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RESUMO

A epilepsia é um dos transtornos cerebrais mais frequentes na população geral, afetando cerca
de 1% da população mundial. A convulsão pode causar danos neuronais, inclusive morte de
neurônios e os mecanismos fisiopatológicos envolvidos nesse processo ainda não estão bem
esclarecidos. Sabe-se que a atividade convulsiva está associada a mudanças bioquímicas em
algumas áreas cerebrais e afeta diversos neurotransmissores, o metabolismo dos carboidratos,
os sistemas de segundos mensageiros e a expressão gênica. Entre as mudanças bioquímicas
envolvidas, está o aumento do estresse oxidativo que pode alterar dramaticamente a função
celular estando diretamente relacionado com a morte neuronal induzida pela convulsão.
Portanto, agentes antioxidantes exógenos poderiam reduzir o estresse oxidativo e
consequentemente os danos neuronais, agindo inclusive como adjuvantes no tratamento
farmacológico convencional. A fucoidana é um polissacarídeo sulfatado cujo principal
componente é a fucose, extraída a partir de algas pardas. A literatura tem demonstrado que a
fucoidana apresenta potentes atividades antioxidante e anti-inflamatória em vários modelos
experimentais. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da fucoidana sozinha
ou em associação com o ácido valpróico via mecanismos antioxidativos no modelo de
convulsão induzida por pilocarpina em camundongos. Os animais, (camundongos), Swiss,
adultos, machos, (25-30 g) receberam injeção de fucoidana (FUCO 7,5, 15 e 30 mg/kg, i.p.),
ácido valpróico (AVP 100, 200 e 400 mg/kg, i.p.), ácido valpróico + fucoidana
(AVP100+FUCO7,5) ou solução salina (i.p.) durante quatorze dias. Após 30 minutos da
última injeção das drogas em estudo ou veículo, foi administrada pilocarpina na dose de 400
mg/kg i.p., depois os animais foram submetidos aos testes comportamentais e em seguida
foram sacrificados e seus cérebros dissecados para a realização das análises neuroquímicas. O
pré-tratamento com FUCO durante 14 dias nas maiores doses aumentou a latência de
convulsão e a latência de morte. Não foi observado nenhum efeito significativo com a dose de
7,5 mg/kg nesses parâmetros, o mesmo ocorreu com o AVP na dose de 100 mg/kg. Entretanto,
a associação FUCO+AVP reduziu a latência de convulsão em 52% e a latência de morte em
67%. Foi verificado aumento na concentração de MDA no hipocampo dos animais tratados
com salina+PILO (67%) e esse efeito foi prevenido com o pré-tratamento com fucoidana nas
doses de 15 e 30 mg/kg (37 e 30% respectivamente). A associação da FUCO 7,5 mg/kg+AVP
de 100 mg/kg promoveu diminuição em cerca de 45% na concentração de MDA quando
comparado com o controle. Foi verificado aumento significativo na concentração de
nitrito/nitrato no hipocampo dos animais tratados com salina+PILO (65%). O pré-tratamento
com fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, preveniu esse aumento. A associação
AVP100 + FUCO7,5 também recuperou os níveis de MDA. A pilocarpina provocou redução
dos níveis de GSH, que foram recuperados com o tratamento com associação FUCO+AVP.
Nossos resultados sugerem que a fucoidana parece ser uma alternativa para o tratamento da
epilepsia quando associado ao ácido valpróico, pois aumenta a neuroproteção permitindo a
redução da dose do AVP e, portanto, dos seus efeitos colaterais.

Palavras-chave: Fucoidana, pilocarpina, ácido valpróico, convulsão, antioxidante



ABSTRAT

Epilepsy is one of the most common brain disorders, affecting about 1% of the world
population. Seizures can cause neuronal damage, including death of neurons and the
pathophysiological mechanisms involved in this process are still unclear. It is known that the
seizure activity is associated with biochemical changes in some brain areas and affects several
neurotransmitters, carbohydrate metabolism, the second messenger systems and gene
expression. Among the biochemical changes involved, there is the increased oxidative stress
that can dramatically alter cellular function, being directly related to neuronal death induced
by seizure. In this context, exogenous antioxidants may have the ability to reduce oxidative
stress and hence neuronal injury, acting also as adjuvants in conventional pharmacological
treatment. Fucoidan is a sulfated polysaccharide whose main component is the fucose
extracted from brown algae. The literature has shown that fucoidan demonstrates potent
antioxidant and anti-inflammatory activities in various experimental models. This study aims
to evaluate the effects of fucoidan alone or in combination with valproic acid via antioxidative
mechanisms in the pilocarpine model of seizure in mice. The animals (adult male Swiss mice,
25-30g) were treated with fucoidan injection (FUCO 7.5, 15 and 30 mg/kg, i.p.), valproic acid
(VPA 100, 200 and 400 mg/kg, i.p.), valproic acid + fucoidan (VPA100 + FUCO7,5) or saline
(i.p.) for fourteen days. Thirty minutes after the last injection of drug or vehicle, pilocarpine in
the dose of 400mg / kg was administered i.p. Next, the animals were subjected to behavioral
testing and then sacrificed and had their brains dissected for further neurochemical analyzes.
Pretreatment with FUCO for 14 days in higher doses increased the latency to seizures onset
and latency of death. There was no significant effect at a dose of 7.5 mg/kg in these
parameters, the same happened to VPA at a dose of 100 mg/kg. However, FUCO+VPA
association reduces the latency of seizure onset by 52% and the latency of death by 67%.
Increase was observed in MDA concentration in the hippocampus of animals treated with
saline+PILO (67%) and this effect was prevented by pretreatment with fucoidan at doses of
15 and 30 mg/kg. The association of FUCO 7.5 mg/kg+VPA 100 mg/kg caused a decrease by
about 45% of the MDA concentration compared with control. It was observed a significant
increase in the concentration of nitrite/nitrate in the hippocampus of animals treated with
saline+PILO (65%). Pretreatment with fucoidan at doses of 7.5, 15 and 30 mg/kg, prevented
this increase. The association FUCO+VPA also recovered MDA levels. Pilocarpine caused a
reduction in GSH levels, which were recovered by treatment with FUCO+PVA association.
The results of this work suggest that fucoidan seems to be an alternative for the treatment of
epilepsy when combined with valproic acid as it increases neuroprotection allowing the
reduction of VPA doses and therefore, its side effects.

Keywords: Fucoidan, pilocarpine, valproic acid, seizure, antioxidant
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1INTRODUÇÃO

1.1 Epilepsia

A epilepsia é um dos principais transtornos neurológicos com ampla distribuição,

desconhecendo idade, raça, padrão social ou limites geográficos (SILVAet al., 2014),

afetando cerca de 50 milhões de pessoas em todo o mundo, de acordo com os dados da

Organização Mundial da Saúde (OMS) (TUTANC et al., 2015; OMS, 2006). No mundo,

existem cerca de 2,4 milhões de novos pacientes epilépticos cada ano, dos quais, pelo menos,

50% começam na infância e adolescência (TUTANC et al., 2015). É valido ressaltar que no

Brasil a epilepsia na infância apresenta uma variação na prevalência de 11,9 a 21,0 por 1000

crianças, apresentando taxas semelhantes as apresentadas em outros países em

desenvolvimento (LONGATO, 2015).

A epilepsia é caracterizada por crises espontâneas e recorrentes causadas por

alterações paroxísticas focais ou generalizadas nas funções neurológicas desencadeadas por

atividade elétrica anormal, acometendo uma ou várias áreas do córtex cerebral e podem ser

causadas por inúmeras patologias estruturais ou neuroquímicas (SILVA et al., 2014). Sabe-se

que a atividade epiléptica baseia-se no desequilíbrio inibitório-excitatório do tecido neural. O

estudo dos mecanismos da epilepsia tem sido focado nas alterações da atividade de

aminoácidos inibitório (ácido γ-aminobutírico - GABA) e excitatório (glutamato e aspartato)

(KOSHAL; KUMAR,2016).

As crises epilépticas causam efeitos graves e duradouros sobre a arquitetura do cérebro,

levando a morte neuronal celular. As epilepsias podem resultar de um conjunto de mudanças

bioquímicas no cérebro, que afetam a liberação e transporte dos neurotransmissores, as

propriedades dos canais iônicos e dos receptores, a regulação da expressão de genes, a

reorganização sináptica e a atividade dos astrócitos (PAREDES, 2008). Entre as mudanças

bioquímicas envolvidas, está o aumento do estresse oxidativo que pode alterar

dramaticamente a função celular e modificar a liberação e/ou síntese de outros compostos,

estando diretamente relacionado com a morte neuronal induzida pela convulsão

(FRANTSEVA et al., 2000; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; WALTZ et al., 2000).

Atualmente sabe-se que as causas da epilepsia compreendem a predisposição genética,

lesões cerebrais, intoxicação e tumores (OLIVEIRA, 2010). Estimativas sugerem que cerca de

80% dos casos de epilepsia ocorrem em países em desenvolvimento, onde se encontra um
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número maior de pessoas desnutridas, doenças infecciosas e deficiência no atendimento

médico, sabendo que um grande número de pacientes permanece sem o tratamento adequado

(MEGIDDO et al., 2016).

