(alterar o equilibrio da homeostase a curto prazo para promover a
adaptacdo do organismo para demandas especificas); iii) Coordenagao
(administrar vias de informagdes aferentes e eferentes para produzir
respostas emocionais); e iv) Comunicagio (promover alteracdes visiveis
no organismo para sinalizar os efeitos de um determinado estimulo
ambiental aos demais organismos) (LEVENSON, 2014).

Para realizar estas quatro fungdes o SNA possui subdivisdes
denominadas “Sistema Nervoso Simpatico” (SNS) e “Sistema Nervoso
Parassimpatico” (SNP) cujas caracteristicas (descritas em detalhes no
Quadro 1) sdo capazes de produzir diferentes padroes de atividade para
evocar respostas emocionais compativeis com as demandas ambientais
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(MCCORRY, 2007). De forma geral, o controle do SNS sobre os 6rgios
estd envolvido com a producdo de respostas comportamentais para
mobilizagdo de energia (por exemplo, suas sinapses no coragio
promovem taquicardia), enquanto o SNP atua na inibi¢cdo dos processos
fisiologicos para promover um estado de recuperacdo de energia (por
exemplo, suas sinapses no coragdo promovem bradicardia). A relagdo de
“ativacdo e inibi¢ao” ndo ¢ generalizada para todos os 6rgaos inervados
pelo SNA, ja que as sinapses do SNP sdo responsaveis pelo aumento da
atividade das glandulas salivares ou da atividade visceral (por exemplo
estdmago ou intestino). Embora a atividade do SNP para estes 6rgaos
seja excitatoria, geralmente ela é observada quando o organismo esta em
repouso, por este motivo o SNP estd majoritariamente associado a
processos de recuperacdo de energia (LEVENSON, 2014; MCCORRY,
2007).

Quadro 1 - Comparagdo entre as caracteristicas morfofuncionais do sistema

nervoso simpatico e parassimpatico (Adaptado de MCCORRY, 2007).

Caracteristicas SNS SNP
Fibras pré-ganglionares Curta Longa
Fibras p6s-ganglionares Longa Curta

Origem dos nervos

Regido toracica e
lombar da medula
espinal (Ti-L2)

Regido cervical
(nervos cranianos 11,
VII, IX e X) e sacral

da medula espinal (Sz-

S4)
Re;ﬁp;(i)(iflzgse- Nicotinicos Nicotinicos
(Neiro%ransmissor) (Acetilcolina) (Acetilcolina)
Recept 0s- i ni
ezipl?(r)izg;s Adrenérgicos Muscarinicos
(Neiro%ransmissor) (Adrenalina) (Acetilcolina)

Atividade regulatoria

Provoca uma atividade
intensa que geralmente
mobiliza mais de um

Provoca uma atividade
especifica que
geralmente mobiliza

orgao apenas um Orgéo
Geralmente Geralmente
relacionado a relacionado a respostas
Correlatos respostas comportamentais de
comportamentais comportamentais de recuperagdo de

mobilizagdo de
energia, como por

energia, como por
exemplo, repouso apos
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exemplo, respostas de a ingestdo de
luta ou fuga alimentos

No caso do controle autonémico cardiaco, os neurénios do nodo
sinoatrial (NSA) recebem sinapses simultdneas do SNS e do SNP, onde
cada um dos eixos do SNA exerce a fung¢do de excitatoria e inibitdria,
respectivamente (Figura 2). A influéncia das sinapses excitatorias do
SNS no NSA ocorre por meio da interagdo da entre a adrenalina e
noradrenalina liberada pelos neurdnios do SNS e os receptores i —
adrenérgicos do NSA. Os receptores i — adrenérgicos sdo receptores
acoplados a proteina Gy(1), que uma vez ativado estimula a adenilato-
ciclase (AC)(2) que promovem niveis o 3°,5" monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) que ativam a proteina cinase A dependente de AMPc
(PKA)(3). A PKA fosforila canais de Na*(4), que quando acoplados a
membrana permitem um maior influxo de Na“(5) no meio intracelular,
facilitando a abertura dos canais de Ca*" dependentes de voltagem. A
facilitacdo no processo de despolarizagdo dos neurdnios aumenta a
frequéncia de despolarizagdo do NSA, consequentemente elevando a
frequéncia cardiaca (ECKER et al., 2006, NETO; RASCADO;
BENDHACK, 2006). O processo de inibi¢do do NSA por meio do SNP
ocorre por meio da interacdo entre a acetilcolina e os receptores
muscarinicos do tipo Mz do NSA. Os receptores muscarinicos M sdo
receptores metabotropicos acoplados a proteina Gi(6) cuja ativagdo leva
a inibigdo da AC(7), sem a atividade da AC os niveis de AMPc se
tornam baixos ¢ a PKA ¢ inibida(8). Sem a fosforilagdo da PKA nos
canais de Na® o influxo de Na" na membrana celular diminui e o
neur6énio tende a se hiperpolarizar(9), dificultando o processo de
despolarizagio dos canais de Ca?’ dependentes de voltagem e
consequentemente reduzindo a frequéncia de despolarizagdo do NSA
(diminuindo a frequéncia cardiaca) (DHEIN; VAN KOPPEN;
BRODDE, 2001).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de alguns dos mecanismos bioquimicos
associados ao processo de inibi¢do e excitagdo do NSA por meio das sinapses
do SNS e SNP (Adaptado de MCCORRY, 2007).
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Legenda: AC, adenilato-ciclase; ATP, adenosite tri-fosfato; AMPc, 3-5
monofosfato de adenosina; PKA, proteina cinase dependente de AMPc; NA,
noradrenalina; AD, adrenalina; Ach, acetilcolina; SNS, sistema nervoso
simpatico; SNP, sistema nervoso parassimpatico.

Durante uma resposta emocional s3o recrutados multiplos
sistemas adaptativos do organismo, geralmente envolvendo sinais
comportamentais (por exemplo, produgdo de expressdes faciais) e
fisiologicos (por exemplo, alteragdes autondmicas), fazendo com que as
caracteristicas e intensidade das respostas desses sistemas adaptativos
recrutados sejam uma forma de quantificar e classificar as emogdes
(EKMAN, 1992; EKMAN; LEVENSON; FRIESEN, 1983;
LEVENSON, 2014, 1988; MAUSS et al., 2005). Dentre os diversos
orgdos que recebem sinapses autondmicas o coragdo ¢ o mais
investigado, tendo o maior nimero de publicagdes relacionadas
(KREIBIG, 2010). O controle do tonus autonémico cardiaco destaca-se
por apresentar: a) inervagdes simpaticas e parassimpaticas (permite uma
maior variacdo de padrdes de atividade autondmica) (LABORDE;
MOSLEY; THAYER, 2017; LEVENSON, 2014; MCCORRY, 2007;
VANDERLEI et al., 2009), b) evidéncias robustas para diferentes
padroes de resposta emocional (EKMAN; LEVENSON; FRIESEN,
1983; KREIBIG, 2010), c) atividade -eletrofisiologica facilmente
registrada por meio de equipamentos como o eletrocardiograma (ECG)
(VANDERLEI et al., 2008, 2009) e d) métodos de analise quantitativa
bem descritos na literatura (como os indices de variabilidade da
frequéncia cardiaca obtida por meio dos intervalos R-R) (TASK
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FORCE, 1996; KREIBIG, 2010; THAYER; LANE, 2000;
VANDERLEI et al., 2009).

1.2 MENSURANDO O TONUS CARDIACO AUTONOMICO POR
MEIO DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

O registro da atividade elétrica do coragdo ¢ um método de
investigagdo do sistema cardiovascular com valor diagnostico e
progndstico acessado por meio do ECG sendo uma técnica ndo-invasiva
de baixo custo de grande utilidade clinica (RIBEIRO et al., 2013). O
sinal elétrico registrado pelo ECG ¢ resultado da sequéncia de
despolarizagdes e repolarizagdes atrioventriculares originadas no NSA
(VANDERLEI et al., 2009). A composi¢do do sinal de ECG observado
(Figura 3) ¢ derivada da soma dos dipolos elétricos gerados a cada uma
das etapas do batimento cardiaco, sendo representados pelas ondas “P”,
complexo “QRS” e “T” que representam respectivamente a
despolarizagdo do atrio, despolarizagdo do ventriculo (em conjunto da
repolarizagdo do atrio) e repolarizagdo ventricular respectivamente
(SZTAJZEL, 2004).

Figura 3 - Sinal elétrico representativo da sequéncia de despolarizagdes e
repolarizagdes  atrioventriculares obtido por meio do registro de
eletrocardiograma (Adaptado de VANDERLEI et al., 2009).
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A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) ¢ calculada a
partir de indices quantitativos originados pelo intervalo de tempo,
medido em milissegundos (ms), entre um batimento cardiaco e outro
(Figura 4) (TASK FORCE, 1996; LABORDE; MOSLEY; THAYER,
2017; LOPES et al., 2014; VANDERLEI et al., 2009). Dentre as
diversas ondas que compde o ECG o pico “R” é o mais utilizado para a
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extragdo deste intervalo de tempo, sendo assim, a extracdo dos
intervalos de tempo que originam os indices de VFC geralmente ocorre
por meio da distdncia entre os intervalos R-R mensurados em
milissegundos (Figura 4) (TASK FORCE, 1996).

Figura 4 - Sequéncia de um sinal de eletrocardiograma representando a
identificacdo dos intervalos R-R (Adaptado de VANDERLEI et al., 2009)

R Intervalo R-R R
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A variacdo dos intervalos R-R ¢ influenciada pelo ritmo
respiratorio, pressdo arterial e sistema nervoso autondmico (TASK
FORCE, 1996; LEVY, 1971; VANDERLEI et al., 2009). Conforme
discutido anteriormente na Sessdo 1.1, a influéncia do SNS no controle
autondmico ¢ mediada pela liberagdo de adrenalina e noradrenalina dos
ganglios simpaticos que, quando ligada aos receptores 1 — adrenérgicos
dos neurénios do NSA, ativam uma cascata bioquimica (Figura 2) que
resulta na facilitagdo da despolarizagdo diastdlica (BROWN;
DIFRANCESCO; NOBLE, 1979; DIFRANCESCO et al., 1986;
TRAUTWEIN; CAVALIE, 1985). A modulagdo da frequéncia cardiaca
por meio das sinapses do SNP ocorre pela liberagdo de acetilcolina cuja
ligacdo aos receptores muscarinicos do tipo M2 ativam uma cascata
bioquimica (Figura 2) que facilita a hiperpolarizagdo das células do
nodo sinoatrial levando a lentificacdo da frequéncia cardiaca
(DIFRANCESCO; TROMBA, 1988). Desta forma, a redugdo do
intervalo de tempo entre os picos R-R estd associada a atividade
simpatica (aumento da frequéncia cardiaca), enquanto o aumento do
intervalo de tempo entre intervalos R-R estd associado a atividade
parassimpatica (redugdo da frequéncia cardiaca) (TASK FORCE, 1996;
SZTAJZEL, 2004; VANDERLEI et al., 2009).

O controle da frequéncia cardiaca esta sob influéncia tonica do
sistema nervoso simpatico cuja atividade ¢ modulada por processos de
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inibigdo colinérgica vagal, fazendo com que as alteragdes observadas na
VFC sejam majoritariamente provocadas por processos inibitorios do

SNP (THAYER; LANE, 2009).

Esta complexa

interagdo de

predominancia entre os dois eixos do SNA ¢é responsavel por alteragdes
na VFC necessarias para a manutengdo da homeostase do organismo em

diferentes contextos (CHESS; TAM; CALARESU,

1975; TASK

FORCE, 1996; LEVY, 1971). Os indices de quantificagdo da atividade
do SNS e do SNP extraidos por meio da analise quantitativa da VFC séo
derivados de formulas matematicas no dominio do tempo e da
frequéncia, aplicadas aos intervalos R-R conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2 - Descrigdo das caracteristicas de dominio, formula matematica e
origem fisiologica dos indices da variabilidade da frequéncia cardiaca
(Adaptado de VANDERLEI et al., 2009 e LABORDE et al., 2017).

Indice ;. .~ Origem
(unidade) Dominio Descrigao Fisiologica
Valor médio de Jfluencia
RR Médio (ms) Tempo todos os patica ¢
intervalos R-R parassimpatica
mutua
Desvio padrao das Co(n:li[():;)irézr;tes
SDNN (ms) Tempo médias de todos L
os intervalos R-R | Tesponsaveis pela
VEC
Raiz quadrada da
média do Influéncia
quadrado das .
rMSSD (ms) Tempo . predominantemente
diferengas entre L
intervalos R-R parassimpatica
adjacentes
Porcentagem de
intervalos R-R Influéneia
o adjacentes com .
PNNS50 (%) Tempo diferenca de predominantemente
duraqéoinaior parassimpatica
que 50ms
Componente de Influéncia
A Baixa Frequéncia simpatica e
2
LF(ms’) Frequéncia (Low Frequency) parassimpatica
(0,04 ¢ 0,15Hz) mutua
HF (ms?) Frequéncia Componente de Influéncia




37

Alta Frequéncia | predominantemente
(High Frequency) parassimpatica
(0,15 e 0,4Hz)

Razio entre os sﬁrrﬁll;et?;;ae
LF/HF (n) Frequéncia componentes patica ¢
LF ¢ HF parassimpatica
mutua

Os indices do dominio do tempo sdo calculados através de
métodos estatisticos tradicionais, como média, desvio padrdo, dentre
outros, aplicados aos valores dos intervalos R-R cujas derivagdes
resultam nos indices: (a) RR médio; (b) SDNN; (c) rtMSSD; e (d)
pNN50 (TASK FORCE, 1996; LABORDE; MOSLEY; THAYER,
2017; VANDERLEI et al., 2009). Ja a quantificagdo dos indices no
dominio da frequéncia envolvem o célculo de densidade espectral,
fornecendo a informagdo de como a densidade espectral de poténcia (por
exemplo, variacdo ou area sob a curva) ¢ distribuida em fungdo de uma
faixa de frequéncia especifica, resultando nos indices: (a) LF (0,04-
0,15Hz); (b) HF (0,15-0,4Hz); e (c¢) LF/HF (TASK FORCE, 1996;
LABORDE; MOSLEY; THAYER, 2017; VANDERLEI et al., 2009).

Ha uma correlagdo entre os indices que representam o balango
autonémico no dominio do tempo e frequéncia (por exemplo, rMSSD e
HF) cuja diferenca estd na método matematico para a obten¢do dos
valores quantitativos, mas também na sensibilidade e especificidade de
cada dominio de acordo com o intervalo de tempo mensurado (TASK
FORCE, 1996; NUSSINOVITCH et al., 2011). Estudos recentes
sugerem que medidas do dominio do tempo sdo mais fidedignas para
registros com curta duragdo (< Smin), enquanto os indices no dominio
da frequéncia requerem registros mais longos (entre 5 a 10min.) (ESCO;
FLATT, 2014; FLATT; ESCO, 2013; MELO et al., 2018; MUNOZ et
al., 2015; NAKAMURA et al., 2015; NUSSINOVITCH et al., 2011,
THONG et al., 2003).

