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RESUMO

As doencas infeciosas de etiologia bacteriana foram sempre um grave problema para as
sociedades, ndo so pela sua facil e rapida propagacdo, como pela elevada mortalidade
que causam. O tratamento destas infecGes requer 0 uso terapéutico de antibidticos. Os
carbapenémicos sdo farmacos antimicrobianos que pertencem ao grupo B-lactamicos e
atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana. O tratamento com esses farmacos
pode desencadear véarios efeitos adversos como nauseas, erupgdes cutaneas, leucopenia,
trombocitopenia, nefrotoxicidade e neurotoxicidade. O risco de neurotoxicidade é
inerente a todos os representantes da classe, mas incidéncia da convulsdo pode variar
entre os farmacos. Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos dos
carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) em modelo de convulsio
induzida por pilocarpina em camundongos. Camundongos Swiss machos (28-349),
(n=8), foram pré-tratados com esses antimicrobianos nas doses de 100mg/kg e
200mg/kg por 7 dias. Duas horas apds a ultima dose de cada farmaco foi induzida a
convulsdo em todos os animais através da administracdo de pilocarpina 400 mg/kg, via
i.p.. Na analise comportamental, foram registrados os tempos para ocorréncia da
primeira convulsdo e morte e, apds os testes, foram dissecadas trés areas cerebrais
(cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado) para determinar o grau de peroxidagédo
lipidica, a concentragdo de malondialdeido (MDA), a concentracdo de nitrito e a
participacdo da defesa antioxidante glutationa redutase (GSH). Os dados foram
analisados por ANOVA e Student-Newman-Keuls como pds-teste. Foi observado que
todos os antibidticos reduziram a laténcia de convulsdo e de morte nas doses de 100 e
200 mg/kg com significancia (p<0,001). Em relacdo aos parametros de estresse
oxidativo, houve aumento dos niveis de MDA em todas as areas dos grupos tratados
com os antimicrobianos nas doses de 100 e 200 mg/kg, no entanto, 0s grupos que
receberam pilocarpina, houve aumento em todas as areas apenas na dose de 200mg/kg.
A concentragdo de nitrito também se encontra elevada na maioria das areas nas doses de
100 e 200 mg/kg e nos grupos que receberam pilocarpina. Observou-se uma redu¢do na
concentracdo de GSH em todas as areas dos grupos tratados com os antimicrobianos nas
doses de 100 e 200 mg/kg em relacdo ao grupo sadio. Portanto, nossos achados
corroboram com a atividade pro-convulsivante desses antimicrobianos ja descrita em
outros estudos, no entanto, sugerimos uma participacdo de mecanismos colinérgicos ndo
descrita anteriormente.

Palavras chave: Convulsdo. Epilepsia. Carbapenémicos.



STUDY OF CONVULSIVANT POTENTIAL OF CARBAPENEMIC
COMPOUNDS IN PILOCARPINE-INDUCED MODEL in vivo and in vitro

Infectious diseases of bacterial etiology have always been a serious problem for
societies, not only because of their easy and rapid spread, but also because of the high
mortality they cause. Treatment of these infections requires the therapeutic use of
antibiotics. Carbapenems are antimicrobial drugs belonging to the B-lactam group and
act by inhibiting bacterial cell wall synthesis. Treatment with these drugs can trigger
several adverse effects such as nausea, rash, leucopenia, thrombocytopenia,
nephrotoxicity and neurotoxicity. The risk of neurotoxicity is inherent in all class
representatives, but seizure incidence may vary between drugs. This study aimed to
study the effects of carbapenems (imipenem, meropenem and ertapenem) on pilocarpine
induced seizure in mice. Male Swiss mice (28-34g) were pretreated with these
antimicrobials at doses of 100mg / kg and 200mg / kg for 7 days. Two hours after the
last dose of each drug, seizure was induced in all animals by the administration of
pilocarpine 400 mg / kg ip. In the behavioral analysis, the times for the first seizure and
death were recorded and, after the tests , Three brain areas (pre-frontal cortex,
hippocampus and striatum) were dissected to determine the degree of lipid peroxidation,
malondialdehyde concentration (MDA), nitrite concentration and the participation of the
antioxidant defense glutathione reductase (GSH). Data were analyzed by ANOVA and
Student-Newman-Keuls as post-test. All antibiotics were found to reduce seizure and
death latencies at doses of 100 and 200 mg / kg with significance (p <0.001). Regarding
the parameters of oxidative stress, there was an increase in MDA levels in all areas of
the groups treated with antimicrobials at doses of 100 and 200 mg / kg, however, the
groups receiving pilocarpine increased in all areas only At the dose of 200mg / kg.
Nitrite concentration is also elevated in most areas at doses of 100 and 200 mg / kg and
in groups receiving pilocarpine. A reduction in GSH concentration was observed in all
areas of the antimicrobial groups at doses of 100 and 200 mg / kg relative to the healthy
group. Therefore, our findings corroborate with the pro-convulsive activity of these
antimicrobials already described in other studies, however, we suggest a participation of
cholinergic mechanisms not previously described.

Key words: Seizure. Epilepsy. Carbapenems.
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1 INTRODUCAO

1.1  Epilepsia/Convulséo

A epilepsia é uma doenca neurologica, e geralmente se refere a doenca cronica
com varias manifestacdes clinicas recorrentes, resultante de impulsos elétricos anormais
de neurdnios no cérebro, que podem ser convulsivas ou ndo convulsivas dependendo da
natureza e do tipo de epilepsia (NOEBELS et.al, 2012; YANG et al., 2014). Os relatos
mais antigos sobre a epilepsia sdo manuscritos babil6nicos, datados por volta de 2000
a.C., que registram diferentes tipos de ataques, sempre 0s associando a espiritos e
enfatizando a natureza sobrenatural. Embora Hipdcrates, hd 400 anos a.C. tenha descrito
que a epilepsia ndo era sagrada e nem divina, mas um distarbio do cérebro, com
suspeita de que sua origem fosse hereditaria, ainda acreditava-se que a doenca estava
associada a aspectos misticos (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011).

E o transtorno mais comum na clinica neuroldgica (THURMAN et al., 2011).
Atualmente, existem mais de 65 milhdes de pessoas em todo o mundo com epilepsia
(MOSHE et al., 2015). Cerca de 2-5% das pessoas em todo 0 mundo jé tiveram ou terdo
pelo menos uma crise epiléptica ao longo da vida (BEHR, 2016).

Esse disturbio neuroldgico pode originar-se de insultos as estruturas cerebrais,
tais como traumas, tumores, acidentes vasculares cerebrais ou infecgdes, ou ainda pode
desenvolver-se devido a mutacdes genéticas em um ou mais genes relacionados a canais
ibnicos ou neurotransmissores que controlam a excitabilidade neuronal (BIALER &
WHITE, 2010).

A disfuncdo neuroldgica na sua fase aguda é chamada de crise epiléptica, a qual,
dependendo da area cerebral envolvida pode manifestar-se através de distdrbios de
cognicdo ou consciéncia, movimentos involuntarios, automatismos de comportamento
ou manifestagdes autondmicas, sensoriais e psiquicas (CHAUDHARY; DUNCAN;
LEMIEUX, 2011). O fator comum em todos os tipos de epilepsias envolve disturbios na
neurotransmissao excitatdria e / ou inibitdria do cérebro, que levam ao disparo rapido de
neurdnios (MOSHE et al., 2015, WHO, 2015).

O evento mais dramatico de alguns quadros de epilepsia € a convulsdo. De

acordo com a International League Against Epilepsy (ILAE), convulsdo é definida



20

como uma ocorréncia transitéria de sinais e/ou sintomas devido a atividade
hipersincronica e repetitiva de um grupamento neuronal do cértex cerebral, cuja
distribuicdo anatdmica e duragdo de sua atividade determinam a natureza da crise;
enquanto a epilepsia € um distirbio do cérebro caracterizado pela predisposicéo
persistente em gerar crises convulsivas, provocando consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas, psicologicas e sociais (FISHER et al., 2005; STEFAN et al., 2009).

As convulsdes podem envolver uma parte do corpo (parcial) ou todo o corpo
(generalizado), e as vezes, sdo acompanhadas por perda de consciéncia e controle da
funcdo intestinal ou da bexiga. As crises do tipo parcial originam-se em um grupo
pequeno de neurdnios que constituem o foco da convulsdo. Desta forma, a
sintomatologia depende da localizacdo do foco no cérebro. Estas crises podem ser do
tipo parcial simples (sem alteragbes na consciéncia) ou parcial complexa (com
alteracdes na consciéncia). As crises podem ter inicio focal e posteriormente
generalizarem (envolverem o cérebro como um todo), sendo nestes casos chamadas
crises parciais complexas. As crises generalizadas sdo aquelas em que hd o
envolvimento, desde o inicio, de ambos os hemisférios cerebrais (ENGEL, 2001).

As crises convulsivas podem se desenvolver com graus diferentes de
envolvimento muscular. O evento motor consiste em aumento ou reducdo da contracdo
muscular. O aumento da contracdo muscular pode ser do tipo tonico (significando
contragdo muscular mantida durante segundos ou minutos), clénico (contragdes
musculares, seguidas de relaxamento gerando abalos musculares sucessivos) ou
miocl6énicos (contragbes musculares muito breves, semelhantes a choques). A
diminuigéo da contragdo muscular caracteriza as mioclonias negativas ou crises atonicas
(ENGEL, 2001).

1.2  Fisiopatologia da Convulséo

A fisiopatologia da convulséo ainda ndo esta completamente definida. Sabe-se
que as convulsdes sdo causadas por descargas elétricas excessivas e recorrentes a partir
de células do cérebro (RODRIGUES et al., 2012). A hiperexcitabilidade, o
desequilibrio entre sistemas de neurotransmissao excitatorios e inibitorios, e alteragdes

na funcdo e sincronicidade sindpticas sdo comuns a todos as doengas
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neurodegenerativas, como também na epilepsia. Embora muitos mecanismos
individuais possam operar no desenvolvimento de lesdo neuronal, um desequilibrio
entre o sistema glutamatérgico (excitotoxicidade) e o sistema GABAérgico €
considerado um mecanismo proeminente de correlacdo entre a morte celular e um
grande numero de desordens agudas e degenerativas. AlteracBes em canais idnicos
ativados por voltagem ou por ligantes, bem como na neurotransmissdo colinérgica
também tém sido implicadas na epilepsia experimental e humana (MARTIN;
ARAQUE; BUNO, 2001).

1.2.1 Neurotransmissao colinérgica e epilepsia induzida por pilocarpina

A acetilcolina (ACh) € um mediador quimico de sinapses no sistema nervoso
central, no sistema nervoso periférico e também na juncdo neuromuscular. A Ach, seus
receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e degradacao constituem o
sistema de neurotransmissdo colinérgica (BRUNEAU & AKAABOUNE, 2006).
Diversos estudos sugerem o envolvimento do sistema colinérgico na epilepsia humana
(HIRSCH et al., 1992; JOPE et al., 1986; MICHOTTE et al., 2000; NATHANSON et
al., 1999; PERSINGER et al., 2001; TURSKI et al., 1983a).

A estimulacdo cerebral induzida pela ACh ocorre através da ativacdo dos
receptores colinérgicos cerebrais, onde cerca de 99% deste sdo muscarinicos, e 1% sao
nicotinicos (ELGOYHEN et al., 2000; PEPEU, 1983). Assim, a maioria dos efeitos de
ativacdo colinérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo dos receptores
colinérgicos muscarinicos (RCM).