Sabe-se que cerca de 80% dos 50 milhões de pessoas no mundo que têm epilepsia

vivem em baixa e média renda. Num país como a Índia estima-se que de 6-10 milhões de

pessoas vivem com epilepsia ativa, mas menos da metade recebe tratamento adequado e

suficiente (MEGIDDO et al., 2016). No Brasil há poucos dados epidemiológicos disponíveis.

Um estudo realizado por Costa e colaboradores em Porto Alegre, estimaram que 0,2 a 2% da

população devem apresentar uma ou mais crises durante a vida. Em outro estudo realizado na

cidade de São Paulo mostrou uma prevalência de 1,19%. Em países onde as pessoas vivem

com melhores condições econômicas e sociais, novos casos são de 30 a 50 por 100.000

pessoas na população em geral. Em relação aos países com baixa e média renda, este número

pode ser até duas vezes maior (SILVA, 2015; NETO; MARCHETTI, 2005).

Pesquisadores buscam descobrir drogas que sejam capazes de diminuir as frequências e

propagação das manifestações epilépticas. Muitas drogas já foram descobertas com essa

finalidade, mas 30% dos pacientes não apresentam boa resposta ou apresentam efeito adverso

severo às drogas disponíveis (WAHAB, 2010).

1.2 Drogas antiepilépticas

As DAEs são utilizadas no tratamento da epilepsia desde 1857, quando Locock usou

sal de brometo com resultados positivos em mulheres com epilepsia catamenial. Desde então,

inúmeros medicamentos foram introduzidos na prática clínica para o tratamento dos mais

diversos tipos de epilepsia. Em 1912, a descoberta do fenobarbital marcou o início da

farmacoterapia moderna da epilepsia. Depois de 70 anos, a fenitoína, carbamazepina,

valproato de sódio e uma série de benzodiazepínicos tornaram-se disponíveis e efetivaram-se

como drogas antiepilépticas consagradas no mercado (BRODIE, DICHTER, 1996).

Os mecanismos de ação das DAEs comercializadas ainda não são completamente

entendidos, mas de modo geral, envolvem alteração no balanço entre excitação e inibição

neuronal. Em nível celular, são conhecidos três mecanismos básicos: modulação de canais

iônicos dependentes de voltagem (Na+, Ca++, K+); aumento da neurotransmissão inibitória

mediada pelo GABA; e atenuação da neurotransmissão excitatória, particularmente mediada



17

pelo glutamato (CZAPINSKI et al., 2005; LASON et al, 2014; WHITE, SMITH, WILCOX,

2007).

O ácido valpróico (AVP), um ácido graxo de cadeia curta ramificado, tem inúmeros

mecanismos de ação que o torna uma droga antiepiléptica de amplo espectro e um dos

medicamentos mais prescritos para epilepsia em todo o mundo. Seu mecanismo de ação é

através da ação no sistema inibitório GABA, através do aumento da sua síntese e liberação de

GABA (LOSCHER, 2002). No entanto, vários outros mecanismos de ação têm sido propostos

nos últimos anos. O AVP também é responsável por bloquear os canais de sódio dependentes

de voltagem e canais de cálcio do tipo T (VAZQUEZ et al., 2014).

Atualmente, existe uma série de substâncias com propriedade anticonvulsivante que

podem ser utilizadas na clínica, entretanto, cerca de 30% dos pacientes não conseguem ter um

tratamento adequado com esses fármacos. A resistência ao fármaco e um número considerável

de reações adversas dificultam o tratamento, deixando uma parcela considerável de doentes

sem um tratamento adequado (PUTTACHARY et al., 2014).

Recentemente, foram desenvolvidas diversas novas DAEs, possibilitando outras

opções para o tratamento de pacientes com epilepsias. A descoberta de novas drogas é

necessária, pois muitos pacientes ainda apresentam resistência às DAEs estabelecidas. Além

disso, é necessário a descoberta de novos fármacos antiepilépticos que não apresentem

interação farmacocinética, drogas com diferentes mecanismos de ação que permitam uma

terapia de combinação sinérgica e drogas com menor efeito colateral em comparação com a

DAEs padronizadas. Portanto, tornou-se muito importante para entender a eficácia no

tratamento da epilepsia, compreender os mecanismos de ação e a ocorrência de eventos

adversos de novas drogas e interação medicamentosa da associação de fármacos, que

desempenham um papel importante em terapia eficaz de combinação (LEE, 2014).

Foi verificado através de estudos como o de Martinc, Grabnar e Vovkç (2012) que a

utilização das DAEs a longo prazo leva ao comprometimento do sistema de defesa

antioxidante endógeno. Eles observaram que DAEs aumentam a peroxidação lipídica e

diminuem a glutationa redutase e peroxidase. Foi demonstrado também que a carbamazepina,

fenobarbital e o ácido valpróico (AVP) diminuem a atividade da superóxido dismutase (SOD),

causando estresse oxidativo.

As DAEs atualmente existentes não são capazes de controlar as convulsões de uma

parcela dos pacientes e, além disso, durante a terapia podem provocar efeitos adversos e



18

contribuir para o estresse oxidativo. No entanto, a associação de DAEs com uma terapia

auxiliar, que apresente diferentes mecanismos de ação tais como agentes antioxidantes com

ação neuroprotetora seria benéfica (PUTTACHARY et al., 2014).

1.3 Vantagens da terapia combinada

Apesar DAEs disponíveis e da introdução de novas drogas nas últimas duas décadas,

cerca de 30% dos pacientes com epilepsia ainda permanecem sem controle adequado das

crises. Além disso, todas as DAEs apresentam efeitos colaterais que muitas vezes dificultam a

adesão do paciente ou impossibilitam seu uso. Por conseguinte, existe uma necessidade

significativa do desenvolvimento de novas DAEs que sejam mais eficazes e possuam menos

efeitos colaterais (SHEKH-AHMAD; YAVIN, 2012).

Sabe-se que a terapia combinada pode ser uma interessante alternativa para melhoria da

eficácia terapêutica, já que: (1) possibilita o uso de pelo menos dois compostos que podem

atuar sobre diferentes elementos celulares e vias metabólicas; (2) permite reduzir as

concentrações das drogas e o número de doses, contribuindo assim para a diminuição dos

efeitos colaterais; (3) pode minimizar o risco de resistência às drogas (VIVAS et al., 2008).

Os antioxidantes utilizados na terapia de combinação com antineoplásicos para pacientes

com câncer, promovem a potencialização do mecanismo de ação das drogas, resultando na

produção de menores efeitos colaterais, melhoria da qualidade de vida dos pacientes

oncológicos e maior tempo de sobrevida (SANTOS, CRUZ, 2001). Visto isso, esperamos que

a terapia de combinação de um antioxidante natural com drogas antiepilépticas também

proporcione aos pacientes uma diminuição dos efeitos colaterais ocasionado pelo uso dos

antiepilépticos, possibilitando um tratamento terapêutico mais eficaz.

1.4 Modelos animais de epilepsia

A fisiopatologia da epilepsia não está completamente definida. Os modelos de

convulsão em animais reproduzem as alterações comportamentais e eletroencefalográficas

que são semelhantes à epilepsia em humanos. Estes modelos podem também ser utilizados

para estudar o desenvolvimento dos sistemas de neurotransmissores como moduladores da

epileptogênese, como também permite observar as alterações comportamentais,
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histopatológicas, e outros parâmetros neuroquímicos relacionados com a atividade epiléptica

(FREITAS, 2008).

Diferentes tipos de modelos animais de epilepsia podem ser produzidos a partir da

aplicação sistêmica de substâncias químicas como o ácido caínico e pilocarpina (GUEDES,

2006). Ambos os modelos replicam características presentes na epilepsia do lobo temporal em

humanos (KANDRATAVICIUS et al., 2010).

A epilepsia do lobo temporal humano é uma desordem crônica, frequentemente

associada a um estímulo inicial precipitante como estado epiléptico, trauma e convulsões

febris prolongadas (ENGEL; PEDLEY, 1997). Além disso, esse tipo de epilepsia é um dos

distúrbios neurológicos mais comuns, apresentando taxa de prevalência de tempo de vida de

5% (DE LORENZO et al., 2001). Uma preocupação existente é que aproximadamente um

terço dos pacientes que apresentam a epilepsia do lobo temporal, apresentam resistência ao

tratamento medicamentoso atualmente disponível (WALDBAUM; PATEL, 2010).

A pilocarpina, um agonista colinérgico muscarínico, quando administrado por via

sistêmica em altas doses em roedores (~360 mg/kg), estimula um quadro de alterações

comportamentais com manifestação de crises motoras límbicas que surgem aos 15-30 minutos

após injeção, e podem persistir por horas (status epilepticus), caracterizando o período agudo

do modelo (CAVALHEIRO, 1995; TURSKI et al., 1983). O animal que sobrevive ao quadro

agudo passa por um período latente, livre de crises comportamentais que tem duração média

de 14 dias, que termina no momento em que o animal manifesta a primeira crise espontânea

que persiste por toda a vida (LEITE et al., 1990).

Na epilepsia, o hipocampo, o corpo estriado e o córtex fronto-parietal são as áreas em

que ocorre dano neuronal, além de serem as áreas mais atacadas, podem estar relacionadas de

forma importante com os mecanismos de instalação da propagação e/ou manutenção

(epileptogênese) das convulsões límbicas (MARINHO et al., 1998). Em geral, as convulsões

induzidas por pilocarpina parecem depender da ativação do receptor muscarínico, da alteração

da atividade enzimática de alguns sistemas, entre eles os sistemas de defesa antioxidante, do

metabolismo dos fosfoinositídios (MARINHO et al., 1998), como também da participação de

outros sistemas de neurotransmissão noradrenérgico, dopaminérgico, serotonérgico,

GABAérgico e glutamatérgico (CAVALHEIRO et al., 1994; CAVALHEIRO et al., 1995).