De acordo com a teoria da avaliagdo da emocdo (LAZARUS,
1982; SMITH; LAZARUS, 1993) o processo de producdo de uma
resposta emocional tem ao menos duas etapas que antecedem a ativagio
dos mecanismos psicofisiologicos adaptativos. A etapa de selecdo de
estimulos e a avaliagdo cognitiva que antecedem as respostas
emocionais s3o determinantes para a evocagdo de respostas
autonémicas, sendo assim, estruturas do SNC responsaveis pelo
processamento sensorial ¢ fungdes cognitivas superiores possuem um
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papel importante na regulagdo das respostas autonomicas (ETKIN;
BUCHEL; GROSS, 2015; GROSS, 2015).

1.3 CONTROLE DO TONUS AUTONOMICO CARDIACO POR
MEIO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O modelo de associagdo entre as fung¢des de estruturas cerebrais e
a produc@o de respostas emocionais mais aceito atualmente constitui a
teoria do “Sistema Limbico” proposta por MacLean (MACLEAN,
1949). De acordo com este modelo, as estruturas cerebrais responsaveis
pelo processamento emocional sdo categorizadas em tr€s grupos com
relagdes hierdrquicas entre si: a) “sistema reptiliano”; b) “sistema
limbico; e ¢) “sistema de mamifero moderno”. O primeiro, denominado
“sistema reptiliano”, é responsavel pelas emog¢des mais primitivas
envolvidas com emogdes essenciais para a sobrevivéncia (como medo
ou agressividade), sendo constituido por estruturas do tronco encefalico.
O segundo, denominado “sistema limbico”, & responsavel pelas
emogdes sociais (como tristeza ou alegria), constituido pelas estruturas
propostas por Papez (como tialamo, hipocampo e cortex cingulado)
(PAPEZ, 1937), a amigdala e o cortex pré-frontal. Por fim, o “sistema
de mamifero moderno” composto de estruturas neocorticais que exerce
um papel de controle sob os outros dois circuitos. Sendo assim, o
“sistema reptiliano” seria responsaveis por fungdes de manutencdo do
organismo, enquanto o “sistema limbico” seria o responsavel pela
producdo das respostas emocionais, por fim o “sistema de mamifero
moderno” atuaria no controle da atividade destes outros dois sistemas
(CATANI; DELL’ACQUA; THIEBAUT DE SCHOTTEN, 2013;
DALGLEISH, 2004; MACLEAN, 1949).

Como emogdes sdo respostas psicofisiologicas de adaptagdo, a
rede de neurdnios do sistema limbico possui sinapses eferentes com
sistemas comportamentais e fisioldgicos para evocar a resposta
emocional adequada ao estimulo emocional (LEVENSON, 2003, 2014;
THAYER; LANE, 2000). Neste sentido, parte das estruturas do sistema
limbico (como o cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo, cortex
cingulado, hipotadlamo, dentre outras regides) integram a rede
autondmica central (RAC) (BENARROCH, 1993; SHOEMAKER et al.,
2015; THAYER; LANE, 2000). O papel da RAC ¢ integrar informacdes
sensoriais para controlar respostas autonomicas, comportamentais e
neuroenddcrinas responsaveis pela adaptagdo da homeostase de acordo
com as demandas contextuais (BENARROCH, 1993; THAYER; LANE,
2000). Devido a sobreposi¢do de estruturas e circuitos com fungdes



39

associadas ao processamento emocional e as respostas autonomicas, 0s
efeitos observados pela atividade do SNA podem ser usados, a0 menos
em parte, como indicadores de respostas emocionais (THAYER et al.,
2012; THAYER; LANE, 2000, 2009).

O modelo de integragdo neurovisceral (THAYER et al., 2012;
THAYER; LANE, 2000, 2009) propde que durante a situagdo de
repouso, ou em condi¢des fisiologicas de neutralidade, a amigdala
(AMI) esteja inibida tonicamente por sinapses GABAérgicas do cortex
pré-frontal (CPF). Durante uma situagdo de incerteza, o CPF se torna
hipoativo, promovendo uma reducgio da inibicdo da AMI que facilita o
recrutamento dos circuitos simpatoexcitatorios para gerar uma resposta
emocional de mobilizagdo de energia (por exemplo, respostas de luta ou
fuga). Os autores sugerem que o funcionamento adequado desta relagio
de inibicdo entre o0 CPF e AMI esteja relacionada com o processo de
regulagdo emocional e consequentemente da VFC, pois a AMI participa
da RAC (BENARROCH, 1993; SHOEMAKER et al., 2015; THAYER,;
LANE, 2000) que por sua vez modula a frequéncia cardiaca. Embora o
modelo dé énfase no papel da relagdo de inibicdo entre CPF e AMI
como principal mecanismo de controle autondmico da VFC, outras
estruturas do sistema limbico também participam deste processo devido
suas sinapses com a AMI, como € o caso das sinapses excitatorias do
hipocampo (HIP) que também modulam a atividade da AMI e podem
influenciar na eficiéncia do processo de inibigdo do CPF (MUJICA-
PARODI et al., 2009; SHOEMAKER et al., 2015).

Neste modelo, a inibi¢do adequada da AMI por meio das sinapses
do CPF esta relacionada a valores elevados dos indices mediados pelo
SNP da VFC (como o rMSSD ou HF). Modificagdes nos indices
mediados por SNP em geral sdo denominadas de “VFC”, pois o controle
cardiaco recebe uma influéncia ténica do SNS para manter uma
frequéncia cardiaca basal e a VFC ¢ modulada majoritariamente pelas
sinapses inibitérias do SNP (THAYER; LANE, 2000). Valores elevados
de VFC indicam que o individuo consegue reconhecer os sinais de que o
ambiente ndo apresenta ameaca e escolhe a resposta emocional
adequada para o estado de repouso. Uma redug@o nos indices da VFC
durante a condigdo de repouso representa a predominancia das sinapses
simpatoexcitatorias que reflete um prejuizo no processo de habituacdo ja
que uma resposta emocional inadequada esta sendo selecionada naquele
momento. Neste sentido, a relagdo funcional entre o0 CPF ¢ AMI esta
associada ao processo de regulagio emocional (ETKIN; BUCHEL;
GROSS, 2015) o qual repercute sobre o sistema nervoso periférico e,
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consequentemente, pode ser avaliado de forma indireta por meio dos
indices da VFC (THAYER; LANE, 2000, 2009).

A falha no processo de inibi¢do da AMI por parte das sinapses do
CPF acarreta no aumento da frequéncia cardiaca e redugdo da VFC por
trés vias principais (conforme ilustrado na Figura 5): (a) inibi¢do dos
neurdnios da medula caudal ventrolateral (ou CVLM, do inglés Caudal
Ventrolateral Medulla) que desinibe os neurdnios simpatoexcitatorios
da medula rostral ventrolateral (ou RVLM, do inglés Rostral
Ventrolateral Medulla) (aumento de atividade simpatica); (b) inibi¢ao
dos neurdnios do nicleo do trato solitirio (diminui¢do da atividade
parassimpatica); ou (c) ativagdo direta dos neurénios da RVLM
(aumento de atividade simpatica) (BARBAS et al, 2003;
BENARROCH, 1993; SHEKHAR et al., 2006; THAYER et al., 2009).
Devido a participagdo destas estruturas no processamento emocional e
cognitivo, o modelo de integracdo neurovisceral sugere que a VFC seja
regulada por processos fisiologicos, afetivos e cognitivos (HANSEN;
JOHNSEN; THAYER, 2003; THAYER et al, 2012; THAYER;
BROSSCHOT, 2005; THAYER; LANE, 2000, 2009).

Figura 5 - Representacdo esquematica de algumas vias de controle do tonus
cardiaco simpatico por meio de sinapses do sistema nervoso central (Adaptado
de THAYER; LANE, 2009).
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A desregulag@o das sinapses inibitorias parassimpaticas do nervo
vago provoca um predominio da atividade simpatica, que pode ser
benéfica em momentos nos quais o organismo deve mobilizar suas
respostas de “luta ou fuga”, porém a utilizagdo continua dessa estratégia
de enfrentamento sem um periodo de recuperagio adequado pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
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(THAYER et al., 2009, 2012; THAYER; YAMAMOTO;
BROSSCHOT, 2010). Devido a esta relagdo entre a manuten¢do do
tonus vagal e a adaptabilidade do organismo ao ambiente em que esta
inserido, a redu¢do nos indices da VFC ¢é um indicativo ma-
adaptabilidade ao contexto (THAYER et al., 2012; THAYER; LANE,
2000, 2009).

Corroborando o modelo neurovisceral integrativo, estudos
clinicos sugerem que pacientes com disturbios psiquiatricas (como por
exemplo, diagndsticos de ansiedade ou depressdo) apresentam uma
redugdo nos indices da VFC durante a condi¢do de repouso quando
comparados ao grupo controle de individuos saudaveis (CHALMERS et
al., 2014; FRIEDMAN; THAYER, 1998; KEMP et al., 2010, 2012)
indicando que a desregulacdo emocional patologica esta associada a
disfun¢do autonémica. Além dos sintomas comportamentais, uma meta-
analise de estudos com registro simultaneo de métodos de neuroimagem
e VFC indicou que a AMI e o CPF juntamente com outras areas
corticais e subcorticais compdem um circuito associado a manutengio
do tonus cardiaco de repouso (THAYER et al. 2012). Mais
precisamente, Mujica-Parodi et al. (2009) demonstraram por
ressonancia nuclear magnética funcional que o efeito BOLD nas regides
da AMI e do HIP correlacionam-se negativamente com os indices de
VFC no repouso. Além disso, Sakaki et al. (2016) mostraram que ha
uma relacdo funcional de conectividade (espessura axonal mensurada
por tractografia) entre o CPF e a AMI a qual estd associada a valores
elevados da VFC, sugerindo que o controle da atividade da AMI esta
associada a manutencdo da VFC. Evidéncias comportamentais e
neuroanatdmicas sugerem que os indices da VFC refletem a atividade
do SNA e, consequentemente, um potencial biomarcador nao-invasivo
da regulagio emocional (BEAUCHAINE; THAYER, 2015;
LABORDE; MOSLEY; THAYER, 2017; THAYER et al., 2009, 2012;
THAYER; LANE, 2000). Neste sentido, modificagdes na
neuroplasticidade em estruturas do sistema limbico poderiam estar
associadas aos indices da VFC.

1.4 MECANISMOS DE NEUROPLASTICIDADE DO SISTEMA
LIMBICO

Estima-se que o cérebro humano possua cerca de 86 bilhdes de
neurdnios ¢ 84 bilhdes de células gliais (AZEVEDO et al., 2009).
Grande parte da flexibilidade de comportamentos produzidos por nosso
organismo ocorre devido a diversidade das formas de comunicagao entre
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as células do sistema nervoso e suas redes especializadas, ¢ suas
adaptacdes decorrentes de estimulos ambientais, que caracterizam o
processo denominado de neuroplasticidade (HAASE; LACERDA, 2004;
RUGGIERO et al., 2011; SHAFFER, 2016). Dentre as formas de
adaptacdo do sistema nervoso por meio da influéncia ambiental, o
aumento duradouro da transmissdo sindptica de estruturas limbicas,
conhecido como potenciagdo de longo prazo (ou LTP, do inglés, Long-
term Potentiation), ¢ a diminui¢do na eficacia sinaptica, depressdo de
longo prazo (ou LTD, do inglés Long-term Depression), sao
mecanismos sinapticos de plasticidade relacionados ao aprendizado e
memoria (BEAR, 1996; BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; NABAVI ef
al., 2014; RUGGIERO et al., 2011; WHITLOCK et al., 2006).

Os processos de LTP e LTD sdo, em geral, dependentes de
neurotransmissdo glutamatérgica, sendo observados experimentalmente
quando estimulos elétricos de alta e baixa frequéncia sdo aplicados em
uma populagdo de neurdnios. O glutamato liberado do neurénios pré-
sinaptico se liga aos receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico) e NMDA (N-metil-D-aspartato). Os AMPARs séo
receptores ionotropicos glutamatérgicos formados pela combinagdo dos
conjuntos heterotetramétricos das subunidades GluAl, GluA2, GluA3 e
GluA4. Os AMPARSs existem em locais extra sinapticos e intracelulares,
e podem ser recrutados para sinapses ativas durante o processo de
plasticidade sinaptica (HENLEY; WILKINSON, 2016). Estima-se que
80% das sinapses na regido CAl do hipocampo correspondem as
heteromeros GluA1 e GluA2. O processo de recrutamento dos AMPARs
durante o processo de LTP é dependente da fosforilagdo da subunidade
GluA1l pela CaMKII, enquanto a retengdo da LTP ¢ dependente das
subunidades GluAl e GluA2 (HENLEY; WILKINSON, 2016;
GREGER et al.,, 2017). Os NMDARs, s@o formados pelas subunidades
NR1, NR2 ¢ NR3 e suas variagdes. Ele esta envolvidos a diversos
processos devido suas caracteristicas especificas como o bloqueio do
canal sensivel a voltagem pelo Mg®" extracelular e sua alta
permeabilidade a Ca’>(CULL-CANDY et al, 2001). Os processos de
LTP e LTD s@o dependentes dos NMDARS, pois sua permeabilidade a
Ca®" permitem a ativagdio de uma cascata bioquimica associada a
plasticidade sinaptica, conforme explicado nos proximos paragrafos.

Para produzir a LTP (Figura 6) € necessario um estimulo elétrico
de alta frequéncia (100Hz) para liberar uma grande quantidade de
glutamato na fenda sindptica. Destes, os primeiros a serem ativados sdo
os receptores AMPA (AMPARs) acarretando o influxo de Na™ para o
meio intracelular(l). Este processo da inicio ao processo de
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despolarizagdo celular que resulta na dissociacio do ion de Mg>" que
bloqueia o canal do receptor NMDA (NMDARSs)(2). Sem o bloqueio do
Mg** os NMDARs permitem o influxo de Na® e Ca*" (3). Como
mensageiro intracelular, o Ca?* promove a ativacio de uma série de
cinases. Dentre elas, a proteina cinase dependente de Ca®*/calmodulina
(CaMKII)(4)que atua na fosforilagdo dos AMPARs disponiveis no meio
intracelular(5), sendo ¢ responsavel pelo aumento de AMPARs na
membrana celular que reflete no maior influxo de Na“ para o meio
intracelular nas sinapses seguintes (6). Este mecanismo de plasticidade
estd associado ao aumento da eficiéncia sinaptica(7) denominado LTP
(BEAR, 1996; BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; NABAVI et al., 2014;
RUGGIERO et al., 2011; WHITLOCK et al., 2006).