Diversos estudos anatomopatolégicos do modelo colinérgico tém evidenciado
importantes alteracdes do tecido nervoso similares ao que se observa em humanos,
sendo que diferentes estruturas neurais sdo atingidas, tais como hipocampo, complexo
amigdaloide, cértex entorrinal e neocortex. (TURSKI et al., 1983a). As inervacgdes
colinérgicas hipocampais originam-se principalmente de corpos celulares neuronais
localizados no nucleo septal medial e nacleo da borda vertical da banda diagonal de
Broca (AZNAVOUR; DESCARRIES; MECHAWAR, 2002).

O sistema colinérgico pode interagir de forma direta e/ou indireta com outros
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sistemas, como: dopaminérgico (Al-Tajir et al., 1990a; Barone et al., 1991),
glutamatérgico (Fujikawa et al., 1994 e 1995) e GABAérgico (FRITSCHY et al.,
1999; ERAKOVIC et al., 2000; COSTA-LOTUFO et. al., 2002), que ao serem
ativados atuam para a manutencgéo e/ou propagacdo das convulsdes (FREITAS et al.,
2003).

1.2.2 Neurotransmissdo glutamatérgica e epilepsia induzida por pilocarpina

O processo convulsivo decorrente do tratamento com pilocarpina, parece
interagir de forma indireta com o sistema glutamatérgico, uma vez que, ocorre um
aumento da ativacdo do receptor glutamatérgico do tipo NMDA durante as convulsoes,
culminando em um aumento da concentra¢do do célcio intracelular e na diminuigdo da
resposta dos receptores GABAA que se tornam incapazes de inibir o aparecimento das
convulsdes ( ISOKAWA, et al., 1998).

O sistema glutamatérgico foi também implicado nas propriedades aditivas da
pilocarpina e parece ter um importante papel nos efeitos neurotoxicos da droga. O
aumento da estimulacdo dos receptores glutamatérgicos NMDA induz convulsdes e
dano neuronal (KOHL, et al., 2001). Dentre os diferentes receptores glutamatérgicos, o
receptor NMDA, esta envolvido de maneira importante com os sistemas cardiovascular,
respiratério e neuronal, todos os quais estando seriamente comprometidos durante as
convulsdes induzidas pela pilocarpina (BERGER, et al., 1995). O NMDA reduz a
laténcia das convulsdes, aumenta o0 nimero de animais que convulsionam e a taxa de
mortalidade (FREITAS, K. M. et al., 2006).

1.2.3 Neurotransmissado gabaérgica e epilepsia induzida por pilocarpina

O acido y-aminobutirico (GABA) € o principal neurotransmissor inibitorio do
sistema nervoso central. E sintetizado a partir do L-glutamato, numa reacdo de
descarboxilagcdo catalisada pela enzima glutamato descarboxilase (GAD), enzima
encontrada apenas em neur6nios que sintetizam este neurotransmissor no cérebro. Apés

ser sintetizado, 0 GABA é empacotado dentro de vesiculas. Apés a liberacdo na fenda
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sinaptica, 0 GABA liga-se a seu receptor, causando hiperpolarizacdo, devido influxo de
CI ou efluxo de K*, no neurdnio pos-sinaptico (ROBERTS, 1976).

O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: GABAAx e GABAg. O
receptor GABAA consiste em um canal regulado por ligante, sensivel ao cloreto e é
antagonizado pela picrotoxina e bicuculina, ambas causando convuls@es generalizadas
(BORMANN, 1988; SILVILOTTI; NISTRI, 1991). Os receptores GABAg séo
acoplados a proteina G e regulam canais de K que quando ativados reduzem a
condutancia ao célcio ou ativam os canais de potassio (BORMANN, 1988; BOWERY,
1993). Os receptores GABAAa sd0 0s de maior importancia por possuirem um papel
central na regulacdo da excitabilidade cerebral atraves de seus efeitos inibitorios
(BOWERY, 1993).

O processo de convulséo induzido pelo tratamento com altas doses de
pilocarpina, parece interagir com o sistema GABAGérgico, uma vez que a ativacdo do
receptor GABAérgico do tipo GABAa pode estar diminuida em decorréncia do
aumento da concentragdo do calcio intracelular induzida pelos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, que pode ser essencial para a instalagdo e propagacao
da atividade epiléptica 53. Durante as convulsdes induzidas pela pilocarpina, também
ocorre mudancgas na concentracdo de outros aminoacidos, como: glutamato, taurina,
glutamina, aspartato e glicina (DE LORENZO, et al., 2000; MICHOTTE, et al., 2000).
Além disso, a densidade maxima dos receptores GABAérgicos encontra-se diminuida
(FREITAS, et al., 2004).

Sabe-se que as conexdes GABAérgicas no hipocampo originam-se de ambos
neurdnios intrinsecos (interneurdnios) e extrinsecos (projecdes) (FREUND; BUZSAKI,
1996). Neurdnios contendo 0 GABA se constituem nos principais neur6nios inibitorios
no cérebro e sdo a vasta maioria dos interneurdnios na formacéo hipocampal. Enguanto
que os neurbnios das camadas piramidais hipocampais sao relativamente uniformes, os
interneurdnios GABAEérgicos sdo caracterizados por sua diversidade nas caracteristicas
morfologicas, quimicas e fisioldgicas. (FUKUDA et al., 1997). ProjecOes neuronais
estriatais nos ganglios da base sdo eficientemente controladas pelo sistema
GABAérgico, e 0 aumento do GABA impede a acdo de agonista colinérgico (KOSS, et
al., 1999). O controle do sistema gabaérgico através do sistema colinérgico pode ser

essencial para modular condi¢es fisioldgicas (KOSS, et al., 2002), sugerindo que a
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quebra deste equilibrio pode gerar processos neurodegenerativos. O aumento na
liberacdo do GABA estriatal pode evitar as situagbes patologicas mediadas pela

estimulacéo colinérgica muscarinica (GRASSHOFF, et al., 2003).

1.3 Estresse Oxidativo e Epilepsia

O termo estresse foi empregado pela primeira vez por Hans Selye (1936) para
descrever uma ameaca real ou potencial a homeostasia. Em 1956, 20 anos depois,
Harman propds a “teoria dos radicais livres” para o processo de envelhecimento. Ele
sugeriu que os radicais livres produzidos durante a respiracdo aerobica possuiam efeitos
deletérios sobre os componentes celulares e tecidos conjuntivos, causando danos
cumulativos que resultam no processo de envelhecimento e, eventualmente, morte. Esse
autor especulou, inicialmente, que os radicais livres eram produzidos por reacdes
envolvendo oxigénio molecular e catalisados nas células por enzimas oxidativas
(HARMAN, 1956).

Em 1972, Harman incluiu o envolvimento das mitocondrias no processo
fisiolégico de envelhecimento. Aproximadamente 90 % de todo o oxigénio na célula é
consumido na mitocdndria, especialmente na membrana interna onde ocorre a
fosforilagéo oxidativa (HARMAN, 1972).

O estresse oxidativo mostrou estar associado em espécies reativas de oxigénio
(ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e vias de sinalizacdo do Oxido nitrico
(NO), através das quais o NO biodisponivel diminui e a producdo de ERO e ERN
aumenta (SZABO, 2007). As vias de estresse oxidativo e nitrosativo sdo induzidas por
respostas inflamatorias e processos metabolicos mitocondriais subsequentes geram
moléculas de radicais livres altamente reativas. ERO é um termo bastante amplo que
abrange ndo somente radicais de oxigénio como radical superoxido (O), hidroxila (OH"
), 6xido nitrico (NO), mas também derivado do oxigénio que ndo é radical, como
peréxido de hidrogénio (H,O;). Um exemplo de ERN é o oxido nitrico (BERRA;
MENCK; DI MASCIO, 2006).

Em condices fisioldgicas as vias de defesa compensam a producdo de ERO e
ERN, portanto nessas condi¢Bes as espécies reativas possuem papéis fisioldgicos que

incluem a sinalizacdo. Em condicOes de producdo excessiva ou se as defesas do
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organismo estiverem comprometidas, as ERO e ERN poderao reagir com acidos graxos,
proteinas e DNA, causando danos a esses substratos. (MAES et al., 2011).

Radical livre compreende toda estrutura quimica capaz de apresentar orbitais
contendo um ou mais elétrons desemparelhados, os quais conferem ao radical livre uma
grande capacidade de reagir com moléculas alvo (JARDIM, 2005). Radicais livres,
EROs e ERN, entre outras espécies reativas, sdo partes integrantes do metabolismo
humano e é observada em diversas condi¢des fisioldgicas. (NASCIMENTO et. al.,
2013).

1.4 Astrocitos e seu envolvimento no processo convulsivo

As células gliais fazem parte do Sistema Nervoso e dentre suas diversas funcdes
destacam-se o auxilio no suporte e as acGes no funcionamento do sistema nervoso
central (SNC). A microglia € a célula glial que desempenha o papel imunomodulador no
SNC (LING et al., 1973). Quando h& lesdo no tecido nervoso, ocorrem ativagdo e
proliferacdo microglial com subsequente secrecdo de citocinas, prostaglandinas e outras
substancias que participam do processo inflamatério (KREUTZBERG et al., 1996;
HANISCH et al., 2002).

Os astrocitos sdo as celulas gliais encontradas em maior quantidade no SNC,
tendo importancia no suporte tréfico, metaboélico e estrutural dos neurdnios (Ricci et al.,
2009). A interacdo entre os astrécitos e 0s neurbnios em situacbes fisioldgicas é
conhecida de longa data (RAMON & CAJAL, 1899), entretanto os seus detalhes ainda
precisam ser esclarecidos (CARMIGNOTO, 2000). Essas células expressam diversas
citocinas e fatores neurotréficos que podem interferir no metabolismo e na
sobrevivéncia neuronal (RANSOM & RANSOM, 2012). Além disso, estas moléculas
regulam a sinalizacdo sinaptica e podem também apresentar influéncia sobre o
desenvolvimento das células neuronais precursoras do SNC (SEIFERT et al., 2006).
Quando o SNC sofre uma leséo, os astrocitos tornam-se reativos, estado no qual a célula

deflagra mecanismos de neuroprote¢édo (ARAQUE et al., 2001).
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A reatividade dos astrécitos é uma caracteristica patologica de varios tipos de
epilepsias: focal refrataria, epilepsia secundéaria a isquémica, traumatica, infecciosa ou
lesdo cerebral (SOFRONIEW & VINTERS, 2010).

Por muito tempo essas células foram vistas como meras coadjuvantes nas redes
neuronais, porém, com 0s recorrentes avancos da neurociéncia, foi observado que,
devido a sua estreita relacdo com o0s neurdnios, 0s astrocitos sdo considerados
reguladores chaves do funcionamento cerebral (HALASSA et al., 2007; SIDORYK-
WEGRZYNOWICZ & ASCHNER, 2013).

Durante o desenvolvimento do SNC de mamiferos, as células precursoras
neuronais geram inicialmente os neurdnios e em seguida os astrocitos (CLARKE &
BARRES, 2013). Ao contrario dos neurbnios, o0s astrocitos ndo sdo celulas
eletricamente excitaveis, ou seja, ndo geram impulsos elétricos. Essas células exibem
uma forma de excitabilidade que é baseada na variacdo da concentracdo intracelular de
Ca®*, uma vez que a ativagdo de Seus receptores para neurotransmissores leva a um
aumento na concentracéo intracelular de Ca?*, estimulo esse que pode propagar-se para
as células vizinhas como uma espécie de onda intracelular de Ca?** (CORNELL-BELL
et al., 1990; SCEMES & GIAUME, 2006). Esse aumento do Ca* intracelular promove
a liberacdo dos denominados gliotransmissores, 0s quais sdo substancias neuroativas
capazes de controlar diversos processos cerebrais, tais como tonus vascular e atividade
neuronal (HAYDON & CARMIGNOTO, 2006).