Estudos realizados sugerem o hipocampo como sítio de origem da atividade

convulsiva induzida por pilocarpina (TURSKI et al., 1983 a, b). Outros achados sugerem
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como sítio inicial dessas convulsões o pálido ventral ou núcleo accumbens (CLIFFORD et al.,

1987). Estudos eletroencefalográficos e autoradiográficos, realizados posteriormente,

sugeriram ambas as áreas como locais de início das convulsões (LABANDEIRA-GARCIA et

al., 1994; KULKARNI; GEORGE, 1995).

Segundo Silva e Cavalheiro (2004) os modelos experimentais permitiram ao longo da

história um grande progresso no conhecimento dos mecanismos básicos das epilepsias e

muitas DAEs foram criadas a partir de tais modelos. Atualmente, qualquer nova droga deve

ser obrigatoriamente testada em modelos animais antes de sua utilização em seres humanos.

1.5 Epilepsia e o estresse oxidativo

O estresse oxidativo é ocasionado por um desequilíbrio entre as defesas antioxidantes

e os radicais livres, que são gerados pela excitação excessiva dos neurônios (LIU et al., 2012).

Entres os radicais livres mais importantes destacam-se as espécies reativas de oxigênio (EROs)

e as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (ILHAN et al., 2005). As EROs são o radical

ânion superóxido (O2-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH), e as

principais ERNs são o óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO-) (APRIOKU, 2013).

Diversas doenças neurodegenerativas estão envolvidas com estresse oxidativo. O seu

papel nas doenças neurodegenerativas é muito importante, porque as células do Sistema

Nervoso Central (SNC) como os neurônios são extremamente sensíveis aos efeitos destrutivos

das espécies reativas. Os efeitos nocivos das espécies reativas geralmente são neutralizados

através do sistema de defesa endógeno de enzimas antioxidantes (glutationa redutase,

glutationa peroxidase, superóxido dismutase e catalase) e antioxidantes não enzimáticos

(glutationa, vitamina E, vitamina A, vitamina C e β-caroteno (MARTINC; GRABNAR;

VOVK, 2014).

A epilepsia consiste numa doença neurodegenerativa, e sabe-se que o estresse

oxidativo está envolvido (MEHVARI et al., 2016). Vários estudos experimentais relacionam a

epilepsia ao estresse oxidativo, apesar de não termos conhecimento ainda se o estresse

oxidativo é uma causa ou consequência desta patologia, tem sido amplamente mencionado

que o aumento da geração de radicais livres pode levar convulsões prolongadas podendo

resultar em disfunção mitocondrial no hipocampo precedendo morte de células neuronal e

causando subsequente epileptogênese (ARMENTA et al., 2014).
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Sabemos que a formação de EROs ocorre quando elétrons desemparelhados fogem da

cadeia transportadora de elétrons e reagem com o oxigênio molecular, gerando assim

superóxido, peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (OH-), podendo assim

interagir com o ácido desoxirribonucleico (DNA), proteínas e lipídeos e produzir um papel

importante em muitas condições fisiológicas e fisiopatológicas. Para a função normal celular

os níveis de EROs devem permanecer baixos e, portanto, os aumentos prolongados de EROs

assumem um risco inerente de aumento na neurodegeneração, tais como o observado na

epilepsia (ARMENTA et al., 2014; SHIN et al., 2011).

O peroxinitrito (ONOOH) que consiste em uma ERNs é um oxidante potente que pode

nitrar resíduos de tirosina de proteínas estruturais e sob condições fisiológicas, pode reagir

com outros componentes presentes em concentrações elevadas, tais como H2O2 ou CO2, e agir

com função da NADPH-oxidase. O ONOOH é altamente reativo, induz a nitração da tirosina,

peroxidação lipídica, e citotoxicidade, incluindo a morte celular (ARMENTA et al., 2014).

Os radicais livres resultantes do desequilíbrio redox endógeno podem desempenhar

um papel importante na determinação do estresse oxidativo, morte celular e

consequentemente dano tecidual. O oxigênio reativo ocasiona a oxidação dos lipídeos de

membrana promovendo consequentemente um processo denominado de peroxidação lipídica.

A função e estrutura das membranas celulares são perturbadas e destruídas pela peroxidação

lipídica. Esse processo gera subprodutos como aldeídos reativos que podem alterar ainda mais

a sua função e, subsequentemente, provocar danos celulares. O malonildialdeído (MDA) é um

dos aldeídos reativos mais amplamente estudado como marcadores laboratoriais de

peroxidação lipídica (MARTINC; GRABNAR; VOVK, 2014).

O estresse oxidativo é conhecido por estar presente na epilepsia como causa e/ou

consequência do processo de epileptogênese. Quando as defesas antioxidantes não são

capazes de neutralizar os agentes estressantes, são necessárias fontes exógenas para a

diminuição dos radicais e consequentes diminuições do estresse oxidativo. Diante disso, os

produtos naturais parecem ser fontes promissoras de substâncias com atividade antioxidante

(TIWARI, 2001).

1.6 Antioxidantes

Os antioxidantes são definidos como substâncias que retardam a velocidade de

oxidação (SIES, 1993). Eles são capazes de neutralizar os radicais livres gerados pelo
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metabolismo celular ou por fontes exógenas, impedindo o ataque sobre os lipídeos, os

aminoácidos das proteínas, a dupla ligação dos ácidos graxos poliinsaturados e as bases do

DNA, evitando a formação de lesões e perda da integridade celular (BIANCHI; ANTUNES,

1999). Substâncias naturais com atividade redutora e neutralizadora de radicais livres são

muito utilizadas como agentes antioxidantes exógenos.

Os antioxidantes naturais dos organismos com função enzimática são representados

pelas enzimas catalase, superóxido dismutase, glutationa redutase e peroxidase, necessárias

para a continuidade da vida, por estarem associadas ao processo de detoxificação de

compostos oxidantes formados nos seres vivos (LIU et al., 2012). Havendo ocorrências de

uma produção exagerada de agentes oxidantes nas células, serão necessárias fontes exógenas

para a neutralização. Diante disso, uma fonte potencialmente promissora para obtenção

exógena de produtos antioxidantes são os produtos naturais, uma vez que muitos alimentos e

organismos vegetais são ricos em agentes antioxidantes (TIWARI, 2001).

Os alimentos, principalmente as frutas, verduras e legumes contêm agentes

antioxidantes, tais como as vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavonóides, carotenóides,

curcumina e outros que são capazes de restringir a propagação das reações em cadeia e as

lesões induzidas pelos radicais livres (BIANCH; ANTUNES, 1999). Atualmente os

pesquisadores vêm descobrindo diversas atividades nos organismos marinhos. Entre os

organismos marinhos, macroalgas marinhas (mais conhecidas como algas) são alguns dos

recursos mais biologicamente ativos da natureza, por possuir uma riqueza de compostos

bioativos (SILVA et al., 2012).

Já existem na literatura diversos estudos da ação antioxidante de algas, mas apesar de

o Brasil apresentar uma riqueza em relação a flora ficológica, esse campo de pesquisa não foi

devidamente explorado (MENESES, 2010; ROCHA et al., 2007). Nesse contexto, existe uma

necessidadede serem realizados mais estudos com nossa biodiversidade ficológica marinha,

para dispormos de um maior número de substâncias naturais extraídas a partir das algas, já

que temos uma diversidade dessas espécies, que ainda foi pouco explorada.

Estudos realizados por Fujimoto e Kaneda (1980), mostraram que dentre os tipos de

algas existentes, as algas pardas, em geral, apresentaram uma maior atividade antioxidante,

particularmente, Eisenia byciclis, Sargassum kjellmanianum, Ishige okamurae, Undaria

pinnatifida, Heterochordaria abientina e Scytosiphon lomentaria.
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Quimicamente os meabólicos bioativos que podem ser extraídos das algas incluem

fenóis bromados, heterocíclicos oxigenados, nitrogenados e enxofre, terpenóides, peptítideos,

proteínas e os polissacarídeos (BHACUNI, RAWAT, 2005). Os polissacarídeos extraídos de

algas marinhas possuem várias atividades biológicas com potenciais benefícios para a saúde, e

diversas aplicações na área farmacêutica, alimentícia, biomédica e biotecnológica.

1.7 Polissacarídeos extraídos de algas pardas

As algas comumente pertencem a quatro grupos diferentes determinados com base na

cor, sendo elas: algas azuis, algas vermelhas, algas verdes e algas pardas. Esses organismos

apresentam um alto valor nutritivo, sendo ricas em carotenoides, proteínas, fibras dietéticas,

ácidos graxos essenciais, vitaminas e minerais (VASCONCELOS et al., 2015).

As algas marrons ou algas pardas (filo Ochrophyta, classes: Phaeophyceae), com cerca

de 1.750 espécies, são organismos pluricelulares predominantemente marinhos (típicos em

mares frios), vivendo fixados em um substrato ou flutuando, formando imensas florestas

submersas (KILINÇ et al., 2013). É válido ressaltar que esses organismos consistem em um

alimento que é consumido por todo o mundo, principalmente na China onde faz parte da

culinária e é descrito em medicamentos tradicionais chineses há mais de 1000 anos (CUI et al.,

2012).