Figura 6 - Representacdo esquematica de alguns dos mecanismos bioquimicos
associados ao processo LTP (adaptado de BEAR et al., 2004).
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Legenda: AMPARS, receptores AMPA; NMDARs, receptores NMDA;
CaMKII, proteinas cinases dependentes de Ca**/calmodulina; LTP, potenciagdo
de longa duragdo; PKC, proteina cinase dependente de Ca*".
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O processo de LTD (Figura 7) também ¢ dependente de
NMDARs, porém ocorre por meio de uma estimulacdo de baixa
frequéncia (1 Hz). Ao receber a estimulagdo de baixa frequéncia a
disponibilidade de neurotransmissores glutamatérgicos disponiveis na
fenda sindptica diminui(1). A redugdo do influxo de Na“ para o meio
intracelular através dos AMPARs(2) prejudicando a atividade dos
NMDARs pelo prejuizo no processo de bloqueio do ion de Mg**(3). A
reducdo na atividade dos NMDARSs acarreta na diminui¢do no influxo
de Ca®" no meio intracelular(4), reduzindo a atividade das CaMKII(5) e
ativando a proteina fosfatase 1(6) (ou PP1, do inglés protein
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phosphatase 1) que atua na desfosforilagdo dos AMPARs acoplados na
membrana celular(7). A redug¢do na atividade da CaMKII associada a
desfosforilagio dos AMPARs prejudicam o influxo de Na* nas sinapses
seguintes, diminuindo a eficiéncia sinaptica do neurdnio(8) (BEAR,
1996; BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; NABAVI et al., 2014
RUGGIERO et al., 2011; WHITLOCK et al., 2006). Portanto, o estado
de fosforilagdo de sitios especificos dos AMPARs é um evento
importante no mecanismo de regulacdo da neuroplasticidade tanto na
LTP quanto na LTD.

Figura 7 - Representacdo esquematica de alguns dos mecanismos bioquimicos

associados ao processo LTD (adaptado de BEAR et al., 2004).
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Legenda: AMPARs, receptores AMPA; CaMKII, proteinas cinases dependentes
de Ca?"/calmodulina; LTD, depressio de longa duragio; PKC, proteina cinase
dependente de Ca®*; PP1, proteina fosfatase do tipo 1; PP2A, proteina fosfatase
do tipo 2A.

Dentre as diversas cascatas bioquimicas associadas ao processo
de LTP (ler CHATER; GODA, 2014 para uma revisdo completa),
existem dois sitios principais da subunidade GluA1 dos AMPARs que
regulam a condutancia do canal e a inser¢cdo do receptor na membrana
sinaptica através dos seus estados de fosforilagdo e desfosforilagdo: (i) o
sitio no residuo de serina 831, fosforilado pela CaMKII (P-GluAl-
Ser831) que aumenta a condutancia do canal; (ii) e o sitio no residuo de
serina 845, fosforilado pela PKA (P-GluAl-Ser845) que afeta a
probabilidade de canal aberto do receptor ¢ regula a incorporacio
sinaptica da subunidade GluA1 de AMPARs (HENLEY; WILKINSON,
2016; HUGANIR; NICOLL, 2013; LEE et al., 2000; WANG et al.,
2014; WOOLFREY; DELL’ACQUA, 2015). Em sinapses saudaveis
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(basais), a fosforilagdo de GluAl no sitio Ser831 (sitio da CaMKII)
facilita a LTP, enquanto a desfosforilacdo de Ser845 (sitio da PKA) via
PP1/2A resulta em LTD (LEE et al., 2000), conforme observado na
Figura 8.

Figura 8 - Efeito da fosforilagdo da subunidade GluA1 dos AMPARs nos sitios
Ser831 e Ser845 no processo de plasticidade sindptica (adaptado de LEE et al.,
2000).
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Legenda: CaMKII, proteinas cinases dependentes de Ca?*/calmodulina; LTP,
potenciagdo de longa duragdo; LTD, depressio de longa duragdo; PKA,
proteinas cinases dependentes de AMPc; PKC, proteinas cinases dependentes de
Ca’"; PP1, proteina fosfatase tipo 1; PP2A, proteina fosfatase tipo 2A; PS831,
fosforilagdo do sitio serina 831; PS845, fosforilacdo do sitio serina 845.

A epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose do hipocampo
(ELTM-EH) ¢ o tipo de epilepsia refrataria ao tratamento farmacoldgico
mais prevalente no mundo, ¢ a lobectomia temporal mesial (LTM) é
uma modalidade de tratamento amplamente aceita para o controle das
crises epilépticas e melhoria da qualidade de vida dos pacientes (FIEST;
SAJOBI; WIEBE, 2014; PAULI et al., 2017a; SPENCER, 2002;
WIEBE et al., 2001). Uma estudo de meta-analise sobre VFC em
pacientes com epilepsia (LOTUFO et al., 2012), que revisou 39 estudos,
mostrou que pacientes com epilepsia apresentam uma reducdo nos
indices de VFC de repouso (como o rMSSD e HF) quando comparados
a pacientes saudaveis ou com epilepsia bem controlada, sugerindo que
as convulsdes ocorréncia tém um papel fundamental na disfungéo
autondmica de pacientes com epilepsia. Alguns estudos sugerem que o
prejuizo no tonus autondmico cardiaco avaliado por meio da VFC pode
melhorar os métodos para a preven¢do da morte subita inesperada na
epilepsia (SUDEP) (BAYSAL-KIRAC et al, 2017, GALLIL
LOMBARDI, 2017; LOTUFO et al., 2012; RAUSCHER et al., 2011,
SURGES et al., 2009b) podendo contribuir também para a avaliacdo da
capacidade de regulagdo emocional devido a relagdo funcional comum
das estruturas do lobo temporal mesial (como a AMI e HIP) as respostas
emocionais (FANSELOW; DONG, 2010; KIELSTRUP et al., 2002) e
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controle autonémico (BENARROCH, 1993; THAYER et al., 2009;
THAYER; LANE, 2000), fornecendo insights sobre a maior prevaléncia
psiquiatrica na epilepsia (GAITATZIS; TRIMBLE; SANDER, 2004) A
ressec¢do do tecido cerebral por cirurgia de epilepsia uma oportunidade
unica para o estudo de estados de fosforilagdo em estruturas do sistema
limbico humano (OSORIO et al., 2017).

Em um estudo anterior, o grupo do Professor Dr. Roger Walz
encontrou uma associag¢do entre o medo ictal (aura de medo) e os niveis
da amigdala da subunidade GluA1l dos receptores de glutamato e seu
estado de fosforilagdo no HIPa estdo relacionados ao medo ictal em
pacientes com MTLE-HS, sugerindo que neuroplasticidade em
estruturas do sistema limbico estdo associadas aos circuitos de
sobrevivéncia defensivos, podendo ter implicagdes para a compreensiao
sobre o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos e regulacéo
emocional em humanos (LEAL et al., 2018). A hipotese deste trabalho
¢ de que o aumento da eficiéncia sinaptica via fosforilagdo dos
AMPARSs em estruturas limbicas, como a AMI e HIPa, prejudicam a
atividade inibitoria de AMI e reduzem os indices de VFC mediados pelo
SNP. Assim, este trabalho tem o objetivo de investigar a associagdo
entre o estado de fosforilacdo da subunidade GluA1 AMPARSs na AMI,
HIPa e neocortex temporal médio (NTM) e o tonus cardiaco vagal de
repouso de pacientes com ELTM-EH tratados cirurgicamente.

1.5 JUSTIFICATIVA

Emogoes representam respostas psicofisiologicas que permitem a
flexibilidade do organismo para se adaptar a situacdes ambientais. O
processo de regulacdo das emogdes reflete o potencial do individuo para
fornecer respostas adequadas de acordo com cada estimulo ambiental. O
prejuizo no processo de regulacdo emocional, sendo pela escolha da
resposta emocional inadequada ou pela falha no processo de inibi¢do de
uma emog¢do, estd associado ao desenvolvimento de distirbios
psiquiatricos. Dentre as formas de quantificar a influéncia autondmica
sob a atividade cardiaca a variabilidade da frequéncia (VFC) cardiaca ¢
um biomarcador ndo-invasivo, de baixo-custo € com métodos
quantitativos bem estabelecidos para avaliar a influéncia dos eixos
simpatico e parassimpatico no ténus autondmico cardiaco. O tonus
autonémico cardiaco tem sem mostrado um marcador da capacidade
individual de regulagio emocional para fins de diagndstico, mas os
mecanismos envolvidos ainda sdo pouco compreendidos. Compreender
os mecanismos envolvidos na variabilidade da frequéncia cardiaca pode
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colaborar no desenvolvimento de métodos de diagnostico e prognostico
inovadores e de relagcdo custo/beneficio satisfatoria pois: a) Alguns
indices da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo
(como o rMSSD) apresentam confiabilidade mesmo quando mensurados
por um tempo curto (<1min.); b) Algoritmos de registro da variabilidade
da frequéncia cardiaca por meio da camera e flash de smartphones,
reduzindo significativamente o custo de difusdo da tecnologia no
sistema Unico de saude; e c¢) Processamento de sinal e analise
quantitativa simples que permitem a adesdo de profissionais da saude.
Desta forma, este trabalho contribui para compreender a os mecanismos
envolvidos com a variabilidade da frequéncia cardiaca e a regulagdo
emocional, fornecendo evidéncias para colaborar no processo de
diagnostico e prognosticos de pacientes com disturbios relacionados a
regulagdo emocional.

1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo geral

Avaliar se ha associagdo entre os niveis de marcadores de
plasticidade sinaptica no sistema limbico humano e a manutencdo do
tonus cardiaco vagal de repouso.

1.6.2 Objetivos especificos

o Investigar se ha associagdo entre os marcadores bioquimicos de
plasticidade sinédptica (niveis de GluAl, P-GluA1-Ser831 ¢ P-
GluA1-Ser845) no sistema limbico (AMI, HIPa ¢ NTM) e os
indices da VFC (SDNN, rMSSD e HF);

e Verificar se hd associagdo entre as caracteristicas clinicas e
demograficas dos pacientes com ELTM-EH e os indices da
VFC (SDNN, rMSSD e HF);

e Desenvolver um modelo de regressao linear multipla utilizando
variaveis clinicas, demograficas e bioquimicas (niveis de
GluAl, P-GluAl-Ser831 e P-GluA1-Ser845 na AMI, HIPa e
NTM) capaz de predizer a variagdo dos indices da VFC entre os
pacientes com ELTM-EH (SDNN, rMSSD e HF).
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2 METODO
2.1 PARTICIPANTES

Dezoito pacientes adultos tratados cirurgicamente entre maio de
2009 e dezembro de 2012 no Centro de Epilepsia de Santa Catarina
foram incluidos neste estudo, que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (365-FR304969) (Parecer disponivel no “APENDICE A”). O
termo de consentimento livre e esclarecido por escrito foi obtido de
todos os participantes (“APENDICE B”). Todos apresentavam crises
epilépticas com comprometimento da consciéncia ao menos uma vez
por més, apesar do tratamento adequado com drogas antiepilépticas (ou
AEDs, do inglés Anti-Epileptic Drugs) (KWAN et al, 2009). A
anamnese, o0 exame neurologico, a avaliagdo psiquidtrica e
neuropsicoldgica, a analise de video-EEG de superficie e a ressonancia
magnética (RM, 1,5 Tesla) foram consistentes com o diagnostico de
ELTM-EH unilateral (ARAUJO et al., 2006; DE LEMOS ZINGANO et
al., 2015; GUARNIERI et al., 2009; NUNES et al., 2011; PAULI et al.,
2017a, 2017b; VELASCO et al., 2011; WIEBE ef al., 2001) As
variaveis clinicas analisadas foram: a) idade (anos); b) dura¢do da
doenga (anos); c¢) frequéncia mensal de crises epilépticas com
comprometimento da consciéncia (crises disperceptivas); d) género
(masculino ou feminino); e) lado da esclerose do hipocampo (direita ou
esquerda); f) tipo tratamento farmacologico (monoterapia ou
politerapia); g) uso de benzodiazepinicos como adjuvantes no
tratamento da epilepsia (sim ou ndo); h) niveis séricos de fenobarbital e
carbamazepina i) escores das escalas de ansiedade e depressdo
hospitalar (HADS) (DE LEMOS ZINGANO et al., 2015; ZIGMOND;
SNAITH, 1983).

2.2 REGISTRO FISIOLOGICO

As gravagdes do eletrocardiograma (ECG) foram realizadas em
posi¢do supinada na manhd apdés a primeira noite de sono no hospital
(entre 8 ¢ 10 horas da manhd), cerca de 48h antes da neurocirurgia. Com
excecdo da suspengdo do fenobarbital (meia vida longa) as doses dos
demais farmacos antiepilépticos foram mantidos ao longo do dia e
primeira noite de internacdo. Todas as gravagdes foram medidas
continuamente durante 1 hora usando o sistema de video-EEG Biologic®
utilizando a taxa de amostragem de 512 Hz. As areas em que os



50

eletrodos descartaveis de Ag/AgCl foram posicionados foi higienizada
com alcool isopropilico (70%). Os eletrodos de eletrocardiograma foram
colocados na configuracdo triangular do toérax. Para a andlise da VFC,
foram utilizados os primeiros 10 minutos de registro do ECG sem
artefatos musculares e ndo precedidos de crises epilépticas no periodo
que precedeu a coleta do sinal de eletrocardiograma para analise da VFC
(inspegdo visual pelo registro simultdneo de eletroencefalograma). A
identificacdo do complexo QRS, a extragdo dos intervalos RR e a
analise quantitativa da VFC foram realizadas no software Kubios v2.3
(TARVAINEN et al., 2014).

A quantificagdo do ténus cardiaco vagal foi realizada por meio
dos seguintes indices de VFC no dominio do tempo e da frequéncia: a)
desvio padrdo dos intervalos RR (SDNN); b) raiz quadrada das
diferengas sucessivas (rMSSD); e ¢) alta frequéncia (0,15 Hz a 0,4 Hz).
A escolha destes indices em especifico se da por trés motivos: a)
Representacdo clara da influéncia do sistema nervoso parassimpatico na
variagdo de cada indice (LABORDE; MOSLEY; THAYER, 2017),
permitindo uma quantificacdo objetiva do tonus vagal sob a VFC; b)
Estes sdo os indices comumente reportados em outros experimentos,
permitindo a maior comparagao dos resultados com outros experimentos
(CHALMERS et al., 2014; KEMP et al., 2010; LOTUFO et al., 2012;
THAYER et al., 2012); c¢) Por possuirem significado semelhante (como
o rMSSD ¢ o HF), mas serem extraidos por métodos quantitativos
distintos permitem evitar o erro tipo I (“falso positivo™) ja que a relagdo
entre os indices tera que apresentar associacdo semelhante para
confirmar a hipdtese; d) Evitar a ocorréncia do erro tipo I (“falso
positivo”) em fun¢do de multiplas comparagdes, como ao total sdo ao
menos 13 indices da VFC obtidos por meio do dominio do tempo e
frequéncia, a restrigdo do nmiimero de varidveis incluidas nas analises
estatisticas para aquelas com significado semelhante diminui a chance
de encontrar resultados em funcdo do acaso. O dominio da frequéncia
foi calculado pela Transformada Rapida de Fourier aplicando uma
janela de Hanning de 256 s de largura com taxa de interpolacdo de 4 e
uma sobreposi¢do de 50%, seguindo os padroes do de analise do
software Kubios v2.3 (TARVAINEN et al., 2014). A extragdo de todos
os indices de HRV foi realizada conforme previamente descrito em Task
Force (1996). Os valores absolutos dos indices de VFC foram
transformados em logaritmos naturais (Ln) para normalizar a amostra e
minimizar os valores outliers (ABAD et al., 2017, ESCO; FLATT,
2014; NAKAMURA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016), gerando os
indices: a) Ln (SDNN), transformada logaritmica do indice SDNN; b)
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Ln (tMSSD), transformada logaritmica do indice rtMSSD; ¢) Ln (HF),
transformada logaritmica do indice HF.