Os Astrécitos também sdo capazes de realizar a modulacdo das vias de
sinalizacdo de transmissores, incluindo glutamato, GABA e adenosina, e,
consequentemente apresentam potencial para modular a transmissdo sinaptica e
excitabilidade neuronal (CLASADONTE & HAYDON, 2010; HALASSA et al., 2007).
Isso se da em virtude da formacédo da chamada sinapse tripartida. Esta é constituida por
trés integrantes: elementos pré-sinapticos e pds-sindpticos neuronais e 0s astrocitos, a
partir de seus processos celulares. A sinapse tripartida constitui-se um dos sitios de
atuacdo dos gliotransmissores, 0s quais atuam sobre o processo sinaptico através de
mecanismos capazes de regularem a funcéo pré-sindptica e modular a resposta pos-
sinaptica.

Até recentemente, a epilepsia foi considerada como uma condi¢cdo quase que

exclusivamente relacionada aos neurbnios. Levando-se em consideracdo o conceito
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atualmente aceito de que os astrocitos sdo parte ativa e integrante no processo de
comunicacdo da transmissdo sinaptica excitatdria e inibitoria, evidéncias emergentes
tem sugerido um papel critico para estas celulas da glia na patogénese de disturbios
neuroldgicos, como a epilepsia (HALASSA et al., 2007; WETHERINGTON et al.,
2008).

Atualmente as drogas antiepilépticas sdo direcionadas para agirem
especificamente sobre neurdnios, no entanto, estudos atuais revelaram a importancia do

envolvimento dos astrdcitos na epileptogénese (HEUSER et al., 2014).

1.5  Carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo antibidticos p-lactdmicos que possuem em sua estrutura
um atomo de carbono na posicdo 1, uma ligacdo insaturada entre C2 e C3 no anel de
cinco membros e um substituinte hidroxietila com configuracdo trans na posicdo 6 na
cadeia lateral, contrastando com os restantes beta-lactamicos (SOUSA, 2006).
Apresentam um amplo espectro e sdo utilizados como agentes de Ultima linha para
tratamento de muitas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo os
microrganismos  produtores de ESBL (extended-spectrum  beta-lactamases)
(BRADLEY, et al., 1999; CARLET, et al., 2013; PATERSON & BONOMO, 2005;
TORRES, et al., 2007).

O largo espectro de atividade é associado com a sua resisténcia intrinseca a
quase todas p-lactamases. A estabilidade a essas -lactamase é devido ao substituinte
trans-a-1-hidroxietila (KAHAN, et al., 1979).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos carbapenémicos

Fonte: Carbapenems: Past, Present, and Future - Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
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Os antibidticos carbapenémicos atuam inibindo a sintese da parede celular
bacteriana, atraves de um mecanismo que blogueia a transpeptidacdo responsavel pela
unido dos componentes individuais do peptidoglicano. Esses farmacos ligam-se
covalentemente as PBPs (penicilin-binding-protein) presentes na parede bacteriana,
principalmente as PBP1 e PBP2, provocando a lise osmotica da bactéria (MARTINEZ
& CALVO, 2010). Para que estes antibidticos consigam exercer o seu efeito, é
necessario que atravessem a parede celular bacteriana e se liguem as PBPs, mantendo o
seu anel beta-lactdmico intacto. Dado que as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
possuem uma estrutura diferente, € de esperar que o0 modo como estes penetram nas
bactérias seja também diferente. Apesar de 0s microrganismos Gram-negativos
apresentarem por fora uma camada rica em lipideos, os representantes dessa classe
farmacoldgica conseguem atravessar essa camada devido ao seu peso molecular e a sua
hidrofilia compativel com os canais de porina (SOUSA, 2006).

Os carbapenémicos possuem um amplo espectro de acdo, incluindo a maioria
dos microrganismos Gram-positivos, excetuando os MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), tal como a maioria dos Gram-negativos, excluindo o S.
maltophilia e B. cepacia e praticamente todas as bactérias anaerobias (PAPP-
WALLACE et al., 2011).

O imipenem, meropenem (mero), ertapenem (erta) sao os carbapenémicos mais
utilizados. Cada farmaco apresenta suas vantagens e desvantagens.

O imipenem foi aprovado para utilizacdo em 1985 pela Food and Drug
Administration (FDA). E produzido por Streptomyces cattleya, com tempo de semi-vida
curto, mas com enorme espetro de acdo. Tem sido o carbapenem mais amplamente
utilizado. E rapidamente degradada pela desidropeptidase renal | (DHP-I) e requer a co-
administracdo com cilastatina, um DHP-I inhibitor (JONES & PFALLER, 1998;
LIVERMORE, 2001). E usado apenas em ambiente hospitalar, via intramuscular (IM)
ou intravenosa (IV), pois a sua absor¢do oral é reduzida, sendo apenas sugerido em
casos de infecdes agudas graves (HELLINGER & BREWER, 1991).

O meropenem foi aprovado para uso em 1995 pela FDA e ndo se degrada
significativamente por DHP-I. E um antibidtico de largo espetro e resistente a

degradacio por beta-lactamases, exceto por carbapenemases. E também apenas usado
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em ultima linha no combate a graves infecbes e em ambiente hospitalar; mais ativo
contra Pseudomonas aeruginosa que o imipenemo (ZHANEL et al., 2005).

Ertapenem foi aprovado para utilizacdo em 2001 pela FDA e é também estavel
contra DHP-I (MORI et al., 1996). E usado em infecBes graves na comunidade e,
sobretudo em ambiente hospitalar. Apresenta um espetro de acdo mais reduzido; baixa
concentracdo minima inibitoria (CMI) contra enterobactérias (YELLIN et al., 2002;
ZHANEL et al., 2005).
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Figura 2 - Estrutura quimica do imipenem, meropenem e ertapenem

Fonte: Carbapenems: Past, Present, and Future - Antimicrobial Agents and Chemotherapy.

O tratamento com algum farmaco da classe dos carbapenémicos pode
desencadear varias reacdes adversas, as mais comuns sdo: nauseas, dor de cabeca,
diarréia, vomito, flebite, erupcdo cutanea e prurido, no entanto, podem ocorrer reagdes
relacionadas ao sistema nervoso central — SNC, especialmente convulsées (NORRBY,
2000).

1.6 Carbapenémicos e Epilepsia

Além dos efeitos adversos mais simples os carbapenémicos estdo associados
com incidéncia de varias reacdes graves como anafilaxia, nefrotoxicidade, leucopenia,
trombocitopenia, toxicidade dermatoldgica e diarreia, esses efeitos sdo mais frequentes
quando comparados a neurotoxicidade (GRANOWITZ & BROWN, 2008).

O risco de neurotoxicidade € inerente a todos 0s representantes da classe, mas a
incidéncia varia entre os farmacos (NORRBY, 2000). Estudos em animais confirmam

que a neurotoxicidade com imipenem-cilastatina pode ser notado em niveis
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substancialmente mais baixos no sangue do que com outros B-lactdmicos e em relagédo
ao meropenem e ao ertapenem (ENG; MUNSIF; NANGCO, 1989). O FDA exigiu uma
rotulagem para controlar o uso dos carbapenémicos, na tentativa de reduzir os indices de
toxicidade ao SNC (NORRBY, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Os Antibioticos p-lactdmicos sdo conhecidos por causar convulsdes tanto em
animais experimentais quanto na clinica. (SHIMADA et al., 1992). Os carbapenémicos
também podem induzir convulsdes em varias espécies animais, quando administrados
em doses elevadas e a sua acdo convulsiva tem sido relacionada com a inibicdo do
sistema GABA, entretanto esse possivel mecanismo ndo esta elucidado (MILLER et al.,
2011).

Os compostos carbapenémicos também provocaram mudangas nas
concentracdes dos aminoacidos no cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado, as
quais estdo envolvidas nos processos de génese, propagacdo e manutencdo das
convulsdes (LIMA, 2011).

O meropenem e ertapenem apesar de terem sido feitas para ndo apresentar esse
efeito adverso ainda estdo envolvidos com o aparecimento de convulsdo e ndo foi
sugerido nenhum possivel mecanismo. Devido a importancia farmacoterapéutica desses
farmacos enquanto antimicrobianos para a clinica faz-se necessario a investigacédo que
possibilite conhecer a reacdo adversa citada, bem como os mecanismos envolvidos,
visando a prevencdo deste grave efeito adverso.

Acredita-se que o imipenem, meropenem e ertapenem apresentem um efeito
modulador sobre o funcionamento do sistema colinérgico muscarinico, em nivel central,
como mecanismo alternativo para potencializacdo das convulsdes no modelo da
pilocarpina, sugerindo um possivel mecanismo colinérgico envolvido.

Nesse contexto, o presente trabalho investigou as alteragdes provocadas por
esses antibioticos a fim de contribuir com informacdes que auxiliem no conhecimento
dos mecanismos envolvidos nessas convulsdes, e assim fornecer subsidios para estudos
envolvendo estratégias de inovacdo terapéutica e tecnologia farmacéutica, objetivando
minimizar ou inibir esse efeito adverso, propiciando melhor utilizacdo de suas acbes

farmacoldgicas e terapéuticas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos de compostos
carbapenémicos em modelo de convuls@es induzidas por pilocarpina in vivo e in

vitro.

Objetivos Especificos

Verificar alteracdes comportamentais dos animais tratados com carbapenémicos
durante 7 dias, utilizando modelo de convulsdo induzida por pilocarpina, pelos

seguintes parametros: laténcia da primeira convulsdo e morte.

Determinar os niveis de peroxidacgdo lipidica (TBARS) e de formacdo de nitrito e
em hipocampo, corpo estriado e cortex frontal de camundongos.

Quantificar os niveis de glutationa reduzida (GSH) nas éareas cerebrais em

hipocampo, corpo estriado e cértex frontal de camundongos.

Analisar a viabilidade celular de astrécitos submetidos ao tratamento com

carbapenémicos in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1  Drogas Utilizadas

Os antibioticos utilizados foram doados pelo Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC), ja a Pilocarpina foi adquirida da SIGMA-ALDRICH. As doses

utilizadas assim como as vias de administracdo estéo descritas abaixo.

Tabela 1 - Drogas Utilizadas

Drogas Concentracoes Via
Imipenem/Cilastatina 100 e 200 mg/Kg Subcutanea
Meropenem 100 e 200 mg/Kg Subcutanea
Ertapenem 100 e 200 mg/Kg Subcuténea
Pilocarpina 400mg/Kg Intraperitoneal (i.p.)

Fonte: Elaborada pelo autor.

= Célculo das Drogas

As doses foram convertidas para camundongos de acordo com a literatura. As
doses de 100 e 200 mg/kg correspondem a 500mg e 1000mg respectivamente.

Os calculos abaixo mostram como foi feito para chegarmos as doses
equivalentes para animal, ja que os antibi6ticos sdo comercializados em frasco ampola

com doses fixas para humanos.

IMIPENEM/CILASTATINA

1 FA Tienam® 500mg: Possui 1,0g de massa total (Principio Ativo + Excipientes)
Logo: 1,000g corresponde ----- 500mg de Imipenem/Cilastatina

X - 200mg de Imipenem/Cilastatina

X =0,400¢
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MEROPENEM

1 FA Meronem® 1000mg: Possui 1,308g de massa total (Principio Ativo + Excipientes)
Logo: 1,500g corresponde ----- 1000mg de Meropenem

X - 200mg de Meropenem

X =0,300g

ERTAPENEM

1 FA Invanz® 1000mg: Possui 1,400g de massa total (Principio Ativo + Excipientes)
Logo: 1,500g corresponde ----- 1000mg de Ertapenem
X - 200mg de Ertapenem

» Preparo das Drogas

Os carbapenémicos (Imipenem + Cilastatina, Meropenem, Ertapenem), contidos
em frascos ampola (FA), foram pesados e diluidos em solu¢édo salina 0,9%, obtendo-se
as doses de 100 e 200 mg/Kg. Da mesma forma, pesou a Pilocarpina e dilui-se em
salina 0,9% para obter a dose de 400mg/Kg.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss,
machos, adultos, pesando entre 28-34g, provenientes do Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com 414 x 344 x
168 mm de dimensdo, com ciclo claro/escuro alternado de doze horas, recebendo racao
e agua ad libitum.