A alga parda Fucus vesiculosus é um membro da família Fucaceae, que pertence à

ordem Fucales. Ela cresce nas costas temperadas rochosas no meio litoral e entre marés da

Europa e da América do Norte (PARYS et al., 2010). A partir dessas algas podem ser

extraídos polissacarídeos que são polímeros de carboidratos formados de um único tipo de

monossacarídeo ou de diferentes tipos. Essas macromoléculas são solúveis em água, onde

desempenham importante papel como espessante, gelificante, emulsificante e hidratante

(RINAUDO, 2008). Esses compostos vêm se destacando por possuir diversas atividades

biológicas e pela abundância nos organismos marinhos. Os principais polissacarídeos

conhecidos de algas marinhas são carragenanas, agaranas e alginatos, mas também são

relatadas as galactanas híbridas, fucanase laminarinas (VASCONCELOS et al., 2015).

Das algas pardas, podem ser extraídos os polissacarídeos fucanas (homofucanas) e

fucoidanas (heterofucanas), presentes em sua parede extracelular, onde seu principal

componente é a L-fucose um monossacarídeo sulfatado (ROCHA et al., 2004). A presença de
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atividades biológicas mostradas pelo polissacarídeo fucoidana, extraído a partir da alga parda

F. vesiculosus é provavelmente devido a presença do grupo sulfatado em quantidades variadas.

Além disso, a disposição dos grupos sulfatados ao longo da espinha dorsal da alga parda,

também desempenha um papel importante nas suas propriedades ativas (WIJESINGHE;

JEON, 2012).

1.7.1 Atividades antioxidante e anti-inflamatória de Fucoidana

Os processos inflamatórios podem ser desencadeados por estímulos externos ou

internos. A inflamação está relacionada com várias doenças no SNC, incluindo as doenças

autoimunes, neurodegenerativas e desordens convulsivas. Citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias são encontradas no SNC e no plasma em modelos experimentais e em estudos

clínicos de epilepsia. Estudos experimentais em roedores têm demonstrado que as reações

inflamatórias no cérebro após episódios convulsivos podem aumentar a excitabilidade

neuronal, contribuir para o dano celular, e alterar a permeabilidade da barreira

hematoencefálica (VEZZANI; GRANATA, 2005).

A Fucoidana compreende um grupo de polissacarídeos sulfatados ricos em fucose

contendo diferentes quantidades de galactose, xilose, eácido glucurônico. Foi demonstrado

através de estudos que a fucoidana possui diversas atividades biológicas, incluindo

antitumoral, imunomoduladora, antiviral, antitrombótica, anticoagulante, antioxidante e anti-

inflamatória (HUANGet al., 2016). Kang e colaboradores (2011) investigaram a atividade

anti-inflamatória da fucoidana em células RAW 264.7, em modelo de inflamação induzida

por lipopolissacarídeo (LPS) e seus resultados demonstraram que o polissacarídeo sulfatado

foi capaz de reduzir a expressão do gene da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), diminuir a produção

de NO e de prostaglandina-E2 (PGE2) de maneira dose-dependente.

As fucanas vêm sendo descritas como possuidoras das mais diversas atividades

farmacológicas. Cui e colaboradores (2012) realizaram um estudo da atividade neuroprotetora

e antioxidante do polissacarídeo fucoidana em ratos em um modelo de doença de Parkinson

induzido por LPS. Os resultados obtidos demonstraram o potencial anti-inflamatório desse

polissacarídeo, mostrando que este foi capaz de diminuir a ativação das micróglias, os níveis

de TNF-α, a geração de EROs e com isso recuperar a concentração de neurônios tirosina-

hidrosilase (TH) positivos. Foi verificado um efeito neuroprotetor, anti-inflamatório e
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antioxidante, sugerindo que este composto apresentaria um potencial terapêutico em doenças

que ocasionam degeneração dos neurônios.

No estudo realizado por Do e colaboradores (2010) foi demonstrado que o

polissacarídeo fucoidana pode ser um agente terapêutico potencial para o tratamento de lesão

inflamatória relacionada com doenças neurológicas. Nesse estudo verificaram que a fucoidana

foi capaz de inibir a produção de NO e óxido nítrico sintase induzida (iNOS) em cultura de

células do glioma do rato (C6) estimuladas por fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e

interferon gama (IFN-γ). Sabendo, pois que, o aumento da produção de NO e iNOS está

relacionada com diversas doenças neurodegenerativas, a fucoidanana possivelmente poderia

ser utilizada no tratamento dessa doença, já que, foi capaz de reduzir a concentração dessses

compostos.

Em levantamento de literatura realizado por Wijesinghe e Jeon (2012) foi

demonstrado que os produtos extraídos a partir de algas pardas podem ser potenciais agentes

terapêuticos no tratamento de doenças. No entanto, suas propriedades bioativas devem ser

ainda estudadas para que representem um avanço interessante na pesquisa científica e venha a

se tornar um produto de mercado aliado à saúde humana.

A Epilepsia consiste em um dos principais transtornos neurológicos, com prevalência

de 1% na população mundial (ROWLEY et al., 2015). Dados da literatura demonstram que

cerca de 30% dos pacientes não respondem ao tratamento medicamentoso disponível, e

quando utilizados em longo prazo causam efeitos colaterais (WAHAB, 2010), visto isso, a

combinação de drogas antiepilépticas com um composto natural seria de grande relevância

para o tratamento de pacientes com epilepsia. A fucoidana um polissacarídeo sufatado, que

segundo estudos realizados em outros modelos animais, vem apresentando atividade

neuroprotetra, poderá apresentar-se nesse modelo como uma forte candidata na terapia de

combinção de drogas, já que a combinação de agentes antioxidantes pode diminuir os efeitos

tóxicos ocasionados pelo uso a logo prazo dos antiepiléptico, através da neutralização dos

radicais livres e consequente diminuição do estresse oxidativo.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0969996114003969
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

 Avaliar o efeito do polissacarídeo fucoidana, sozinho ou em associação com o ácido

valpróico no modelo de convulsão induzida por pilocarpina em camundongos.

2.2 Específicos

 Analisar o efeito do tratamento com fucoidana sozinha e/ou em associação com o

ácido valpróico sobre as alterações comportamentais de camundongos em modelo de

convulsão induzida por pilocarpina.

 Determinar o efeito do tratamento com fucoidana sozinha e/ou em associação com o

ácido valpróico sobre a peroxidação lipídica, no córtex pré-frontal, corpo estriado e

hipocampo de camundongos em modelo de convulsão induzida por pilocarpina.

 Avaliar o efeito do tratamento da fucoidana sozinha e/ou em associação com o ácido

valpróico sobre o estresse oxidativo através da determinação das concentrações de

nitrito/nitrato no córtex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos em

modelo de convulsão induzida por pilocarpina.

 Investigar o efeito do tratamento com fucoidana sozinha e/ou em associação com o

ácido valpróico sobre os sistemas antioxidantes endógenos através da determinação

dos níveis de glutationa reduzida (GSH) no córtex pré-frontal, corpo estriado e

hipocampo de camundongos em modelo de convulsão induzida por pilocarpina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 25-30 g

provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os

animais foram mantidos em suas casas gaiolas, com no máximo 8 animais, à temperatura

média de 24 ± 2ºC em ciclos de alternância claro/escuro de 12 horas, recebendo ração padrão

para roedores e água ad libitum.

3.2 Aspectos éticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal

(CEPA) da UFC com o número 4/15 e todos os procedimentos experimentais foram

realizados em estrita conformidade com as normas internacionais de uso de animais em

experimentação.

3.3 Drogas utilizadas

Quadro 1 — Drogas utilizadas nos experimentos

Cloridrato de pilocarpina (Sigma Chemical Co., USA).

Fucoidan de Fucus vesiculosus (Sigma Chemical., Co., USA)

Ácido valpróico (valproato de sódio), comprimidos 500 mg (biolab)

3.4 Protocolo de tratamento dos grupos experimentais

Os experimentos foram realizados entre 8:00 e 10:00 horas. Os animais receberam

injeção de fucoidana (7,5, 15 e 30 mg/kg, i.p.), baseado nos procedimentos propostos por Cui

e colaboradores (2012), ácido valpróico (100 e 400 mg/kg, i.p.) e solução salina- NaCl 0,9%

i.p. (a pilocarpina e as demais drogas foram dissolvidas em solução salina) durante 14 dias.

Após esse período, no último dia passados 30 minutos do tratamento, os animais foram

tratados com pilocarpina 400 mg/kg, i.p., (P400) e observados por 1 hora as alteraçõees

comportamentais. Outro grupo recebeu apenas solução salina, i.p (Quadro 2).
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Quadro 2 — Protocolo de Tratamento Experimental

GRUPOS TRATAMENTO

1 Solução salina - NaCl 0,9% + P400

2 Solução salina - NaCl 0,9%

3 Fucoidana (7,5 mg/kg, i.p.) + P400

4 Fucoidana (15 mg/kg, i.p.) + P400

5 Fucoidana (30 mg/kg, i.p.) + P400

6 Ácido valpróico (100 mg/Kg, i.p.) + P400

7 Ácido valpróico (400 mg/Kg, i.p.) + P400

8 Ácido valpróico (100 mg/Kg, i.p.) + fucoidana (7,5 mg/kg, i.p.) + P400

Após a injeção de pilocarpina, os animais tratados e controles foram colocados em

ambiente reservado para observação dos grupos pelo período de 1h. Os animais que não

receberem pilocarpina foram observados por igual período. Os animais que não sobreviveram

até o final do período de observação foram decapitados. Os sobreviventes foram sacrificados

por deslocamento cervical e decapitados depois do estudo comportamental. As áreas cerebrais

foram imediatamente isoladas, removidas sobre gelo e armazenadas à -80°C para a realização

dos estudos neuroquímicos.