2.3 PROTOCOLO DE ANESTESIA NO MOMENTO DA CIRURGIA
E COLETA DAS AMOSTRAS DE TECIDO CEREBRAL

O protocolo anestésico foi o mesmo para todos os pacientes
(LOPES et al., 2016). O protocolo deve inicio entre 7:30h e 8:30h da
manhd com dose intravenosa de propofol (2 mg/kg, em bolus), fentanila
(2 ng/kg, em bolus) e rocurdnio (0,9 mg/kg, em bolus), e mantida com
remifentanil por bomba de infusio (0,1 a 0,2 pg/kg/min) e isofluorano
por inalagdo (0,5 a 0,6 CAM). A hidratacgo foi feita com solucdo salina
isotonica (1,2 ml/kg / h) somando-se a metade do volume de diurese. A
cefalotina (30 mg/kg) foi administrada 30 min antes da anestesia. A
administragdo das AEDs por via oral foi mantida até o dia da cirurgia
(por volta das 6h da manhid). Os pacientes receberam 20 mg/kg de
fenitoina 12 horas antes da cirurgia e aqueles que estava sob efeito da
fenitoina em casa receberam apenas a sua dose habitual oral no dia da
cirurgia. Todos os pacientes receberam uma dose de fenitoina (5 mg/kg)
apos a coleta das amostras de tecido cerebral.

2.4 CIRURGIA, VARIAVEIS INTRAOPERATORIAS E
AMOSTRAGEM DE TECIDO CEREBRAL

As amostras analisadas do tecido cerebral foram removidas por
uma lobectomia temporal anterior (LTA) padrdo (WIEBE et al., 2001)
sem termo coagulagdo seguindo o modelo de coleta prospectivo
recomendado (GRIZZLE; BELL; SEXTON, 2010) conforme descrito
em trabalhos anteriores (LOPES et al., 2016; RONSONI et al., 2016).
Uma amostra de 1 cm? do neocértex temporal médio (NTM), localizada
3 cm posterior ao polo do lobo temporal, foi cuidadosamente dissecada
da substancia branca. Apds o acesso a regido temporal mesial, dois
tergos da AMI, incluindo seus nucleos basal e lateral, foram ressecados.
Finalmente, a cabega ¢ o corpo do HIP foram removidos "em bloco" e o
hipocampo anterior (HIPa) foi rapidamente dissecado em vidro
refrigerado com gelo. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
transferidas para um tubo Eppendorf, congeladas em nitrogénio liquido
¢ armazenadas em freezer a -80 °C para posterior analise. A duragdo da
anestesia para coleta das amostras cerebrais foi controlada bem como
outros parametros tais como: gasometria arterial, niveis séricos de
eletrolitos, hematocrito/hemoglobina, pH, pressdo arterial média,
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frequéncia cardiaca e respiratoria. Os pardmetros hemodindmicos e
respiratorios mantiveram-se estaveis durante todos os procedimentos e
ndo houve complicagdes cirtirgicas.

2.5 ANALISE BIOQUIMICA

Todas as amostras foram homogeneizadas pelo mesmo
pesquisador no mesmo dia ¢ armazenadas a -80 °C até a analise. Os
niveis de fosforilacdo e a quantidade total de proteinas alvo foram
determinados de maneira cega para todos os dados clinicos por Western
Blot (WB), como descrito em trabalhos anteriores (LOPES et al., 2012,
2016, 2013, 2015). Em resumo, as amostras de cérebro foram
mecanicamente homogeneizadas em solugdo tampao contendo Tris 50
mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3PO4 2
mM, Triton X-100 a 1%, glicerol a 10%, coquetel inibidor de protease e
centrifugado a 10.000 rpm a 4 durante 10 min. Os sobrenadantes foram
diluidos em tampdo de eletroforese. O contetido de proteinas foi
estimado pelo método descrito por Peterson (PETERSON, 1977). As
proteinas (60 pg por trilha) foram submetidas a eletroforese em
eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio a 10%
(SDS-PAGE) e transferidas para membranas de nitrocelulose. As
proteinas foram detectadas com os seguintes anticorpos seletivos: a)
anti-total-GluA1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-13152); b) anti- fosfo-
GluA1-Ser831 (Sigma-Aldrich, A4352); c) anti-fosfo-GluA1-Ser845
(Sigma-Aldrich, A4477); d) anti-proteina acida fibrilar glial (GFAP, do
inglés Glial Fibrillary Acidic Protein) (Cell Signaling, #3670) em uma
diluigdo de 1:1000. Os Western blots foram desenvolvidos por reagdo
quimioluminescente. Para controle de carga, todas as membranas foram
incubadas com anticorpo anti-fB-actina (Santa Cruz Biotechnology, sc-
47778, 1:2000). Os niveis de fosforilagdo foram determinados como
uma propor¢do da densidade optica (DO) da banda fosforilada em
relagdo a DO da banda total. O imunocontetdo da proteina foi
determinado como uma razdo da DO da banda de proteinas para a DO
da banda de B-actina (LOPES et al., 2016). Devido a inexisténcia de
amostras de tecido cerebral de controles saudaveis, um controle interno
(IC) da amostra foi aplicado como referéncia em todas as eletroforeses.
A amostra de referéncia foi obtida a partir de 3 amostras de HIP
combinados preparados como todas as outras amostras. A razdo DO
(fosforilada/total ou total/B-actina) para cada proteina alvo na amostra
de referéncia foi considerada 100% e os dados foram expressos como
variagdo percentual da amostra de referéncia (LOPES et al., 2016). Da
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analise foram extraidos: a) Niveis totais da subunidade GluAl; b)
Niveis da subunidade GluA1l fosforilada no residuo de serina 831 (P-
GluA1-Ser831); c¢) Niveis da subunidade GluA1 fosforilada no residuo
de serina 845 (P-GluA1-Ser845); e d) Niveis de proteina acida fibrilar
glial (GFAP), considerada um marcador de astrogliose.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis clinicas, demograficas e bioquimicas
apresentaram distribuicdo normal por meio do teste Kolmogorov-
Smirnov (p > 0,05), enquanto os indices da VFC necessitaram de uma
transformada logaritmica para obter uma distribuicdo normal. Foram
realizadas andlises univariadas inferenciais através dos testes ¢ de
student (para variaveis categoricas) e correlagdo de Pearson (para
variaveis escalares) para avaliar a associag@o entre as variaveis clinicas,
demograficas, bioquimicas com os indices da VFC (SDNN, rMSSD e
HF). As varidveis que mostraram associagdo com p < 0,10 na analise
univariada foram incluidas na analise de regressdo linear multipla. A
analise de regressdo linear multipla foi realizada utilizando o método
backward stepwise, que consiste no estabelecimento de um modelo
inicial com todas as variaveis retirando aquelas que apresentam
associagdo de p > 0,10 no conjunto das outras variaveis. Neste método,
ao final do processo de retirada das variaveis independentes restam
apenas aquelas que possuem maior associa¢do preditiva com a variavel
dependente. Os modelos de regressao final multipla considerados
significativos foram aqueles que apresentaram p < 0,05 contendo apenas
variaveis com p < 0,10 e seguindo os seguintes pressupostos (detalhes
no Quadro 3): a) Heterocedasticidade; b) Multicolineariedade; c)
Normalidade da distribuigdo dos residuos; d) Auséncia da influéncia de
outliers; ) Problema de especificagdo; f) Problema de forma funcional.
Para avaliar os efeitos especificos dos marcadores de plasticidade
sinaptica presentes nos modelos finais de regressdo, foi realizada uma
regressdo linear simples entre as variaveis bioquimicas e os indices da
VFC. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no pacote
estatistico Stata 14.0 (Version 14; StataCorp LLC, Texas, USA).
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Quadro 3 - Descrigdo dos testes estatisticos utilizados como pressupostos para
atribuir confiabilidade ao modelo de regressdo final.

Pressupostos Teste Estatistico Descricio
Heretocedasticidade Breusch-Pagan Hettest | Verifica a existéncia de
subgrupos de dados que
apresentam uma

distribui¢do heterogenia
que pode influenciar a
predicdo do modelo de

regressao.
Multicollinearidade Fator de Inflagdo de Verifica se uma variavel
Variancia no modelo de regressao
pode ser predita

linearmente pelas outras
varidveis incluidas no
modelo,  prejudicando

sua precisao.
Normalidade da distribui¢ao Teste Shapiro-Wilk Verifica se os residuos
dos residuos apresentam distribui¢do
normal, caso eles ndo
apresentem esta

distribuicdo modelo de
predigdo ndo-lineares

podem ser mais

adequados.
Auséncia da influéncia de Distancia de Cook Verifica a influéncia
outliers individual de cada caso

no modelo de regressao
para verificar se hd a
presenga de  algum
outlier que esteja
possuindo um viés na

analise.
Problema de especificacdo Teste de Link Verifica a probabilidade
de identificar

corretamente a variavel
dependente baseando-se
nas varidveis presentes
no modelo de regressao

final.
Problema de forma Teste de Forma Verifica se a todas as
funcional Funcional Apropriada | variaveis incluidas no

modelo possuem efeito
preditivo para a variavel
dependente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados da correlagdo de Pearson entre
os indices da VFC e os biomarcadores de neuroplasticidade.
Observamos que niveis mais altos de fosforilagdo do residuo Ser845 da
subunidade GluAl (P-GluA1-Ser845) na AMI e no HIPa estio
associados a valores mais baixos de Ln (SDNN) (AMI r = -0,54, p =
0,02 e HIPa r=- 0,57, p = 0,01), Ln ({fMSSD) (AMI r = - 0,40, p = 0,10
er=-045 p=0,006) e Ln (HF) (AMI r= - 0,44, p = 0,07 ¢ HIPa r= -
0,45, p = 0,06), sugerindo que os niveis de P-GluA1-Ser845 na AMI e
HIPa prejudicam os indices da VFC mediados pelo SNP. Nos
observamos uma tendéncia estatistica para a correlagdo de Pearson entre
fosforilagdo do residuoSer831 da subunidade GluA1 (P-GluA1-Ser845)
no HIPa e Lrn (SDNN) (» = 0,43, p = 0,07), mas esta associacdo ndo foi
encontrada na comparagdo com a AMI (valores de r entre 0,13 ¢ 0,28, p
> (,05) ou com outros indices da VFC (valores de r entre 0,20 ¢ 0,29, p
> 0,05), indicando um possivel erro tipo I (“falso positivo™).

Para avaliar se a associacdo observada entre os niveis de P-
GluA1-Ser831 e P-GluA-Ser845 ¢ os indices de HRV néo resultaram de
viés decorrente da variagdo no grau de atrofia devido a perda neuronal
ou gliose das estruturas analisadas, avaliamos a correlagdo de Pearson
entre os indices de VFC, tais como Ln (SDNN), Ln (rMSSD) e Ln (HF)
¢ os niveis da subunidade GluAl ¢ GFAP nas mesmas amostras das
estruturas avaliadas. Houve uma tendéncia estatistica (r = 0,41, p =
0,09) para associagdo positiva entre os niveis de GFAP na AMl e o Ln
(SDNN). Niao foram observadas outras associagoes significativas (p >
0,10) entre os indices de VFC e os marcadores de plasticidade sinaptica
no HIPa e AMI dos pacientes. Os resultados sugerem que a VFC de
repouso dos pacientes ndo foi significativamente associada as variagdes
dos niveis de GFAP e de GluAl. Para fins de analise, os niveis de
GFAP na AMI foram incluidos, juntamente com outras variaveis
demograficas e clinicas, na analise por regressdo linear multipla
realizada (ver adiante, item 3.2) para identificar os marcadores de
neuroplasticidade independentemente associados ao indice Ln (HF).
Para investigar as variaveis preditivas dos indices Ln (tMSSD) e Ln
(SDNN) nao foi incluido os niveis de GFAP nas estruturas por ndo se
mostrarem associados a variavel dependente de interesse com um nivel
de p < 0,10, conforme os critérios estatisticos para inclusdo de variavel
no modelo de regressdo final (ver adiante, item 3.3).
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Tabela 1 - Marcadores bioquimicos de plasticidade sindptica (P-GluA1-Ser831, P-GluA1-Ser845, GluAl e GFAP) na AMI, HIPa
e NTM associados ao tdnus cardiaco vagal mensurado por meio da VEC.

Ln (SDNN) Ln (rMSSD) Ln HF)
Variaveis Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente
Pearson P Pearson P de Pearson P

AMI

P-GluA1-Ser831 0,20 041 0,28 0,25 0,13 0,60

P-GluA1-Ser845 -0,54 0,02 -0,40 0,10 -0,44 0,07

Subunidade GluA1l 0,01 0,97 0,01 0,99 0,12 0,63

GFAP 0,19 0,44 0,29 0,23 041 0,09
HIPa

P-GluA1-Ser831 043 0,07 0,29 0,24 0,20 0,42

P-GluA1-Ser845 -0,57 0,01 -0,45 0,06 -0,45 0,06

Subunidade GluA1l 0,18 0,47 0,26 0,30 0,35 0,16

GFAP 0,33 0,19 0,17 0,50 0,26 0,30
NTM

P-GluA1-Ser831 0,38 0,11 0,32 0,18 0,17 0,48

P-GluA1-Ser845 -0,27 0,26 -0,24 0,33 -0,31 0,20

Subunidade GluA1l -0,11 0,64 0,15 0,53 0,24 0,32

GFAP 0,14 0,55 0,38 0,11 0,29 0,23

Legenda: GFAP, Proteina 4cida fibrilar glial; AMI, Amigdala; HIPa, Hipocampo anterior; NTM, Neocértex temporal médio; Ln (SDNN), Transformada
logaritmica do desvio padrdo dos intervalos R-R; Transformada logaritmica da raiz quadrada média das diferencas sucessivas; Ln (HF) Transformada
logaritmica do indice de alta frequéncia (0,15Hz a 0,4Hz). As varidveis que apresentaram um valor de p < 0,10 estdo destacadas em negrito.
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3.1 OS INDICES DA VFC ESTAO ASSOCIADAOS AOS NIVEIS
DOS BIOMARCADORES DE NEUROPLASTICIDADE NO
HIPOCAMPO ANTERIOR E NA AMIGDALA, MAS NAO NO
NEOCORTEX TEMPORAL MEDIO

E amplamente aceito que os processos emocionais sdo mediados
por estruturas do sistema limbico como a AMI e HIPa (CATANI;
DELL’ACQUA; THIEBAUT DE SCHOTTEN, 2013; DAMASIO,
1998) e acredita-se que estas estruturas também estejam envolvidas nos
circuitos de modulagdo autondmica do coragdo (BENARROCH, 1993;
MUIJICA-PARODI et al., 2009; THAYER et al., 2012). Para avaliar a
especificidade da associagdo entre os niveis dos biomarcadores de
neuroplasticidade na AMI e HIPa e os indices da VFC, avaliamos se os
indices da VFC também estavam associados aos niveis de P-GluA1-Ser
831 e P-GluA1-Ser 845 das amostras de NTM. N&o houve associacio
significativa entre variaveis neuroquimicas analisadas no NTM e os
indices Ln (SDNN), Ln (fMSSD) ou Ln (HF) (p > 0,10). Os achados
sugerem que a variacdo entre os niveis dos marcadores analisados e os
indices de VFC dos pacientes ¢ especifica as regides do HIPa e da AML
(Tabela 1).