Todo o procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo 33/17. Os
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protocolos experimentais seguiram 0s principios éticos na experimentacdo animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

=  Tratamento

Os animais foram tratados com os carbapenémicos nas doses de 100 e 200
mg/Kg, administrados por via subcutanea, durante 7 dias. O grupo controle foi tratado
com solucdo salina (NaCl, 0,9%). No ultimo dia, duas horas ap6s a administracdo dos
antimicrobianos, administrou-se pilocarpina na dose de 400 mg/Kg, via intraperitoneal.

As doses utilizadas, assim com o tempo de tratamento simula o que ocorre na
clinica. No entanto, a via de administracdo é diferente, mas ndo compromete 0s
resultados, visto que um estudo farmacocinético realizado em camundongos,
demonstrou que esses antimicrobianos sdo capazes de ultrapassar a barreira

hemaencefalica (BHE).

Tabela 2 - Grupos Experimentais

Grupos Experimentais Droga Utilizada

Sadio Salina 0,9%
Controle Salina 0,9% + Pilocarpina 400mg/kg

IS 100 Imipenem 100mg/kg + Salina 0,9%

IS 200 Imipenem 200mg/kg + Salina 0,9%

IP 100 Imipenem 100mg/kg + Pilo 400mg/kg
IP 200 Imipenem 200mg/kg + Pilo 400mg/kg
MS 100 Meropenem 100mg/kg + Salina 0,9%
MS 200 Meropenem 200mg/kg + Salina 0,9%
MP 100 Meropenem 100mg/kg + Pilo 400mg/kg
MP 200 Meropenem 200mg/kg + Pilo 400mg/kg
ES 100 Ertapenem 100mg/kg + Salina 0,9%

ES 200 Ertapenem 200mg/kg + Salina 0,9%

EP 100 Ertapenem 100mg/kg + Pilo 400mg/kg
EP 200 Ertapenem 200mg/kg + Pilo 400mg/kg

Fonte: Elaborada pelo autor.

I — imipenem/cilastatina; M — meropenem; E — ertapenem; S — Salina; P — pilocarpina.
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4.3 Procedimento Experimental

O fluxograma abaixo resume como foi realizado o procedimento experimental.

Anilise Anélise
Comportamental Neuroquimica

0 7 n Apds ao
‘ ‘ tratamento ‘ ‘
Grupos Via de 60 minutos - s
Experimentais administracdo PILOCARPINA DISSECAGAQ
400mg/kg - i.p.
SALINA 0,9% subcuténea Ou
IMI 100mg/kg subcutanea SALINA 0,3%
IMI 200mg/kg subcutdnea
ancia d Isa TBARS
MERO 100mg/kg subcutinea Laténcia de Convulséo e GSH
Laténcia de Morte
MERO 200mg/kg subcutdnea NITRITO
ERTA 100mg/kg subcutinea
ERTA 200mg/kg subcutanea

Figura 3 - Desenho Experimental
Fonte: Elaborada pelo autor.

Teste das Convulsées Induzidas por Pilocarpina

Realizado de acordo com a metodologia descrita por Turski (1983) com a
finalidade de comparar a atividade pro-convulsivante dos carbapenémicos em estudo,
utilizando-se, para isso, a via colinérgica. Duas horas apds o tratamento dos grupos
controle (salina 0,9%), imipenem/cilastatina (100 e 200 mg/Kg), meropenem (100 e 200
mg/Kg) e ertapenem (100 e 200 mg/Kg), administrou-se, por via intraperitoneal (i.p.),
pilocarpina 400 mg/Kg. Os animais foram acondicionados em caixas individuais e
observados por 60 minutos. Os parametros avaliados foram laténcia da primeira

convulsédo e laténcia de morte.
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Convulsoes Induzidas por Pilocarpina

Metodologia - Turski (1983)

7 dias 2h 60 min
Carbapenémicos
(100 & 200mg/kg) F0 Pilocarpina ~0 Laténcia de convulsdo
ou “‘-:.,,’ o Ty, .
' ,),& (400mg/k g - viaip.) ) Laténcia de Morte
Salina 0,9% N N
(via subcuténea) ‘ ~
N = 8 animais

Figura 4 - Esquema do Teste Convulséo induzida por Pilocarpina
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.1 Dissecacéo das Areas Cerebrais

Depois da morte dos animais, os encéfalos foram retirados e rapidamente
colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Para a retirada do
Cortex pré-frontal (CPF), a porcdo anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5mm a
partir do bulbo olfatério) foi removida e feita uma seccdo bilateral com o auxilio de uma
tesoura de microdissec¢do (MACHADO, 1985).

Como as éareas corticais dos camundongos sdo geralmente menos evoluidas,
menos diferenciadas e menos segregadas que o cortex cerebral de primatas existia uma
controversia na literatura se roedores, realmente, possuiam cortex pré-frontal. A
conclusdo € que estes animais possuem um coértex frontal que pode ser definido
anatomicamente e funcionalmente como cortex pré-frontal, o qual é subdividido em
uma regido orbital-simile e outra regido que pode incluir as estruturas dorsolateral e
anterior cingulado-simile (UYLINGS et al., 2003).
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Apos a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi rebatida das leptomeninges com o auxilio de uma pinca reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos
laterais, divulsionou o cdrtex em toda a sua extensdo fronto-occipital. O cortex ja
divulsionado foi rebatido para os lados, expondo regido hipocampal (HC) e parte do
corpo estriado (CE). O hipocampo e o corpo estriado (caudado, putamen e ndcleo
acumbens) foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma
tesoura de microdissecacéo, sendo a retirada orientada pelo didmetro da porcéao tuberosa
visivel desses nucleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Terminada a dissecacdo, cada area cerebral (cortex pré-frontal, hipocampo,
corpo estriado) foi acondicionada em papel aluminio devidamente identificado, pesado
e conservado a -70 °C para uso posterior (BURKE GREENBAUN, 1987).

4.3.2 Determinacdo de Parametros de Estresse Oxidativo

= Determinacgéo de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para fazer uma estimativa de defesas
enddgenas contra o estresse oxidativo. O método é baseado na reacdo de reagente de
Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampéo
de 0,02M de EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solucdo de acido tricloacético a
50%. Apds centrifugacdo (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
recolhido e os niveis de GSH foram determinados (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
Resumidamente, as amostras foram misturadas com 0,4 M de tampao tris-HCI, pH 89 e
0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a 412
nm, calculada com base numa curva padrdo de glutationa e expressos como ng de
GSH/g de tecido imido.

» Determinacéo da Peroxidagdo Lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais serd& medido através da

determinacéo dos niveis de malondialdeido, conforme o método de Huong et al. (1998).
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A peroxidacédo lipidica € uma das mais importantes expressdes organicas do estresse
oxidativo induzido pela reatividade de radicais livres do oxigénio. O método mais
empregado para a determinacdo do malonildialdeido (MDA) em amostras bioldgicas é
baseado na sua reagdo com o acido tiobarbitdrico (TBA).

As amostras foram homogenizadas com tampdo fosfato de potassio monobasico
50 mM pH 7,4, 63uLL do homogenato foi misturado a 100 pL de 4cido perclorico 35%,
sendo estas centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 pL do sobrenadante foram
recuperados e misturado com 50 pL de acido tiobarbitrico 1,2%. Em seguida,
estas amostras foram aquecidas em “banho maria” a 95°C durante30 min. Apds o
resfriamento, a peroxidagdo lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e
expressa como mcg de MDA / g de tecido imido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

= Determinacdo dos Niveis de Nitrito

A mensuragdo do contetdo de nitrito foi feita de acordo com o método descrito
por Green et al. (1981). Este metodo é utilizado para determinacdo da formacédo de
radicais derivados de nitrogénio, sendo um modo indireto de se determinar a sintese de
oxido nitrico (NO).

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 100 uL do reagente de Griess (Partes
iguais de: Sulfanilamida 0,1% em &c. fosférico 5%, NEED 1%, Acido Fosférico 5% e
Agua destilada, na proporcdo de 1:1:1:1) juntamente com 100 pL do homogenato de
tecido a 10% em tampdo fosfato. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas,
em 560 nm e foi expressa em nM de nitrito/g de tecido Umido.

4.3.3 Analise da atividade dos antimicrobianos sobre astrécitos in vitro
* Linhagem celular
A linhagem de astrocitos corticais imortalizados foi gentilmente concedida pela

Profa. Dra. Soraya Soubhi Smaili (Laboratdrio de Sinalizacdo de Calcio e Morte Celular

- Universidade Federal de S&o Paulo).



40

= Cultivo da linhagem celular utilizada

Os astrdcitos corticais foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com soro bovino fetal (10%) e antibidticos
(100.000U/mL de penicilina, 10mg/mL estreptomicina). Foram incubadas em estufa a
37°C, atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO2. Durante o periodo de cultivo foram

feitos repiques sucessivos de acordo com a necessidade das células.

4.3.3.1 Estudos de viabilidade celular em cultura de astrdcitos em ensaio com MTT

A viabilidade celular foi determinada ap6s tratamento com imipenem/cilastatina,
meropenem, ertapenem e pilocarpina. Este método baseia-se na atividade metabolica de
células viaveis, as quais sdo capazes de converter o MTT em sal de formazam, um
produto colorido e insoltvel em agua. As células foram plaqueadas em placas de 96
pocos a uma densidade celular de 1x105 cels/mL e tratadas com imipenem/cilastatina,
meropenem e ertapenem (32ug/mL; 64pg/mL; 128ug/mL), por 24 horas.
Posteriormente, realizou-se o tratamento com uma combina¢édo entre os antimicrobianos
na concentracdo mais elevada (128ug/mL) e pilocarpina (31,83mM) por 24 horas. Apds
o tratamento das células, o substrato da cultura foi retirado e entéo adicionado 10uL de
3-(4,5-dimetilazil-2-il)-2,5 difenil- tetrazolico (MTT) dissolvido em PBS (500pug/mL).
Apos incubagdo por 4 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, o sobrenadante foi
removido e adicionado SDS (10%) em HCL 0,01N para solubilizar os cristais de
formazan. As placas foram incubadas por 17h e, em seguida, uma leitura
espectrofotometrica foi realizada em um comprimento de onda de 570nm.
(MOSMANN,1983).
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A} 5

/ d / '
; / 4h / 17h Absorbancia
Sl S Lk 570nm
Grupos experimentais Retirada de 100 pL do Adigdo de 90 L
tratados sobrenadante de SDS 10%
Adigdo de 10 pl de MTT

Figura 5 — Esquema do tratamento dos astrdcitos para obtencdo da viabilidade celular
Fonte: De Menezes, 2013.

4.4 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, versdo
6.0 para Windows. Os resultados dos experimentos comportamentais in vivo foram
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (post hoc).
Para andlise estatistica dos ensaios in vitro, foi realizada ANOVA seguido pelo pos-
teste de Bonferroni. Os valores sdo representados pela Média + Erro Padrdo da Média
(EPM).