3.5 Estudo Comportamental

3.5.1 Alterações comportamentais após indução de convulsões e estado epiléptico por

administração de pilocarpina

Os animais tratados e controles foram divididos em gaiolas contendo 5 a 8

animais e colocados em ambiente reservado, sendo feita a observação direta. Todos os grupos

experimentais foram observados durante 1 hora após a última injeção da droga, de acordo

com o tratamento previsto. Os seguintes parâmetros foram observados: presença de sinais

colinérgicos periféricos, convulsões motoras, instalação de estado epiléptico, número de

mortes, latência de convulsão e latência de morte em cada grupo. A Tabela 1 apresenta estes

parâmetros juntamente com suas características. Depois desse período de observação, os

animais foram utilizados para estudos neuroquímicos.
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Tabela 1 — Parâmetros Comportamentais Observados

PARÂMETROS CARACTERÍSTICAS

1. Sinais colinérgicos periféricos (SCP) Tremores, miose, cromodacriorréia,
piloereção, diarréia, salivação

2. Convulsão Tônico/clônica

3. Estado epiléptico Convulsões intermitentes

4. No de mortes Determinado durante o período de 1 hora
depois da última administração realizada

5. Latência de convulsão
Intervalo de tempo em minutos entre a
última injeção e o aparecimento da primeira
convulsão

6. Latência de morte Intervalo de tempo em minutos entre a
última injeção e a morte do animal

Fonte: Adaptado de Turski et al., 1983a.

3.6 Dissecação das áreas cerebrais

Após a realização do teste de convulsão induzida por pilocarpina, os animais que

não sobreviveram até o final do período de observação foram decapitados. Os sobreviventes

foram sacrificados por deslocamento cervical e decapitados após estudo comportamental. O

cérebro foi removido e as áreas cerebrais foram dissecadas. Todo o procedimento foi

realizado na presença de gelo, sendo removido o córtex pré-frontal (CPF), o corpo estriado

(CE) e hipocampo (HC), com uma tesoura de microdissecação. Terminada a dissecação, cada

área foi colocada em papel alumínio, sobre gelo, pesada e armazenada a -80 °C para uso

posterior.

3.7 Determinação do estresse oxidativo

3.7.1 Determinação da peroxidação lipídica

O grau de lipoperoxidação nas áreas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo e

corpo estriado) foi medido através da determinação das concentrações de substâncias reativas

do ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o

protocolo a seguir. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados a 10% em tampão fosfato 50
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mM (pH 7,4) gelado. Sessenta e três microlitros (63 μL) do homogenato foram removidos.

Posteriormente, 100 μL de ácido perclórico (35%) foram adicionados, para interromper a

peroxidação, e centrifugados a 14000 rotações por minuto (rpm) 4ºC por dez minutos. Em

seguida, 150 μL do sobrenadante foram retirados, e adicionados a 50 μL de ácido

tiobarbitúrico 1,2%. A mistura foi levada ao banho maria, por 30 (trinta) minutos, a uma

temperatura variável de 95 – 100ºC. A solução foi então retirada e colocada para esfriar a

temperatura ambiente. Após isso, foi feita a leitura em ELISA (Enzyme Linked Immunono

Sorbent Assay) a 532 nm. Os resultados foram expressos em micromol de MDA por mg de

proteína.

- Curva-padrão de MDA

A partir da solução padrão de MDA, foram preparadas as soluções a 0,627; 1,247;

2,463; 4,8; 9,16 e 16,77μmol. O branco foi feito com água destilada. A leitura da absorbância

foi feita a 535 nm para determinação da equação da curva-padrão de MDA.

3.7.2 Determinação da concentração de nitrito/nitrato

Para a determinação da produção de nitrito, primeiramente foi preparado uma

curva padrão. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO2 e dissolvidos em 10 mL de água

bidestilada (estoque-10 mM) e feitas as diluições em série (10 e 20 x), ficando 1 mM, 100 M,

10 M, 5 M, 2,5 M, 1,25 M, 0,625 M, 0,312 M. Foi realizada uma equação da reta

para o cálculo das concentrações do teste (GREEN et al.,1982). Para a determinação da

concentração de nitrito de acordo com o método de Green et al., (1982) em cada tecido, foram

preparados homogenatos das áreas cerebrais a 10% (p/v) em tampão fosfato 50 mM (pH 7,4).

Após a centrifugação (11000 g, 15 min) os sobrenadantes foram coletados e a produção de

óxido nítrico (NO) determinada através da reação de Griess. Uma alíquota de 100 μL do

sobrenadante foi incubada com 100 μL do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em H3PO4

1%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%/ H3PO4 1% / diluído em água (1:1:1:1)] a

temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbância foi medida em espectrofotômetro a 540

nm. A concentração de nitrito/nitrato (μM) foi determinada a partir de uma curva padrão de

NaNO2.
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3.7.3 Determinação da Concentração da Glutationa Reduzida (GSH)

Na Epilepsia uma diminuição dos níveis de glutationa está relacionada com o aumento

de EROs, justificado pela atividade da glutationa de fornecer uma neuroproteção contra a

excitotoxicidade (ROSA, 2005). Sabendo disso, para avaliar a atividade antioxidante foi

determinada a concentração de GSH, que se baseia na reação do reagente de Ellman (5,5'-

ditiobis-ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais

ácido 2-nitro-5-tiobenzóico. Inicialmente preparou-se o homogenato a 10% em EDTA 0,02 M,

em seguida foi retirado 400 μL desse homogenato e adicionado 320 μL de água destilada e

mais 80 μL de ácido tricloracético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm

por 15 minutos. Em seguida, foi recolhido 400 μL do sobrenadante e acrescido 800 μL de

tampão Tris-HCL 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 μL de DTNB 0,01M e após1 minuto da reaçãofoi

feito a leitura da coloração em 412 nm através de um espectrofotômetro. A concentração de

glutationa reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma

curva padrão. A curva padrão foi construída a partir da solução padrão de GSH (1mg/mL), a

qual foi preparada em triplicata de soluções a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 μg/mL. O branco foi

feito com água destilada (4 mL) e a cada tubo das soluções de GSH foi acrescentado de 4 mL

de tampão Tris HCl 0,4M (pH 8,9). Para a determinação da equação da curva padrão de GSH,

foi adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (SELDLAK et al., 1988).

4 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados foram expressos através da média ± EPM. Para as diferenças

estatísticas entre os grupos experimentais foi analisado por análise de variância (ANOVA)

seguido de pós-teste Bonferroni. Quando P<0,05, as diferenças foram consideradas

estatisticamente significativas. Os asteriscos (*p<0,05; **p <0,01; ***p<0,001) caracterizam

o grau de significância.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo comportamental

5.1.1 Teste da Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos tratados ou não com

Fucoidana (FUCO) nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/Kg.

Após a administração de pilocarpina, 400mg/Kg, i.p. (P400) os animais demonstraram

sinais colinérgicos periféricos (100%) (miose, piloereção, cromodacriorréia, salivação,

diarréia, diurese e tremores) movimentos estereotipados (aumento da atividade de roer, coçar,

mastigar e wet-dog shakes – ato de sacudir semelhante a um cachorro molhado), progredindo

para convulsão motora límbica.

Foram avaliadas as latências de convulsão e de morte em segundos. Os animais

tratados com fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/Kg apresentaram aumento da latência de

convulsão (s) [FUCO7,5: 576,8 12,12; FUCO15: 649,5 37,38; FUCO30: 694,6 54,85]

quando comparado ao grupo da pilocarpina [P400: 464,4 18,37]. Os melhores resultados

foram observados nas doses de 15 e 30 mg/Kg, onde houve aumento da latência de convulsão

em cerca de 40% (FIGURA 1).

Por sua vez, houve um aumento também na latência de morte (s) nas doses de 7,5, 15 e

30 mg/Kg [FUCO7,5: 743,621,83; FUCO15: 852,042,54; FUCO30: 104680,91] quando

comparado ao grupo da pilocarpina [P400: 558,6  21,90]. E novamente, os melhores

resultados foram observados nas doses de 15 e 30 mg/Kg, com redução de 52,5% e 87,2%,

respectivamente (FIGURA 2).
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Figura 1 — Efeito da Fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/Kg sobre a latência de

convulsão no teste de Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Fucoidana nas doses (7,5, 15 e 30 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e após 30 minutos do

tratamento no 14a dia foi induzida a convulsão com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média 

EPM da latência de convulsão. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni.

Valores significativos comparados ao controle ( **p<0,01; ***p<0,001) vs controle.
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Figura 2 — Efeito da Fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/Kg sobre a latência de morte no

teste de Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Fucoidana nas doses (7,5, 15 e 30 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e após 30 minutos do

tratamento no 14a dia foi induzida a convulsão com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média 

EPM da latência de morte. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni.