E importante destacar que varios estudos propdem uma divisdo
funcional entre o hipocampo ventral (HIPv) e dorsal (HIPd) de roedores
(BANNERMAN et al., 2014; FANSELOW; DONG, 2010) que no ser
humano correspondem ao hipocampo anterior (HIPa) e posterior (HIPp),
respectivamente (O’LEARY; CRY AN, 2014). Estudos comportamentais
demonstraram que a lesdo no HIPd de roedores dificulta a consolidagio
da memoria espacial no labirinto aquatico de Morris (MOSER et al.,
1995), enquanto a lesdo anatdmica no HIPv aumenta o tempo de
permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado
(KJELSTRUP et al., 2002), para ambos os experimentos, a lesdo na
outra area do hipocampo (HIPv e HIPd, respectivamente) nao afeta o
desempenho comportamental, sugerindo que o HIPd estd associado a
memoria e o HIPv as respostas emocionais. Corroborando as evidéncias
comportamentais, Fanselow e Dong (2010) demonstraram que o HIPv e
o HIPd apresentam diferentes padrdes de expressdo génica que
permitem uma capacidade funcional distinta. A similaridade da
expressdo génica entre o HIPa, a AMI e o hipotalamo corroboram a
ideia de que o HIPv esteja envolvido com a producdo de respostas
emocionais e de estresse.

A relagdo entre os achados no HIP de roedores e o hipocampo
humano sugerem que o HIPa esteja mais relacionado as emogdes,
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enquanto o HIPp esta associado a consolida¢do da memoria (O’LEARY;
CRYAN, 2014). Em conjunto com os relatos prévios de associagio
entre o HIPa e as respostas emocionais (FANSELOW; DONG, 2010;
KJELSTRUP et al., 2002; O’LEARY; CRYAN, 2014) a associagdo
observada entre os niveis de P-GluA1-Ser 831 na AMI ou no HIPa e a
VFC, podem indicar que os mecanismos de plasticidade sinaptica que
ocorrem nestas estruturas também estejam associadas ao controle
autondmico relacionado a regulagdo emocional.

Conforme proposto por Thayer e Lane (2009), a AMI ¢ inibida
tonicamente pelo cortex pré-frontal (CPF). Uma falha neste processo de
inibi¢do promove a ativagdo do niicleo central da amigdala o qual inibe
o nucleo do trato solitario, ativando os neurdnios simpatoexcitatorios na
medula ventrolateral rostral. Esse processo representa a evocagdo de
uma resposta emocional para a mobilizagdo e energia, refletindo uma
redugcdo no toénus cardiaco vagal. Embora o modelo de integracdo
neurovisceral ndo inclua o HIP no circuito neuroanatémico responsaveis
pela regulacdo cardiaca autondmica, ele participa do CAN
(BENARROCH, 1993; SHOEMAKER et al, 2015). Mais
especificamente, o HIPa apresenta uma similaridade de expressido
génica com a AMI (FANSELOW; DONG, 2010) e ambos estdo
envolvidos (KJELSTRUP et al., 2002) e influenciam as respostas
emocionais (PHELPS, 2004), suportando sua participagdo na
manutencao da VFC.

3.2 ASSOCIACOES ENTRE OS INDICES DA VFC E AS
VARIAVEIS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES

Algumas variaveis clinicas e demograficas se mostraram
associadas aos indices de VFC (Tabela 2). O tempo de doenca (r = -
0,512, p =0,02), os escores da escala HADS-D (r= -0,537, p =0,03) ¢
o nivel sérico de fenobarbital (» = - 0,686, p = 0,003) mostraram-se
negativa e significativamente associado ao Ln (SDNN). A idade ( r = -
0,512, p = 0,06) e o tratamento com politerapia (p = 0,07) mostraram
tendéncia de associagdo negativa ao Ln (SDNN). O nivel sérico de
fenobarbital mostrou-se negativa e significativamente ao Ln (rMSSD)
(r=-0,686, p=0,003) e ao Ln (HF) (r=- 0,715, p = 0,001). Houve uma
tendéncia para associag@o positiva entre o rMSSD e o sexo masculino (p
= 0,06), lado esquerdo da esclerose do hipocampo (p = 0,07), tempo de
doenga (r = -0,406, p = 0,09), e negativa com uso de benzodiazepinicos
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(p = 0,10). A varia¢do do Ln (HF) mostrou uma tendéncia de associagio
negativa com o tempo de doenga (r = - 0,444, p = 0,06) ¢ com o
tratamento com benzodiazepinicos (p = 0,06)

Achados prévios sugerem que pacientes com epilepsia
apresentam uma redugdo indices da VFC mediados pelo SNP durante o
registro em repouso (LOTUFO et al., 2012). Uma meta andlise que
contemplou 39 estudos sobre VFC e epilepsia (LOTUFO et al., 2012)
mostrou que pacientes com epilepsia refrataria apresentam valores mais
baixos de Ln (HF), Ln (SDNN) e Ln (rtMSSD) quando comparados a
controles saudaveis ou pacientes com epilepsia bem controlada,
sugerindo que a redugdo do tonus cardiaco vagal estd associado a
frequéncia de crises epilépticas. Suorsa et al. (2011), em um estudo
longitudinal, reportaram que prejuizo na manutengdo dos indices vagais
¢ progressivo de acordo com os anos da doenga, ja que os pacientes com
epilepsia refrataria tiveram uma redugio progressiva nos indices da VFC
durante os anos acompanhamento quando comparados a pacientes com
crises epilépticas controladas. Estes resultados vdo ao encontro da
associagdo negativa entre a reducdo da VFC e o tempo de doenca
observada em nossa amostra de pacientes. Interessantemente, os indices
de VFC em nossos pacientes ndo se mostraram significativamente
associados a frequéncia mensal das crises epilépticas.

Outra variavel clinica associada a diminuicdo da VFC na
ELTM-EH ¢ o lado da esclerose do hipocampo. Estudos anteriores
relataram que pacientes com ELTM cujas crises epilépticas ocorrem do
lado direito estariam mais relacionadas ao aumento do ténus simpatico e
aquelas do lado esquerdo aumentam o tonus parassimpatico (MAYER et
al., 2004; PANCHANI et al., 2011). E possivel que a cronicidade de
crises do lado direito (associado ao aumento da atividade simpatica)
pode estar relacionado ao comprometimento no processo de inibigdo
parassimpatica, ja que a atividade simpatica excessiva esta relacionada a
uma redugdo na VFC em pacientes com epilepsia (LOTUFO et al.,
2012; THAYER et al., 2012; THAYER; YAMAMOTO; BROSSCHOT,
2010).

Como observado em nosso estudo, alguns pesquisadores
mostraram que os benzodiazepinicos intravenosos prejudicam a
regulagdo do tonus vagal autondmico cardiaco (diminuindo a VFC) de
forma dose-dependente (ADINOFF et al., 1992; AGELINK et al.,
2002). Corroborando nossos resultados, um estudo comparando
pacientes com epilepsia que faziam monoterapia com diferentes AEDs
mostrou que, quando comparados ao grupo controle, houve uma redugio
na VFC e esta diferen¢a variava de acordo com farmaco utilizado, sendo
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que o fenobarbital foi 0 que mostrou maior associagdo com a redugio
nos indices da VFC (HALLIOGLU et al, 2008). Além do
comprometimento na manutengdo da VFC, alguns autores discutem a
possibilidade de que AEDs poderiam contribuir para arritmias fatais em
pacientes predispostos e que a politerapia poderia ser um fator de risco
independente para a ocorréncia de morte por razdo inesperada em
epilepsia (SUDEP do inglés, Sudden Unexpected Death) (NILSSON et
al., 1999; SURGES et al., 2009a). Como a VFC pode ser um fator
comum entre o risco de tratamento farmacologico na epilepsia e na
SUDEP (BAYSAL-KIRAC et al., 2017; DEVINSKY, 2004; GALLI,
LOMBARDI, 2017; LOTUFO et al., 2012; RYVLIN et al., 2013;
SURGES et al., 2009b; TOMSON; NASHEF; RYVLIN, 2008) a
avaliaco rotineira da VFC pode ser um marcador importante na rotina
clinica de pacientes com epilepsia. Contudo, a verificagdo e possivel
comprovagdo desta hipdtese é dificultada pela incidéncia relativamente
baixa de SUDEP com registro simultdneo do ECG e a necessidade de
uma amostra grande de pacientes a serem seguidos prospectivamente.

A associagdo negativa entre escores de depressio e
variabilidade da frequéncia cardiaca também ¢é descrita em pacientes
psiquiatricos (KEMP et al., 2010), os resultados observados em nossa
amostra sugerem que o prejuizo na regulagdo emocional relacionado a
diminui¢do da VFC pode estar associada a maior prevaléncia de
transtornos psiquidtricos na epilepsia (GAITATZIS; TRIMBLE;
SANDER, 2004; GUARNIERI et al., 2009). Portanto, a reducdo da
VFC parece estar associada capacidade de regulacdo emocional de
forma geral, uma vez que pode ser observada em varios distirbios
psiquiatricos e neurologicos (CHALMERS et al., 2014; KEMP et al.,
2010; LOTUFO et al., 2012; THAYER et al., 2009, 2012; THAYER,;
LANE, 2000), tais como , ansiedade, depressdo ou epilepsia que tém em
comum o comprometimento da regulagdo emocional.

Contrario as nossas expectativas, a escala de sintomas para
ansiedade HADS-A ndo apresentou associagdo aos indices de VFC,
apenas a escala de sintomas para depressio HADS-D apresentou
correlagdo significativa com Ln (SDNN). Embora muitos estudos
tenham relatado que pacientes diagnosticados de acordo com os critérios
de diagnostico do eixo de ansiedade do DSM (Manual Diagnostico e
Estatistico de Disturbios Mentais, do inglés Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) (por exemplo, transtornos de ansiedade
generalizada ou fobia) apresentam uma redugdo nos escores da VFC,
ndo encontramos essa relagdo em nossa amostra de pacientes com
epilepsia (CHALMERS et al., 2014; THAYER; LANE, 2000). Como
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nenhum dos pacientes apresentou escore significativo para sintomas de
ansiedade na HADS-A (escore < 9 pontos), ¢ possivel que a variagdo
dos sintomas de ansiedade ndo patoldgicos pode ndo ter a mesma
associagdio com a VFC dos estudos que comparam pacientes
diagnosticados com ansiedade e controles higidos (CHALMERS et al.,
2014). Vale ressaltar que as medidas de sintomas por meio de escalas
psicométricas quantificam a magnitude de cada sensagdo associada ao
quadro, sendo apenas uma das caracteristicas necessarias para obter-se
um diagnostico via DSM, este é composto de uma avaliagio de
sintomas, mas também leva em consideragdo o impacto psicologico e
social destas caracteristicas. Assim, a utilizagdo da VFC como
biomarcador ndo invasivo de disfun¢do autondmica deve ser mais
explorado na epilepsia para deixar claro o seu potencial para quantificar
prejuizos no processo de regulagdo emocional em pacientes com ELTM-
EH.
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Tabela 2 - Resultados da andlise univariada para avaliar a associagdo das variaveis clinicas, demograficas e dos parametros
intraoperativos na manuteng¢do do tonus autonomico cardiaco mensurado por meio da VFC.

Ln (SDNN) Ln (rMSSD) Ln (HF)
Variaveis (n ou média = DP)
Média + DP P Média + DP P Média + DP P

Variaveis Clinicas
Sexo

Feminino (n=11) 3,58 +0,38 2,68 0,51 446+ 1,14

Masculino (n = 7) 3,70+ 0,15 0,45 3,09+0,21 0,06 5,00 +0,38 0,25
Lado da EH

Direito (n=7) 3,57+0,47 2,60+ 0,52 436+ 1,22

Esquerdo (n=11) 3,66 0,16 0,57 3,01 £0,36 0,07 4,86+0,72 0,28
Tratamento de AEDs

Monoterapia (n = 6) 3,81+0,17 2,99 £0,21 491 +£0,46

Politerapia (n = 12) 3,54+0,33 0,07 2,76 £ 0,54 0,33 455+ 1,11 0,46

Uso de benzodiazepinicos
Nao (n=7) 3,73+0,26 3,05+ 0,47 5,18+ 0,68
Sim (n=11) 3,56 +0,33 0,27 2,71 + 0,38 0,10 4,43+ 0,97 0,06




Variaveis (n ou média = DP)

Idade, anos (37,73 + 12,32)
Tempo de doenga, anos
(24,77 £ 12,14)

Frequéncia Mensal de Crises
(12,96 + 7,96)

Escore da HADS-A

(8,53 +3,66)

Escore da HADS-D

(7,20 + 3,40)

Nivel sérico de Fenobarbital

(6,0 + 3,46)

Nivel sérico de Carbamazepina

(5,81 £11,13)

Ln (SDNN) Ln (rMSSD) Ln (HF)
Coeficiente Coeficiente Coeficiente
de Pearson p de Pearson de Pearson p
- 0,440 0,06 - 0,347 0,15 - 0,337 0,17
-0,512 0,02 - 0,406 0,09 -0,444 0,06
0,068 0,78 0,104 0,68 0,136 0,58
0,196 0,48 0,310 0,26 0,332 0,22
- 0,537 0,03 - 0,383 0,15 - 0,337 0,21
-0,686 0,003 -0,686 0,003 -0,715 0,001
0,083 0,74 0,027 0,91 0,107 0,66
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Varidveis (n ou média = DP) Ln (SDNN) Ln (rMSSD) Ln (HF)