O critério de significancia utilizado foi p < 0,05. Os asteriscos (*p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001) caracterizam o grau de significancia quando comparados ao grupo
controle, ja o simbolo (p < 0,05; ™p < 0,01; *p < 0,001) é utilizado quando
comparado ao grupo sadio; ao comparar as doses dos carbapenémicos entre si, utilizou-
se 0 simbolo (“p < 0,05; *p < 0,01; **p < 0,001).
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S. RESULTADOS

51 Estudo Comportamental

5.1.1 Efeito da administracédo por 7 dias de antibioticos carbapenémicos sobre as

convulsdes induzidas por pilocarpina.

= | aténcia de Convulsao

Nos grupos tratados com imipenem/cilastatina nas doses de 100mg + P400
(387,0 £ 17,53) e 200mg + P400 (407,8 £ 30,49; meropenem nas doses de 100mg +
P400 (418,0 £ 13,44) e 200mg + P400 (388,8 + 21,15); e ertapenem nas doses de
100mg + P400 (549,2 + 27,35) e 200mg + P400 (528,5 + 15,37); houve diminuicdo
significativa da laténcia de convulsdo quando comparado ao grupo controle P400
(684,2+ 35,67). (Grafico 1).

Gréfico 1 - Efeito da administracdo por 7 dias de antibidticos carbapenémicos
(imipenem, meropenem, ertapenem) nas doses de 100mg e 200mg/kg sobre a laténcia
de convulsdo induzida por pilocarpina (P400) em camundongos.
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Os dados representam média £ E.P.M. A analise estatistica dos dados foi feita
por ANOVA seguido por Tukey como teste post hoc. *** ou *, quando comparado ao
controle (p<0,001 e p<0,05), respectivamente; “* ou ™, quando comparado as doses dos
antimicrobianos entre si (p<0,001 e p<0,05), respectivamente.

= | aténcia de Morte

Na observacdo dos animais, verificou-se que a laténcia de morte diminuiu
significativamente nos grupos que foram tratados com imipenem/cilastatina na dose de
100mg + P400 (552,2 + 13,49) e 200mg + P400 (524,0 + 10,59); meropenem nas doses
de 100mg + P400 (593,7 + 12,70) e 200mg + P400 (583,7 = 26,81); e ertapenem nas
doses de 100mg + P400 (642,2 £ 22,68) e 200mg + P400 (609,0 + 28,9) quando
comparados com o grupo controle P400 (844,7 + 42,48). (Grafico 2).

Grafico 2 - Efeito da administracdo por 7 dias de antibidticos carbapenémicos
(imipenem, meropenem, ertapenem) nas doses de 100mg e 200mg/kg sobre a laténcia
de morte induzida por pilocarpina (P400) em camundongos.

1000 -
2 800
3 **k% *kx
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MI MERO ERTA
P400

Resultados representados como meédia + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA

seguido por Tukey como teste post hoc. ***, quando comparado ao controle (p<0,001).



44

5.2  Estudo Neuroquimico

5.2.1 Determinacdo da Peroxidacdo Lipidica (TBARS)

A investigacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica foi realizada em cortex pre-
frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos adultos, tratados com
carbapenémicos, via subcutanea, por 7 dias. Os grupos imipenem/cilastatina (100mg +
P400 e 200mg + P400); meropenem (100mg + P400 e 200mg + P400); e ertapenem
(100mg + P400 e 200mg + P400); foram comparados com o grupo controle (P400).
Enquanto, os grupos imipenem, meropenem, e ertapenem nas doses de (100 e

200mg/kg); foram comparados com o grupo salina 0,9%.

5.2.1.1 Efeito do tratamento de imipenem/cilastatina, de meropenem e de ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre o nivel de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em modelo de
convulséo induzido por P400.

= Cortex Pré-Frontal

A investigacdo dos niveis de peroxidacéo lipidica em cortex pré-frontal mostrou
que houve um aumento significativo (p<0,001) dos niveis de MDA nos grupos tratados
apenas com imipenem/cilastatina (165,9 + 3,838) e com meropenem (141,3 + 2,933) em
relacdo ao grupo tratado com salina 0,9% (91,94 + 3,385); a0 comparar 0S grupos que
receberam P400, observa-se que houve aumento com significancia (p<0,001 e p<0,01)
nos grupos tratados com imipenem/cilastatina (262,9 + 5,117) e com meropenem (253,8
+ 7,717), respectivamente, em relacdo ao grupo tratado apenas com P400 (222,9 +
8,906). O grupo IS 100 (165,9 + 3,838) apresenta um aumento significativo (p<0,05 e
p<0,001) quando comparado aos grupos MS 100 (141,3 + 2,933) e ES 100 (113,93 +
3,268), respectivamente; ja o grupo MS 100 (141,3 + 2,933), apresenta um aumento
significativo (p<0,05) quando comparado ao grupo ES 100 (113,93 + 3,268). O grupo
IP 100 (262,9 = 5,117) apresenta aumento significativo (p<0,05) quando comparado
com EP 100 (240,2 £ 4,056). (Gréfico 3)
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Grafico 3 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre os niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em cortex pré-
frontal de camundongos durante as convuls6es induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA

++

seguido por Tukey como teste post hoc. ™, quando comparado a salina 0,9%
(p<0,001), ** ou *** quando comparado ao controle (p<0,01 e p<0,001),
respectivamente; * ou **, quando comparar doses dos antimicrobianos entre si (p<0,01 e

p<0,001), respectivamente.
= Corpo Estriado

Foi observado que, no corpo estriado, houve um aumento significativo (p<0,001)
dos niveis de MDA nos grupos tratados com imipenem/cilastatina e meropenem na dose
de 100mg/kg quando comparados ao grupo salina 0,9%; ao comparar 0S grupos que
receberam P400, observa-se um aumento com significancia (p<0,05) no grupo IP 100
em relagdo ao grupo P400. O grupo IS 100 apresenta um aumento significativo
(p<0,001) quando comparado ao grupo ES 100. Grupo salina 0,9% (88,27 + 5,521); IS
100 (154,8 + 7,121); MS 100 (131,3 + 4,444); ES 100 (113,9 + 3,268); P400 (234,1 +
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9,276); IP 100 (262,8 + 5,117); MP 100 (247,3 + 4,253); EP 100 (241,6 + 8,532).
(Grafico 4)

Gréfico 4 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre os niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em corpo estriado
de camundongos durante as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
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seguido por Tukey como teste post hoc. ¥, quando comparado a salina 0,9%

(p<0,001); *, quando comparado ao grupo P400 (p<0,05); ** quando comparado as

doses dos antimicrobianos entre si (p<0,001).
= Hipocampo

Foi observado que, no hipocampo, houve um aumento significativo (p<0,001)
dos niveis de MDA nos grupos tratados com imipenem/cilastatina e meropenem na dose
de 100mg/kg quando comparados ao grupo tratado com salina 0,9%; ja ao comparar o
grupo tratado com ertapenem na dose de 100mg/kg ao grupo tratado com salina 0,9%,
observa-se um aumento com significancia de (p<0,05); ao comparar 0S grupos que
receberam P400, observa-se que houve aumento com significancia de (p<0,05) no grupo

tratado com imipenem/cilastatina. O grupo 1S 100 apresenta um aumento significativo
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(p<0,05 e p<0,001) quando comparado aos grupos MS 100 e ES 100, respectivamente;
ja o grupo MS 100, apresenta um aumento significativo (p<0,01) quando comparado ao
grupo ES 100. Grupo salina 0,9% (83,39 + 4,452); IS 100 (155,2 + 7,343); MS 100
(131,3 + 4,444); ES 100 (104,7 + 1,785) P400 (223,8 + 4,355); IP 100 (250,4 + 6,558);
MP 100 (243,8 + 5,866); EP 100 (240,5 + 2,083). (Gréfico 5)

Gréfico 5 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre os niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em hipocampo de
camundongos durante as convulsdes induzidas por P400.
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*, quando comparado a salina 0,9%

(p<0,001), *, quando comparado ao controle (p<0,05), respectivamente; * ou * ou **,

seguido por Tukey como teste post hoc.

quando comparar doses dos antimicrobianos entre si (p<0,01; p<0,001 e p<0,05),

respectivamente.
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5.2.1.2 Efeito do tratamento de imipenem/cilastatina, de meropenem e de ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre o nivel de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em modelo de

convulséo induzido por P400.

= Cortex Pré-Frontal

A investigacdo dos niveis de peroxidacao lipidica em cortex pré-frontal mostrou
que houve um aumento significativo (p<0,001) dos niveis de MDA nos grupos tratados
apenas com imipenem/cilastatina e com meropenem na dose de 200mg/kg em relacédo
ao grupo tratado com salina 0,9%; ja ao comparar 0 grupo tratado com ertapenem na
dose de 200mg/kg ao grupo tratado com salina 0,9%, observa-se um aumento com
significancia de (p<0,01). Ao comparar 0s grupos que receberam P400, observa-se que
houve aumento com significancia (p<0,001) nos grupos tratados com
imipenem/cilastatina e com meropenem em relacdo ao grupo tratado apenas com P400.
O grupo IS 200 apresenta um aumento significativo (p<0,01) quando comparado ao
grupo ES 200; os grupos IP 200 e MP 200 apresentam um aumento com significancia
(p<0,01 e p<0,05), respectivamente, quando comparados ao EP 200. Grupo salina 0,9%
(91,94 + 3,385); IS 200 (171,5 £ 7,610); MS 200 (146,5 + 4,740); ES 200 (133,6,7
8,9722) P400 (222,9 + 8,722); IP 200 (279,0 £ 1,839); MP 200 (271,5 + 7,610); EP 200
(238,8 + 3,926). (Grafico 6)
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Grafico 6 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre os niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em cortex pré-
frontal de camundongos durante as convulsées induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
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*, quando comparado a salina 0,9%

(p<0,001), *, quando comparado ao controle (p<0,05), respectivamente; * ou * ou **,

seguido por Tukey como teste post hoc.

quando comparar doses dos antimicrobianos entre si (p<0,01; p<0,001 e p<0,05),

respectivamente.

= Corpo Estriado

Foi observado que, no corpo estriado, houve um aumento significativo (p<0,001)
dos niveis de MDA nos grupos IS 200 e MS 200 quando comparados ao grupo salina
0,9%; ja o grupo ES 200 apresenta um aumento significativo (p<0,01) em relacdo ao
grupo tratado com salina 0,9%. Ao comparar 0s grupos que receberam P400, observa-se
um aumento com significancia (p<0,001) no grupo IP 200 e (p<0,05) no grupo MP 200
em relagdo ao grupo P400. O grupo IS 200, assim como o grupo MS 200 apresentam
um aumento significativo (p<0,001) quando comparado ao grupo ES 200. O grupo IP
200 apresenta um aumento significativo (p<0,05) em relacdo ao grupo MP 200. Grupo
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salina 0,9% (88,27 + 5,521); 1S 200 (177,5 + 2,936); MS 200 (156,4 + 5,960); ES 200
(115,0 + 3,452); P400 (234,1 + 9,276); IP 200 (268,5 + 2,661); MP 200 (259,4 + 5,261);
EP 200 (247,3 + 4,253). (Grafico 7)

Gréfico 7 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre os niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS) em corpo estriado
de camundongos durante as convulsfes induzidas por P400.
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seguido por Tukey como teste post hoc. ™, quando comparado a salina 0,9%
(p<0,001); *, quando comparado ao grupo P400 (p<0,05); ** quando comparado as

doses dos antimicrobianos entre si (p<0,001).
»= Hipocampo

Foi observado que, no hipocampo, houve um aumento significativo (p<0,001)
dos niveis de MDA nos grupos tratados com imipenem/cilastatina e meropenem na dose
de 200mg/kg quando comparados ao grupo tratado com salina 0,9%; j& ao comparar 0
grupo tratado com ertapenem na dose de 200mg/kg ao grupo tratado com salina 0,9%,
observa-se um aumento com significancia de (p<0,01). Ao comparar 0S grupos que

receberam P400, observa-se que houve aumento com significancia de (p<0,001; p<0,01;
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p<0,05) nos grupos tratados com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem,
respectivamente, em relacdo ao P400. O grupo IS 200 e MS 200 apresentam um
aumento significativo (p<0,001) quando comparados ao grupo ES 200. Grupo salina
0,9% (83,39 * 4,452); IS 200 (178,3 + 4,815); MS 200 (169,9 + 6,884); ES 200 (117,0
+5,067) P400 (223,8 + 4,355); IP 200 (273,6 + 6,907); MP 200 (260,1 + 6,907); EP 200
(256,5 * 6,240). (Grafico 8)

Gréfico 8 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre os niveis de Peroxidagdo Lipidica (TBARS) em hipocampo de
camundongos durante as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. *** ou **, quando comparado a salina 0,9%
(p<0,001; p<0,01), respectivamente; * ou ** ou ***, quando comparado ao controle

Hi#

(p<0,05; p<0,01; p<0,001), respectivamente; , quando comparar doses dos

antimicrobianos entre si (p<0,001).
5.2.2 Determinacédo de Nitrito

Foi realizada andlise dos niveis de nitrito em cortex pré-frontal, corpo estriado e

hipocampo de camundongos adultos, tratados com carbapenémicos, via subcutanea, por
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7 dias. Os grupos imipenem/cilastatina (IS 100 e IS 200); meropenem (MS 100 e MS
200); e ertapenem (ES 100 ES 200); foram comparados com o grupo salina 0,9%.
Enquanto, imipenem/cilastatina (IP 100 e IP 200); meropenem (MP 100 e MP 200); e
ertapenem (EP 100 e EP 200); foram comparados com o grupo controle (P400).