Valores significativos comparados ao controle ( **p<0,01; ***p<0,001) vs controle.
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5.1.2 Teste da Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos tratados ou não com

ácido valpróico (AVP) nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg.

A administração de AVP durante 14 dias aumentou a latência de convulsão (s) em

duas doses testadas, no entanto, a dose de 400 mg/Kg foi a que mostrou melhor resultado

[AVP100: 615,134,09; AVP200: 1065208,2; AVP400: 3164242,0]. A dose de 100 mg/Kg

foi utilizada neste trabalho como uma subdose, por não ter mostrado diferença significativa do

controle P400 [P400: 464,4 18,37]. Na dose de 400 mg/Kg de AVP não foi observada a

manifestação de convulsão nos animais analisados (FIGURA 3).

Em relação a latência de morte (s) foi verificado um aumento, mostrado pela

administração do AVP em duas doses analisadas, na dose de 200 mg/Kg houve aumento em

cerca de 90% e na dose de 400 mg/kg aumentou quase 5 vezes a latência de morte [AVP100:

666,933,65; AVP200: 1066196,7; AVP400: 3343176,0] quando comparado com o grupo

controle [P400: 558,6  21,90]. No grupo da dose de 400 mg/Kg, 89% dos animais

sobreviveram ao episódio convulsivo e foram sacrificados no final do experimento (FIGURA

4).
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Figura 3 — Efeito do ácido valpróico nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg sobre a latência de

convulsão no teste de Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Ácido Valpróico nas doses (100, 200 e 400 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e após 30 minutos

do tratamento no 14a dia foi induzida a convulsão com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média

 EPM da latência de convulsão. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de

Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle ( ***p<0,001) vs controle.
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Figura 4 — Efeito do ácido valpróico nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg sobre a latência de

morte no teste de Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com Ácido Valpróico nas doses (100, 200 e 400 mg/Kg; i.p.) durante 14 dias e após 30 minutos

do tratamento no 14a dia foi induzida a convulsão com P400 (400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média

 EPM da latência de morte. Para análise estatística foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni.

Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001) vs controle.
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5.1.3 Teste da Convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos tratados ou não com

a associação de ácido valpróico 100 mg/Kg e Fucoidana 7,5 mg/Kg (AVP100+FUCO7,5)

A administração da associação de AVP100+FUCO7,5, i.p., durante 14 dias aumentou

a latência de convulsão (s) em cerca de 52% [AVP100+FUCO7,5: 759,3  44,07] quando

comparado com o grupo controle [P400: 497,821,26]. Foi verificada uma melhora do efeito

do ácido valpróico na dose de 100 mg/kg quando associado a fucoidana (AVP100+FUCO7,5)

(FIGURA 5).

Foi verificado aumento na latência de morte (s) em cerca de 67% na associação de

AVP100+FUCO7,5 [AVP100+FUCO7,5: 932,4  44,31] quando comparado com o grupo

controle [P400: 558,621,90] (FIGURA 6). Novamente foi observada uma melhora do efeito

do ácido valpróico quando associado a fucoidana.
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Figura 5 — Efeito da associação de ácido valpróico na dose de 100 mg/Kg e fucoidana na

dose de 7,5 mg/Kg (AVP100+FUCO7,5, i.p.) sobre a latência de convulsão no teste de

convulsão Induzida por Pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com a associação de AVP100+FUCO7,5, i.p., e após 30 min foi induzida a convulsão com P400

(400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média  EPM da latência de convulsão. Para análise estatística foi

utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle

(***p<0,001) vs controle.
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Figura 6 — Efeito da associação de ácido valpróico na dose de 100 mg/Kg e fucoidana na

dose de 7,5 mg/Kg (AVP100+FUCO7,5, i.p.) sobre a latência de morte no teste de Convulsão

Induzida por Pilocarpina em camundongos.
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Grupos tratados com a associação de AVP100+FUCO7,5, i.p., e após 30 min foi induzida a convulsão com P400

(400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média  EPM da latência de morte. Para análise estatística foi

utilizado ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle

(***p<0,001) vs controle.
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5.2 Determinação da atividade antioxidante do tratamento com fucoidana e/ou ácido

valpróico no modelo de convulsão induzida por pilocarpina.

5.2.1 Efeitos do tratamento com fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido valpróico

sobre a produção de substâncias ácidas reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em áreas

cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de convulsão induzido por pilocarpina.

Os resultados da análise da produção de substância reativas com o ácido tiobarbitúrico

(TBARS) em hipocampo, corpo estriado e córtex pré-frontal dos diferentes grupos de

tratamento foram expressos em µg de MDA (malonildialdeído)/ mg de proteínas (FIGURAS

7, 8, 9 RESPECTIVAMENTE).

A indução da convulsão com pilocarpina (400 mg/kg) provocou um aumento em cerca

de 67% na concentração de MDA no hipocampo dos animais quando comparado ao grupo

tratado apenas com salina (p<0,01). O tratamento com FUCO nas doses de 15 e 30 mg/Kg foi

capaz de reduzir a elevação dos níveis de MDA induzida por P400 em cerca de 37% e 30%,

respectivamente. Embora a FUCO na dose de 7,5 mg/kg e AVP na dose de 100 mg/kg

sozinhos não tenham alterado a elevação dos níveis de MDA provocada pela P400, a sua

associação provocou uma diminuição da concentração de MDA para níveis semelhantes aos

do controle SALINA [Hipocampo: SALINA: 4441  383,3; SALINA+P400: 7406  565,0;

FUCO 7,5+P400: 6129142,3; FUCO15+P400: 4684 480,0; FUCO30+P400: 5195327,6;

AVP 100+P400: 5758  401,0; AVP400+P400: 4790  480,7; AVP100+FUCO7,5+P400:

4107237,7] (FIGURA 7).

Foi observado aumento de cerca de 47% na concentração de MDA no córtex pré-

frontal dos animais tratados com SALINA+P400 em relação ao grupo tratado apenas com

SALINA (p<0,01). O tratamento com FUCO nas três doses analisadas (7,5, 15 e 30 mg/kg)

foi capaz de reduzir a elevação dos níveis de MDA induzida por P400. Mesmo que o AVP na

dose de 100 mg/kg sozinho não tenha alterado a elevação dos níveis de MDA provocada pela

P400, a sua associação impediu o aumento dos níveis de MDA provocado pela pilocarpina,

deixando a concentração próxima ao valor observado no grupo SALINA [Córtex pré-frontal:

SALINA: 4820  478,5; SALINA+P400: 7066  328,2; FUCO 7,5+P400: 5233  432,5;

FUCO15+P400:5193  292,5; FUCO30+P400:5195 327,6; AVP 100+P400: 5739 248,6;

AVP400+P400: 3052211,4; AVP100+FUCO7,5+P400: 4623179,3] (FIGURA 8).
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Assim como foi observado nas outras áreas testadas, a pilocarpina também provocou

aumento na concentração de MDA no corpo estriado (p<0,01). O tratamento com FUCO nas

doses de 7,5 e 30 mg/Kg foi capaz de reduzir a elevação dos níveis de MDA induzida por

P400. Observamos que FUCO e AVP sozinhos não apresentaram efeito significativo com

relação aos níveis de MDA no corpo estriado dos animais, mas quando associados houve uma

diminuição dos níveis de MDA para níveis próximos aos do controle SALINA [Corpo esriado:

SALINA: 3826  268,8; SALINA+P400: 6359  510,7; FUCO7,5+P400: 4759  354,8;

FUCO15+P400: 5195211,0; FUCO30+P400: 4940189,7; AVP100+P400: 3977 152,4;

AVP400+P400: 3826268,8; AVP100+FUCO7,5+P400: 2748204,8] (FIGURA 9).
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Figura 7 — Efeito do tratamento com FUCO sozinha e/ou em associação com AVP sobre a

produção de substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) em hipocampo

de camundongos tratados com P400.
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vs Salina+P400; com p˂0,05 (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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Figura 8 — Efeito do tratamento com FUCO sozinha e/ou em associação com AVP sobre a

produção de substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) em córtex pré-

frontal de camundongos tratados com P400.
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FUCO7,5+AVP100 mg/Kg + P400. Os valores representam a média ± EPM, com n=5 a 8 animais, a vs Salina, b

vs Salina+P400; com p˂0,05 (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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Figura 9 — Efeito do tratamento com FUCO sozinha e/ou em associação com AVP sobre a

produção de substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS) em copo

estriado de camundongos tratados com P400.
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FUCO7,5; com p˂0,05 (ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni).
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5.2.2 Efeitos do pré-tratamento com fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a concentração de nitrito/nitrato nas áreas cerebrais de camundongos

submetidos ao modelo de convulsão induzido por pilocarpina

Houve um aumento de cerca de 65% na concentração de nitrito/nitrato no hipocampo

dos animais que receberam pilocarpina quando comparado ao grupo SALINA. O pré-

tratamento com fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 preveniu esse aumento. Observamos que

FUCO 7,5 mg/kg e o AVP 100 mg/kg, tanto sozinhos como em associação promoveram uma

diminuição dos níveis de nitrito/nitrato quando comparamos ao grupo tratado com

SALINA+P400, entretanto na associação o percentual de diminuição foi maior (FUCO 7,5

mg/kg: 28%; AVP 100 mg/kg: 20%; FUCO 7,5 + AVP 100: 41%). [Hipocampo: SALINA:

1,402  0,02574; SALINA+P400: 2,319  0,1636; FUCO7,5+P400: 1,681  0,07453;

FUCO15+P400: 1,7590,07453; FUCO30+P400: 1,7610,06645; AVP 100+P400: 1,855

0,1160; AVP400+P400: 1,689  0,07909; AVP100+FUCO7,5+P400: 1,367  0,122]

(FIGURA 10).