Parametros Intraoperatorios

Pressao Arterial Média

(67,17 +8.88) 0,32 0,20 0,03 0,90 0,10 0,69
Frequéncia Cardiaca Média

(74,23 + 13.39) 0,02 0,91 0,04 0,85 0,03 0,90
Parametros do Sangue

pH (7,40 + 0,03) 0,09 0,72 0,29 0,23 0,28 0,24
PCO2(27,90 +5,34) 0,12 0,61 0,11 0,64 0,18 0,47
HCO5 (19,87 +1,94) 0,10 0,67 0,02 0,92 0,02 0,91
PO2(227,49 + 46,77) 0,05 0,83 0,01 0,98 0,01 0,97
Saturagdo de O2 (99,6 + 0,24) 0,07 0,78 0,09 0,71 0,01 0,96
Hematocrito (35,12 + 3,31) 0,07 0,77 0,13 0,60 0,18 0,46
Hemoglobina (11,57 + 1,06) 0,01 0,95 0,15 0,52 0,19 0,44
Glicose (119,81 + 28,66) 0,26 0,32 0,22 0,40 0,25 0,34

Sodio (138,27 + 3,84) 0,07 0,75 0,05 0,83 0,01 0,97
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Variaveis (n ou média = DP)
Potassio (4,18 + 0,37)

Calcio i6nico (4,22 +0,97)
Magnésio (0,47 + 0,03)
Acido Lactico (2,05 + 1,16)

Parametros de tempo de
coleta das amostras de tecido

Tempo de armazenamento das
amostras (meses)*

(18,41 £5,52)

Tempo desde a ultima crise
epiléptica (horas) B

(157,35 + 162,17)

Tempo de coleta do NTM
(min.) € (11,0 £ 5,14)

Tempo de coleta da AMI e
HIPa(min.)P (201,05 + 36,12)

Tempo de manipulagdo do
HIPa(min.) £ (227,17 & 55,96)

Ln (SDNN) Ln (rMSSD) Ln (HF)

0,11 0,65 0,21 0,39 0,11 0,66
0,01 0,96 0,07 0,77 0,04 0,87
0,35 0,17 0,10 0,70 0,01 0,98
0,17 0,48 0,17 0,47 0,24 0,31
0,12 0,61 0,12 0,62 0,10 0,68
0,01 0,96 0,07 0,77 0,01 0,97
0,26 0,28 0,32 0,18 0,21 0,39
0,30 0,23 0,06 0,80 0,01 0,96
0,03 0,90 0,37 0,14 0,35 0,15
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Legenda: AMI, Amigdala; GFAP, Proteina glial fibrilar; HIPa, Hipocampo anterior; NTM, Neocortex temporal médio; Ln
(SDNN), Transformada logaritmica do desvio padrdo dos intervalos R-R; Transformada logaritmica da raiz quadrada média das
diferengas sucessivas; Ln (HF) Transformada logaritmica do indice de alta frequéncia (0,15Hz a 0,4Hz); HADS-A, Escores de
ansiedade da escala de ansiedade e depressdo hospitalar; HADS-D, Escores de depressdo da escala de ansiedade e depressdo
hospitalar; AEDs, drogas antiepilépticas; EH, Esclerose do hipocampo; # Intervalo de tempo entre a coleta do tecido cerebral
durante a neurocirurgia de LTM e a homogeneizagdo da amostra para analise de Western blot (de 8 a 39 meses); ® Intervalo de
tempo entre a Ultima crise epiléptica e a coleta da amostra de tecido cerebral (de 12 a 590 horas); © Intervalo de tempo entre a
indugdo de anestesia até a coleta do NTM (de 119 a 255 min.); P Intervalo de tempo entre a indugdio da anestesia e a coleta de
amostra da AMI e HIPa (de 160 a 360min.); £ Intervalo de tempo entre a termo coagulagdo dos vasos do HIP e a completa
resseccdo do HIPa (de 5 a 25 min.). As varidveis que apresentaram um valor de p < 0,10 estdo destacadas em negrito.
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330S NIVEIS DE P-GLUAI-SER-845 NO HIPOCAMPO
ANTERIOR E AMIGDALA SAO MARCADORES
INDEPENDENTES DA VARIACAO DO TONUS AUTONOMICO
CARDACO

Para investigar se as associagdes observadas entre os indices da
VFC as varidveis bioquimicas poderiam ser decorrentes de viés de
confusdo relacionado a distribui¢do de variaveis clinicas e demograficas
dos pacientes foram realizadas regressdes lineares multiplas. No método
de regressdo utilizado (stepwise backward), apenas as variaveis com a
maior associacdo sdo mantidas no modelo. Embora a analise univariada
inicial tenha mostrado um maior nimero de variaveis individualmente
associadas aos indices da VFC, as que permanecem no modelo final
apresentam maior poder preditivo.

Nestas analises os indices de VFC foram consideradas as
variaveis dependentes e foram incluidas, além das variaveis de
neuroquimica de interesse, as variaveis clinicas e demograficas que
individualmente se mostraram associadas aos indices de VFC com nivel
de significancia de p <0,10 na analise univariada preliminar (Tabela 2).
As analises multivariadas foram feitas separadamente para cada um dos
indices da VFC (Tabela 3).

O modelo final de regressdo multipla para predigdo do Ln
(SDNN) incluiu o tempo de doenga e niveis de P-GluA1-Ser845 no
HIPa (r* = 0,61, p = 0,005). Observou-se uma colinearidade entre os
niveis de P-GluA1-Ser845 na AMI e HIPa (2 = 0,63, p = 0,008) e os
niveis deste biomarcador na AMI e HIP separadamente explicaram
respectivamente 25% (2 = 0,25) e 34% (r*> = 0,34) da variabilidade do
indice Ln (SDNN). O modelo final de regressdo multipla para predi¢ao
do Ln (rfMSSD) incluiu o tempo de doenga e os niveis de P-GluAl-
Ser845 na AMI (r> = 0,52, p = 0,01). Os niveis deste biomarcador na
AMI e HIPa separadamente explicaram respectivamente 44% (1* = 0,44)
e 24% (1> = 0,24) da variagdo do Ln (rMSSD). Por fim, o tempo de
doenca e os niveis de P-GluAl-Ser845 na AMI se mostraram
independentemente associados a variagdo do Ln (HF) (r* = 0,59, p =
0,04). Os niveis de P-GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa separadamente
explicaram 28% (r* = 0,28) e 17% (> = 0,17) da variagdo do Ln (HF).
Portanto, os resultados mostram que o tempo de doen¢a combinado aos
niveis de P-GluA1-Ser845 (na AMI ou HIPa) podem prever 61%, 52% e
59% das variagbes Ln (SDNN), Ln (MSSD) e Lrn (HF),
respectivamente.
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Tabela 3 - Modelos finais de regressdo multipla para o Ln (SDNN), Ln (rtMSSD) e Ln (HF) as varidveis clinicas e
marcadores de neuroplasticidade independentemente associados ao ténus cardiaco vagal avaliado através dos indices da
VEC.

Coeficiente 2 A Coeficiente B
Variaveis ) r* Ajustado p
r (IC 95%)

Ln (SDNN)

Modelo Final 0,61 0,54 0,005
Constante 6,54 (4,79 a 8,29) 0,0001
Tempo de doenga (anos) -0,01 (-0,02 a -0,001) 0,02
Niveis de P-GluA1-Ser845 20,02 (-0,03 a-0,008) 0,006
no HIPa

Modelo com HIPa 0,38 0,34 0,009
Constante 6,05 (4,29 a 7,81) 0,0001
Niveis de P-GluA1-Ser845 -0,02 (-0,03 a -0,006) 0,01

Modelo com AMI 0,29 0,25 0,02
Constante 4,65 (3,76 a 5,54) 0,0001
Niveis de P-GluA1-Ser845 -0,009 (-0,17 a -0,001) 0,02

Ln (rMSSD)

Modelo Final 0,52 0,44 0,01

Constante 4,89 (3,57 a2 6,22) 0,0001



Tempo de doenca (anos)
Niveis de P-GluA1-Ser845

-0,015 (-0,03 a 0,001)
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0,07

na AMI -0,016 (-0,027 a -0,004) 0,01
Modelo com HIPa 0,29 0,24 0,03
Constante -0,02 (-0,05 a -0,002) 0,001
Niveis de P-GluA1-Ser845 5,89 (3,02 a 8,75) 0,03
Modelo com AMI 0,31 0,26 0,02

Constante 4,48 (2,97 a2 5,99) 0,0001
Niveis de P-GluA1-Ser845 -0,01 (-0,02 a -0,001) 0,02

Ln (HF)

Modelo Final 0,59 0,52 0,004
Constante 8,96 (6,42 a 11,50) 0,0001
Tempo de doenca (anos) -0,42 (-0,76 a -0,008) 0,018
Niveis de P-GluA1-Ser845
na AMI -0,03 (-0,05 a 0,008) 0,01

Modelo com HIPa 0,23 0,17 0,05
Constante 10,38 (4,31 a 16,45) 0,003
Niveis de P-GluA1-Ser845 -0,05 (-0,10 a 0,002) 0,06

Modelo com AMI 0,33 0,28 0,02
Constante

Niveis de P-GluA1-Ser845

8,02 (5,07 a 10,97)

0,0001

-0,03 (-0,06 a -0,005) 0,02
Legenda: AMI, Amigdala; HIPa, Hipocampo anterior; Ln (SDNN), Transformada logaritmica do desvio padrdo dos intervalos R-R; Transformada

logaritmica da raiz quadrada média das diferencas sucessivas; Ln (HF) Transformada logaritmica do indice de alta frequéncia (0,15Hz a 0,4Hz). Os
modelos de regressdo que apresentaram um valor de p < 0,05 estdo destacadas em negrito.
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Como descrito por Lotufo ez al. (2012), pacientes com epilepsia
apresentam  uma  disfuncdo autonémica que reflete um
comprometimento do tonus vagal cardiaco, por exemplo, Ln (rMSSD)
ou Ln (HF). Entre todas as variaveis clinicas apenas o tempo de doenca
permaneceu independentemente associada ao modelo final, sugerindo
duas possibilidades. Primeira, uma vez que todos os pacientes sao
resistentes ao tratamento farmacologico, o tempo da doenga pode refletir
a gravidade da doenca em geral, j& que os pacientes ndo tiveram
controle das crises ao longo dos anos, a frequéncia total de crises
cumulativa aumenta ao longo dos anos. Segundo, por ser uma medida
escalar e apresentar maior varidncia do que as medidas clinicas
categoricas (perguntas sim ou nio), o tempo de doenca pode se adequar
melhor ao modelo final de regressdo devido seu axioma de medida.

Nossos resultados mostram que para todos os indices de VFC
analisados os niveis de P-GluA1-Ser845 (na AMI ou no HIPa) se
mostraram negativamente associados ao o tonus vagal cardiaco em
repouso. Conforme mencionado anteriormente, o modelo de integracdo
neurovisceral (THAYER; LANE, 2000, 2009; THAYER et al., 2012)
propde que durante uma condigdo de repouso em um lugar seguro a
AMI esta sob inibi¢ao tonica por sinapses GABAérgicos do CPF e que o
funcionamento adequado desta relagdo pode ser um indicador de que o
individuo o reconheceu os de sinais de seguranga do ambiente e inibiu
respostas emocionais de mobilizacdo de energia. Segundo o modelo, a
inibicdo adequada da AMI esta relacionada a uma alta atividade do
tonus cardiaco vagal (indices da VFC elevados) e este padrio de
funcionamento seria um indicativo de uma regulagdo emocional
adequada do ponto de vista de homeostase para o contexto de auséncia
de estimulos aversivos.

Considerando os achados prévios da literatura na area de VFC e
sua relacdo com a AMI e HIPa, existe plausibilidade bioldgica para os
resultados observados. Neste contexto, nossos resultados indicariam a
ocorréncia de mudangas na plasticidade sinaptica na AMI e no HIPa,
mais especificamente, uma diminui¢do dos niveis de P-GluA-Ser845
estdo associadas a redug@o do tdnus cardiaco vagal de repouso. Tais
modificagdes poderiam ser causa ou consequéncia de uma
anormalidade na inibigdo da AMI pelo CPF e, consequentemente na
regulagdo emocional e nos indices de VFC. Como a AMI ¢ densamente
conectada com o HIPa, especulamos que a sobreposi¢do de associagdo
entre os achados bioquimicos destas estruturas e os indices de VFC se
devam ao envolvimento concomitante de ambas na CAN. O desenho
experimental deste estudo (estudo de associagdo) ndo permite
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estabelecer uma relacdo de causa e efeito entre as variaveis preditivas e
o tonus cardiaco vagal avaliado pela VFC e a possibilidade de
associacdo espuria ndo pode ser excluida por completo.

A fosforilagdo de GluA-Ser845 estd relacionada com a
manutencio (sinapses “naive”) ou a LTD (LEE et al., 2000). Portanto,
nossos resultados sugerem que, nas amostras coletadas da AMI e HIPa
como um todo (homogeneizadas), a potenciagdo sinaptica que se
acompanha de um o aumento de GluA1l acoplados a membrana celular
estd associada reducdo tonus cardiaco vagal de repouso (menores
indices de VFC). De acordo com o modelo de integragdo neurovisceral
(THAYER; LANE, 2000, 2009), uma inibi¢do adequada da AMI por
sinapses GABA¢érgicas de terminais sinapticos oriundos do CPF resulta
no aumento dos indices da VFC. Nossa hipotese é que um fendmeno do
tipo LTP na AMI (e HIPa) seja um indicativo de um prejuizo no
processo de inibicdo da AMI pelo CPF. Embora ndo seja possivel
concluir se os achados bioquimicos sdo a causa ou um fendmeno
compensatorio (consequéncia) das modificagdes do tonus cardiaco vagal
determinado pela VFC, esta é a primeira evidéncia cientifica do
envolvimento de mecanismos de plasticidade sinaptica em estruturas do
sistema limbico humano que compde o CAN. Esses resultados vdo ao
encontro aos relatos de neuroimagem funcional (MUJICA-PARODI et
al., 2009; THAYER et al., 2012; SAKAKI et al., 2016) mostrando que
o aumento da atividade de AMI ou HIPa estdo associados a menores
indices de VFC.