5.2.2.1 Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na dose
de 100mg/kg sobre a determinacao do contetdo de nitrito em camundongos em modelo
de convuls&o induzido por P400.

= Cortex Pré-Frontal

Foi observado que no cértex pré-frontal houve um aumento significativo
(p<0,05) dos niveis de nitrito apenas no grupo IS 100 quando comparado ao grupo
salina 0,9%. Grupo salina 0,9% (84,97 + 12,23); 1S 100 (132,0 £ 10,61); MS 100 (127,4
+ 2,992); ES 100 (125,2 + 11,78); P400 (191,0 + 12,10); IP 100 (222,3 + 3,241); MP
100 (220,2 + 1,659); EP 100 (218,5 + 7,726).

Gréfico 9 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre os niveis de nitrito em cortex pré-frontal de camundongos
durante as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA

seguido por Tukey como teste post hoc; *, quando comparado a salina 0,9% (p<0,01).

= Corpo Estriado

Foi observado que no corpo estriado houve um aumento significativo (p<0,001)
dos niveis de nitrito nos grupos IS 100 e MS 100 quando comparados ao grupo salina
0,9%; ja ao comparar 0s grupos tratados com P400, observa-se um aumento
significativo (p<0,05) ao comparar o grupo IP 100 com o grupo P400. Grupo salina
0,9% (82,42 + 10,55); IS 100 (134,2 + 3,886); MS 100 (113,5 + 4,844); ES 100 (104,4
+ 3,814); P400 (189,0 + 8,655); IP 100 (243,2 + 6,700); MP 100 (226,0 + 3,282); EP
100 (216,4 + 4,669). (Gréfico 10)

Gréfico 10 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 100mg/kg sobre os niveis de nitrito em corpo estriado de camundongos
durante as convulsdes induzidas por P400.
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seguido por Tukey como teste post hoc.
(p<0,001); *, a0 comparar com o grupo P400 (p<0,001); ™™, quando for comparado

doses dos antimicrobianos entre si (p<0,001).
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» Hipocampo

Foi observado que no hipocampo houve um aumento significativo dos niveis de
nitrito nos grupos IS 100 e MS 100 em relagdo ao grupo salina 0,9% com significancia
(p<0,001) e (p<0,05) respectivamente. Ao comparar 0s grupos tratados com P400,
observa-se um aumento com significancia (p<0,001 e p<0,01) nos grupos IP 100 e MP
100 em relacédo ao grupo P400, respectivamente. O grupo IS 100 apresenta um aumento
com significancia (p<0,05) em relagdo ao grupo ES 100. Grupo salina 0,9% (103,6 +
10,73); 1S 100 (139,1 + 4,171); MS 100 (134,9 + 3,304); ES 100 (128,0 £ 1,251); P400
(203,6 £ 14,05); IP 100 (255,2 + 3,740); MP 100 (241,9 + 5,648); EP 100 (231,0
1,592). (Grafico 11)

Gréfico 11 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 100mg/kg sobre os niveis de nitrito em hipocampo de camundongos durante
as convulsdes induzidas por P400.

300

200

100+ =

Nitrito (nmol/g) de tecido
+
+
+

I T
S IS MS ES
100mg/kg 100mg/kg

SALINA 0.9% PILO 400mg/kg

Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. *** ou ¥, quando comparado a salina 0,9%
(p<0,001; p<0,05), respectivamente; ** ou ***, quando comparado ao controle (p<0,05;
p<0,01; p<0,001), respectivamente; *, quando comparar doses dos antimicrobianos entre
si (p<0,05).
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5.2.2.2 Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na dose
de 200mg/kg sobre a determinacdo do conteudo de nitrito em camundongos em modelo

de convuls&o induzido por P400.

= Cortex Pré-Frontal

Foi observado que no cértex pré-frontal houve um aumento significativo
(p<0,001) dos niveis de nitrito nos grupos IS 200 e MS 200 quando comparado ao
grupo salina 0,9%; assim como nos grupos IP 200 e MP 200 em relacdo ao grupo P400,
ja o grupo EP 200 apresenta um aumento com significancia (p<0,05) em relacdo ao
grupo P400. O grupo IP 200 apresenta um aumento com significancia (p<0,01) em
relacdo aos grupos EP 200. Grupo salina 0,9% (84,04 * 14,45); 1S 200 (169,2 £ 14,22);
MS 200 (164,5 + 11,49); ES 200 (130,3 + 6,417); P400 (191,0 £ 12,10); IP 200 (292,4 +
9,146); MP 200 (265,7 + 10,19); EP 200 (234,9 £ 5,550). (Grafico 12)

Gréafico 12 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 200mg/kg sobre os niveis de nitrito em cortex pré-frontal de camundongos
durante as convulsdes induzidas por P400.
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seguido por Tukey como teste post hoc; ™", quando comparado a salina 0,9%
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(p<0,001). * ou *** quando comparado ao controle (p<0,05; p<0,001),

respectivamente; *, quando comparar doses dos antimicrobianos entre si (p<0,01).

= Corpo Estriado

Foi observado que no corpo estriado houve um aumento significativo (p<0,001)
dos niveis de nitrito nos grupos 1S 200, MS 200 e ES 200 quando comparados ao grupo
salina 0,9%; j& ao comparar os grupos tratados com P400, observa-se um aumento
significativo (p<0,001) ao comparar os grupos IP 200, MP 200 e EP 200 com o grupo
P400. O grupo IS 200 apresenta um aumento com significancia (p<0,01) quando
comparado ao grupo ES 200. Grupo salina 0,9% (82,42 + 10,55); IS 200 (134,2 +
3,886); MS 200 (113,5 £ 4,844); ES 200 (104,4 + 3,814); P400 (189,0 + 8,655); IP 200
(243,2 + 6,700); MP 200 (226,0 + 3,282); EP 200 (216,4 + 4,669). (Gréfico 13)

Gréafico 13 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 200mg/kg sobre os niveis de nitrito em corpo estriado de camundongos
durante as convulsdes induzidas por P400.
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(p<0,001); *** ao comparar com o0 grupo P400 (p<0,001); *, quando for comparado

doses dos antimicrobianos entre si (p<0,01).
= Hipocampo

Foi observado que no hipocampo houve um aumento significativo dos niveis de
nitrito nos grupos IS 200, MS 200 e ES 200 em relacdo ao grupo salina 0,9% com
significancia (p<0,001; p<0,01 e p<0,05), respectivamente. Ao comparar 0S grupos
tratados com P400, observa-se um aumento com significancia (p<0,01) nos grupos IP
200 e MP 200 em relacao ao grupo P400; ja o grupo ES 200 apresenta um aumento com
significancia (p<0,05) em relacéo ao grupo P400. Grupo salina 0,9% (103,6 £ 10,73); IS
200 (178,4 + 4,889); MS 200 (163,9 + 4,674); ES 200 (150,6 + 5,754); P400 (203,6 =
14,05); IP 200 (262,8 + 3,854); MP 200 (255,7 + 13,24); EP 200 (251,0 + 7,604).
(Grafico 14)

Gréafico 14 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 200mg/kg sobre os niveis de nitrito em hipocampo de camundongos durante
as convulsdes induzidas por P400.
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seguido por Tukey como teste post hoc. * ou ™ ou ™, quando comparado a salina 0,9%
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(p<0,05; p<0,01 e p<0,001), respectivamente; * ou **, quando comparado ao grupo

P400 (p<0,05 e p<0,01), respectivamente.

5.2.3 Dosagem da Glutationa Reduzida (GSH)

Foi realizado andlise dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em camundongos
tratados com os carbapenémicos, via subcutanea, durante 7 dias, em modelo de
convulsdo induzido por pilocarpina. Os grupos imipenem (1P 100 e IP 200); meropenem
(MP 100 e MP 200); e ertapenem (EP 100 e EP 200); foram comparados com 0 grupo
P400. Enquanto, os grupos imipenem (IS), meropenem (MS) e ertapenem (ES) nas

doses de 100 e 200mg/kg, foram comparados com o grupo salina 0,9%.

5.2.3.1 Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em camundongos

em modelo de convulséo induzido por P400.

= Cortex Pré-Frontal

Foi observado que no cortex pré-frontal houve uma reducéo significativa
(p<0,001) da concentracdo de glutationa reduzida em quase todos 0s grupos quando
comparados ao grupo salina 0,9%. Apenas o grupo ES 100 apresentou uma reducdo
com significancia (p<0,05) em relacéo ao grupo salina 0,9%. Grupo salina 0,9% (533,8
+ 28,10); IS 100 (379,6 £+ 15,20); MS 100 (387,9 £+ 20,83); ES 100 (450,6 + 22,83);
P400 (316,0 + 12,64); IP 100 (286,9 + 10,32); MP 100 (296,0 + 12,63); EP 100 (310,4 +
7,309). (Grafico 15)
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Gréfico 15 - Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em cértex pré-
frontal de camundongos durante as convulsées induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. * ou ***, quando comparado ao grupo salina
0,9% (p<0,05 e p<0,001), respectivamente.

= Corpo Estriado

Foi observado que no corpo estriado houve uma reducéo significativa (p<0,001)
da concentracdo de glutationa reduzida em quase todos os grupos quando comparados
ao grupo salina 0,9%. Apenas o grupo ES 100 apresentou uma reducdo com
significancia (p<0,05) em relacdo ao grupo salina 0,9%. Grupo salina 0,9% (493,4 +
25,08); IS 100 (398,1 + 7,769); MS 100 (411,6 + 7,673); ES 100 (433,6 + 4,349); P400
(352,1 £ 13,37); IP 100 (300,5 £ 4,637); MP 100 (326,5 + 10,98); EP 100 (350,8 +
6,060). (Grafico 16)
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Gréfico 16 - Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 100mg/kg sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em corpo estriado
de camundongos durante as convuls@es induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA

seguido por Tukey como teste post hoc. * ou ™", quando comparado ao grupo salina

0,9% (p<0,05 e p<0,001), respectivamente.