Um aumento significativo na concentração de nitrito e nitrato foi verificado no córtex

pré-frontal dos animais tratados apenas com pilocarpina quando comparado ao grupo

SALINA. O pré-tratamento com fucoidana nas três doses 7,5, 15 e 30 preveniu esse aumento.

Observamos que FUCO 7,5 mg/Kg sozinha e em associação com ácido valpróico promoveu

uma diminuição dos níveis de nitrito/nitrato quando comparados ao grupo tratado com

SALINA+P400, entretanto esse efeito foi melhorado [Córtex pré-frontal: SALINA: 1,377

0,09353; SALINA+P400: 2,2750,06637; FUCO: 7,5+P400 1,591 0,02694: FUCO15+P400:

1,674  0,03746; FUCO30+P400: 1,721  0,05949; AVP 100+P400: 1,881  0,07979;

AVP400+P400: 1,789 0,08846; AVP100+FUCO7,5+P400: 1,452 0,09729] (FIGURA 11).

Assim como foi observado no hipocampo e no córtex pré-frontal, houve um aumento

na concentração de nitrito/nitrato no corpo estriado dos animais tratados apenas com

pilocarpina quando comparado ao grupo SALINA. O pré-tratamento com fucoidana nas doses

de 7,5, 15 e 30 preveniu esse aumento. Observamos que a associação das doses da FUCO 7,5

mg/kg + AVP 100 mg/kg provocou uma diminuição dos níveis de nitrito/nitrato no corpo

estriado dos animais quando comparamos ao grupo tratado com SALINA+P400 [Corpo

estriado: SALINA: 1,409 0,04603; SALINA+P400: 2,243 0,05228; FUCO7,5+P400; 1,670

0,02642; FUCO15+P400: 1,6310,04254; FUCO30+P400: 1,6530,05330; AVP100+P400:
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1,802  0,1168; AVP400+P400: 1,698 0,1600; AVP100+FUCO7,5+P400: 1,516  0,04885]

(FIGURA 12).
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Figura 10 — Efeito do tratamento com Fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a produção de nitrito e nitrato em hipocampo de camundongos submetidos à

convulsão com Pilocarpina.
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Figura 11 — Efeito do tratamento com Fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a produção de nitrito e nitrato em córtex pré-frontal de camundongos

submetidos à convulsão com Pilocarpina.
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Figura 12 — Efeito do tratamento com Fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a produção de nitrito e nitrato em corpo estriado de camundongos submetidos

à convulsão com Pilocarpina.
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e FUCO7,5+AVP100 mg/Kg + P400. Os valores representam a média ± EPM, n=5-8, a vs Salina, b vs

Salina+P400; com p˂0,05 (ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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5.2.3 Efeito do tratamento com fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido valpróico

sobre a concentração de glutationa reduzida nas áreas cerebrais de camundongos

submetidos ao modelo de convulsão induzido por pilocarpina

Uma redução significativa na concentração de GSH foi observada no hipocampo dos

animais tratados com PILO em relação aos controles (tratados apenas com salina). O pré-

tratamento com FUCO nas doses de 7,5 e 30 mg/Kg foi capaz de reverter a redução dos níveis

de GSH no hipocampo de animais induzidos a convulsão por P400. A associação da

fucoidana na dose de 7,5 mg/kg com o ácido valpróico na dose de 100 mg/kg, promoveu

recuperação dos níveis de GSH, enquantoo tratamento com ácido valpróico na dose de 400

mg/kg não apresentou efeito. SALINA [Corpo estriado: SALINA: 313,0  7,890;

SALINA+P400: 84,407,808; FUCO7,5+P400:217,924,32; FUCO15+P400: 71,837,275;

FUCO30+P400 166,8 7,348; AVP100+P400: 142,98,965; AVP400+P400:54,333,571;

AVP100+FUCO7,5+P400:166,32,423] (FIGURA 13).

Houve redução na concentração de GSH no córtex pré-frontal dos animais tratados

com PILO em relação aos controles (tratados apenas com salina). O pré-tratamento com

FUCO na dose de 7,5 mg/Kg foi capaz de reverter essa redução, recuperando os níveis de

GSH para valores próximos aos do controle (salina).Assim como observado no hipocampo, a

associação da fucoidana na dose de 7,5 mg/kg com o ácido valpróico na dose de 100 mg/kg,

recuperou os níveis de GSH, o que não foi observado com o tratamento com a dose de 400

mg/kg de ácido valpróico sozinho.SALINA [Corpo estriado: SALINA:196,7  16,07;

SALINA+P400: 80,02 8,031; FUCO7,5+P400 221,017,06; FUCO15+P400: 6,264 0,2307;

FUCO30+P400 103,26,375; AVP100+P400: 121,2 2,309; AVP400+P400: 70,348,651;

AVP100+FUCO7,5+P400: 148,114,29] (FIGURA 14).

Foi observada uma redução na concentração de GSH no corpo estriado dos animais

tratados com PILO em relação aos controles (tratados apenas com salina). Embora o pré-

tratamento com FUCO na dose de 7,5 mg/kg e ácido valpróico na dose de 100 mg/kg não

tenham sido capazes de reverter a redução de glutationa induzida por P400, a sua associação

foi capaz de recuperar os níveis de GSH. SALINA [Corpo estriado: SALINA: 130,2 17,54;

SALINA+P400: 125,5 5,443; FUCO7,5+P400: 171,016,90; FUCO15+P400: 71,757,400;

FUCO30+P400: 187,918,95; AVP100+P400: 137,310,30; AVP400+P400: 73,433,023;

AVP100+FUCO7,5+P400: 248,529,95] (FIGURA 15).
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Figura 13 — Efeito do tratamento com Fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a determinação dos níveis de GSH em hipocampo de camundongos

submetidos à convulsão com Pilocarpina.
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Figura 14 — Efeito do tratamento com Fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a determinação de GSH em córte pré-fronatal de camundongos submetidos à

convulsão com Pilocarpina.
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Figura 15 — Efeito do tratamento com Fucoidana sozinha e/ou em associação com ácido

valpróico sobre a determinação de GSH em corpo estriado de camundongos submetidos à

convulsão com Pilocarpina.
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6 DISCUSSÃO

Nas últimas três décadas, os modelos animais utilizados na busca de novas DAEs têm

se mostrado eficientes para a identificação de drogas potencialmente eficazes para o

tratamento de epilepsia humana (BIALE; TWYMAN; WHITE, 2004). Um dos modelos mais

utilizados é o modelo de convulsão induzido por pilocarpina, que mimetiza o tipo de epilepsia

mais prevalente em seres humanos, que é a epilepsia do lobo temporal. A administração

sistêmica de pilocarpina em roedores induz convulsões com foco de início no sistema límbico,

principalmente no hipocampo, isso foi demonstrado através de experimentação

comportamental e eletroencefalográfica (TURSKI et al., 1983). É válido ressaltar que não

encontramos nenhum trabalho utilizando a fucoidana em modelos animais de convulsão.

O presente estudo testou a fucoidana nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg sozinha e em

associação com uma droga antiepiléptica padrão, que é o ácido valpróico nas doses de 100 e

400 mg/kg no modelo de convulsão induzida por pilocarpina em camundongos. Os resultados

demonstraram que nos grupos pré-tratados com fucoidana, houve proteção da convulsão ao

ser observado aumento da latência de convulsão e de morte, quando comparado ao grupo

controle PILO. Este aumento foi observado apenas nas maiores doses (15 e 30 mg/kg), e isso

foi verificado tanto na latência de morte como na latência de convulsão.

Esses resultados demonstraram que o pré-tratamento com fucoidana nas doses

analisadas foi capaz de reduzir a intensidade e a severidade das convulsões induzidas por

pilocarpina em camundongos, provavelmente devido às propriedades antioxidantes da

fucoidana, que já foram demonstradas em trabalhos anteriores utilizando outros modelos

experimentais (KANG et al., 2011; ZHANG et al., 2014). Esses resultados sugerem um

possível efeito protetor exercido pela fucoidana no SNC de camundongos submetidos ao

modelo de convulsão com pilocarpina.

Estudos utilizando modelos animais de doenças neurodegenerativas como as doenças

de Parkinson e Alzheimer, têm demonstrado que a fucoidana apresenta possíveis efeitos

benéficos como antioxidante e anti-inflamatório (MEENAKSHI et al., 2016; WOZNIAK et

al., 2015).
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O ácido valpróico, um ácido graxo de cadeia curta ramificada, tem inúmeros

mecanismos de ação que o torna uma droga antiepiléptica de amplo espectro e um dos

medicamentos mais prescritos para epilepsia em todo o mundo. Objetivando determinar uma

subdose e a dose anticonvulsivante do AVP, no modelo de convulsão a ser estudado, foram

testadas as doses de 100, 200 e 400 mg/kg. Verificamos através dos resultados obtidos que a

dose de 100 mg/kg poderia ser utilizada como uma subdose e a de 400mg/kg como a dose

anticonvulsivante.