3.4 OS NIVEIS DE P-GLUA-SER845 TANTO NA AMI COMO NO
HIPa SAO PREDITORES DA VFC

Para determinar o wvalor individual dos biomarcadores de
neuroplasticidade na predi¢ao da VFC, foram feitas regressdes lineares
simples entre os niveis de P-GluA1-Ser845 (na AMI e no HIPa) e os
indices de VFC (Ln SDNN, Ln rMSSD e Ln HF) (Tabela 3). Os niveis
de P-GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa estiveram negativamente
associados a todos os indices de VFC. Na AMI e no HIPa estes
marcadores explicaram respectivamente 29% e 38% da variagdo do
SDNN (2= 0,31, p = 0,02 para AMI e r* = 0,29, p = 0,03 para HIPa). J4
no caso do rMSSD, 31% e 29% de sua varia¢do foram explicados pelos
niveis de P-GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa respectivamente (1> =
0,31, p = 0,02 para AMY e r>= 0,29, p = 0,03 para HIPa). Por fim, a
33% e 23% variacdo do Ln (HF) pode ser explicada apenas pelos niveis
de P-GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa (> = 0,33, p = 0,02 para AMI e
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2 = 0,23, p = 0,05 para HIPa, respectivamente). Esta concomitincia
(colinearidade) e semelhanga (associagdo negativa) da associagdo entre
os niveis de P-GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa com todos os indices
de VFC sugere que em ambas as estruturas este biomarcador seja uma
medida preditiva dos indices de VFC. Apesar de serem estruturas
diferentes, com funcionalidades distintas, observamos valores
semelhantes de 1> para a regressio linear utilizando as varidveis
bioquimicas na AMI (valores de 1* entre 0,29 ¢ 0,33) e no HIPa (valores
de 1 entre 0,23 e 0,38), indicando que ambas as estruturas estdo
associadas a manutengdo do ténus vagal. Conforme descrito em topicos
anteriores, embora apenas AMI seja descrita no modelo neurovisceral
(THAYER; LANE, 2000, 2009) o HIPa também participa da CAN
(BENARROCH, 1993; SHOEMAKER et al., 2015), esta relacionado
fortemente envolvido na modulagdo de respostas emocionais
(FANSELOW; DONG, 2010; KJELSTRUP et al., 2002; O’LEARY;
CRYAN, 2014) além de possuir um substrato genético semelhante a
AMI e ao hipotalamo (FANSELOW; DONG, 2010). Embora a relagdo
de causa e efeito ndo seja possivel de ser estabelecida no presente estudo
de associagdo, nos especulamos que o HIPa, através de modificagbes na
plasticidade sindptica semelhantes as observadas na AMI, também
participe da modulagdo da manutencdo do tonus cardiaco vagal.

3.5A RELACAO ENTRE A NEUROPLASTICIDADE NO SISTEMA
LIMBICO E ‘ TONUS AUTONOMICO CARDIACO NA
ADAPTACAO A EVENTOS ESTRESSORES

A exposicdo aguda a eventos estressores & responsavel por
gerar respostas endocrinas que tem potencial para melhorar a eficiéncia
sinaptica em estruturas do sistema limbico para tornar a adaptacdo do
organismo mais eficiente a curto prazo (WHITEHEAD et al., 2013).
Estudos em roedores demonstraram que a inducdo de estresse agudo
aumenta os niveis de glutamato no meio extracelular da AMI, sugerindo
que a maior disponibilidade deste neurotransmissor na fenda sindptica
pode facilitar a responsabilidade do sistema limbico para gerar respostas
emocionais (REZNIKOV et al., 2007). Mais especificadamente, eventos
estressores a curto prazo estdo associados ao aumento de P-GluA-
Ser845 na AMI e no HIPv ¢ a reducdo de P-GluA-Ser831 no CPF e no
HIPd (CAUDAL et al., 2010). Conforme reportado em outros trabalhos,
o HIPv esta mais relacionado aos processos emocionais, enquanto o
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HIPd ¢é associado a producdo de memorias espaciais (FANSELOW;
DONG, 2010; KJELSTRUP et al., 2002). Sendo assim, o processo de
aumento na efici€ncia sinaptica a curto prazo em decorréncia de eventos
estressores, otimiza estruturas relacionadas com a produgio de respostas
emocionais (AMI e HIPv), enquanto prejudica a eficiéncia de estruturas
voltadas ao controle cognitivo (CPF e HIPd), indicando que o
organismo se adapta para produzir respostas emocionais com maior
frequéncia.

Fazendo a translacdo dos resultados observados em roedores,
nosso grupo reportou que uma dose de dexametasona, glicocorticoide
liberado durante respostas a estimulos estressores (RODRIGUES;
LEDOUX; SAPOLSKY, 2009), reduz P-GluAl-Ser831 na AMI
(LOPES et al., 2016). Interessantemente, o grupo do Prof. Dr. Roger
Walz demonstrou que em pacientes com ELTM-EH que apresentam a
manifestacdo inicial da crise epiléptica como sendo do tipo “medo
ictal”, mas ndo outros tipos de manifesta¢cdes sensoriais ou emocionais,
apresentam um aumento nos niveis P-GluA1-Ser845 no HIPa (LEAL et
al., 2018). Infelizmente, o tamanho da amostra do presente estudo ndo
permitiu analisar a eventual associagdo entre a ocorréncia de aura de
medo (n= 2) e os indices de VFC.

Portanto, conforme demonstrado neste trabalho o estado de
fosforilagdo dos AMPARs no sistema limbico esta associado com
adaptacdes na VFC, e poderia indicar que mecanismos de plasticidade
sinaptica no sistema limbico humano (AMI e HIPa) estejam envolvidos
na modula¢do da resposta autondmica cardiaca. A exposi¢do a ameagas
reais ou imagindrias estdo intimamente ligadas a resposta autondmica e
também com desordens psiquiatricas as quais também se associam a
modificagdes na VFC. E possivel que as associagdes observadas entre a
VFC e a neuroplasticidade na AMI e HIPa dos nossos pacientes estejam,
de alguma forma, ligadas a ocorréncia de transtornos psiquiatricas como
ansiedade, depressdo e estresse pos-traumatico. Neste estudo os modelos
finais de regressdo linear ndo evidenciaram associag@o entre os sintomas
de ansiedade e depressdo e os niveis de marcadores bioquimicos.
Entretanto ¢ importante considerar as limitagdes do tamanho da amostra
estudada, e a possibilidade de resultados falso negativos de associago
entre os marcadores analisados e as escalas de sintomas psiquiatricos.

A aplicagdo da VFC como forma ndo-invasiva para estimar a
eficiéncia sinaptica do sistema limbico pode ser importante para
compreender como a produgdo de comportamentos adaptativos ao
estresse a curto prazo podem se tornar comportamentos mal adaptativos
que resultam no desenvolvimento de disturbios psiquiatricos. Assim, o
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desenvolvimento de métodos matematicos e de analise ndo lineares da
VFC pode melhorar a acurdcia do uso da VFC como biomarcador de
regulagdo emocional e que seu acompanhamento a longo prazo pode
colaborar no desenvolvimento de métodos inovadores para diagndstico e
progndstico de transtornos psiquiatricos associados a modifica¢des no
tonus autondmico cardiaco (ETKIN; BUCHEL; GROSS, 2015; GROSS,
1998, 2015; THAYER et al., 2012; THAYER; LANE, 2000, 2009).

3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, este trabalho demonstrou que os niveis de
marcadores bioquimicos de plasticidade sinaptica na AMI e no HIPa
estdo associados ao tonus cardiaco vagal em repouso, avaliado através
da VFC. Os resultados mostram que os niveis de P-GluA1-Ser845 na
AMI ou HIPa em combinagdo com o tempo de epilepsia pode explicar
52% a 61% da variagdo dos indices de VFC analisados (Ln SDNN, Ln
rMSSD e Ln HF). Para todos os indices de VFC, os niveis de P-GluA1-
Ser845 tanto na AMI como HIPa se mostraram negativamente
associados a manutencdo do tonus cardiaco vagal. Os niveis de P-
GluA1-Ser845 na AMI e no HIPa podem explicar, individualmente de
23% a 38% da variagdo interindividual dos indices de VFC
respectivamente.

Para o modelo neurovisceral integrativo (THAYER; LANE,
2000, 2009), nossos resultados fornecem as primeiras evidéncias
bioquimicas de que a regulagdo de AMPARSs por P-GluA1-Ser-845 nio
apenas na AMI mas também no HIPa estda relacionada ao
comprometimento do ténus cardiaco vagal em repouso. Os resultados
corroboram as evidéncias de neuroimagem funcional que sugerem que a
maior atividade do AMI e do HIPa estio associadas a menores indices
de VFC mediados pelo nervo vagal. (MUJICA-PARODI et al., 2009;
SAKAKI et al., 2016; THAYER et al., 2012). A redugdo nos valores de
P-GluA1-Ser845 sugere um deslocamento do equilibrio da eficiéncia
sinaptica indicando um perfil semelhante ao produzido durante a LTD.
Nos especulamos que esta redugdo na eficiéncia sinaptica na AMI e
HIPa, de alguma forma possa causar ou ser decorrente da facilitagdo dos
processos de inibigdo tonica por sinapses GABAérgicas do CPF sobre a
AMI que consequentemente aumenta a VFC. O papel do HIPa nestes
mecanismos descritos € desconhecido, mas considerando a densidade
das conexdes anatomicas entre a AMI e o HIPa, e o envolvimento de
ambas as estruturas na modula¢do de processos emocionais é possivel
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que de alguma forma o HIPa contribua e integre, juntamente com a AMI
o CPF.

Portanto, os indices de VFC sdo indicadores da regulagio
autondmica relacionada a estados emocionais e nossos resultados
indicam estes indices também possam refletir mecanismos de
plasticidade sinaptica em estruturas limbicas envolvidas com as
respostas emocionais central (THAYER; LANE, 2000, 2009). Sabemos
que as respostas do estresse endocrino modulam a plasticidade sinaptica
no sistema limbico (LOPES et al., 2016; WHITEHEAD et al., 2013). A
influéncia dessas alteragdes sobre AMY e HIPa no processo de
regulagdo emocional pode auxiliar na compreensdo do desenvolvimento
de sintomas psiquidtricos apos exposicdo prolongada ao estresse, uma
vez que o comprometimento da regulacdo emocional estd associado ao
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (ETKIN; BUCHEL;
GROSS, 2015; GROSS, 1998, 2015; THAYER et al., 2012; THAYER;
LANE, 2000, 2009). Portanto, nossos dados suportam que a VFC é um
biomarcador ndo invasivo de regulagdo emocional, representando um
elo comum entre o sistema nervoso central e autobnomo (THAYER,;
LANE, 2000, 2009).

Conforme reportado por Lotufo et al. (2012), pacientes com
MTLE-HS apresentam uma disfun¢do autondmica que reflete um
comprometimento do tonus cardiaco vagal, ou seja, Ln tMSSD ou Ln
HF. A menor VFC de repouso observada em pacientes com epilepsia é
prejudicada de acordo com a gravidade da doenca, pois provavelmente
esta relacionada a ocorréncia de convulsdes. A deterioracdo progressiva
do tonus cardiaco vagal torna a VFC uma importante ferramenta no
seguimento clinico de pacientes com epilepsia (RAUSCHER et al.,
2011; SUORSA et al., 2011). Além de estar relacionada a gravidade dos
sintomas gerais da epilepsia, a relagdo entre a fungdo cardiaca e a
SUDEP (BAYSAL-KIRAC et al., 2017; FIALHO et al., 2017, 2018;
GALLL LOMBARDI, 2017; LOTUFO et al., 2012; RAUSCHER et al.,
2011) fazem do monitoramento da VFC uma alternativa para o
desenvolvimento de métodos para a prevengdo da SUDEP, que causa
aproximadamente 17% das mortes em pacientes com epilepsia
(SCORZA et al., 2009; TOMSON et al., 2005). A maior prevaléncia de
diagnostico psiquiatrico em pacientes com epilepsia (GAITATZIS;
TRIMBLE; SANDER, 2004; GUARNIERI et al., 2009) torna a
avaliacdo da VFC um método possivel para fornecer insights sobre a
desregulagdo emocional de morbidades psiquiatricas de pacientes com
epilepsia (BEAUCHAINE; THAYER, 2015; CHALMERS et al., 2014;
KEMP et al., 2010). Em geral, os dados de longo prazo da VFC de
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pacientes com epilepsia auxiliam no entendimento da tendéncia da
gravidade da doenga e contribuem para o cuidado de pacientes com
epilepsia (BAYSAL-KIRAC et al., 2017; GALLI; LOMBARDI, 2017,
KEMP; KOENIG; THAYER, 2017), conforme observado no
desenvolvimento de métodos para predicdo da ocorréncia de crises
epilépticas por meio da VFC (PAVEI et al., 2017).

Este estudo tem algumas limitagdes a serem consideradas.
Primeiro, o tecido cerebral usado ¢ de pacientes com ELTM-EH, e os
achados podem ndo serem completamente aplicaveis a individuos com
outras formas de epilepsias, outros tipos de patologias
neuropsiquidtricas ou mesmo pessoas higidas. Assim, modificacdes
estruturais e funcionais relacionadas a epilepsia (por exemplo, gliose e
perda neuronal) podem influenciar as variaveis neuroquimicas. Embora
essa limitagdo deva ser considerada, a cirurgia da epilepsia de lobo
temporal ¢ a Unica oportunidade para se estudar de forma confiavel o
estado de fosforilagdo de proteinas em estruturas do sistema limbico
humano, tornando este resultado um ponto de partida para investigar
biomarcadores neuroquimicos de manuten¢do autonémica em modelos
experimentais. Entretanto, como os roedores apresentam uma redugdo
no tonus vagal, os achados nestes animais apresentam limitagdes do
ponto de vista translacional para os seres humanos. O tamanho reduzido
da amostra de pacientes ¢ um ponto a ser considerado, uma vez que o
reduzido poder do estudo pode levar a resultados falsos positivos e
consequentemente a ndo detecgdo de associagdes que na realidade
existem. Por outro lado, considerando-se os cuidados utilizados na
coleta do material biologico, e os controles na distribuigdo de variaveis
causadoras de potenciais vicios de confusio aumentando a
confiabilidade dos resultados e sugerindo que as associagdes observadas
sejam realmente significativas.