»= Hipocampo

Foi observado que no corpo estriado houve uma reducdo significativa (p<0,001)
da concentracdo de glutationa reduzida nos grupos IP 100, MP 100, EP 100 e P400

quando comparados ao grupo salina 0,9%. O grupo IS 100 apresentou uma reducdo com

significancia (p<0,01) em relacdo ao grupo salina 0,9%. Grupo salina 0,9% (395,2 +
16,69); IS 100 (332,0 + 7,654); MS 100 (357,0 £ 7,356); ES 100 (365,4,1 + 13,44);
P400 (307,9 + 10,59); IP 100 (284,2 + 8,275); MP 100 (282,3 + 9,417); EP 100 (301,0 +

3,860). (Gréfico 17)
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Gréfico 17 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 100mg/kg sobre os niveis de nitrito em hipocampo de camundongos durante
as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. ** ou ™", quando comparado ao grupo salina
0,9% (p<0,01 e p<0,001), respectivamente.

5.2.3.2 Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em camundongos
em modelo de convulséo induzido por P400.

= Cortex Pré-Frontal

Foi observado que no cortex pré-frontal houve uma reducéo significativa
(p<0,001) da concentracdo de glutationa reduzida em todos o0s grupos quando
comparados ao grupo salina 0,9%. Grupo salina 0,9% (533,8 + 28,10); IS 200 (339,8 £
10,56); MS 200 (344,5 + 14,15); ES 200 (366,3 + 5,763); P400 (316,0 + 12,64); IP 200
(282,0 + 8,722); MP 200 (289,2 + 8,100); EP 200 (303,3 £ 12,79). (Gréfico 18)
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Gréfico 18 - Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em cértex pré-
frontal de camundongos durante as convulsées induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. ***, quando comparado ao grupo salina 0,9%
(p<0,001).

= Corpo Estriado

Foi observado que no corpo estriado houve uma reducéo significativa (p<0,001)
da concentracdo de glutationa reduzida em quase todos os grupos quando comparados
ao grupo salina 0,9%. Apenas o grupo ES 100 apresentou uma redugdo com
significancia (p<0,01) em relacdo ao grupo salina 0,9%. Grupo salina 0,9% (493,4 +
25,08); IS 200 (358,3 + 11,02); MS 200 (389,9 + 15,65); ES 200 (409,5 + 13,49); P400
(352,1 + 13,37); IP 200 (290,0 + 10,48); MP 200 (305,4 + 9,641); EP 200 (324,6 +
7,385). (Grafico 19)
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Gréfico 19 - Efeito do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem na
dose de 200mg/kg sobre a concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em corpo estriado
de camundongos durante as convuls@es induzidas por P400.
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Resultados representados como média + E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. ** ou ™", quando comparado ao grupo salina
0,9% (p<0,01 e p<0,001), respectivamente.

»= Hipocampo

Foi observado que no corpo estriado houve uma reducdo significativa (p<0,001)
da concentracdo de glutationa reduzida em quase todos os grupos quando comparados
ao grupo salina 0,9%, com exce¢do do grupo ES 100. Grupo salina 0,9% (395,2 +
16,69); 1S 200 (323,4 £ 7,654); MS 200 (324,0 £ 6,561); ES 200 (348,5 £ 6,596); P400
(307,9 £ 10,59); IP 200 (237,2 £+ 9,090); MP 200 (260,9 + 11,17); EP 200 (269,6 +
9,720). (Grafico 20)
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Gréfico 20 - Efeitos do tratamento com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem
na dose de 200mg/kg sobre os niveis de nitrito em hipocampo de camundongos durante
as convulsdes induzidas por P400.
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Resultados representados como média £ E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Tukey como teste post hoc. ***, quando comparado ao grupo salina 0,9%
(p<0,001), respectivamente.

5.3 Andlise da atividade dos antimicrobianos sobre astrocitos in vitro

5.3.1 Determinacdo da viabilidade celular apds o tratamento com

imipenem/cilastatina, meropenem, ertapenem e pilocarpina

Os resultados referentes a exposicdo de astrocitos corticais a diferentes
concentracdes dos antimicrobianos (32, 64 e 128ug/mL) nos mostram que estes nao séo
capaz de exercer, estatisticamente, efeito sobre a viabilidade de astrocitos nas
concentragOes analisadas. (Grafico 21) Grupo C (97,19 + 1,221), | 32 (92,30 £ 0,8935),
M 32 (93,63 + 1,63), E 32 (97,14 £ 0,6734), 1 64 (92,30 + 0,2045) M 64 (92,63 + 1,139)
E 64 (95,74 £ 0,6734), 1 128 (91,64 + 0,3717), M 128 (92,63 + 1,031), E 128 (94,97
0,8900).
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Gréfico 21 - Percentual de viabilidade celular de astrécitos corticais expostos a
diferentes concentracdes de imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem durante 24
horas.
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Resultados representados como média + E.P.M. Andlise estatistica por ANOVA
seguido por Bonferroni como teste post hoc. Os valores obtidos ndo apresentaram
significancia.

Gréfico 22 — Percentual de viabilidade celular de astrocitos corticais expostos a

concentracdo mais elevada de imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem associados
a pilocarpina durante 24 horas.
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Resultados representados como média + E.P.M. Analise estatistica por ANOVA



66

+

seguido por Bonferroni como teste post hoc. L quando comparado ao grupo controle

(p<0,001).
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6 DISCUSSAO

Os antibioticos carbapenémicos sdo bem tolerados pela maioria dos pacientes,
no entanto, um importante efeito adverso associado a sua administracédo, é a toxicidade
ao SNC (NORRBY, 1996). Um estudo investigou o risco de convulsdes com o uso de
carbapenémicos e relatou taxas de até 6%, especialmente quando a dosagem nao foi
cuidadosamente ajustada em relagdo a fungéo renal (ZHANEL et al., 2009). Um estudo
de meta-anélise, realizado recentemente, revelou que o risco de convulsbes associadas
aos antimicrobianos imipenem/cilastatina, meropenem e doripenem em relacdo a outros
antibiéticos foram 3,50 (2,23 - 5,49); 1,04 (0,61 - 1,77) e 0,44 (0,13 - 1,53),
respectivamente, com intervalo de confianca de 95% (CANNON et al., 2014). Portanto,
0 uso dos carbapenémicos continua a ser uma preocupacao.

O modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina € 0til para estudar o
envolvimento dos diferentes sistemas de neurotransmissores como moduladores da
epileptogénese, e ainda permite investigar alteragdes comportamentais, histopatoldgicas,
e parametros neuroquimicos relacionados com a atividade epiléptica (CAVALHEIRO et
al., 1991; MARINHO et al., 1997). A pilocarpina € um agonista colinérgico, que em
altas doses, € amplamente utilizado para induzir convulsdes cerebrais limbicas em
estruturas contendo uma alta concentracdo de receptores muscarinicos, como o cérebro
(GAO et al., 2012). O modelo de pilocarpina mimetiza diversos aspectos das
convulsdes parciais complexas com generalizacdo secundaria em humanos e, dessa
forma, constitui-se um modelo de epilepsia do lobo temporal (VIANNA et al., 2005). A
epilepsia do lobo temporal € uma desordem cronica, frequentemente associada a um
estimulo inicial precipitante como estado epiléptico, trauma e convulsdes febris
prolongadas (ENGEL & PEDLEY, 1997).

A analise comportamental demonstra que a administracdo sistémica de
pilocarpina em roedores induz convulsdes com foco de inicio no sistema limbico,
principalmente no hipocampo (TURSKI, 1983). Imediatamente ap06s a administragéo de
pilocarpina, 0s camundongos podem  apresentar  persistentes  mudancas
comportamentais, incluindo piloerecdo, cromodacriorréia, acinesia inicial, ataxia,
tremores, automatismos mastigatorios como mioclonia dos musculos faciais que
persistem de 10 a 15 minutos (TURSKI et al., 1983a).
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No presente estudo, a observacdo comportamental apds o tratamento durante 7
dias com imipenem/cilastatina, meropenem e ertapenem nas doses de 100 e 200mg/kg,
no modelo de convulséo induzida por pilocarpina, mostrou que todos os antibiéticos em
estudo apresentam efeito pro-convulsivante visto que foram capazes de reduzir, ndo
somente o tempo de laténcia, mas também o tempo de morte.

Os mecanismos envolvidos na toxicidade induzida por antibidticos séo
multifatoriais e geralmente ndo sdo bem compreendidos. Acredita-se que o potencial
indutor de crises destes antibidticos pode estar diretamente relacionado com a
semelhanga do anel B-lactimico com a estrutura do neurotransmissor y-aminobutirico
que é antagonista dos receptores de GABA. Para que este antagonismo ocorra é
necessario que a anel B-lactamico esteja intacto (DE SARRO et al., 1989; CHOW; HUI,
SZETO, 2005).

O neurotransmissor GABA medeia sua acdo inibitoria ao se ligar com receptor
GABA,, permitindo o influxo de ions CI" para dentro do terminal nervoso pos-
sinaptico, causando uma hiperpolarizacdo do potencial da membrana, o que resulta na
diminuicdo da resposta do terminal nervoso pOs-sinaptica aos estimulos e
consequentemente na inibicdo do disparo neuronal. No entanto, o antagonismo da
ligacdo ao receptor GABAA conduzindo a um potencial de membrana aumentado e
desta forma a um estado excitatério que despolariza mais prontamente em resposta a
estimulos (CHOW; HUI; SZETO, 2005).

Estudos anteriores sugeriram que as agdes convulsivas dos antibidticos f-
lactdmicos podem estar relacionadas com suas habilidades para inibir a ligacdo do
receptor GABAA (DAY et al.,1995; JIN et al., 1999; SHIMADA et al., 1992). Em
estudos de ligacdo in vitro, os valores de concentragdo inibitéria a 50% para a ligacdo
especifica de [3H] muscimol, um agonista do receptor GABAA, em membranas
sinapticas de rato foram 0,48, 15,63 e 46,44 mM para imipenem, meropenem e
doripenem, respectivamente (HORIUCHI et al., 2006). Day et al., (1995), relataram
que, embora imipenem (400 mg/kg) tenha baixado significativamente o limiar
convulsivo de pentilenotetrazol em camundongos, ndao foram observadas diferengas
significativas entre meropenem (400 mg/kg), biapenem (400 mg/kg) e salina 0,9%
(controle). Estes resultados indicaram que o imipenem tinha a maior afinidade para os

receptores GABAA. Um estudo posterior com injecdo intracerebroventricular em



69

camundongos relatou que enquanto o imipenem induziu convulsdes clénicas de forma
dose-dependente (2,5 e 10 mg/kg), o meropenem induziu convulsdes apenas em doses
acima de 100 mg/kg (HORIUCHI et al., 2006).

Mais recentemente, Kazuaki e colaboradores (2016), sugeriram que a
neurotoxicidade associada aos carbapenémicos estd diretamente relacionada a
concentracdo desses farmacos no tecido cerebral, ou seja, maiores concentracdes
cerebrais tém sido associadas a um aumento do risco de convulsdes. Nesse sentido, vale
salientar que a penetragdo de farmacos no tecido cerebral pode variar de acordo com o
tipo de carbapenem administrado, e que propriedades fisico-quimicas, como peso
molecular e lipossolubilidade (lipofilicidade) sdo fatores dominantes na determinacao
do transporte unidirecional através da barreira hematoencefalica — BHE (SUZUKI et al.,
1989).

Sobre a capacidade de penetracdo da BHE, um estudo farmacocinético fez esta
analise ou relacdo a alguns carbapenémicos, e concluiu que para a taxa de penetracédo
era inversamente proporcional ao peso molecular. De acordo com os resultados, o
impenem/cilastatina penetra em maior quantidade, seguido do meropenem, e depois do
ertapenem.  J& o0s pesos moleculares variam na seguinte forma: imipenem
(299,347 g/mol) < meropenem (383,464 g/mol) < ertapenem (475,516 g/mol)
(KAZUAKI et al., 2016).