Em relação aos resultados obtidos da associação da fucoidana com o ácido valpróico,

podemos observar uma melhora no efeito do AVP na proteção contra os danos ocasionados

pela convulsão. Foi observado aumento da latência de convulsão e de morte quando

comparado com o controle. Ao ser associado uma subdose de AVP (100 mg/kg), que não

apresentou efeito significativo, com a menor dose da FUCO (7,5 mg/kg), verificamos uma

potencial interação benéfica ao diminuirmos a concentração da droga e mesmo assim obtendo

efeito. Sabemos que a maioria dos efeitos adversos dos antiepilépticos é dose-dependente, ou

seja, a diminuição da dose do fármaco reduz a intensidade dos efeitos colaterais, assim como

a necessidade de suspensão da droga (ALEXOPOULOS, 2013).

Embora mais estudos sejam necessários para confirmar os efeitos da associação, essa

possível interação benéfica entre o AVP e a fucoidana, com melhora do efeito do AVP

mesmo em subdose poderia proporcionar aos pacientes que necessitem utilizar o AVP, o uso

de uma dose menor associada a esse antioxidante natural. Segundo estudos realizados com as

DAEs comercializadas a utilização a longo prazo desses fármacos causam efeitos colaterais,

como o aumento do estresse oxidativo (MARTINC, GRABNAR e VOVK, 2012), que

poderiam ser reduzidos pela associação com a fucoidana, um antioxidante natural.

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a produção de EROs,

ERNs, e a capacidade de desintoxicar prontamente os intermediários reativos num sistema

biológico. A geração excessiva de EROs pode causar danos de células neuronais inclusive

morte celular, através de uma via apoptótica ou necrótica. Evidências recentes sugerem uma

ligação íntima entre o estresse oxidativo e disfunção mitocondrial com o desenvolvimento da

morte neuronal em diversas doenças neurológicas, incluindo a epilepsia (ARMENTA et al.,

2014).
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Observamos nesse estudo que ocorreu um aumento da concentração de MDA e

nitrito/nitrato em todas as áreas estudadas dos animais submetidos a convulsão por

pilocarpina. Já está bem documentado que o estresse oxidativo verdadeiramente aumenta

durante as convulsões induzidas por pilocarpina, sinalizando que o dano cerebral induzido

pelo processo oxidativo desempenha um papel crucial na fisiopatologia das convulsões

(NEJM M et al., 2015).

Por outro lado, nos animais tratados com fucoidana observamos uma diminuição das

concentrações de MDA nas diferentes áreas analisadas. Observamos ainda que a associação

da menor dose de fucoidana (7,5 mg/kg) com a subdose do AVP (100 mg/kg) melhorou o

efeito do ácido valpróico nessa dose, apresentando efeito no hipocampo dos animais. No

córtex pré-frontal dos animais a associação AVP100+FUCO7,5, também observamos uma

melhora do efeito do AVP na subdose analisada. No corpo estriado observamos na associação

AVP100+FUCO7,5 uma diminuição na concentração de MDA, a níveis semelhantes ao

controle SALINA. Sugerimos, pois, que uma possível interação dessas drogas pode apresentar

efeito benéfico com a redução da dose do AVP, proporcionando assim a possibilidade da

obtenção do efeito terapêutico com a redução dos efeitos colaterais relacionados a dose.

Com relação a atividade antioxidante exercida por polissacarídeos extraídos a partir de

algas, Yang e colaboradores (2011) demonstraram que os polissacarídeos sulfatados de algas

pardas apresentaram atividade antioxidante, em experimento realizado in vitro com

polissacarídeos sulfatados extraídos a partir da alga Corallina oficinalis. Eles concluiram que

as frações de polissacarídeos isoladas apresentaram forte efeito inativador de radicais livres

como o radical superóxido, o radical hidroxil e o DPPH (2,2–Difenil–1–picril–hidrazila).

Além disso, sugeriram a possível utilidade desses polissacarídeos extraídos de algas como

agentes terapêuticos.

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com fucoidana foi capaz de

reduzir significativamente o nível de peroxidação lipídica quando comparado com o grupo

controle SALINA+P400. Recentemente, Meenakshi e colaboradores (2016) demonstraram

que o tratamento com fucoidana extraída a partir da alga parda Turbinaria decurrens reduziu

a peroxidação lipídica em áreas cerebrais de animais submetidos ao modelo de doença de

Parkinson com 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), eles concluíram que esse

efeito antioxidante poderia estar associado a uma possível ação neuroprotetora.
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Observamos ainda aumento do estresse oxidativo demonstrado através da elevação da

concentração de nitrito/nitrato no hipocampo, córtex pré-frontal e corpo estriado dos animais

tratados com P400 em relação ao controle. Nas doses analisadas da fucoidana observamos

diminuição dos níveis de nitrito/nitrato nas diferentes áreas analisadas, A associação da

fucoidana 7,5 mg/kg com o AVP 100 mg/kg no córtex pré-frontal melhorou o efeito do ácido

valpróico nessa dose reduzindo a produção de nitrito/nitrato a níveis próximos do controle

SALINA.

Além disso, foi verificada uma diminuição nos níveis de GSH, no hipocampo, córtex

pré-frontal e corpo estriado dos animais tratados com P400 em relação ao controle. Nas doses

analisadas do pré-tratamento com fucoidana observamos que a recuperação dos níveis de

GSH dependeu das doses testadas e da área cerebral estudada, onde no hipocampo apenas as

doses de 7,5 e 30 reverteram a diminuição da concentração de GSH, no córtex pré-frontal

apenas a dose de 7,5 reverteu a diminuição dos níveis de GSH e no corpo estriado não

observamos reversão dos níveis de GSH.

Corroborando com os nossos resultados Gao e colaboradores (2012) demosnstraram

que a fucoidana extraída a partir da alga parda Laminaria japonica foi capaz de reverter a

diminuição de GSH provocada pelo H2O2. Demonstrando que parte do efeito antioxidante

exercido pela fucoidana, se dá através da modulação de sistemas antioxidantesendógenos

como oGSH.

Verificamosque em áreas como hipocampo e córtex-pré-frontal a associação da FUCO

7,5 + AVP 100, apresentou resultado melhor do que o observado com ácido valpróico sozinho

na dose anticonvulsivante (400 mg/kg). No corpo estriado essa associação foi capaz de

melhorar o efeito do ácido valpróico na subdose analisada (100 mg/kg). Esse efeito ocorreu

provavelmente devido as ações da fucoidana, entre elas a atividade antioxidante

analisadaneste trabalho.

Os efeitos antioxidantes e provavelmente protetores da fucoidana já vêm sendo

demonstradosem trabalhos anteriores, utilizando outros modelos experimentais. Heeba e

Morsy (2015), por exemplo, verificaram que o tratamento com fucoidana durante 4 semanas

melhorou o quadro de hepatite e a resistência a insulina em modelo experimental de doença

hepática não-alcóolica em ratos. Foi observado que a fucoidana reduziu níveis de MDA e

óxido nítrico, recuperou os níveis de GSH e reduziu a expressão de RNAm para citocinas pró-
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inflamatórias. Esses pesquisadores concluíram que os efeitos benéficos observados da

fucoidana podem estar relacionados pelo menos em parte, às suas ações antioxidantes e

antiinflamatórias.

No presente trabalho o pré-tratamento com fucoidana foi capaz de reduzir os danos

neuronais provocados pela pilocarpina, diminuindo a intensidade das convulsões e

aumentando a latência de morte dos animais, esses efeitos podem estar relacionados à

atividade antioxidante da fucoidana, observada através da redução da peroxidação lipídica e

do estresse oxidativo ocasionado pela administração de PILO na dose de 400 mg/kg.

Observamos que a associação da fucoidana com o ácido valproico apresentou melhora

do efeito desse anticonvulsivante convencional, mesmotendo sido este usado em uma

subdose.Esse efeito apresenta grande potencial benéficono tratamento de pacientes que

necessitem utilizar este medicamento, pois poderá possibilitara redução da dose desse

anticonvulsivante quando associado ao antioxidante natural, com manutenção do efeito

terapêutico e conseqüente redução dos efeitos colaterais e portanto melhor tolerabilidade e

adesão ao tratamento por parte dos pacientes.

Observamos em nossos resultados que no teste comportamental a fucoidana em sua

sudose (7,5 mg/Kg) não apresentou efeito significativo, quando comparado com o controle

PILO, mas apresentou na avaliação do estresse oxidativo. Sugerimos, pois, que não apenas o

estresse oxidativo é responsável pelo o seu efeito, outros mecanismos podem estarem

envolvidos com seu efeito. Portanto mais estudos devem ser realizados com esse modelo para

determinação do potencial do polissacarídeo fucoidana.
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7 CONCLUSÃO

Os resultados obtidos sugerem que a fucoidana apresentou atividade antioxidante,

exercendo, portanto, uma possível neuroproteção no modelo de convulsão induzido por

pilocarpina, provavelmente devido a redução do estresse oxidativo observado. Sugerimos

ainda que a fucoidana pode ser considerada um potencial adjuvante no tratamento da epilepsia,

pois observamos que sua associação a uma subdose do AVP, melhorou o efeito do mesmo.

No entanto, são necessários mais estudos com o polissacarídeo fucoidana para comprovar esse

efeito.
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ANEXO— DECLARACAO DE APROVAÇÃO DO PROJETO NO COMITÊ DE
ÉTICA
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