Nossos resultados sdo um ponto de partida para o uso da VFC
investigacdo e diagnostico psiquidtrico em pacientes com epilepsia
(KEMP; KOENIG; THAYER, 2017; LABORDE; MOSLEY:;
THAYER, 2017; THAYER; YAMAMOTO; BROSSCHOT, 2010).
Estudos recentes sugerem que registros ultra curtos da VFC (<1 min)
podem fornecer indices mediados vagamente confiaveis (por exemplo,
rMSSD) (MELO et al., 2018; MUNOZ et al., 2015; NUSSINOVITCH
et al., 2011), tornando a VFC um método rapido, ndo invasivo e de
baixo custo que pode fornecer informagdes importantes sobre as
caracteristicas comportamentais e emocionais do paciente. Estudos
futuros podem usar a abordagem experimental pré-clinica para
investigar a relagdo de causa e efeito entre o estado de fosforilagdo de
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subunidades especificas dos receptores AMPA na AMI e HIPa e as
mudangas na VFC em repouso e durante testes comportamentais
envolvendo tarefas aversivas medo e respostas de comportamentais de
ansiedade em roedores e explorar o papel da VFC como biomarcador de
regulagdo emocional.
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4 CONCLUSAO

O estado de fosforilagdo dos AMPARs na amigdala e no
hipocampo anterior esta associado ao tonus cardiaco vagal em repouso.
Especificamente, os niveis de P-GluA1-Ser-845 na AMI e no HIPa estdo
inversamente relacionados aos indices autonomicos vagais avaliados por
meio da VFC (Ln SDNN, Ln tMSSD e Lrn HF), sugerindo que o
aumento da eficiéncia sinaptica na AMI e HIPa esta associado a indices
da VFC inferiores. Além dos biomarcadores de plasticidade sinaptica, o
tempo de doenca epiléptica também contribui para o comprometimento
do ténus autondmico cardiaco vagal. Esses resultados suportam o
modelo integrativo neurovisceral sendo o primeiro estudo demonstrando
a associacdo entre marcadores envolvidos com mecanismos de
plasticidade sinaptica no sistema limbico humano e a manuten¢do do
tonus cardiaco vagal. Os achados contribuem para um melhor
entendimento sobre o papel da plasticidade sinaptica em estruturas do
CAN do sistema nervoso central e a variabilidade da frequéncia
cardiaca.
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APENDICE A — Parecer do comité de ética em pesquisa com seres
humanos da UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA — UFSC
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Pesquisador: Roger Walz

Titulo da Pesquisa: MARCADORES DE POTENCIACAO
SINAPTICA E MECANISMOS DE TRANSDUCAO DE SINAL NA
EPILEPSIA DE LOBO TEMPORAL ASSOCIADA A ESCLEROSE
DO HIPOCAMPO

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Versio: 2

CAAE: 09946012.0.0000.0121

Area Tematica:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Numero do Parecer: 242.999

Data da Relatoria: 08/04/2013

DADOS DO PARECER

O projeto MARCADORES DE POTENCIACAO SINAPTICA E
MECANISMOS DE TRANSDUCAO DE SINAL NA EPILEPSIA DE
LOBO TEMPORAL ASSOCIADA A ESCLEROSE DO HIPOCAMPO
tem como objetivo estudar mecanismos neuroquimicos envolvidos com
a potenciagdo sinaptica e vias de transdugdo de sinal no tecido obtido
durante as cirurgias de epilepsia. Sdo sujeitos da pesquisa 80 pacientes
com ELT-EH consecutivos submetidos a lobectomia temporal anterior-
mesial para tratamento de epilepsia de dificil controle no Centro de
Cirurgia de Epilepsia do Estado de Santa Catarina (CEPESC) no
Hospital Governador Celso Ramos.

Apresentacio do Projeto:

Objetivo Geral:

Estudar os marcadores de potenciagdo e despotencia¢do sinaptica e
mecanismos de transdugdo de sinal associados a epilepsia de lobo
temporal associada a esclerose do hipocampo (ELTM-EH).

Objetivos especificos do estudo em pacientes:
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- Determinar os niveis de fosforilagdo da Ser831 e defosforilagdo da
Ser845 do carbono terminal da subunidade GluA1l do receptor AMPA
no hipocampo e cortex de pacientes portadores de ELT-EH tratados
cirurgicamente;

- Quantificar através de imunodetec¢do os niveis de PKA, MAPK,
CamKII e PKC totais ¢ ativadas no hipocampo e cortex de pacientes
portadores de ELT-EH tratados cirurgicamente;

- Avaliar a expressdo de PKA, MAPK, CamKII e PKC totais e ativadas
nas diferentes sub-regides do

hipocampo e neocortex de pacientes portadores de ELT-EH tratados
cirurgicamente;

- Correlacionar os achados dos itens 1, 2 e 3 com variaveis
demograficas, clinicas, eletrofisiologicas, neuroimgem estrutural,
neuroimagem funcional, aspectos neuropsicologicos, psiquiatricos e
resposta ao tratamento ciriirgico de pacientes com ELTM-EH.

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq)

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da UFSC em
30 de novembro de 2009.0 pesquisador responsavel solicita a "a
prorrogagdo do projeto” por um periodo de trés anos a partir de
novembro de 2012. Ele declara que "Na primeira etapa do projeto foram
obtidas as amostras biologicas de tecido cerebral dos pacientes
submetidos a cirurgia de epilepsia". A prorrogag¢do do projeto visa a
realizagdo da "fase de analise bioquimica das amostras bioldgicas
conforme a metodologia prevista no projeto” e "também permitird a
inclusdo de casos adicionais com intuito de aumentar a amostra de
pacientes". Registra -se que "ndo serfio realizadas modificagdes nos
objetivos e metodologia do projeto apresentado originalmente". Solicita-
se a prorrogacdo por um periodo de 3 anos a partir de novembro de
2012, més em que expirou a validade do projeto. Foram anexados na
Plataforma Brasil os seguintes documentos: Cronograma reformulado;
TCLE;

Declaragdo do Pesquisador responsavel; Folha de Rosto da CONEP;
Certificado de aprovagdo do projeto emitido pelo Comité de Etica de
Pesquisa em Seres Humanos da UFSC.De acordo com o pesquisador
responsavel, a prorrogacdo visa a realizacdo de etapas de andlise ja
previstas no projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica.
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Consideracdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Recomendagdes: Recomenda-se a aprova¢do da emenda pelo Comité
de Etica.
Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Situacao do Parecer: Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP: Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
FLORIANOPOLIS, 10 de Abril de 2013

Assinador por: Andréa Ferreira Delgado
(Coordenador)

E-mail: cep@reitoria.ufsc.br

Enderego: Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima
Bairro: Trindade

CEP: 88.040-900

Telefone: (48)3721-9206

UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Fax: (48)3721-969
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APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido

UFSC
Universidade Federal de Santa Catarina
Hospital Universitario (HU-UFSC)
Campus Universitario - Trindade - Floriandpolis-SC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: MARCADORES DE POTENCIACAO
SINAPTICA E MECANISMOS DE TRANSDUCAO DE SINAL NA
EPILEPSIA DE LOBO TEMPORAL ASSOCIADA A ESCLEROSE
DO HIPOCAMPO

Eu, s anos,
concordo em participar no projeto de pesquisa conduzido por Dr. Roger
Walz, Dr. Marcelo Neves Linhares, Dr. Rodrigo Leal, Dr. Ricardo
Guarnieri, Dra. Katia Lin. Este projeto de pesquisa tem como objetivo
estudar os marcadores de potenciacdo e despotenciagdo sinaptica e 0s
mecanismos de transdugdo de sinal associados & epilepsia de lobo
temporal associada a esclerose do hipocampo (ELTM-EH). Este estudo
sera realizado no hipocampo e neocortex de pacientes com ELTM-EH,
com epilepsia de dificil controle, que foram submetidos a lobectomia
temporal anterior-mesial . Este procedimento ja ¢ mundialmente
reconhecido, beneficiando mais de 70% dos pacientes com ELTM-EH.

Procedimento a ser seguido:

Protocolo de avaliagdo pré-cirurgica do CEPESC, semelhante
ao previamente descrito na literatura, incluindo video-
eletroencefalograma (VEEG), ressonancia nuclear magnética (RNM),
avaliac@o neuropsicologica, psiquiatrica e social. A técnica cirurgica de
lobectomia temporal anterior-mesial classica consiste na retirada do
hipocampo (HIP), parte da amigdala e neocortex temporal no limite
posterior de até 4 cm do polo temporal. Apds a craniotomia, abertura da
meninge e delimitagdo da drea de resseccdo serdo obtidas amostras do
tergo anterior € no limite posterior da ressec¢do do neocortex temporal,
parte da cabeca do hipocampo e metade da amigdala, ja rotineiramente
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ressecados para o tratamento. O restante do material (neocortex e corpo
e cauda do hipocampo) sera enviado para estudo anatomopatologico de
rotina, incluindo avaliagdo da perda neuronal e brotamentos sindpticos
no hipocampo além dos estudos de imunoistoquimica deste projeto.

As amostras coletadas durante a cirurgia, serdo congeladas em
nitrogénio liquido e depois transferidas para Freezer -70°C onde
permanecerdo armazenadas até a realizag@o dos estudos neuroquimicos.

Serdo coletadas amostras de neocortex temporal de um paciente,
que apo6s homogeneizagdo, serdo divididas em varias aliquotas que
servirdo de controle interno para os experimentos de neuroquimica
realizados em dias diferentes, evitando assim variacdes intrinsecas
ocorridas pela realizagdo dos ensaios em dias diferentes. O mesmo sera
realizado no caso das rea¢des de imonoistoquimica.

Todas as variaveis relacionadas ao procedimento cirlrgico e
anestésico serdo controladas e os procedimentos realizados
sistematicamente de forma semelhante em cada um dos pacientes
através de protocolo pré-estabelecido.

Riscos e desconfortos:

Quanto aos risocs relacionados a obten¢do das amostras, ha
indicagdo de tratamento cirirgico destes pacientes, com remogdo dos
tecidos envolvidos, ndo havendo danos adicionais para o paciente

Custo: Nao havera custo para os pacientes que participarem deste
projeto de pesquisa.

Sigilo: Toda informagdo obtida nio sera fornecida a pessoas nao
envolvidas neste projeto de pesquisa sem consentimento. Seu nome
jamais sera utilizado em trabalhos cientificos ou apresentacdes em
congressos/simposios, ou seja, fica assegurado o anonimato da
identidade. Liberdade do paciente: A participacdo neste projeto de
pesquisa € voluntaria e o paciente ndo recebera nenhuma remuneragio.
O paciente podera recusar-se a participar ou retirar-se do projeto em
qualquer momento sem penalidades ou suspensdo do acompanhamento
médico.

Consentimento pos esclarecimento: Declaro que

me esclareceu sobre todos os itens acima. Eu

livremente concordo em participar deste projeto de pesquisa ¢ declaro

que recebi uma copia deste consentimento. Caso eu necessite de

qualquer informagdo adicional sobre a minha participag@o neste projeto
eu poderei contatar o Dr. Roger Walz.
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Voluntario (nome, assinatura ¢ data)

Pesquisador Responsavel (nome, assinatura e data)

Testemunha da assinatura voluntaria do paciente
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APENDICE C — Questionario de variaveis clinicas e operatorias
Nome do Paciente:
Sexo: ( )M ( )F  Registro:
Data de Nascimento: Data da Cirurgia: Peso:

PRE-OPERATORIO

Carbamazepina ( ) Horarios
querecebeu:

Fenitoina ( ) Horarios que
recebeu:

Fenobarbital () Horarios que
recebeu:

Acido Valproico Horarios que
recebeu:

Hidantalizag¢@o na noite anterior () Sim 20 mg/kg () Nao -Usava
Hidantal - 250mg noite anterior

Dexametasona 10mg () Kefazol 1 grama ( )ououtro ATB
dose:

Propofol 2 mg/kg () sim ( )ndo Outra dose ?

Rocurénio— 0,52 0,9 mgkg ( )sim ( )ndo Fentanil 1-2
mg/kg ( )sim ( )ndo

MANUTENCAO: SF 0.9% 1,2 ml/kg/h + % da diurese Remifentanil
0,1 - 0,2 ug/km/min Isofluorano 0,5- 0,6 CAM

Horario da Indugdo Anestésica:

Horario da Abertura da Duraméter:

Horario da Retirada de Neocorte
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Horario da Coagulagdo vasos do HIP:

Horario da Retirada do HIP

Horario da retirada da AMI

Horario da Coleta da Gasometria:
Horério da realizagdo da Gasometria:

Coleta Gaso: Realizagdo:

DATA
Ultima Aura:

Peniltima Aura:

Ultima Crise Parcial Complexa:
Peniiltima Crise Parcial Complexa:
Inicio da Ultima Menstruagio:

Término da Ultima Menstruacgio:

GASOMETRIA
Coagulac¢io dos Vasos do Hipocampo

PAM: FC: FR:

H Glicose
PCO2 [Na'
PO2 K
HCO3 Ca?!
(CO2Total Cl-
E.B. M g2t
Sat 02 Ht
Ac. Litico Hb
HORA

Ultima Aura:

Peniltima Aura:

Ultima Crise Parcial Complexa:
Peniiltima Crise Parcial Complexa:
Usa ACO( )Sim ( )Nio

Qual 0 ACO?
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ANEXO A — Escala de ansiedade e depressao hospitalar

Este questionario ajudara o seu médico a saber como vocé esta se sentindo.
Leia todas as frases. Marque com um “X" a resposta que melhor corresponder a como
vocé tem se sentido na ULTIMA SEMANA. N3o é preciso ficar pensando muito em
cada questdo. Neste questiondrio as respostas esponténeas tém mais valor do que
aquelas em que se pensa muito. Marque apenas uma resposta para cada pergunta.

1. Eu me sinto tenso ou contraico: A 9. Eu tenho uma sensagao ruim de medo, como um
{ )} A maicr parte do tempo frio na barriga ou um aperto no estémago:
( ) Boa parte do tempo O ( )Munca
{ ) De vez em quando 1 ( )Devez em quando
{ )Nurca 2 () Muitas vezes
3 () Quase sempre

O oW

D 2. Eu ainda sinto gosto pelas mesmas ceisas de antes:
{ ) Sim, do mesmo jeito que antes

() Nio tanto guanto antes

{ )S5um pouco

{ )24 ndo sinto mais prazer em nada

10. Eu perdi o interesse em cuidar da mirha aparénda:
() Completamente

() Nao estou mais me cuidando como deveria

( ) Talvez ndo tanto quanto antes

() Me cuido do mesmo jeito que antes

WO
O oW o

A 3. Eusinto uma espéde de medo, como se alguma
coisa ruim fosse acontecer:

>

11, Eu me sinto inguieto, como s2 eu ndo pudesse

3 )Sim, e de um jeito muito forte ficar parado em hugar nerhum:
2 { )Sim, mas ndo tio forte 3 ( )Sim, demas

1 { }Um pouco, mas sso no me preocupa 2 ( ) Bastante

O () Néosinto nada disso 1 ( )Um pouco

- . L o () N3o me sinto assim
D 4. Cou risada e me divirto quando vejo coisas

engragadas: D 12. Fico esperando animado as aoisas boas que
O ( ) Domesmo jito que antes estdo por vir:
1 })Atuaimente um pouco menos 0 ( ) Do mesmo jeito que antes
2 ( )yAwamente bem menos 1 () Um pouco mencs co gue antes
3 () Nao consigo mais 2 () Bem menas do que antes
3

i - () Quase unca
. Estou com a cabega chela de preccupagGes:

A 5,
3 ( )yAmair parte do tempo A 13, De repente, tenho a sensagdo de entrar em panico:
2 ( )Boa parte do tempo 3 () Aquase todo momento
1 ( }Devezemquardo 2 () Varias vezes
O ( ) Raramente 1 ( )Dewez em quando
) 0 ( )N3osinto
D 6. Eume sinto alegre:
3 ( )yNurca D 14, Corsigo sentir prazer quando assisto a um bom
2 () Pouas vezes programa de televisdo, radio ou quando leio alguma isa:
1 ) Muitas vezes O ( ) Do mesmo jeito que antes
O ( )Amair parte do tempo () Um pouco mencs o que antes

A 7. Consige ficar sentado a vontade e me sentir
relaxado:

0 { ) Sm, guase sempre

1 { ) Muitas vezes

1
2 () Bem menas do que ankes
3 () Quase nunca

2 { ) Poucas vezes Passe para o praximo questionario (pagina seguinte).
3 ( )hunca
D 8. Eu estou lento para pensar e fazer as coisas: A:

) Quase sempre D

¢
2 { ) Muitas vezes
{ ) Devez em quando
{

) Nunca

© oW