Acredita-se que outras caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas
também possam estar envolvidas no potencial epileptogénico dos carbapenémicos. Um
estudo anterior relatou que o aumento da basicidade da cadeia lateral C2 esta ligada ao
potencial epileptogénico (SUNAGAWA et al., 1995). Sabe-se que a basicidade é
influenciada pela N-acetilacdo ou N-metilag&o do anel ciclopenteno C2, e a presenca de
qualquer uma das substituicdes diminui efetivamente o potencial de convulsdo ao
diminuir a basicidade. A cadeia lateral C2 do imipenem é mais béasica. Enquanto,
meropenem e ertapenem possuem cadeias laterais de C2 menos basicas, o que
provavelmente € responsavel pela neurotoxicidade reduzida observada com estes
agentes. A cadeia lateral de C2 do ertapenem ¢ diferenciada do meropenem apenas por
um 4acido carboxilico meta-substituido em um anel benzoico (MERCK & CO, 2010).

Espera-se que os dois compostos tenham basicidade resultando em um perfil
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epileptogénico semelhante, embora isso ndo tenha sido especificamente descrito
(ZHANEL et al., 2008).

Com base em nossos resultados, podemos sugerir que todos os carbapenémicos
tém a capacidade em desencadear a convulsdo, mas ndo podemos afirmar se estd
diretamente proporcional a concentracdo no tecido cerebral. No entanto, existem outros
fatores capazes de aumentar ou diminuir o potencial pré-convulsivante desses farmacos,
visto que todos os carbapenémicos em estudos mostraram resultados significativos, de
maneira diferente, em relacdo aos controles.

Nossos resultados corroboram com um estudo, no qual relata que o meropenem
e 0 ertapenem induziram atividade convulsiva mais fraca do que o imipenem em
animais (DAY et al., 1995; HORIUCHI et al., 2006).

Ja é bem descrito que o modelo de convulsdo induzido por pilocarpina pode
ocasionar dano neuronal em diferentes estruturas cerebrais (BONAN et al., 2000;
CAVALHEIRO et al., 1991; JOVANOVIC et al., 2003; McCARRON et al., 2003).
Sabe-se também que o estresse oxidativo pode ser um dos indutores desse dano
neuronal e este tem sido implicado em uma variedade de condic¢Ges neuroldgicas agudas
e cronicas, incluindo a epilepsia (BONFOCO et al., 1995; HAMED et al., 2004).

O estresse oxidativo (EO) € resultado de um desequilibrio entre 0 mecanismo
oxidante e as defesas antioxidantes em nosso organismo, e tem sido relacionado com a
fisiopatologia de uma série de doencas, incluindo transtornos neuropsiquiatricos (BERK
et al.,, 2011; HAMAI et al., 2006; JUNG et al., 2007; LIU et al., 2012). Vérias
moléculas estdo associadas nesse desequilibrio. Como as espécies reativas de oxigénio
(ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e vias de sinalizacdo do Oxido nitrico
(NO) (SZABO, 2007).

Os radicais livres sdo moléculas que conttm um ou mais elétrons
desemparelhados nos orbitais externos, o que confere a essas estruturas certo grau de
reatividade, tornando-as capazes de reagir com qualquer composto situado proximo a
sua Orbita externa, passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora (ALLEN &
TRESINI, 2000; BERTRAM, 2008). A formacéo dos radicais livres constitui uma agéo
continua e fisiologica. Estes radicais desempenham um papel duplo nos sistemas
bioldgicos, podendo ser prejudiciais ou benéficos para o organismo (MENA et al.,
2009).
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A producéo de radicais lipidicos pode dar inicio a uma reacao em cadeia que tem
como consequéncia a perda da seletividade na troca ionica e a liberacdo do contetddo das
organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas e a formacdo de produtos
citotoxicos como o malonaldeido (MDA), que culminam na destrui¢do parcial ou
completa da membrana celular (AIKENS & DIX, 1991; PILAI et al., 2004).

Freitas e colaboradores (2006a) identificaram niveis aumentados de peroxidacéao
lipidica durante o periodo agudo das convuls@es induzidas por pilocarpina, em varias
areas cerebrais de ratos. Tejada e colaboradores (2006) identificaram o aumento da
peroxidacdo lipidica, induzida por pilocarpina, no hipocampo e cértex de ratos. Niveis
elevados de lipoperoxidacdo também foram relatados em hipocampo de ratos, nas fases
aguda e cronica de convulsdes induzidas por pilocarpina ou acido cainico, e na epilepsia
induzida por kindling (abrasamento) (DAL-P1ZZOL et al., 2000; FRANTSEVA et al.,
2000a).

O aumento observado nos niveis de MDA em hipocampo, corpo estriado e
cortex pré-frontal demonstraram os animais tratados com os carbapenémicos durante 7
dias e, posteriormente, submetidos a convulsdo por pilocarpina 400mg/kg indica que
esses antibioticos sdo capazes de contribuir para a producdo de substancias reativas com
0 &cido tiobarbiturico, indica efeito oxidante.

Danos na membrana celular e mitocondrial, incluindo a peroxidacao lipidica,
podem contribuir de forma significativa para alteracGes paroxisticas nessas membranas
e seu mau funcionamento durante a epileptogénese. Dados na literatura demonstram que
0 aumento na producdo de radicais livres e dano lipidico por peroxidacdo ocorrem
durante as convulsdes e na injdria neuronal mediada pelo processo convulsivo
(FRANTSEVA et al., 2000b; PATEL, 2004).

Existem evidéncias de que a convulsdo apresenta sinais aumentados de estresse
oxidativo e que ha participacdo dos caminhos do éxido nitrico (NO) na sua patogenia
(REHNI et al., 2009). Embora exerca diversas fungdes fisioldgicas uteis, quando em
excesso, 0 NO pode exercer efeitos nocivos. Em determinadas condigdes, 0 NO e 0 Oy
podem interagir, resultando na formacdo de peroxinitrito (ONOQO’), um produto
extremamente toxico. Este composto é capaz de reagir com diversas moléculas como:

proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos nucléicos, danificando-o0s. Além disso, seus
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provaveis produtos de decomposicdo, o radical OH" e o dioxido de nitrogénio, dentre
outros, tém semelhante potencial deletério (UZUM et al., 2005).

O NO no SNC pode ser produzido pela NO sintase (NOS) endotelial (NOSe),
uma enzima constitutiva, e pela NOS neuronal (NOSn). Outra parte do NO é sintetizada
pela NOS induzivel (NOSIi) que regula a resposta imune. O excesso de NOSi foi
detectada em hipocampo de camundongos geneticamente epilépticos (MURASHIMA et
al., 2002). O nitrito (metabdlito estavel do NO) pode ser associado com a fisiopatologia
da convulsdo, uma vez que o estresse oxidativo cerebral induzido pelas convulsdes pode
ser blogueado ou reduzido de forma significativa através do bloqueio da inibicdo da
enzima NOSi (RAJASEKARAN, 2004). Durante as convuls@es, nitrito e nitrato tém
sido implicados em muitos mecanismos moleculares do processo, podendo participar do
subsequente dano neuronal em todo o cérebro e ativar outros mecanismos que
potencializem os danos e a propagacéo do foco epiléptico (SOSUNOV et al., 2005).

Nossos resultados mostram que todos os carbapenémicos nas concentracdes de
100mg/kg e 200mg/kg foram capazes de aumentar os niveis de nitrito no cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos submetidos ao pré-tratamento por
7 dias. Mesmo ndo observando aumento significativo em todas as areas nos grupos cuja
a convulsdo foi induzida por pilocarpina, ainda assim, podemos dizer que esses
antibidticos sdo capazes de contribuir para o aumento dos niveis de nitrito nas areas
estudadas.

Em condicdes fisioldgicas o corpo dispde de mecanismos antioxidantes que
conseguem neutralizar as EROs, porém em desequilibrio por uma producdo excessiva
de EROs, por uma ineficiéncia do sistema antioxidante ou ainda pela combinacdo dos
dois fatores, caracterizado o EO, um processo fisiopatologico que pode levar a
toxicidade celular e até mesmo um dano ou morte da mesma. Esse sistema fisioldgico
antioxidante € constituido por agentes de acdo ndo enzimatica e enzimatica
(HALLIWELL, 2007; BARREIROS et al., 2006). O sistema de defesa enzimatico
inclui as enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GSH-Px). Estas enzimas estdo presentes tanto no citoplasma celular como
na mitocondria, local onde ha maior produgdo de EROs (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; LAMBETH et al., 2008; ROVER et al., 2001).
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A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, independente do tecido € encontrada nas mesmas
concentragfes em diferentes areas cerebrais e demais 6rgdos, protegendo-a contra a
lesdo resultante da exposicdo a agentes, como os ions ferro (HUBER et al., 2008;
GALLEANO & PUNTARULO, 1995), o oxigénio, as radiaces ionizantes, a luz
ultravioleta (DENEKE & FANBURG, 1989) e de compostos quimicos como, por
exemplo, a pilocarpina e o &cido cainico (FREITAS et al., 2006a). Da mesma forma,
diminui a susceptibilidade as lesdes, atuando como transportadora e reservatorio da
cisteina e ainda, participa da desintoxicacdo de diversos agentes quimicos e da
eliminacdo de produtos de lipoperoxidacdo. Pode ainda, ser requerida para a sintese de
DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas fisiologicamente (DENEKE &
FANBURG, 1989; HUBER et al., 2008).

Nossos resultados mostraram uma reducdo significativa nos niveis de GSH em
todas as areas nos grupos de animais que foram pré-tratados com os carbapenémicos em
relagdo ao grupo veiculo (salina a 0,09%). Portanto, um dos mecanismos de defesa
desses animais encontra-se fragil, o que pode propiciar um surgimento de quadro
convulsivo.

O sistema colinérgico é responsavel pela ativacdo inicial de neurbnios
excitatorios glutamatérgicos, o que daria inicio a atividade convulsiva. A liberacéo
excessiva de glutamato durante a convulsd@o manteria as células despolarizadas,
produzindo liberacdo continua de calcio dos estoques intracelulares, culminando em
lesdo de membranas celulares e de outras organelas, provocando a morte celular por
excitotoxicidade (SCORZA, 2006). Acredita-se que a diminuicdo do metabolismo da
acetilcolina, pela reducdo ou bloqueio da atividade da AChE, pode facilitar a instalagcdo
da atividade epiléptica, em virtude do aumento da concentracdo da acetilcolina
enddgena, que pode ativar diretamente o sistema colinérgico e, de forma direta ou
indireta, induzir mudangas neuroquimicas em outros sistemas de neurotransmissao,
dentre eles, glutamatérgico e GABAérgico, uma vez que estes podem estar implicados
durante o estabelecimento e desenvolvimento das convulsdes limbicas (IMPERATO et
al., 1998).
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Portanto, nosso estudo sugere uma atividade prd-convulsivante baseada em
mecanismo Vvia colinérgica, no entanto, é necessario a realizacdo de outros testes para

comprovar esse mecanismo envolvido.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que todos os
carbapenémicos possuem uma atividade pro-convulsivante relacionada a mecanismos
colinérgicos. Como também, acdo oxidante em todas as doses estudadas. Sugere-se que
esses farmacos possuam um efeito modulador sobre o funcionamento do sistema
colinérgico muscarinico, em nivel central, como mecanismo alternativo para
potencializagdo das convulsées no modelo de P400, indicando um possivel mecanismo
colinérgico envolvido. Experimentos adicionais devem ser realizados para o melhor
esclarecimento dos mecanismos envolvidos na atividade pro-convulsivante dos

carbapenémicos.
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